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1. Contexte 
 

1.1. Elevage et antibiotiques 
 

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 lucrativité, 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, si le secteur des productions animales a jusqu’ici réagi en recourant à 

l’administration massive d’antibiotiques, on peut aisément comprendre que cela a pour conséquence la 

création d’une pression de sélection envers les bactéries qui ne peut aboutir qu’à 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 

publiées récemment démontrent que la Belgique fait partie des sept pays européens qui consomment le 

plus d’antibiotiques (Goossens et al., 2005; Ferech et al., 2006). 

 

1.2. Les pneumonies des bovins 
 

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 (Martin, 1981 ; Griffin et al., 2000; 

Speer et al., 2001). 

Parmi celles-ci, 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 (Perino, 1992; Vogel et Parrott, 1994; Edwards, 1996).  De son côté, la mise en œuvre 
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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%, soit 50% de plus que ce qui est observé dans le monde entier (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 ). 

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

Dictyocaulus viviparus, (ii) les virus BHV-1 (bovine herpesvirus-1), RSV (respiratory syncytial 

virus), Pi (parainfluenza)-3, BVD-MD (bovine viral diarrhoea-mucosal disease), adénovirus et 

coronavirus et (iii) les bactéries Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Mycoplasma bovis, 

Histophilus somni et Arcanobacterium pyogenes (Dungworth, 1992; Lopez, 2001).  Ces auteurs 

s’accordent 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. 

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. 

 

2. La mannheimiose 
 

2.1. Mannheimia haemolytica 
 

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

taxonomie complète est : super-royaume des bactéries ; phylum des protéobactéries ; classe des 

gammaprotéobactéries ; ordre des pasteurellales ; famille des pasteurellaceae ; genre mannheimia (The 

NCBI taxonomy browser, sans date).  Elle changea, depuis sa découverte en 1885 par Théodore Kitt, 

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 
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2.4. Les cibles chez l’hôte 

 

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 le 

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

pulmonaire (Walker et al., 1985).  Par ailleurs, lorsque des bovins sont déplétés de leurs propres 

neutrophiles circulants par un traitement à l’hydroxyurée, la pneumonie est, et de très loin, 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. 

 

2.5. Rôle du LFA-1 
 

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

l’interaction entre la LKT et les neutrophiles des ruminants : la LKT 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 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). 

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 35000 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 I), par exemple la 

famille β2-intégrine 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) qui prédomine, CD11b/CD18 ou Mac-1, CD11c/CD18 ou CR4 et CD11d/CD18 (Berman et 

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

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 (ICAMs).  Cette sous-famille 
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Tableau I (non exhaustif): La famille des intégrines  

Sous-unités Ligands et contre-récepteurs Expression 

αααα1 Collagènes, laminine T*, B*, Mo 

αααα2 Collagènes, laminine T*, NK, Mo, pl 

αααα3 Fibronectine, laminine, collagènes Mo, Tc, LAK 

αααα4 Fibronectine (V25), VCAM-1 Mo, T*, B, CL, F 

αααα5 Fibronectine T*, Mo 

αααα6 Laminine T*, Mo, pl 

αααα7 Laminine T, Mo 

αααα8 ?  

ββββ1 

ααααV Vibronectine, fibronectine ( ?)  

ααααL ou CD11a ICAM-1, ICAM-2 T, B, Mo, N, NK 

ααααM ou CD11b 
Composant C3b du complément (inactivé), fibrinogène, facteur X, 

ICAM-1 
Mo, NK 

ααααX ou CD11c Fibrinogène, composant C3b du complément (inactivé) ? NK, N 

ββββ2 

(CD18) 

CD11d ? ? 

ααααIIb 
Fibrinogène, fibronectine, facteur de von Willebrand, 

vitronectine, thrombospondine 
pl 

ββββ3 

ααααV 

Vitronectine, fibrinogène, fibronectine, facteur de von 

Willebrand, thrombospondine, fibronectine, ostéopontine, 

collagènes 

B, Mo, pl, F 

ββββ4 αααα6 Laminine ? T, Mo 

ββββ5 ααααV Vitronectine Mo 

ββββ6 ααααV Fibronectine L 

αααα4 Fibronectine (V25), VCAM-1 B 

ββββ7 
ααααIEL ?  

ββββ8 ααααV ?  

 

B : lymphocyte B, B* : lymphocyte B activé, CL : cellule de Langerhans, 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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3. Articles de synthèse 

 

3.1. How Mannheimia haemolytica defeats host defence through a kiss of death 

mechanism 

 L. Zecchinon, T. Fett, D. Desmecht.  Veterinary Research 36 (2): 133-156 (2005). 

 

3.2. Anatomy of the lymphocyte function-associated antigen-1 

L. Zecchinon, T. Fett, P. Vanden Bergh, D. Desmecht.  Clinical and applied immunology 

reviews, 6: 149-172 (2006). 

 

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

 L. Zecchinon, T. Fett, P. Vanden Bergh, D. Desmecht.  Clinical and applied immunology 

reviews, 6: 191-200 (2006). 

 

3.4. LFA-1 and associated diseases: the dark side of a receptor 

 L. Zecchinon, T. Fett, P. Vanden Bergh, D. Desmecht.  Clinical and applied immunology 

reviews, 6: 201-216 (2006). 

 

3.5. Bind another day: the LFA-1/ICAM-1 interaction as therapeutic target 

 L. Zecchinon, T. Fett, P. Vanden Bergh, D. Desmecht.  Clinical and applied immunology 

reviews, 6: 173-189 (2006). 
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4. Objectifs des recherches 
 

 A l’heure actuelle, il est 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 par 

ailleurs particulièrement préoccupante dans notre pays puisque des études récentes démontrent que la 

Belgique fait partie des sept pays européens qui consomment le plus d’antibiotiques (Goossens et al., 

2005; Ferech et al., 2006).  Cette problématique dont la prise de conscience est pourtant relativement 

récente trouve son origine dans l’application par l’Homme envers les animaux de rente d’une pression 

de sélection qui 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, les 

microbes trouvant dans les conditions d’élevage concentrationnaires une niche de choix extrêmement 

propice à la contagion. 

 

 Le secteur des productions animales s’oriente donc de plus en plus d’une part vers une 

meilleure connaissance des pathologies 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. 

 

C’est dans ce contexte général que s’inscrit notre projet en présentant à long terme l’ambition 

de disséminer dans la population bovine des animaux résistants à la mannheimiose, une 

pleuropneumonie due à la bactérie Mannheimia haemolytica, dont la prévalence en spéculation bovine 

constitue un problème économique majeur tant au niveau belge qu’européen et mondial, avec des 

répercussions très élevées en termes de morbidité et de mortalité (Jensen et al., 1976; Roth, 1986; 

Edwards, 1996). 

Nous nous sommes plus particulièrement focalisés sur la spécificité d’espèce que Mannheimia 

haemolytica exhibe vis-à-vis des ruminants et ce, via l’interaction tout aussi spécifique entre son 

principal facteur de virulence, la leucotoxine, et le récepteur leucocytaire lymphocyte function-

associated antigen-1 (LFA-1) des ruminants. 
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Ainsi, le premier objectif de cette recherche a consisté (i) à cloner, séquencer et caractériser les 

CD11a bovin, ovin et caprin, ainsi que les CD18 ovin et caprin (le CD18 bovin étant connu), (ii) à les 

comparer à (certains de) leurs homologues non ruminants en vue de l’identification de sites potentiels 

de mutation que l’on retrouverait sans équivoque chez les ruminants alors qu’ils brilleraient par leur 

absence chez les non ruminants et (iii) à évaluer l’impact potentiel de ces mutations sur la 

conformation de la protéine. 

Dans un deuxième temps, nous nous sommes donné les moyens d’étudier l’interaction 

leucotoxine/LFA-1 en (i) produisant, (ii) purifiant et (iii) validant du point de vue fonctionnel la 

leucotoxine secrétée par une souche caractérisée de Mannheimia haemolytica. 

Enfin, dans un troisième temps, nous avons essayé de cibler la portion du LFA-1 responsable 

de la spécificité d’espèce de Mannheimia haemolytica envers des ruminants via deux approches 

distinctes selon la zone du LFA-1 étudiée.  En ce qui concerne la portion extracellulaire, nous avons 

tenté d’inhiber la liaison de la leucotoxine par une compétition avec des peptides synthétiques dessinés 

à partir des sites du LFA-1 incriminés dans la première partie des recherches.  En ce qui concerne les 

sites se situant aux niveaux transmembranaire et cytoplasmique, nous avons procédé à l’ingénierie de 

lignées cellulaires lymphoblastiques exprimant de manière transitoire des récepteurs LFA-1 bovins 

mutants, dans l’optique d’étudier leur (in)sensibilité à la leucotoxine. 

 

En résumé, ces recherches visent à mettre en évidence le motif moléculaire précis responsable 

de la spécificité d’espèces de Mannheimia haemolytica envers les ruminants, au sein de l’interaction 

leucotoxine/LFA-1, en vue de sélectionner des animaux naturellement plus résistants à la 

mannheimiose, la pathologie prédominante en spéculation bovine. 
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5. Caractérisation du récepteur LFA-1 des ruminants 
 

5.1. Matériel et méthodes 

5.1.1. Schéma général 

La réalisation de notre premier objectif, à savoir la comparaison inter-espèces des sous-unités 

CD11a et CD18 constituant le récepteur LFA-1, directement incriminé dans le caractère spécifique de 

la mannheimiose vis-à-vis des ruminants, nécessite de facto la connaissance des séquences codantes 

(CDS) de ces sous-unités chez les ruminants.  A l’aube de ce travail, seules la séquence du CD18 

bovin (GenBank M81233) et une séquence partielle du CD11a bovin (GenBank AF440778) étaient 

publiées.  Nous avons donc entrepris le clonage, le séquençage et la caractérisation des CD11a bovin, 

ovin et caprin, ainsi que des CD18 bovin, ovin et caprin et ce à partir de leucocytes isolés d’un 

prélèvement sanguin (ou d’une lignée lymphoblastique pour les CD11a et CD18 bovins).  La synthèse 

d’ADN complémentaire (ADNc) a été réalisée par transcription inverse à partir de l’ARN total extrait 

de ces cellules.  La technique de RACE (rapid amplification of cDNA ends) PCR a permis 

l’amplification des extrémités des CDS à l’aide d’amorces nucléotidiques conservées chez l’homme, 

les bovins et/ou la souris.  Après séquençage, des amorces furent dessinées dans les régions non 

traduites (untranslated regions, UTRs) 5’ et 3’ en vue d’une amplification totale par RT-PCR.  Les 

séquences obtenues furent ensuite intensivement étudiées grâce aux nombreux logiciels que la 

bioinformatique met à notre disposition. 

5.1.2. Isolement des leucocytes 

Les leucocytes furent isolés à partir de sang ovin ou caprin par la méthode du Ficoll-Paque 

Plus.  Brièvement, une vingtaine de millilitres de sang défibriné ou traité par un anticoagulant sont 

aliquotés par 2 ml, dilués deux fois avec la solution saline préconisée par le fournisseur puis déposés 

sur 3 ml de Ficoll-Paque (Amersham Biosciences, Belgique).  Après centrifugation à 400 g pendant 30 

minutes à 20°C, la bande blanche correspondant aux cellules leucocytaires est aspirée et diluée dans la 

solution saline.  Après une seconde centrifugation (100 g, 10 minutes, 20°C), le culot cellulaire est 

remis en suspension à une densité de 107 cellules par millilitre de milieu de culture (RPMI 1640 + 2 

mM L-glutamine + 10 % de sérum fœtal bovin + 100 U/ml de pénicilline + 100 µg/ml de 

streptomycine + 1.3 µg/ml de fungizone, tous de la société Invitrogen, Belgique) et incubé à 37°C sous 

une atmosphère contenant 5 % de CO2. 

La lignée lymphoblastique bovine BL-3 (ATCC No. CRL-8037) est cultivée dans le même 

milieu. 

5.1.3. Extraction d’ARN 

Les cellules récoltées sont directement stimulées au phorbol myristate acetate (PMA), un 

mimétique du diacylglycérol connu comme stimulateur de l’expression des β2-intégrines, à raison de 
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25 ng/ml de milieu de culture pendant 15 minutes à 37°C sous une atmosphère contenant 5 % de CO2.  

Les cellules sont ensuite centrifugées à 100 g pendant 10 minutes à 20°C.  Le culot est lavé par du 

PBS (Invitrogen, Belgique) et centrifugé dans les mêmes conditions.  Le nouveau culot est alors lysé 

par l’ajout d’un millilitre par million de cellules d’une solution phénolique dénaturante, le TRIzol 

(Invitrogen, Belgique) pendant 5 minutes à température ambiante, permettant la dissociation complète 

des complexes nucléoprotéiques.  Une extraction par le chloroforme permet ensuite de récupérer 

l’ARN dans la phase aqueuse.  Après précipitation à l’isopropanol, le culot est lavé par de l’éthanol 75 

%, séché et dissous dans de l’eau traitée au DEPC (diéthylpyrocarbonate) 1 ‰. 

5.1.4. Obtention des extrémités de l’ADN complémentaire 

RACE 

Nous avons utilisé la technologie SMART RACE (Clontech Laboratories Inc., Belgique) pour 

cloner les extrémités 5’ et 3’ des différents CD11a et CD18.  La RACE s’effectue en deux étapes : la 

première est la synthèse d’ADNc contenant un adaptateur déterminé en 5’ ou 3’ et la seconde permet 

l’amplification par PCR de chacune de ces extrémités à l’aide d’une amorce correspondant à cet 

adaptateur déterminé et d’une autre spécifique de la cible recherchée. 

En ce qui concerne le choix des amorces spécifiques, nous avons tiré avantage des séquences 

connues des CD11a bovin (GenBank AF440778, partielle), CD18 bovin (GenBank M81233), humain 

(GenBank NM000211) et murin (GenBank NM008404) pour dessiner des amorces spécifiques 

censées conduire à l’obtention de produits d’environ 1kb.  Parmi les différents oligonucléotides 

évalués, seuls les suivants se sont avérés fructueux : 

 

3’-RACE CD11a bovin   5’ – GGCTGAGTCTTGCTCGTTTGGAACC – 3’ 

5’-RACE CD11a bovin   5’ – CAGGTCTGGCCGGAACACTTCTTTC – 3’ 

 

3’-RACE CD11a ovin et caprin  5’ – TGCAATGTRAGCTCTCCCATCTTC – 3’ 

5’-RACE CD11a ovin et caprin  5’ – CCGGCCTCCTCTCTGCTCCCCATAG – 3’ 

 

3’-RACE CD18 ovin et caprin  5’ – GAARGAGAARCTCAAGTCCCARTGGAACAA – 3’ 

5’-RACE CD18 ovin et caprin  5’ – ACCTGCAGACGCCGCACTCCATC – 3’ 

 

avec R = A + G 

 

Les étapes de transcription inverse et de PCR ont été réalisées conformément aux instructions 

du fournisseur.  Les produits de 5’- et 3’- RACE sont analysés sur gel d’agarose 1 % (p/v) et les 

fragments de taille attendue sont excisés du gel et purifiés à l’aide du Qiaquick Gel Extraction Kit 

(Qiagen, Belgique). 



Caractérisation du récepteur LFA-1 des ruminants Contribution personnelle 

106 

Clonages 

Les fragments purifiés sont ensuite « TA-clonés » dans le vecteur pCRII-TOPO (Invitrogen, 

Belgique) avant transformation de bactéries compétentes TOP 10 (Invitrogen, Belgique) et étalement 

sur LB agar + 100 µg/ml d’ampicilline (ou de kanamycine).  L’identification des clones recombinants 

est effectuée par PCR sur colonie à l’aide d’amorces complémentaires de séquences plasmidiques se 

trouvant de part et d’autre de l’insert.  La taille de la bande obtenue témoigne de la présence ou 

l’absence de l’insert.  Les conditions de PCR sont les suivantes : chaque colonie est diluée dans un 

mélange réactionnel composé de 10 µl de Master Mix (Promega, Belgique), 0.5 µl de chaque amorce 

(M13 forward : 5’-GTAAAACGACGGCCAG-3’ et M13 reverse : 5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’, 

chacune à une concentration initiale de 10 µM) et de 9 µl d’eau.  Les paramètres sont les suivants : 2 

min 30 à 94°C, 25 cycles incluant (i) 30 s à 94°C, (ii) 30 s à 55°C et (iii) 2 min 30 (CD18) ou 3 min 30 

(CD11a) à 72°C, suivis d’une extension finale de 10 min à 72°C.  Les clones recombinants sont mis en 

culture (5 ml) dans un milieu sélectif LB + 100 µg/ml d’ampicilline (ou de kanamycine). 

 Séquençages 

Les plasmides issus des clones recombinants sont isolés par mini-prep via le kit QIAprep 

(Qiagen, Belgique) puis séquencés dans les deux sens selon la technologie du Big Dye terminator sur 

un ABI-3100 genetic analyzer (Applied Biosystems, Belgique). 

5.1.5. Obtention de l’ADN complémentaire entier 

 RT-PCR 

L’ADNc complémentaire entier des différents CD11a et CD18 est obtenu à partir d’ARN total 

de leucocytes de l’espèce d’intérêt soumis à une transcription inverse en utilisant le kit Improm II 

(Promega, Belgique) puis à une PCR à l’aide d’amorces dessinées suivant les séquences des 

extrémités obtenues au préalable : 

 

Dans l’UTR-5’ (CD11a bovin) :    5’-CCCAAGAGCCCTCTGAGACT-3’ 

Dans l’UTR-3’ (CD11a bovin) :    5’-GCACCTCAATCTCCACCACT-3’ 

Dans l’UTR-5’ (CD11a ovin et caprin) :   5’-GTCGCCAGTAAATCCCAAGA-3’ 

Dans l’UTR-3’ (CD11a ovin et caprin) :   5’-GCACCTCAATCTCCACCACT-3’ 

Dans l’UTR-5’ (CD18 bovin) :    5’-CAGCCTGGTGAAGAGCAGAG-3’ 

Dans l’UTR-3’ (CD18 bovin) :    5’-GCATTTTTGGTTAACGGTGAAG-3’ 

Dans l’UTR-5’ (CD18 ovin et caprin) :   5’-CAGCCTGGTGAAGAGCAGAG-3’ 

Dans l’UTR-3’ (CD18 ovin et caprin) :   5’-GCAGAAGGCCTTGTCTTCAC-3’ 
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Les conditions de PCR sont les suivantes :  

Pour les CD11a et CD18 bovin : 25 pg d’ADNc sont dilués dans un mélange réactionnel 

composé de 5 µl de dNTP 2 mM, 5 µl de tampon A, 5 µl de tampon B, 1 µl d’élongase (Invitrogen, 

Belgique), 2 µl de chaque amorce (chacune à une concentration de 10 µM), le tout amené à 50 µl avec 

de l’eau.   

Pour le CD11a ovin : 25 pg d’ADNc sont dilués dans un mélange réactionnel composé de 5 µl 

de dNTP 2 mM, 1 µl d’Advantage 2 polymerase (BD Clontech, Belgique), 5 µl du tampon 

correspondant, 1 µl de chaque amorce (chacune à une concentration de 10 µM), le tout amené à 50 µl 

avec de l’eau.   

Pour le CD11a caprin : 25 pg d’ADNc sont dilués dans un mélange réactionnel composé de 5 

µl de dNTP 2 mM, 0.2 µl de Platinum® Taq DNA polymerase High Fidelity (Invitrogen, Belgique), 5 

µl du tampon correspondant, 1 µl de MgSO4 50 mM, 1 µl de chaque amorce (chacune à une 

concentration de 10 µM), le tout amené à 50 µl avec de l’eau.   

Pour les CD18 ovin et caprin : 25 pg d’ADNc sont dilués dans un mélange réactionnel 

composé de 25 µl de Master Mix (Promega, Belgique) contenant de la Taq polymérase, 1 µl de chaque 

amorce (chacune à une concentration de 10 µM), le tout amené à 50 µl avec de l’eau.   

 

Les paramètres de l’amplification sont 2 min 30 à 94°C, 35 cycles incluant (i) 30 s à 94°C, (ii) 

45 s à X°C et (iii) 2 min 30 (pour le CD18) ou 3 min 30 (pour le CD11a) à 68°C, suivis d’une 

extension finale de 10 min à 68°C, avec X = 56°C pour le CD11a bovin, 60°C pour le CD11a caprin, 

58°C pour le CD18 bovin et le CD11a caprin, 53°C pour les CD18 ovin et caprin. 

 Clonages et séquençages 

Les produits de PCR obtenus sont ensuite traités comme décrit aux points 2.4.2 et 2.4.3.   

Dix-huit amorces (neuf dans le sens direct et autant dans le sens indirect) se sont avérées nécessaires 

afin de couvrir l’entièreté des CD11a : 

 

M13 forward :     5’-GTAAAACGACGGCCAG-3’ 

M13 reverse :     5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’ 

CD11a sens 1 :     5’-TGCCAGTCACACTGAGTTCC-3’ 

CD11a sens 2 :     5’-GTTGGCTGGAGTCAAACACA-3’ 

CD11a sens 3 :     5’-TTCAACATGGAGCTGTCCTC-3’ 

CD11a sens 4 :     5’-AGACGGAGCTGTTGCTGATT-3’ 

CD11a sens 5 :     5’-TCATCACAAGCGTGTCCTTC-3’ 

CD11a sens 6 :     5’-CCTGAAACCCTCACCACACT-3’ 

CD11a sens 7A (bovin):    5’-TGAGCTGCAACAATGAGGAC-3’ 

CD11a sens 7B (ovin et caprin):   5’-TGAGCTGCGACAATGAGAAC-3’ 

CD11a sens 8A (bovin):    5’-CCTCCATGTTGAGCCTCTGT-3’ 

CD11a sens 8B (ovin et caprin):   5’-CCTCCATGTTGAGCCTTTCT-3’ 
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CD11a rev 1:     5’-GGTTGTCACTTGTGGGGTCT-3’ 

CD11a rev 2 :     5’-AGCACTTTGGTGGCATCTG-3’ 

CD11a rev 3 :     5’-TCCTGCCCTCGATTCTACTG-3’ 

CD11a rev 4 :     5’-GCCACGTCTGTCAGCTCAT-3’ 

CD11a rev 5 :     5’-CCATCCAGCTGCAGAGTGT-3’ 

CD11a rev 6 :     5’-GTGACCTGGACCCAGTAAGC-3’ 

CD11a rev 7 :     5’-ATGGTGGATCCTGGGACTCT -3’ 

CD11a rev 8 :     5’-CCGCTCAGCACGTAGAGATA-3’ 

 

Quatorze amorces (sept dans le sens direct et autant dans le sens indirect) se sont avérées nécessaires 

afin de couvrir l’entièreté des CD18 : 

 

M13 forward :     5’-GTAAAACGACGGCCAG-3’ 

M13 reverse :     5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’ 

CD18 sens 1 :     5’-CTGAACTTCACAGGGCAAGG-3’ 

CD18 sens 2 :     5’-CATTGGTTTCGGGTCCTC-3’ 

CD18 sens 3 :     5’-CCACCTGGAAGACAACCTGT-3’ 

CD18 sens 4 :     5’-AGCAGCAGTCCTTCACCATC-3’ 

CD18 sens 5 :     5’-CAACTGCGAACGCTACGAC-3’ 

CD18 sens 6 :     5’-GCTGCTGGATGACCTACACC-3’ 

CD18 rev 1A (bovin):    5’-TAGAGCGTCACTTCCTGTGG-3’ 

CD18 rev 1B (ovin et caprin) :   5’-TAGAGAGTCACTTCCTCTGG-3’ 

CD18 rev 2 :     5’-CTGCTTCCCGACTTCTGTCT-3’ 

CD18 rev 3 :     5’-GATAAGCTCCACCACGTTCC-3’ 

CD18 rev 4 :     5’-GCAGTTCTTCCCGATGTAGC-3’ 

CD18 rev 5 :     5’-CAGCCCTGAGTGGACTTGAG-3’ 

CD18 rev 6 :     5’-CAGATGACCAGCAGGAGGAT-3’ 

 

La séquence du CD11a bovin (GenBank AY267467) a été déduite à partir de cinq clones 

indépendants, celles du CD11a ovin ont été déduites à partir de neuf clones indépendants (GenBank 

AY731091 et AY731092), de même que celles du CD11a caprin (GenBank AY773018 et AY773019). 

La séquence du CD18 bovin obtenue correspond à celle publiée (GenBank M81233) tandis que les 

séquences du CD18 ovin ont été déduites à partir de neuf clones indépendants (GenBank AY484425 et 

AY484426) et celle du CD18 caprin à partir de six clones indépendants (GenBank AY452481). 

5.1.6. Bioinformatique 

Plusieurs logiciels ont contribué à ce travail : les amorces ont été dessinées à l’aide de 

Netprimer (Netprimer, sans date) et Primer 3 (Rozen et Skaletsky, 2000), les analyses et comparaisons 

de séquences ont été effectuées respectivement avec les programmes Chromas v.2.21 (Chromas, 2004) 

et BLAST (Altschul et al., 1990), les alignements des séquences protéiques sont réalisés par GeneDoc 
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v.2.6.002 (Nicholas et al., 1997) selon la matrice BLOSUM 62, la présence d’un peptide signal est 

évaluée par SignalP v.2.0.b2 (Nielsen et al., 1997), les sites de N-glycosylation potentiels sont 

proposés par NetNGlyc v.1.0 (Jensen et al., 2002) et les prédictions de structures secondaires par GOR 

IV (Garnier et al., 1996 ; Combet et al., 2000).  Les analyses de structure tridimensionnelle sont 

effectuées à l’aide de Swiss-PdbViewer v.3.7. (Guex et al. 2003). 

 

5.2. La sous-unité CD11a 

5.2.1. Description 

Les séquences de l’ADN complémentaire des CD11a bovin (GenBank AY267467), ovin 

(GenBank AY731092) et caprin (GenBank AY773019) contiennent ~ 4500 pb avec un cadre de 

lecture ouvert de 3498 pb codant pour 1165 acides aminés, suivi de 500 à 1000 pb dans l’UTR-3’ 

(figures 4 à 6).  Pour les CD11a ovin et caprin, un second allèle a été identifié (respectivement 

GenBank AY731091 et AY773018), codant pour 1164 acides aminés (3495 pb). 

Les CD11a bovin, ovin et caprin contiennent un peptide signal potentiel de 23 résidus, un 

domaine extracellulaire de 1061 ou 1062 résidus (24-1084/1085), une région transmembranaire de 24 

résidus (1085/1086-1108/1109) et une courte queue cytoplasmique de 57 résidus (figures 4 à 8).  Le 

domaine extracellulaire contient un domaine inséré ou I domain de 172 résidus (153-324) très proche 

de ceux trouvés dans les sous-unités α des intégrines séquencées à ce jour et localisé entre les feuillets 

β 2 et 3 d’une seven bladed β-propeller region (Huang et Springer, 1997).  Le I domain est homologue 

aux domaines répétés du facteur de von Willebrand et de la cartilage matrix protein (Springer, 1990) 

et peut être exprimé en tant que domaine isolé.  Sa structure tridimensionnelle consiste en un coeur de 

cinq feuillets β parallèles entourés d’hélices α, avec d’un côté, un court brin antiparallèle (Qu et 

Leahy, 1995).  Le I domain contient un site d’adhésion dépendant des ions métalliques (metal ion 

dependent adhesion site, MIDAS) (Lee et al., 1995) constitué des résidus 159-163, 228 et 261 et un I-

domain allosteric site (IDAS) qui joue un rôle fonctionnel dans la liaison d’ICAM-1 (Huth et al., 

2000; Lupher et al., 2001; Lum et al., 2002).  Trois répétitions avec un motif de liaison des cations 

divalents sont également présentes (résidus 465-473, 527-535 et 587-595) (figure 7).   

Les CD11a bovin, ovin et caprin matures contiennent respectivement 22, 21 et 19 résidus 

cystéyles, dont, toujours respectivement, deux, un et un dans la portion cytoplasmique, ainsi que huit, 

sept et neuf sites de N-glycosylation potentiels (Asn-X-Thr/Ser), tous localisés dans la région 

extracellulaire (figure 7).  Tous les résidus cystéyles et tous (sauf un) les sites de N-glycosylation 

potentiels se trouvent à l’extérieur du I domain et des motifs de liaison des cations divalents (figure 7), 

en accord avec l’hypothèse que ces régions pourraient subir des changements conformationnels 

importants lors de la liaison du ligand (Rothlein et Springer, 1986; Larson et al., 1989). 
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    1:                                                       M  N  S  C  I  I  V  L  R  L  L  L  S  G  P  F  V  F  A  P  A  W  S  Y  N  L  D  V  R  H  V  Q      32 
  -54: CCAAGAGCCCTCTGAGACTATACCTGGGCTGGCTCCCTCCAGCTGGCTTGAAGGATGAATTCCTGCATCATCGTGCTGAGGTTGCTGCTGTCTGGACCTTTTGTCTTTGCCCCAGCCTGGAGCTACAACCTGGATGTGCGACATGTGCAA    96 
 
   33: N  F  S  F  P  L  A  G  R  H  F  G  Y  R  V  L  Q  V  G  N  G  V  V  V  G  A  P  S  E  G  N  S  M  G  N  L  Y  Q  C  Q  P  E  T  G  D  C  L  P  V  T      82 
   97: AACTTCTCCTTTCCACTTGCCGGGAGGCATTTTGGGTACCGCGTTCTGCAAGTTGGAAATGGGGTTGTCGTGGGAGCTCCAAGCGAAGGGAACAGCATGGGAAACCTGTATCAATGCCAGCCAGAAACTGGAGACTGCCTGCCAGTCACA   246 
 
   83: L  S  S  N  Y  T  S  K  Y  L  G  M  T  L  A  T  D  P  T  S  D  N  L  L  A  C  D  P  G  L  S  R  T  C  D  Q  N  I  Y  L  S  G  L  C  Y  L  I  H  E  N     132 
  247: CTGAGTTCCAACTATACCTCCAAGTACTTGGGAATGACCTTGGCAACAGACCCCACAAGTGACAACCTGTTGGCCTGTGATCCTGGGCTGTCTCGAACATGTGACCAGAACATCTATCTAAGTGGTCTGTGTTACCTCATCCACGAGAAC   396 
 
  133: L  R  G  P  V  L  Q  G  H  P  G  Y  Q  E  C  I  K  G  N  V  D  L  V  F  L  F  D  G  S  M  S  L  Q  Q  D  E  F  E  K  I  V  D  F  M  R  D  V  M  K  K     182 
  397: CTGAGGGGTCCGGTGCTGCAAGGGCACCCTGGTTATCAGGAATGTATAAAGGGCAACGTAGACTTGGTATTTCTGTTTGATGGCTCAATGAGCTTGCAGCAAGATGAATTTGAGAAAATTGTGGACTTCATGAGGGATGTGATGAAGAAA   546 
 
  183: L  S  N  S  S  Y  Q  F  A  A  V  Q  F  S  T  Y  F  R  T  E  F  T  F  L  D  Y  I  R  Q  K  D  P  D  A  L  L  A  G  V  K  H  M  R  L  L  T  N  T  F  G     232 
  547: CTCAGCAACTCTTCCTACCAGTTTGCGGCTGTTCAGTTTTCTACATATTTCAGAACAGAATTTACTTTCTTGGATTACATTAGACAGAAGGACCCTGACGCTCTGTTGGCTGGAGTCAAACACATGCGTTTGTTGACCAACACCTTTGGT   696 
 
  233: A  I  N  Y  V  A  K  E  V  F  R  P  D  L  G  A  R  P  D  A  T  K  V  L  I  I  I  T  D  G  K  P  P  T  N  T  T  L  M  R  P  K  T  S  S  R  S  L  L  G     282 
  697: GCCATCAACTATGTTGCGAAAGAAGTGTTCCGGCCAGACCTGGGAGCCCGCCCAGATGCCACCAAAGTGCTTATCATCATCACTGATGGGAAGCCCCCGACGAACACAACATTGATGCGGCCAAAGACATCATCCCGCTCATTATTGGGG   846 
 
  283: I  G  K  N  F  K  T  K  E  S  Q  E  A  L  H  Q  F  A  S  K  P  V  E  E  F  V  K  I  L  D  T  F  E  K  L  K  D  L  F  T  E  L  Q  K  K  I  Y  V  I  E     332 
  847: ATTGGAAAAAATTTTAAGACCAAAGAAAGTCAGGAGGCGCTCCATCAGTTTGCCTCCAAACCCGTGGAGGAGTTTGTAAAGATCCTGGACACGTTTGAGAAGCTGAAAGATCTATTCACCGAGCTGCAAAAAAAGATCTATGTCATTGAG   996 
 
  333: G  T  S  K  Q  D  L  T  S  F  N  M  E  L  S  S  S  G  I  S  A  D  L  S  E  G  H  G  V  V  G  A  V  G  A  K  D  W  A  G  G  F  L  D  L  K  A  D  L  K     382 
  997: GGCACAAGCAAACAGGACCTGACATCCTTCAACATGGAGCTGTCCTCCAGCGGGATCAGCGCGGACCTCAGCGAGGGCCATGGCGTTGTGGGGGCCGTTGGAGCCAAGGACTGGGCTGGGGGCTTTCTCGACCTGAAGGCAGACCTGAAA  1146 
 
  383: S  S  T  F  V  G  N  E  P  L  T  V  E  S  R  A  G  Y  L  G  Y  T  V  T  R  L  P  S  R  G  T  M  S  L  L  A  T  G  A  P  K  Y  Q  H  V  G  R  V  L  L     432 
 1147: AGCAGTACATTTGTTGGCAATGAACCACTGACAGTAGAATCGAGGGCAGGATATTTGGGTTACACGGTGACCAGGCTGCCCTCCCGAGGGACCATGTCATTGCTGGCCACTGGAGCCCCCAAATACCAACATGTCGGGCGGGTGCTGCTG  1296 
 
  433: F  Q  Q  P  K  R  G  G  P  W  S  Q  I  Q  E  I  D  G  I  Q  I  G  S  Y  F  G  G  E  L  C  G  V  D  V  D  R  D  G  E  T  E  L  L  L  I  A  A  P  L  Y     482 
 1297: TTCCAACAGCCAAAGAGAGGAGGACCCTGGAGCCAGATCCAGGAAATAGATGGGATCCAGATTGGCTCTTATTTTGGTGGCGAGTTGTGTGGCGTTGACGTGGACAGAGATGGGGAGACGGAGCTGTTGCTGATTGCAGCCCCCCTGTAC  1446 
 
  483: Y  G  E  Q  R  G  G  R  V  F  I  Y  Q  K  I  Q  L  E  F  Q  M  V  S  E  L  Q  G  E  T  G  Y  P  L  G  R  F  G  A  A  I  A  A  L  T  D  I  N  G  D  E     532 
 1447: TATGGGGAGCAGAGAGGAGGCCGGGTGTTTATCTACCAGAAAATACAGCTGGAGTTCCAAATGGTCTCAGAGCTGCAGGGGGAGACCGGCTACCCCCTTGGGCGATTTGGAGCTGCCATCGCTGCCCTGACAGACATCAACGGGGATGAG  1596 
 
  533: L  T  D  V  A  V  G  A  P  L  E  E  Q  G  A  V  Y  I  F  N  G  Q  Q  G  G  L  S  P  R  P  S  Q  R  I  E  G  T  Q  M  F  S  G  I  Q  W  F  G  R  S  I     582 
 1597: CTGACAGACGTGGCTGTGGGAGCCCCCCTGGAGGAGCAGGGGGCCGTGTACATCTTCAATGGGCAACAAGGGGGGCTGAGCCCCCGGCCCAGTCAGCGGATAGAAGGGACCCAGATGTTCTCAGGAATTCAATGGTTTGGACGCTCCATC  1746 
 
  583: H  G  V  K  D  L  G  G  D  G  L  A  D  V  A  V  G  A  E  G  Q  V  I  V  L  S  S  R  P  V  V  D  I  I  T  S  V  S  F  S  P  A  E  I  P  V  H  E  V  E     632 
 1747: CACGGGGTGAAGGACCTCGGCGGGGATGGCCTGGCAGATGTGGCTGTGGGGGCTGAGGGCCAGGTGATCGTGCTCAGCTCCCGGCCTGTGGTGGACATCATCACAAGCGTGTCCTTCTCCCCGGCCGAGATCCCAGTGCATGAAGTCGAG  1896 
 
  633: C  S  Y  S  T  S  N  Q  K  K  E  G  V  N  L  T  V  C  F  Q  V  K  S  L  I  S  T  F  Q  G  H  L  V  A  N  L  T  Y  T  L  Q  L  D  G  H  R  T  R  S  R     682 
 1897: TGCTCCTATTCCACCAGCAACCAGAAGAAGGAAGGCGTTAACCTCACAGTCTGTTTCCAGGTCAAGTCTCTCATCTCCACCTTCCAAGGGCACCTGGTTGCCAACCTCACTTACACTCTGCAGCTGGATGGCCATCGGACCCGAAGCCGG  2046 
 
  683: G  L  F  P  G  G  K  H  K  L  I  G  N  T  A  V  T  P  V  K  S  C  F  V  F  W  F  H  F  P  I  C  I  Q  D  L  I  S  P  I  N  V  S  L  S  Y  S  L  W  E     732 
 2047: GGCTTGTTCCCAGGAGGGAAACACAAACTCATCGGGAACACAGCTGTCACCCCTGTCAAGTCCTGCTTTGTGTTCTGGTTCCACTTCCCGATATGCATTCAAGATCTCATCTCTCCCATCAACGTCTCCCTAAGCTACTCTCTCTGGGAG  2196 
 
  733: E  E  G  T  P  R  D  P  R  A  L  D  R  D  I  P  P  I  L  K  P  S  P  H  L  E  T  K  E  I  P  F  E  K  N  C  G  E  D  K  N  C  E  A  D  L  K  L  A  F     782 
 2197: GAAGAAGGGACACCGAGGGACCCAAGGGCGCTGGACAGGGACATCCCGCCCATCCTGAAACCCTCACCACACTTGGAGACCAAGGAGATTCCTTTTGAGAAGAACTGCGGAGAGGACAAGAATTGTGAAGCAGACCTGAAGCTGGCCTTC  2346 
 
  783: S  D  M  R  S  K  I  L  R  L  T  P  S  A  S  L  S  V  R  L  T  L  R  N  T  A  E  D  A  Y  W  V  Q  V  T  L  S  F  P  Q  G  L  S  F  R  K  V  E  I  L     832 
 2347: TCCGACATGAGATCCAAAATCCTGCGTCTGACCCCCTCTGCCAGCCTCTCTGTGAGGCTGACACTGAGGAACACAGCAGAAGATGCTTACTGGGTCCAGGTCACCCTGAGCTTCCCCCAGGGACTCTCATTCCGCAAAGTGGAGATCCTC  2496 
 
  833: K  P  H  S  H  V  P  V  G  C  E  E  L  P  E  E  A  V  V  H  S  R  A  L  S  C  N  V  S  S  P  I  F  G  E  D  S  M  V  D  I  Q  V  M  F  N  T  L  Q  K     882 
 2497: AAGCCCCACAGCCATGTACCTGTGGGCTGCGAGGAGCTCCCTGAGGAGGCCGTAGTGCACAGCAGGGCCCTCTCCTGCAATGTGAGCTCTCCCATCTTCGGAGAAGACAGCATGGTTGATATCCAGGTGATGTTTAATACGCTGCAGAAA  2646 
 
  883: G  S  W  G  D  F  I  E  L  Q  A  N  V  S  C  N  N  E  D  S  S  L  L  E  D  N  S  A  T  T  S  I  P  V  M  Y  P  I  N  V  L  T  K  D  Q  E  N  S  T  L     932 
 2647: GGCTCCTGGGGGGATTTTATCGAGCTGCAGGCCAATGTGAGCTGCAACAATGAGGACTCAAGCCTCCTGGAGGACAACTCGGCCACCACCAGCATCCCTGTCATGTACCCCATCAACGTCCTCACCAAGGACCAGGAAAACTCCACGCTG  2796 
 
  933: Y  I  S  F  T  P  K  S  P  R  I  H  H  V  K  H  I  Y  Q  V  R  I  Q  P  S  N  Y  D  N  M  P  P  L  E  A  L  V  R  V  P  R  V  H  S  E  G  L  I  T  H     982 
 2797: TATATCAGTTTCACCCCCAAGAGTCCCAGGATCCACCATGTCAAGCACATTTACCAGGTGAGGATCCAGCCTTCTAACTATGACAACATGCCCCCACTGGAGGCCTTGGTTAGGGTACCACGGGTGCACAGCGAGGGGCTCATCACCCAC  2946 
 
  983: K  W  S  I  Q  M  E  P  P  V  N  C  S  P  R  N  L  E  S  P  S  D  E  A  E  S  C  S  F  G  T  E  F  R  C  P  I  D  F  R  Q  E  I  L  V  Q  V  N  G  M    1032 
 2947: AAGTGGAGCATACAGATGGAGCCTCCAGTCAACTGCAGCCCCAGAAATCTGGAGAGTCCATCTGATGAGGCTGAGTCTTGCTCGTTTGGAACCGAGTTCCGCTGCCCAATTGACTTCAGACAGGAGATCCTCGTCCAAGTGAACGGGATG  3096 
 
 1033: V  E  L  R  G  T  I  K  A  S  S  M  L  S  L  C  S  S  L  A  I  S  F  N  S  S  K  H  F  H  L  H  G  R  N  A  S  M  A  Q  V  V  M  K  V  D  L  V  Y  E    1082 
 3097: GTGGAGTTGAGGGGGACGATCAAGGCCTCCTCCATGTTGAGCCTCTGTAGCTCCCTCGCTATCTCCTTCAACAGCAGCAAGCATTTCCACCTCCATGGCAGGAACGCCTCCATGGCCCAGGTCGTCATGAAGGTTGACCTTGTATATGAG  3246 
 
 1083: K  E  M  L  Y  L  Y  V  L  S  G  I  G  G  L  L  L  L  F  L  I  F  I  A  L  Y  K  V  G  F  F  K  R  N  L  K  E  K  M  E  A  N  V  D  A  S  S  E  I  P    1132 
 3247: AAAGAGATGCTCTATCTCTACGTGCTGAGCGGAATCGGGGGGCTGTTGTTGCTGTTCCTGATTTTCATAGCTCTGTACAAGGTTGGTTTCTTCAAACGGAACCTGAAGGAGAAGATGGAGGCGAACGTAGATGCTTCCAGTGAAATCCCT  3396 
 
 1133: G  E  D  A  G  Q  P  E  L  E  K  E  C  K  D  P  G  C  L  E  P  L  Q  K  T  D  E  D  G  S  G  G  D  *                                                    1165 
 3397: GGAGAAGATGCTGGGCAGCCGGAGTTGGAGAAAGAGTGCAAGGACCCAGGCTGCCTGGAGCCCCTCCAGAAGACGGATGAGGACGGAAGTGGTGGAGATTGAGGTGC                                             3503 

Figure 4 : Séquences nucléotidique et protéique du CD11a bovin 

Le peptide signal potentiel et la région transmembranaire sont soulignés. 
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     1:                                                        M  N  S  Y  T  I  V  M  R  F  L  L  S  G  P  F  V  F  A  P  A  W  S  Y  N  L  D  V  R  H  V  Q    32 
   -55: GTCGCCAGTAAATCCCAAGAGCCCTCTGGGGTGGCTCCCTCCAGCCGCCTGAAAGATGAATTCCTACACCATCGTGATGAGGTTCCTGCTGTCTGGGCCTTTTGTCTTTGCCCCAGCCTGGAGCTACAACCTGGATGTGCGACACGTGCA   95 
        
    33:  S  F  S  F  P  L  A  G  R  H  F  G  Y  R  V  L  Q  V  G  N  R  V  V  V  G  A  P  N  E  G  N  R  M  G  N  L  Y  Q  C  Q  P  E  T  G  D  C  L  P  V  T    82 
    96: AAGCTTCTCCTTCCCACTTGCCGGGAGGCATTTTGGGTACCGTGTTCTGCAAGTGGGAAACAGGGTTGTTGTGGGAGCTCCAAATGAAGGGAACAGGATGGGAAACCTGTATCAGTGCCAGCCAGAAACTGGAGACTGCCTGCCAGTCAC  245 
 
    83:  L  S  S  S  Y  T  S  K  Y  L  G  M  T  L  A  T  D  P  T  S  G  N  L  L  A  C  D  P  G  L  S  R  T  C  D  Q  N  I  Y  L  S  G  L  C  Y  L  I  H  E  N   132 
   246: ACTGAGTTCCAGCTATACCTCCAAGTACTTGGGAATGACCTTGGCAACAGACCCCACAAGTGGCAACCTTTTGGCCTGTGATCCTGGGCTGTCTCGAACATGTGACCAGAACATCTATCTAAGTGGTCTCTGTTACCTCATCCACGAGAA  395 
     
   133:  L  R  G  P  V  L  Q  G  Y  P  G  Y  Q  E  C  I  K  G  N  V  D  L  V  F  L  F  D  G  S  M  S  L  Q  Q  D  E  F  E  K  I  V  D  F  M  K  D  V  M  K  K   182 
   396: TCTGAGGGGTCCCGTGCTACAAGGGTACCCTGGTTATCAGGAATGTATAAAGGGCAACGTAGACTTGGTATTTCTGTTTGATGGCTCAATGAGCTTGCAGCAAGATGAATTTGAGAAAATTGTGGACTTCATGAAGGATGTGATGAAGAA  545 
     
   183:  L  S  N  S  S  Y  Q  F  A  A  V  Q  F  S  T  D  F  K  T  E  F  T  F  L  D  Y  N  R  Q  K  D  P  D  A  L  L  A  G  V  K  H  M  R  L  L  T  N  T  F  G   232 
   546: ACTCAGCAACTCTTCCTACCAGTTTGCGGCTGTTCAGTTTTCTACAGATTTCAAAACAGAATTTACTTTCTTGGATTACAATAGACAGAAGGACCCTGATGCTCTGTTGGCTGGAGTCAAACACATGCGTTTGTTGACCAACACCTTTGG  695 
 
   233:  A  I  N  Y  V  A  K  E  V  F  R  Q  E  L  G  A  R  P  D  A  T  K  V  L  I  I  I  T  D  G  E  A  T  D  E  Q  N  I  D  A  A  K  D  I  I  R  Y  I  I  G   282 
   696: TGCCATCAACTATGTTGCGAAAGAAGTGTTCCGGCAAGAGCTGGGAGCCCGCCCAGATGCCACCAAAGTGCTTATCATCATCACTGATGGGGAAGCCACCGACGAACAGAACATTGATGCGGCCAAAGACATCATCCGCTACATCATTGG  845 
     
   283:  I  G  K  N  F  K  T  K  E  S  Q  E  A  L  H  Q  F  A  S  K  P  V  E  E  F  V  K  I  L  D  T  F  E  K  L  K  D  L  F  T  E  L  Q  K  K  I  Y  V  I  E   332 
   846: GATTGGAAAGAACTTTAAGACCAAAGAAAGTCAGGAGGCGCTCCATCAGTTTGCCTCCAAACCCGTGGAGGAGTTTGTAAAGATCCTGGACACATTTGAGAAGCTGAAAGACCTATTCACCGAGCTGCAGAAAAAGATCTATGTCATTGA  995 
     
   333:  G  T  S  K  Q  D  L  T  S  F  N  M  E  L  S  S  S  G  I  S  A  D  L  S  E  G  H  G  V  V  G  A  V  G  A  K  D  W  A  G  G  F  L  D  L  K  A  D  L  Q   382 
   996: GGGCACAAGCAAACAGGACCTGACATCCTTCAACATGGAGCTGTCCTCCAGCGGGATCAGTGCGGACCTCAGTGAGGGCCATGGCGTTGTGGGGGCCGTTGGAGCCAAGGACTGGGCTGGGGGCTTTCTCGACCTGAAGGCAGACCTGCA 1145 
    
   383:  S  S  T  F  V  G  N  E  Q  P  T  V  E  S  R  E  G  Y  L  G  Y  T  V  T  W  L  P  S  R  G  M  M  S  L  L  A  T  G  A  P  R  Y  Q  H  V  G  R  V  L  L   432 
  1146: GAGCAGCACATTTGTTGGGAATGAACAACCGACAGTAGAATCGAGGGAAGGATATTTGGGTTACACGGTGACCTGGCTGCCCTCCCGAGGGATGATGTCATTGCTGGCCACTGGAGCCCCCAGATACCAGCATGTTGGGCGGGTGCTGCT 1295 
 
   433:  F  Q  Q  P  K  R  G  G  P  W  S  Q  I  Q  K  I  D  G  I  Q  V  G  S  Y  F  G  G  E  L  C  G  V  D  V  D  R  D  G  E  T  E  L  L  L  I  A  A  P  L  Y   482 
  1296: GTTCCAACAGCCAAAGAGAGGAGGACCCTGGAGCCAGATCCAGAAAATAGACGGGATCCAGGTTGGCTCTTATTTTGGTGGCGAATTGTGTGGCGTTGACGTGGACAGAGATGGGGAGACAGAGCTGTTGCTGATTGCAGCCCCCCTGTA 1445 
 
   483:  Y  G  E  Q  R  G  G  R  V  F  I  Y  Q  K  I  Q  L  G  F  Q  M  V  S  E  L  Q  G  E  T  G  Y  P  L  G  R  F  G  A  A  I  A  A  L  T  D  I  N  G  D  E   532 
  1446: CTATGGGGAGCAGAGAGGAGGCCGGGTGTTTATCTACCAGAAAATACAGCTGGGGTTCCAAATGGTCTCAGAGCTGCAAGGGGAGACCGGCTACCCCCTTGGACGATTTGGAGCCGCCATCGCTGCCCTGACAGACATCAATGGGGATGA 1595 
    
   533:  L  T  D  V  A  V  G  A  P  L  E  D  Q  G  A  V  Y  I  F  N  G  Q  Q  G  G  L  S  P  R  P  S  Q  R  I  E  G  T  Q  M  F  S  G  I  Q  W  F  G  R  S  I   582 
  1596: GCTGACGGACGTGGCTGTGGGAGCCCCTCTGGAGGATCAGGGGGCTGTGTACATCTTCAATGGGCAGCAAGGGGGGCTGAGCCCCCGGCCCAGTCAGCGGATAGAAGGGACCCAGATGTTCTCAGGAATTCAATGGTTTGGACGCTCCAT 1745 
    
   583:  H  G  V  K  D  L  G  G  D  G  L  A  D  V  A  V  G  A  E  G  Q  V  I  V  L  S  S  R  P  V  V  D  I  I  T  S  M  S  F  S  P  A  E  I  P  V  R  E  V  E   632 
  1746: CCACGGGGTGAAGGACCTCGGCGGGGATGGCCTGGCAGATGTGGCTGTGGGGGCTGAGGGCCAGGTGATTGTGCTCAGCTCTCGGCCTGTGGTAGACATCATCACAAGCATGTCCTTCTCCCCGGCCGAGATCCCAGTACGTGAAGTCGA 1895 
    
   633:  C  S  Y  S  T  S  N  Q  E  K  E  G  V  N  I  T  V  C  F  Q  V  K  S  L  I  S  T  F  E  G  H  L  V  A  N  L  T  Y  T  L  Q  L  D  G  H  R  T  R  S  R   682 
  1896: GTGCTCCTATTCCACCAGCAACCAGGAGAAGGAAGGCGTTAACATCACAGTCTGTTTCCAGGTCAAGTCTCTCATCTCCACCTTCGAAGGGCACCTGGTTGCCAACCTCACTTACACTCTGCAGCTGGACGGCCATCGGACCCGAAGCCG 2045 
    
   683:  G  L  F  P  G  G  K  H  E  L  N  G  N  T  A  V  T  S  V  K  S  C  F  M  F  W  F  H  F  P  I  C  I  Q  D  L  I  S  P  I  N  V  S  L  S  Y  S  L  W  E   732 
  2046: AGGGTTGTTCCCAGGAGGGAAACACGAACTCAATGGGAACACAGCTGTCACCTCTGTCAAGTCCTGCTTTATGTTCTGGTTCCACTTCCCGATATGCATTCAAGATCTCATCTCTCCCATCAACGTCTCCCTAAGTTACTCTCTCTGGGA 2195 
    
   733:  E  E  G  T  P  R  D  P  R  A  Q  G  R  D  I  Q  P  I  L  K  P  S  P  H  L  E  T  K  E  I  P  F  E  K  N  C  G  E  D  K  T  C  E  A  D  L  K  L  A  F   782 
  2196: GGAAGAAGGGACACCGAGGGACCCAAGGGCGCAGGGCAGGGACATCCAGCCCATCCTGAAACCCTCACCACACTTGGAGACCAAGGAGATTCCTTTTGAGAAGAACTGCGGAGAGGACAAGACTTGTGAGGCAGACCTGAAGCTGGCCTT 2345 
                                       # 
   783:  S  D  M  R  S  K  I  L  H  L  T  P  S  A  S  L  S  V  R  L  T  L  R  N  T  A  E  D  A  Y  W  V  Q  V  T  L  S  F  P  Q  G  L  S  F  R  K  V  E  A  L   832 
  2346: CTCCGACATGAGATCCAAAATCCTGCATCTGACCCCCTCCGCCAGCCTCTCTGTGAGGCTGACACTGCGGAACACAGCAGAAGATGCTTACTGGGTCCAGGTCACCCTGAGCTTCCCCCAGGGACTCTCATTCCGCAAAGTGGAGGCGCT 2495 
    
   833:  K  P  H  S  H  V  P  V  G  C  E  E  L  P  E  E  A  I  L  Q  S  R  A  L  S  C  N  V  S  S  P  I  F  G  A  D  S  M  V  D  I  Q  V  M  F  N  T  L  Q  K   882 
  2496: CAAGCCCCACAGCCATGTACCTGTGGGCTGTGAGGAGCTTCCTGAGGAGGCCATACTGCAGAGCAGGGCCCTCTCCTGCAACGTGAGCTCTCCCATCTTCGGAGCAGACAGCATGGTTGATATCCAGGTGATGTTTAATACGCTGCAGAA 2645 
    
   883:  G  S  W  G  D  L  I  E  L  H  A  N  V  S  C  D  N  E  N  S  S  L  L  E  D  N  S  A  T  A  S  I  P  V  M  Y  P  I  N  I  L  T  K  D  Q  E  N  S  T  L   932 
  2646: AGGCTCCTGGGGGGATTTGATCGAGCTGCACGCCAATGTGAGCTGCGACAATGAGAACTCAAGCCTCCTGGAGGACAACTCGGCCACCGCCAGCATCCCTGTCATGTACCCCATCAACATCCTCACCAAGGACCAGGAAAACTCCACGCT 2795 
    
   933:  Y  I  S  F  T  P  K  S  P  K  I  H  H  V  K  H  I  Y  Q  V  R  I  Q  P  S  N  Y  D  N  V  P  P  L  E  A  L  V  R  V  P  R  V  H  S  E  G  L  I  T  H   982 
  2796: GTATATCAGTTTCACCCCCAAGAGTCCCAAGATCCACCATGTCAAGCACATCTACCAGGTGAGGATCCAGCCTTCTAACTATGACAACGTGCCCCCACTGGAGGCCTTGGTTAGGGTACCACGGGTGCACAGCGAGGGGCTCATCACCCA 2945 
    
   983:  R  W  S  I  Q  M  E  P  P  V  N  C  S  P  R  N  L  E  S  P  S  D  V  A  E  P  C  S  F  G  T  E  F  R  C  P  I  D  F  R  Q  E  I  L  V  Q  V  N  G  T  1032 
  2946: CAGGTGGAGCATACAGATGGAGCCTCCAGTCAACTGCAGCCCCAGAAATCTGGAGAGTCCATCTGATGTGGCTGAGCCTTGCTCGTTTGGAACTGAGTTCCGCTGCCCAATCGACTTCAGGCAGGAGATCCTTGTCCAAGTGAACGGGAC 3095 
    
  1033:  V  E  L  R  G  T  I  K  A  S  S  M  L  S  L  C  S  S  L  S  I  S  F  N  S  S  K  H  F  H  L  Y  G  S  N  A  S  M  A  Q  V  V  M  K  V  D  L  V  Y  E  1082 
  3096: GGTGGAGTTGAGGGGGACGATCAAGGCCTCCTCCATGTTGAGCCTTTGTAGCTCCCTCTCCATCTCCTTCAACAGCAGCAAGCACTTTCACCTCTATGGCAGCAACGCCTCCATGGCCCAGGTCGTCATGAAGGTTGACCTTGTATATGA 3245 
    
  1083:  K  K  M  L  Y  L  Y  V  L  S  G  I  G  G  L  L  L  L  L  L  I  F  I  A  L  Y  K  V  G  F  F  K  R  N  L  K  E  K  M  E  A  N  V  D  A  S  S  E  I  P  1132 
  3246: GAAAAAGATGCTCTATCTCTACGTGCTGAGTGGAATCGGGGGGCTGTTGTTGCTGCTCCTGATTTTCATAGCTCTGTACAAGGTTGGTTTCTTCAAACGGAACCTGAAGGAGAAGATGGAGGCGAATGTAGATGCTTCCAGTGAAATCCC 3395 
    
  1133:  G  E  D  A  G  Q  P  E  L  E  K  E  F  K  D  P  G  C  L  E  P  L  Q  K  E  D  E  D  G  S  G  G  D  *                                                  1165 
  3396: TGGAGAAGATGCTGGGCAGCCGGAGTTGGAGAAAGAGTTCAAGGACCCAGGCTGCCTGGAGCCCCTCCAGAAGGAGGATGAGGATGGAAGTGGTGGAGATTGAGGTGC                                           3503 

Figure 5 : Séquences nucléotidique et protéique du CD11a ovin 

Le peptide signal potentiel et la région transmembranaire sont soulignés.  Les deux séquences obtenues diffèrent par la présence/absence d’une glutamine en position 743 (#). 
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     1:                                                                     M  N  S  C  T  I  V  M  R  F  L  L  S  G  P  F  V  F  A  P  A  W  S  Y  N  L  D  V   28 
   -68: GTCGCCAGTAAATCCCAAGAGCCCTCTGAGGCTATACCTGGGGTGGCTCCCTCCAGCCGGCTTGAAAGATGAATTCCTGCACCATCGTGATGAGGTTCCTGCTGTCTGGGCCTTTTGTCTTTGCCCCAGCCTGGAGCTACAACCTGGATG   82 
 
    29:   R  H  V  Q  N  F  S  F  P  L  A  G  R  H  F  G  Y  R  V  L  Q  V  G  N  R  V  V  V  G  A  P  N  E  G  N  R  M  G  N  L  Y  Q  C  Q  P  E  T  G  D  C   78 
    83: TGCGACATGTACAAAACTTCTCCTTCCCACTTGCCGGGAGGCATTTTGGGTACCGTGTTCTGCAAGTGGGAAACAGGGTTGTTGTGGGAGCTCCAAATGAAGGGAACAGGATGGGAAACCTGTATCAGTGCCAGCCAGAAACTGGAGACT  232 
     
    79:   L  P  V  T  L  S  S  S  Y  T  S  K  Y  L  G  M  T  L  A  T  D  P  T  S  G  N  L  L  A  C  D  P  G  L  S  R  T  C  D  Q  N  I  Y  L  S  G  L  C  Y  L  128 
   233: GCCTGCCAGTCACACTGAGTTCCAGCTATACCTCCAAGTACTTGGGAATGACCCTGGCAACAGACCCCACAAGTGGCAACCTTTTGGCCTGTGATCCTGGGCTGTCTCGAACATGTGACCAGAACATCTATCTAAGTGGTCTCTGTTACC  382 
 
   129:   I  H  E  N  L  R  G  P  V  L  Q  G  H  P  G  Y  Q  E  C  I  K  G  N  V  D  L  V  F  L  F  D  G  S  M  S  L  Q  Q  D  E  F  G  K  I  V  D  F  M  K  D  178 
   383: TCATCCATGAGAATCTGAGGGGTCCCGTGCTACAAGGGCACCCTGGTTATCAGGAATGTATAAAGGGCAACGTAGACTTGGTATTTCTGTTTGATGGCTCAATGAGCTTGCAGCAAGATGAATTTGGGAAAATTGTGGACTTCATGAAGG  532 
     
   179:   V  M  K  K  L  S  N  S  S  Y  Q  F  A  A  V  Q  F  S  T  D  F  K  T  E  F  T  F  L  D  Y  N  R  Q  K  D  P  D  A  L  L  A  G  V  K  H  M  R  L  L  T  228 
   533: ATGTGATGAAGAAACTCAGCAACTCTTCCTACCAGTTTGCGGCTGTTCAGTTTTCTACAGATTTCAAAACAGAATTTACTTTCTTGGATTACAATAGACAGAAGGACCCTGACGCTCTGTTGGCTGGAGTCAAACACATGCGTTTGTTGA  682 
 
   229:   N  T  F  G  A  I  N  Y  V  A  K  E  V  F  R  Q  E  L  G  A  R  P  D  A  T  K  V  L  I  I  I  T  D  G  E  A  T  D  E  Q  N  I  D  A  A  K  D  I  I  R  278 
   683: CCAACACCTTTGGTGCCATCAACTATGTTGCGAAAGAAGTGTTCCGGCAAGAGCTGGGAGCCCGCCCAGATGCCACCAAAGTGCTTATCATCATCACTGATGGGGAAGCCACCGACGAACAGAACATTGATGCGGCCAAAGACATTATCC  832 
     
   279:   Y  I  I  G  I  G  K  N  F  K  T  K  E  S  Q  E  A  L  H  Q  F  A  S  K  P  V  E  E  F  V  K  I  L  D  T  F  E  K  L  K  D  L  F  T  E  L  Q  K  K  I  328 
   833: GCTACATCATTGGGATTGGAAAGAACTTTAAGACCAAAGAAAGTCAGGAGGCGCTCCATCAGTTTGCCTCCAAACCCGTGGAGGAGTTTGTAAAGATCCTGGACACATTTGAGAAGCTGAAAGATCTATTCACCGAGCTGCAGAAAAAGA  982  
 
   329:   Y  V  I  E  G  T  S  K  Q  D  L  T  S  F  N  M  E  L  S  S  S  G  I  S  A  D  L  S  E  G  H  G  V  V  G  A  V  G  A  K  D  W  A  G  G  F  L  D  L  K  378 
   983: TCTATGTTATTGAGGGCACAAGCAAACAGGACCTGACATCCTTCAACATGGAGCTGTCCTCCAGCGGAATTAGCGCAGACCTCAGCGAGGGCCATGGTGTTGTGGGGGCCGTTGGAGCCAAAGACTGGGCTGGGGGCTTTCTCGACCTGA 1132  
    
   379:   A  D  L  Q  S  S  T  F  V  G  N  E  Q  L  T  V  E  S  R  E  G  Y  L  G  Y  T  V  T  W  L  P  S  R  G  T  M  S  L  L  A  T  G  A  P  R  Y  Q  H  V  G  428 
  1133: AGGCAGACCTGCAGAGCAGCACATTTGTTGGGAATGAACAACTGACAGTAGAATCGAGGGAAGGATATTTGGGTTACACGGTGACCTGGCTGCCCTCCCGAGGGACCATGTCATTGCTGGCCACTGGAGCCCCCAGATACCAGCATGTCG 1282 
    
   429:   R  V  L  L  F  Q  Q  P  K  R  G  G  P  W  S  Q  I  Q  K  I  D  G  I  Q  V  G  S  Y  F  G  G  E  L  C  G  V  D  V  D  R  D  G  E  T  E  L  L  L  I  A  478 
  1283: GGCGGGTGCTGCTGTTCCAACAGCCAAAGAGAGGAGGACCCTGGAGCCAGATCCAGAAAATAGATGGGATCCAGGTTGGCTCTTATTTTGGTGGCGAGTTGTGTGGCGTTGACGTGGACAGAGATGGGGAGACAGAGCTGTTGCTGATTG 1432 
    
   479:   A  P  L  Y  Y  G  E  Q  R  G  G  R  V  F  I  Y  Q  K  I  Q  L  G  F  Q  M  V  S  E  L  Q  G  E  T  G  Y  P  L  G  R  F  G  A  A  I  A  A  L  T  D  I  528 
  1433: CAGCCCCCCTGTACTATGGGGAGCAGAGAGGAGGCCGGGTGTTTATCTACCAGAAAATACAGCTGGGGTTCCAAATGGTCTCAGAGCTGCAGGGGGAGACCGGCTACCCCCTTGGACGATTTGGAGCCGCCATCGCTGCCCTGACAGACA 1582 
    
   529:   N  G  D  E  L  T  D  V  A  V  G  A  P  L  E  E  Q  G  A  V  Y  I  F  N  G  Q  Q  G  G  L  S  P  R  P  S  Q  R  I  E  G  T  Q  M  F  S  G  I  Q  W  F  578 
  1583: TCAATGGGGATGAGCTGACGGACGTGGCTGTGGGAGCCCCTCTGGAGGAGCAGGGGGCTGTGTATATCTTCAATGGGCAGCAAGGGGGGCTGAGCCCCCGGCCCAGTCAGCGGATAGAAGGGACCCAGATGTTCTCAGGAATTCAATGGT 1732 
    
   579:   G  R  S  I  H  G  V  K  D  L  G  G  D  G  L  A  D  V  A  V  G  A  E  G  Q  V  I  V  L  S  S  R  P  V  V  D  I  I  T  S  V  S  F  S  P  A  E  I  P  V  628 
  1733: TTGGACGCTCCATCCACGGGGTGAAGGACCTTGGCGGGGATGGCCTGGCAGATGTGGCTGTGGGGGCTGAGGGCCAGGTGATTGTGCTCAGCTCCCGGCCTGTGGTAGACATCATCACAAGCGTGTCCTTCTCCCCGGCCGAGATCCCAG 1882 
    
   629:   R  E  V  E  C  S  Y  S  T  S  N  Q  E  K  E  G  V  N  I  T  V  C  F  Q  V  K  S  L  I  S  T  F  Q  G  H  L  V  A  N  L  T  Y  T  L  Q  L  D  G  H  R  678 
  1883: TACGTGAAGTCGAGTGCTCCTATTCCACCAGCAACCAGGAGAAGGAAGGCGTTAACATCACAGTCTGTTTCCAGGTCAAGTCTCTCATCTCCACCTTCCAAGGGCACCTGGTTGCCAACCTCACTTACACTCTGCAGCTGGACGGCCATC 2032 
    
   679:   T  R  S  R  G  L  F  P  G  G  K  H  E  L  N  G  N  T  A  V  T  S  V  K  S  C  F  M  F  W  F  H  F  P  I  C  I  Q  D  L  I  S  P  I  N  V  S  L  S  Y  728 
  2033: GGACCCGAAGCCGAGGGTTGTTCCCAGGAGGGAAACACGAACTCAACGGGAACACAGCTGTCACCTCTGTCAAGTCCTGCTTTATGTTCTGGTTCCACTTCCCGATATGCATTCAAGATCTCATCTCTCCCATCAACGTCTCCCTAAGTT 2182 
    
   729:   S  L  W  E  E  E  G  T  P  R  D  P  R  A  Q  G  R  D  I  P  P  I  L  K  P  S  P  H  L  E  T  K  E  I  P  F  E  K  N  C  G  E  D  K  T  C  E  A  D  L  778 
  2183: ATTCTCTCTGGGAGGAAGAAGGGACACCGAGGGACCCAAGGGCGCAGGGCAGGGACATCCCGCCCATCCTGAAACCCTCACCACACTTGGAGACCAAGGAGATTCCTTTTGAGAAGAACTGCGGAGAGGACAAGACTTGTGAGGCAGACC 2332 
    
   779:   K  L  A  F  S  D  M  R  S  K  I  L  H  L  T  P  S  A  S  L  S  V  R  L  T  L  R  N  T  A  E  D  A  Y  W  V  Q  V  T  L  S  F  P  Q  G  L  S  F  R  K  828 
  2333: TGAAGCTGGCCTTCTCCGACATGAGATCCAAAATCCTGCATCTGACCCCCTCCGCCAGCCTCTCTGTGAGGCTGACACTGAGGAACACAGCAGAAGATGCTTACTGGGTCCAGGTCACCCTGAGCTTCCCCCAGGGACTCTCATTCCGCA 2482 
    
   829:   V  E  A  L  K  P  H  S  H  V  P  V  G  C  E  E  L  P  E  E  A  I  L  Q  S  R  A  L  S  C  N  V  S  S  P  I  F  G  A  D  S  M  V  D  I  Q  V  M  F  N  878 
  2483: AAGTGGAGGCGCTCAAGCCCCACAGCCATGTACCTGTGGGCTGTGAGGAGCTTCCTGAGGAGGCCATACTGCAGAGCAGGGCCCTCTCCTGCAACGTGAGCTCTCCCATCTTCGGAGCAGACAGCATGGTTGATATCCAGGTGATGTTTA 2632 
    
   879:   T  L  Q  K  G  S  W  G  D  L  I  K  L  H  A  N  V  S  C  D  N  E  N  S  S  L  L  E  D  N  S  A  T  A  S  I  P  V  M  Y  P  I  N  I  L  T  K  D  Q  E  928 
  2633: ATACGCTGCAGAAAGGCTCCTGGGGGGATTTGATCAAGCTGCACGCCAATGTGAGCTGCGACAATGAGAACTCAAGCCTCCTGGAGGACAACTCGGCCACCGCCAGCATCCCTGTCATGTACCCCATCAACATCCTCACCAAGGACCAGG 2782 
 
   929:   N  S  T  L  Y  I  N  F  T  P  K  S  P  K  I  H  H  V  K  H  I  Y  Q  V  R  I  Q  P  S  N  Y  D  N  V  P  P  L  E  A  L  V  R  V  P  Q  V  H  S  E  E  978 
  2783: AAAACTCCACACTGTATATCAACTTCACCCCCAAGAGTCCCAAGATCCACCATGTCAAGCACATCTACCAGGTGAGGATCCAGCCTTCTAACTATGACAACGTGCCCCCACTGGAGGCCTTGGTTAGGGTACCACAGGTGCACAGCGAGG 2932 
 
   979:   L  I  T  H  R  W  S  I  Q  M  E  P  P  V  N  C  S  S  R  N  L  E  S  P  S  D  V  A  E  P  G  S  F  G  T  E  F  R  C  P  I  D  F  R  Q  E  I  L  V  Q 1028 
  2933: AGCTCATCACCCACAGGTGGAGCATACAGATGGAGCCTCCAGTCAACTGCAGCTCCAGAAATCTGGAGAGTCCATCTGATGTGGCTGAGCCTGGCTCGTTTGGAACTGAGTTCCGCTGCCCAATCGACTTCAGGCAGGAGATCCTTGTCC 3082 
 
  1029:   V  N  G  T  V  E  L  R  G  T  I  K  A  S  S  M  L  S  L  S  S  S  L  S  I  S  F  N  S  S  K  H  F  H  L  Y  G  S  N  A  S  M  A  Q  V  V  M  K  V  D 1078 
  3083: AAGTGAACGGGACGGTGGAGTTGAGGGGGACGATCAAGGCCTCCTCCATGTTGAGCCTTTCTAGCTCCCTCTCCATCTCCTTCAACAGCAGCAAGCACTTTCACCTCTATGGCAGCAACGCCTCCATGGCCCAGGTCGTCATGAAGGTTG 3232 
 
  1079:   L  V  Y  E  K  K  M  L  Y  L  Y  V  L  S  G  I  G  G  L  L  L  L  L  L  I  F  I  A  L  Y  K  V  G  F  F  K  R  N  L  K  E  K  M  E  A  N  V  D  A  S 1128 
  3233: ACCTTGTATATGAGAAAAAGATGCTCTATCTCTACGTGCTGAGTGGAATCGGGGGGCTGTTGTTGCTGCTCCTGATTTTCATAGCTCTGTACAAGGTTGGTTTCTTCAAACGGAACCTGAAGGAGAAGATGGAGGCAAATGTAGATGCTT 3382 
    
  1129:   S  E  I  P  A  E  D  A  G  Q  P  E  L  E  K  E  F  K  D  P  G  C  L  E  P  L  Q  K  K  D  E  D  E  S  G  G  D  *                                     1165   
  3383: CCAGTGAAATCCCTGCAGAAGATGCTGGGCAGCCAGAGTTGGAGAAAGAGTTCAAGGACCCAGGCTGCCTGGAGCCCCTCCAGAAGAAGGATGAGGATGAAAGTGGTGGAGATTGAGGTGC                              3503 

Figure 6 : Séquences nucléotidique et protéique du CD11a caprin 

Le peptide signal potentiel et la région transmembranaire sont soulignés. Les deux séquences obtenues diffèrent par la présence/absence d’une glutamine en position 743 (#). 
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fonctionnelles.  En effet, (i) les résidus se trouvant dans la membrane doivent posséder plutôt un 

caractère hydrophobe pour permettre la liposolubilité, ce qui est confirmé par la présence de plusieurs 

résidus leucine et (ii) la signalisation bidirectionnelle impliquant les intégrines (inside-out et outside-

in) est accomplie par la transmission de l’information à travers la membrane plasmique (Kim et al., 

2003).  Par contre, la faible conservation de la portion cytoplasmique pourrait suggérer qu’elle n’est 

pas requise pour un fonctionnement adéquat du LFA-1, en accord avec l’absence d’effet de la 

troncature du domaine cytoplasmique du CD11a sur la liaison d’ICAM-1, alors que celle-ci est 

nettement réduite par la troncature du domaine cytoplasmique du CD18 (Hibbs et al., 1991).  Le 

résidu Glu332 situé dans le linker suivant le I domain et connu pour être important pour la 

communication avec le β2 I-like domain, la margination, l’extension de l’intégrine et l’activation par 

Mn2+ ou encore l’adhésion ferme (Salas et al., 2004) est strictement conservé. 

La protéine mature contient 21 résidus cystéyles strictement conservés dans les autres espèces 

(excepté les CD11a caprin et de rat qui en possèdent respectivement deux et un en moins), supposant 

un rôle dans le maintien de la structure globale de la protéine.  Les versions bovine, murine, canine et 

de rat se distinguent respectivement par des résidus cystéyles supplémentaires dans le domaine 

cytoplasmique en position 1145 (numérotation bovine), dans le I domain en position 199 

(numérotation murine), dans le I domain et la portion extracellulaire aux positions 200 et 361 

(numérotation canine) et dans le I domain et la région extracellulaire aux positions 287, 877, 908 et 

1250 (numérotation du rat). 

Par ailleurs, un variant allélique avec une insertion d’un codon résultant en un résidu Glu 

additionnel en position 744 (domaine extracellulaire) a pu être observé à la fois chez l’Homme 

(GenBank NM_002209 et AY892236), le mouton (Fett et al., 2005a), la chèvre (Fett et al., 2005b) et 

le porc (Vanden Bergh et al., 2005), suggérant un rôle biologique potentiel.  Des études génomiques 

devraient permettre de savoir si nous avons affaire à deux allèles ou à un épissage alternatif. 

Enfin, notons que le plus faible pourcentage d’identité inter-espèces est observé avec le 

CD11a du rat, dont la séquence dérive d’une annotation génomique.  Le clonage et la caractérisation 

de l’ADN complémentaire du CD11a issu de leucocytes de rat donnera probablement un pourcentage 

d’identité plus important. 
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Tableau II: Pourcentages d’identité inter-espèces des blocs constitutifs du CD11a 

    Hum vs. 

Bloc 
Bov Ovi Cap Por Mur Can Rat 

Globalité 77 77 77 76 71 78 58 

Peptide signal potentiel 56 52 56 56 32 40 3 

Région extracellulaire / globalité 78 78 78 78 73 80 63 

Région extracellulaire / I domain 84 86 86 79 73 86 76 

Région extracellulaire / MIDAS 100 100 100 85 85 100 85 

Région extracellulaire / MLCP 1 88 88 88 77 77 88 66 

Région extracellulaire / MLCP 2 77 77 77 77 77 100 88 

Région extracellulaire / MLCP 3 88 88 88 88 66 77 77 

Région transmembranaire 91 95 95 91 75 75 83 

Queue cytoplasmique 56 56 58 51 59 60 59 

Abréviations : Hum, Bov, Ovi, Cap, Por, Mur, Can et Rat: CD11a humain, bovin, ovin, caprin, murin, canin et 

de rat, respectivement.  MLCP : motif de liaison des cations potentiel. 

 

5.2.3. Comparaison entre ruminants et non-ruminants 

Le relevé des positions systématiquement occupées par un résidu « A » chez les ruminants et 

« B » chez l’homme, la souris et le rat a conduit à l’identification de 58 mutations qui pourraient 

expliquer la spécificité de la leucotoxine pour les CD11a des ruminants (figure 7).  Ces sites ont été 

classés sur base de leur impact présumé sur la structure tridimensionnelle suivant la table de score 

BLOSUM (BLOcks SUbstitution Matrix) 62 (Henikoff et Henikoff, 1992; 1993).  Cette matrice 

assigne, pour chaque position d’un alignement, un score de probabilité déduit d’observations des 

fréquences avec lesquelles les substitutions se produisent dans les blocs conservés parmi des protéines 

apparentées (tableau III).  Neufs sites sont localisés dans la queue cytoplasmique et les 49 autres dans 

la partie extracellulaire, dont trois dans le très conservé I domain et un dans le premier domaine de 

liaison des cations.  Des analyses de prédiction de structures secondaires dans le voisinage de ces sites 

ne révèlent aucune information particulière puisque aucun changement n’est observé 

systématiquement chez les ruminants par rapport aux non ruminants.  Par contre, nous avons tiré parti 

des séquences publiées (i) du segment extracellulaire de l’intégrine αVβ3 humaine avec et sans Mn2+ 

(PDB 1M1X, 1JV2 et 1L5G) (Xiong et al., 2001; 2002) et (ii) du I domain sans cation ou avec du 

Mn2+ ou du Mg2+ (PDB 1ZON, 1LFA, 1ZOP et 1 ZOO) (Qu et Leahy, 1995; 1996) pour approcher la 

localisation des ces résidus : 39 d’entre eux ont ainsi pu être classés comme exposés, semi-exposés, 
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semi-enfouis ou enfouis sur base du code couleur « accessibilité » du programme Swiss-PdbViewer 

v.3.7., les 19 autres n’étant pas résolus dans la structure cristalline (tableau III).  Dix-neuf résidus 

seraient exposés dont deux (positions 186 et 883) ne l’étant respectivement que dans (i) la structure du 

I domain obtenue avec Mn2+ ou sans cation fixé et (ii) dans le segment extracellulaire de l’intégrine 

αVβ3 humaine cristallisée avec Mn2+. 

 

Tableau III: Sites de mutation du CD11a potentiellement responsables de la mannheimiose 

Score Position Domaine Accessibilité AA chez les 

ruminants 

AA chez les 

non-ruminants 

-4 1011 EC ND F P 

-3 497 EC Enfoui I R 

-3 1020 EC ND D V 

-3 1139 CT ND P L 

-2 866 EC Exposé G K 

-2 974 EC Enfoui V P 

-2 1010 EC ND S L 

-2 1130 CT ND E G 

-2 1142 CT ND E G 

-1 65 EC ND M T 

-1 451 EC Exposé I T 

-1 511 EC Enfoui T P 

-1 659 EC Exposé T Q 

-1 740 EC ND P Q 

-1 784 EC Exposé D P 

-1 785 EC Enfoui M A 

-1 817 EC Enfoui T D 

-1 868 EC Exposé D G 

-1 1126 CT ND D G 

-1 1128 CT ND S P 

-1 1140 CT ND E A 

0 84 EC ND S G 

0 129 EC ND I F 

0 360 EC Enfoui G A 

0 478 EC Enfoui A G 

0 663 EC Enfoui H R 

0 801 EC Enfoui R E 



Caractérisation du récepteur LFA-1 des ruminants Contribution personnelle 

 

 

122 

0 841 EC Exposé G S 

0 882 EC Exposé K N 

0 883 EC Exposé/enfoui G S 

0 940 EC Exposé S G 

0 945 EC Exposé H Q 

0 1127 CT ND A V 

1 104 EC ND N S 

1 186 I Exposé/enfoui S T 

1 286 I Exposé N H 

1 468 CBM1 Exposé R Q 

1 561 EC Exposé R Q 

1 571 EC Exposé M V 

1 727 EC Enfoui S N 

1 781 EC Exposé A S 

1 816 EC Enfoui V L 

1 849 EC ND A S 

1 1129 CT ND S N 

1 1156 CT ND K E 

2 131 EC ND E Q 

2 210 I Exposé R K 

2 496 EC Enfoui K R 

2 502 EC Enfoui Q E 

2 510 EC Exposé E D 

2 752 EC Exposé K R 

2 873 EC Enfoui I L 

2 917 EC Exposé M L 

3 482 EC Enfoui Y F 

3 653 EC Enfoui V I 

3 728 EC Enfoui Y F 

3 889 EC Enfoui I V 

3 986 EC Enfoui I V 

La position est donnée par rapport à la numérotation du CD11a caprin.  Le score réfère à la valeur 

obtenue dans la table BLOSUM 62 et le classement est effectué selon l’impact présumé sur la 

structure (la valeur la plus basse traduit l’impact le plus important).  CT, CBM1, EC, ID, ND et AA : 

queue cytoplasmique, premier motif de liaison des cations, région extracellulaire, I domain, non 

déterminable et acide aminé, respectivement. 
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5.3. La sous-unité CD18 

5.3.1. Description 

Les séquences des ADNs complémentaires des CD18 ovin (GenBank AY484425 et 

AY484426) et caprin (GenBank AY452481) contiennent ~ 3300 pb avec un cadre de lecture ouvert de 

2310 pb codant pour 770 acides aminés, suivi de ~ 600 pb dans l’UTR-3’ (figures 9 et 10).  Deux 

allèles ont été identifiés pour le CD18 ovin, différant par huit substitutions silencieuses (C57T, A87G, 

T138C, C261T, T312C, T429C, G489A et A525G).  L’ADN complémentaire du CD18 bovin 

(GenBank M81233) quant à lui contient 2307 pb codant pour 769 acides aminés.  Les CD18 bovin, 

ovin et caprin contiennent tous trois un peptide signal potentiel de 22 résidus, un domaine 

extracellulaire de 679 (678 pour le bovin) résidus (23-700/701), une région transmembranaire de 23 

résidus (701/702-723/724) et une courte queue cytoplasmique de 46 résidus (figures 9 et 10).  En 

partant de l’extrémité N-terminale, la région extracellulaire contient successivement un analogue du 

domaine plexine sémaphorine intégrine (PSI), comprenant des répétitions riches en cystéines (résidus 

23-74) (Bork et al., 1999), un domaine « inséré » (I-like domain) de 240 résidus (124-363) (Huang et 

al., 2000) et une région C-terminale riche en cystéines, constituée de quatre domaines epidermal 

growth factor (EGF) (résidus 449-496, 497-540, 541-581 et 582-617).  Un site d’adhésion dépendant 

des ions métalliques (MIDAS pour metal ion-dependent adhesion site) constitué du motif DXSXS 

(Goodman et Bajt, 1996) est prédit dans le I-like domain (résidus 134-138).  Globalement, les trois 

protéines contiennent 56 cystéines et cinq sites de N-glycosylation potentiels (Asn-X-Thr/Ser), tous 

localisés dans la région extracellulaire (figure 11). 
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    1:                                                                                   M  L  P  Q  R  P  Q  L  L  L  L  A  G  L  L  S  L  Q  S  V  L  S  Q     23 
  -81:  AGCCTGGTGAAGAGCAGAGCTGAAGCCCCTGCCAGTCCAGCTGGGACACCCCTGCCGTGGTCTCCAGGGCATCCAGGGGACATGCTGCCCCAGCGCCCCCAGCTGCTGCTCCTAGCGGGCCTGCTCTCCCTCCAGTCCGTCCTGTCCCAG   69 
 
   24:  E  C  T  K  Y  K  V  S  T  C  R  D  C  I  E  S  G  P  G  C  A  W  C  Q  K  L  N  F  T  G  Q  G  E  P  D  S  T  R  C  D  T  R  A  Q  L  L  S  K  G  C     73 
   70:  GAGTGCACCAAGTACAAAGTCAGCACCTGCCGGGACTGCATCGAGTCGGGCCCCGGCTGTGCCTGGTGTCAGAAACTGAACTTCACAGGGCAAGGGGAGCCCGACTCCACTCGCTGTGATACACGGGCGCAGCTGCTGTCGAAGGGCTGC   219 
 
   74:  P  A  D  D  I  M  E  P  K  S  L  A  E  T  R  Q  S  Q  A  G  K  Q  K  Q  L  S  P  E  E  V  T  L  Y  L  R  P  G  Q  A  A  A  F  N  V  T  F  Q  R  A  K     123 
  220:  CCAGCTGATGACATCATGGAACCCAAGAGCCTCGCTGAGACCCGGCAGAGCCAGGCGGGCAAACAGAAGCAGCTGTCCCCAGAGGAAGTGACTCTCTACCTGAGACCAGGTCAGGCAGCTGCGTTCAACGTGACCTTCCAGAGGGCCAAG   369 
 
  124:  G  Y  P  I  D  L  Y  Y  L  M  D  L  S  Y  S  M  V  D  D  L  A  N  V  K  K  L  G  G  D  L  L  R  A  L  N  D  I  T  E  S  G  R  I  G  F  G  S  F  V  D     173 
  370:  GGCTACCCCATCGACCTGTACTATCTGATGGATCTCTCCTACTCCATGGTGGACGACCTTGCCAACGTCAAGAAGCTGGGGGGTGACCTGCTCCGGGCCCTCAATGACATCACCGAGTCGGGCCGCATTGGTTTCGGGTCCTTCGTGGAC   519 
 
  174:  K  T  V  L  P  F  V  N  T  H  P  E  K  L  R  N  P  C  P  N  K  E  K  E  C  Q  P  P  F  A  F  R  H  V  L  K  L  T  D  N  S  K  Q  F  E  T  E  V  G  K     223 
  520:  AAGACAGTGCTCCCCTTCGTCAACACGCACCCCGAGAAGCTGAGGAACCCCTGCCCCAACAAGGAGAAGGAGTGCCAGCCGCCGTTCGCCTTCAGGCACGTGCTGAAGCTCACCGACAACTCCAAACAGTTCGAGACAGAAGTCGGGAAG   669 
 
  224:  Q  L  I  S  G  N  L  D  A  P  E  G  G  L  D  A  M  M  Q  V  A  A  C  P  E  E  I  G  W  R  N  V  T  R  L  L  V  F  A  T  D  D  G  F  H  F  A  G  D  G     273 
  670:  CAGCTGATCTCGGGGAACTTGGACGCCCCTGAGGGTGGGCTGGACGCCATGATGCAAGTGGCCGCGTGCCCGGAGGAAATTGGCTGGCGCAATGTCACCAGGCTGCTGGTGTTCGCCACAGACGATGGGTTCCACTTTGCGGGCGATGGA   819 
 
  274:  K  L  G  A  I  L  T  P  N  D  G  R  C  H  L  E  D  N  L  Y  K  S  S  N  E  F  D  Y  P  S  V  G  Q  L  A  H  K  L  A  E  S  N  I  Q  P  I  F  A  V  T     323 
  820:  AAGCTGGGTGCCATCCTCACCCCCAACGACGGCCGCTGCCACCTGGAAGACAACCTGTACAAAAGCAGCAACGAATTTGACTACCCATCGGTGGGCCAGCTGGCACACAAACTGGCAGAAAGCAACATCCAGCCCATCTTCGCGGTAACC   969 
 
  324:  K  K  M  V  K  T  Y  E  K  L  T  E  I  I  P  K  S  A  V  G  E  L  S  E  D  S  K  N  V  V  E  L  I  K  S  A  Y  N  K  L  S  S  R  V  F  L  D  H  N  T     373 
  970:  AAGAAGATGGTGAAAACGTACGAGAAGCTGACAGAAATCATCCCCAAGTCTGCAGTCGGGGAGCTGTCTGAAGATTCCAAGAACGTGGTGGAGCTTATCAAGAGTGCCTACAATAAACTGTCCTCCAGAGTATTCCTGGATCACAACACC  1119 
 
  374:  L  P  D  T  L  K  V  A  Y  D  S  F  C  S  N  G  V  S  Q  V  D  Q  P  R  G  D  C  D  G  V  Q  I  N  V  P  I  T  F  Q  V  K  V  T  A  T  E  C  I  Q  E     423 
 1120:  CTCCCTGACACCCTGAAAGTCGCCTACGACTCCTTCTGCAGTAACGGGGTGTCGCAGGTGGACCAGCCCAGAGGGGACTGCGACGGCGTCCAGATCAACGTCCCGATCACCTTCCAGGTGAAGGTCACAGCCACCGAGTGCATCCAGGAG  1269 
 
  424:  Q  S  F  T  I  R  A  L  G  F  T  D  T  V  T  V  R  V  L  P  Q  C  E  C  Q  C  R  E  A  S  R  D  R  S  V  C  G  G  R  G  S  M  E  C  G  V  C  R  C  D     473 
 1270:  CAGTCCTTCACCATCCGGGCGCTGGGCTTCACGGACACGGTGACCGTGCGGGTCCTTCCCCAGTGCGAGTGCCAATGCCGGGAAGCCAGCAGGGACCGCAGCGTCTGCGGTGGCAGAGGCTCGATGGAGTGCGGCGTCTGCAGGTGCGAC  1419 
 
  474:  A  G  Y  I  G  K  N  C  E  C  Q  T  H  G  R  S  S  Q  E  L  E  G  S  C  R  K  D  N  S  S  I  I  C  S  G  L  G  D  C  I  C  G  Q  C  V  C  H  T  S  D     523 
 1420   GCCGGCTACATCGGGAAGAACTGCGAGTGCCAGACGCACGGCCGGAGCAGCCAGGAGCTGGAGGGCAGCTGCCGCAAGGACAACAGCTCCATCATCTGCTCGGGGCTGGGGGACTGCATCTGCGGGCAGTGCGTGTGCCACACGAGCGAC  1569 
 
  524:  V  P  N  K  K  I  Y  G  Q  F  C  E  C  D  N  V  N  C  E  R  Y  D  G  Q  V  C  G  G  D  K  R  G  L  C  F  C  G  T  C  R  C  N  D  Q  H  E  G  S  A  C     573 
 1570:  GTGCCCAACAAGAAGATCTACGGCCAGTTCTGCGAGTGCGACAACGTCAACTGCGAGCGCTACGACGGCCAAGTCTGCGGGGGCGACAAGAGGGGGCTCTGCTTCTGCGGCACCTGCAGGTGCAACGACCAGCATGAGGGCTCGGCGTGC  1719 
 
  574:  Q  C  L  K  S  T  Q  G  C  L  N  L  D  G  V  E  C  S  G  R  G  R  C  R  C  N  V  C  Q  C  D  P  G  Y  Q  P  P  L  C  I  D  C  P  G  C  P  V  P  C  A     623 
 1720:  CAGTGCCTCAAGTCCACTCAGGGCTGCCTCAACCTGGACGGCGTCGAGTGCAGCGGCCGCGGCCGATGCCGCTGCAACGTGTGCCAGTGCGACCCCGGCTACCAGCCGCCCCTGTGCATCGACTGCCCGGGCTGCCCCGTGCCCTGCGCT  1869 
 
  624:  G  F  A  P  C  T  E  C  L  K  F  D  K  G  P  F  A  K  N  C  S  A  A  C  G  Q  T  K  L  L  S  S  P  V  P  G  G  R  K  C  K  E  R  D  S  E  G  C  W  M     673 
 1870:  GGCTTCGCCCCCTGCACCGAGTGCCTGAAGTTCGACAAGGGTCCCTTCGCCAAGAACTGCAGCGCAGCGTGCGGGCAGACGAAGCTGCTGTCCAGCCCGGTGCCCGGCGGCCGCAAGTGCAAGGAGCGTGACTCCGAGGGCTGCTGGATG  2019 
 
  674:  T  Y  T  L  V  Q  R  D  G  R  N  R  Y  D  V  H  V  D  D  M  L  E  C  V  K  G  P  N  I  A  A  I  V  G  G  T  V  G  G  V  V  L  V  G  I  L  L  L  A  I     723 
 2020:  ACCTACACCCTGGTGCAGCGCGACGGGCGGAACAGATACGACGTGCACGTGGACGACATGCTCGAGTGTGTGAAGGGCCCCAACATCGCTGCCATCGTGGGGGGCACCGTGGGGGGAGTTGTGCTCGTCGGCATCCTCCTGCTGGCCATC  2169 
 
  724:  W  K  A  L  T  H  L  S  D  L  R  E  Y  H  R  F  E  K  E  K  L  K  S  Q  W  N  N  D  N  P  L  F  K  S  A  T  T  T  V  M  N  P  K  F  A  E  S  *           770 
 2170:  TGGAAGGCCCTGACACACCTGAGCGACCTCAGGGAGTACCATCGCTTCGAGAAGGAGAAGCTCAAGTCCCAGTGGAACAACGATAACCCTCTTTTCAAGAGTGCCACCACGACAGTCATGAACCCTAAGTTTGCCGAGAGTTAGGGGTGC  2319 
 
 2320:  CTGGTGAAGACAAGGCCTTCTGCACCACCCAGACGGGAACATGCCCTCTCCTCGTCCCCTCCAGC                                                                                       2384 
 
 
 

Figure 9 : Séquences nucléotidique et protéique du CD18 ovin.  Le peptide signal potentiel et la région transmembranaire sont soulignés.  Le motif AG(n)AC est souligné 

deux fois. 
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   1:                                                                                     M  L  P  Q  R  P  Q  L  L  L  L  A  G  L  L  A  L  Q  S  V  L  S  Q       23 
 -81:    AGCCTGGTGAAGAGCAGAGCCGAAGCCCCTGCCAGTCCAGCTGGGACACCCCTGCCGTGGTCTCCAGGGCATCCAGGGGACATGCTGCCCCAGCGCCCCCAGCTGCTGCTCCTAGCAGGCCTGCTCGCCCTCCAGTCTGTCCTGTCCCAG     69 
 
  24:    E  C  T  K  Y  K  V  S  T  C  R  D  C  I  E  S  G  P  G  C  A  W  C  Q  K  L  N  F  T  G  Q  G  E  P  D  S  T  R  C  D  T  R  A  Q  L  L  S  K  G  C       73 
  70:    GAGTGCACCAAGTACAAAGTCAGCACCTGCCGGGACTGCATCGAGTCGGGCCCCGGCTGTGCCTGGTGCCAGAAACTGAACTTCACAGGGCAAGGGGAGCCCGACTCCACTCGCTGTGATACACGGGCGCAGCTGCTGTCAAAGGGCTGC    219 
 
  74:    P  A  D  D  I  M  E  P  K  S  L  A  E  T  R  Q  S  Q  A  G  K  Q  K  Q  L  S  P  E  E  V  T  L  Y  L  R  P  G  Q  A  A  A  F  N  V  T  F  Q  R  A  K      123 
 220:    CCAGCTGATGACATCATGGAACCCAAGAGCCTCGCTGAGACCCGGCAGAGCCAGGCGGGCAAACAGAAGCAGCTGTCCCCAGAGGAAGTGACTCTCTACCTTAGACCAGGTCAGGCAGCTGCGTTCAATGTGACCTTCCAGAGGGCCAAG    369 
 
 124:    G  Y  P  I  D  L  Y  Y  L  M  D  L  S  Y  S  M  V  D  D  L  A  N  V  K  K  L  G  G  D  L  L  R  A  L  N  D  I  T  E  S  G  R  I  G  F  G  S  F  V  D      173 
 370:    GGCTACCCCATCGACCTGTACTATCTGATGGATCTCTCCTACTCCATGGTGGACGACCTCGCCAACGTCAAGAAGCTGGGGGGTGACCTGCTCCGGGCCCTCAATGACATCACCGAGTCGGGCCGCATCGGGTTCGGGTCCTTCGTGGAC    519 
 
 174:    K  T  V  L  P  F  V  N  T  H  P  E  K  L  R  N  P  C  P  N  K  E  K  Q  C  Q  P  P  F  A  F  R  H  V  L  K  L  T  D  N  S  K  Q  F  E  T  E  V  G  K      223 
 520:    AAGACAGTGCTCCCCTTCGTCAACACGCACCCTGAGAAGCTGAGGAACCCCTGCCCCAACAAGGAGAAGCAGTGCCAGCCCCCGTTCGCCTTCAGGCACGTGTTGAAGCTCACCGACAACTCCAAACAGTTCGAGACAGAAGTCGGGAAG    669 
 
 224:    Q  L  I  S  G  N  L  D  A  P  E  G  G  L  D  A  M  M  Q  V  A  A  C  P  E  E  I  G  W  R  N  V  T  R  L  L  V  F  A  T  D  D  G  F  H  F  A  G  D  G      273 
 670:    CAGCTGATCTCGGGGAACTTGGACGCCCCTGAGGGTGGACTGGACGCCATGATGCAAGTGGCCGCGTGCCCGGAGGAAATCGGCTGGCGCAATGTCACCAGGCTGCTGGTGTTCGCCACAGATGATGGGTTCCACTTTGCGGGCGATGGA    819 
 
 274:    K  L  G  A  I  L  T  P  N  D  G  R  C  H  L  E  D  N  L  Y  K  S  S  N  E  F  D  Y  P  S  V  G  Q  L  A  H  K  L  A  E  S  N  I  Q  P  I  F  A  V  T      323 
 820:    AAGCTGGGTGCCATCCTCACCCCCAACGACGGCCGCTGCCACCTGGAAGACAACCTGTACAAAAGCAGCAACGAATTTGACTACCCATCGGTGGGCCAGCTGGCACACAAACTGGCAGAAAGCAACATCCAGCCCATCTTCGCGGTAACC    969 
 
 324:    K  K  M  V  K  T  Y  E  K  L  T  E  I  I  P  K  S  A  V  G  E  L  S  E  D  S  K  N  V  V  E  L  I  K  S  A  Y  N  K  L  S  S  R  V  F  L  D  H  N  T      373 
 970:    AAGAAGATGGTGAAAACGTACGAGAAGCTGACAGAAATCATCCCCAAGTCTGCAGTCGGGGAGCTGTCTGAAGATTCCAAGAACGTGGTGGAGCTTATCAAGAGTGCCTACAATAAACTGTCCTCCAGAGTATTCCTGGATCACAACACC   1119 
 
 374:    L  P  D  T  L  K  V  A  Y  D  S  F  C  S  N  G  V  S  Q  V  D  Q  P  R  G  D  C  D  G  V  Q  I  N  V  P  I  T  F  Q  V  K  V  T  A  T  E  C  I  Q  E      423 
1120:    CTCCCTGACACCCTGAAAGTCGCCTACGACTCCTTCTGCAGTAACGGGGTGTCACAGGTGGACCAGCCCAGAGGGGACTGTGACGGCGTCCAGATCAACGTCCCGATCACCTTCCAGGTGAAGGTCACAGCCACCGAGTGCATCCAGGAG   1269 
 
 424:    Q  S  F  T  I  R  A  L  G  F  T  D  T  V  T  V  R  V  L  P  Q  C  E  C  Q  C  R  D  A  S  R  D  R  S  V  C  G  G  R  G  S  M  E  C  G  V  C  R  C  D      473 
1270:    CAGTCCTTCACCATCCGGGCGCTGGGCTTCACGGACACGGTGACCGTGCGGGTCCTTCCCCAGTGCGAGTGCCAATGCCGGGACGCCAGCAGGGACCGCAGCGTCTGCGGTGGCAGAGGCTCGATGGAGTGCGGCGTCTGCAGGTGCGAC   1419 
 
 474:    A  G  Y  I  G  K  N  C  E  C  Q  T  H  G  R  S  S  Q  E  L  E  G  S  C  R  K  D  N  S  S  I  I  C  S  G  L  G  D  C  I  C  G  Q  C  V  C  H  T  S  D      523 
1420:    GCCGGCTACATCGGGAAGAACTGCGAGTGCCAGACGCACGGCCGGAGCAGCCAGGAGCTGGAGGGCAGCTGCCGCAAGGACAACAGCTCCATCATCTGCTCGGGGCTAGGGGACTGCATCTGCGGGCAGTGCGTGTGCCACACGAGCGAC   1569 
 
 524:    V  P  N  K  K  I  Y  G  Q  F  C  E  C  D  N  V  N  C  E  R  Y  D  G  Q  V  C  G  G  E  K  R  G  L  C  F  C  G  T  C  R  C  N  E  Q  H  E  G  S  A  C      573 
1570:    GTGCCCAACAAGAAGATCTACGGCCAGTTCTGCGAGTGCGACAACGTCAACTGCGAGCGCTACGACGGCCAAGTCTGCGGGGGCGAGAAGAGGGGGCTCTGCTTCTGCGGCACCTGCAGGTGCAACGAGCAGCATGAGGGCTCGGCGTGC   1719 
 
 574:    Q  C  L  K  S  T  Q  G  C  L  N  L  D  G  V  E  C  S  G  R  G  R  C  R  C  N  V  C  Q  C  D  P  G  Y  Q  P  P  L  C  I  D  C  P  G  C  P  V  P  C  A      623 
1720:    CAGTGCCTCAAGTCCACTCAGGGCTGCCTCAACCTGGACGGCGTCGAGTGCAGCGGCCGGGGCCGATGCCGCTGCAACGTGTGCCAGTGCGACCCCGGCTACCAGCCGCCCCTGTGCATCGACTGCCCGGGCTGCCCCGTGCCCTGCGCT   1869 
 
 624:    G  F  A  P  C  T  E  C  L  K  F  D  K  G  P  F  A  K  N  C  S  A  A  C  G  Q  T  K  L  L  S  S  P  V  P  G  G  R  K  C  K  E  R  D  S  E  G  C  W  M      673 
1870:    GGCTTCGCCCCCTGCACCGAGTGCCTGAAGTTCGACAAGGGCCCCTTCGCCAAGAACTGCAGCGCAGCGTGCGGGCAGACGAAGCTGCTGTCCAGCCCGGTGCCCGGCGGCCGCAAGTGCAAGGAGCGCGACTCCGAGGGCTGCTGGATG   2019 
 
 674:    T  Y  T  L  V  Q  R  D  G  R  N  R  Y  D  V  H  V  D  D  M  L  E  C  V  K  G  P  N  I  A  A  I  V  G  G  T  V  G  G  V  V  L  V  G  I  L  L  L  V  I      723 
2020:    ACCTACACCCTGGTGCAGCGCGACGGGCGGAACAGATACGACGTGCACGTGGACGACATGCTCGAGTGTGTGAAGGGCCCCAACATCGCTGCCATCGTGGGGGGCACCGTGGGGGGAGTTGTGCTCGTCGGCATCCTCCTGCTGGTCATC   2169 
 
 724:    W  K  A  L  T  H  L  S  D  L  R  E  Y  H  R  F  E  K  E  K  L  K  S  Q  W  N  N  D  N  P  L  F  K  S  A  T  T  T  V  M  N  P  K  F  A  E  S  *            770 
2170:    TGGAAGGCCCTGACACACCTGAGCGACCTCAGGGAGTACCATCGCTTCGAGAAGGAGAAGCTCAAGTCCCAGTGGAACAACGATAACCCTCTTTTCAAGAGTGCCACCACGACAGTCATGAACCCTAAGTTTGCCGAGAGTTAGGGGTGC   2319 
 
2320:    CTGGTGAAGACAAGGCCTTCTGCACCACCCAGACGGGAGCACGCCCTCTCCTCATCCCCTCCAGCAGGCTGACCGTGACCTTGCTGCTTAGTGGACGCAGCTGATG                                               2425 
 
 
 

Figure 10 : Séquences nucléotidique et protéique du CD18 caprin.  Le peptide signal potentiel et la région transmembranaire sont soulignés.  Le motif AG(n)AC est 

souligné deux fois. 
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5.3.2. Comparaison générale entre espèces 

Globalement, l’organisation générale des CD18 est conservée (figure 11).  La comparaison de 

séquences entre le CD18 humain (Kishimoto et al., 1987; Weitzman et al., 1991) et ses homologues 

bovin (Shuster et al., 1992a), de buffle (GenPept AAW29104), ovin (Zecchinon et al., 2004b), caprin 

(Zecchinon et al., 2004a), porcin (Lee et al., 1996), du mouton Bighorn (Liu et al., 2006), murin 

(Wilson et al., 1989), canin (Kijas et al., 1999), de rat (GenBank XM_228072), de poulet (Bilsland et 

Springer, 1994), de carpe (GenBank AB031070) et de poisson-chat (Qian et al., 1999) conduit 

globalement à 83, 83, 83, 83, 83, 82, 81, 80, 77, 63, 49 et 48 % d’identité, respectivement, avec 

l’identité la plus élevée pour le MIDAS-like motif (100 %), le I-like domain (> 60 %) et la portion 

cytoplasmique (> 64 % si on ne tient pas compte des poissons) et l’identité la plus faible pour le 

peptide signal (tableau IV).  La très haute conservation inter-espèces du MIDAS-like motif et du I-like 

domain est en accord avec l’implication de ces régions dans les activités fonctionnelles des β2-

intégrines, comme le démontre l’inhibition de la liaison du LFA-1 aux ICAMs-1 à -3 par des anticorps 

monoclonaux ciblant le I-like domain (Bajt et al., 1995; Hogg et al., 1999; Huang et al., 2000).  Le 

haut degré de conservation de la portion cytoplasmique, avec de nombreux résidus Ser, Thr et Tyr, est 

compatible avec le rôle important que la phosphorylation de ces résidus joue dans la régulation de 

l’adhésion (Chatila et al., 1989) et avec l’observation que la troncature du domaine cytoplasmique du 

CD18 diminue significativement la liaison du LFA-1 à ICAM-1 (Hibbs et al., 1991). 

La protéine mature contient 56 (58 pour le rat) résidus cystéyles conservés dans la région 

extracellulaire avec un rôle supposé dans le maintien de la structure globale de la protéine.  Deux 

résidus supplémentaires sont présents dans le I domain du CD18 de rat.  Quatre à six sites de N-

glycosylation potentielle (Asn-X-Thr/Ser) sont observés dans la région extracellulaire, à l’exception de 

la carpe et du poisson-chat qui en possèdent un dans la portion cytoplasmique. 
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Tableau IV: Pourcentages d’identité inter-espèces des blocs constitutifs du CD18 

     Hum vs. 

 Bov Buf Ovi Cap Por Big Mur Can Rat Chic Car Caf 

Globalité 83 83 83 83 83 82 81 80 77 63 49 48 

Peptide signal potentiel 63 63 68 63 59 68 60 30 13 16 29 25 

Région extracellulaire / globalité 83 82 82 82 83 82 81 81 78 64 49 48 

Région extracellulaire / domaine PSI 76 76 78 78 75 76 80 78 76 61 48 55 

Région extracellulaire / I-like domain 94 94 94 93 95 94 94 94 86 78 64 63 

Région extracellulaire / MIDAS-like motif 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

Région extracellulaire / domaine EGF 1 81 79 79 81 75 77 81 77 83 54 37 26 

Région extracellulaire / domaine EGF 2 81 81 81 81 81 81 79 72 77 79 50 52 

Région extracellulaire / domaine EGF 3 70 70 70 70 70 70 73 65 70 58 46 48 

Région extracellulaire / domaine EGF 4 77 77 75 75 72 75 63 66 75 61 44 38 

Région transmembranaire 86 86 82 86 82 82 82 82 82 65 60 60 

Queue cytoplasmique 95 95 95 95 91 95 95 89 93 64 52 52 

Abréviations: Hum, Bov, Buf, Ovi, Cap, Por, Big, Mur, Can, Rat, Chic, Car et Caf : CD18 humain, bovin, du buffle, ovin, caprin, porcin, du Bighorn sheep, murin, canin, de 

rat, de poulet, de carpe et de poisson-chat, respectivement ; EGF : epidermal growth factor ; MIDAS : metal ion dependent adhesion site ; PSI : plexin semaphorin integrin. 
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5.3.3. Comparaison entre ruminants et non-ruminants 

Le relevé des positions systématiquement occupées par un résidu « A » chez les ruminants et 

« B » chez l’homme, la souris et le chien a conduit à l’identification de 16 mutations qui pourraient 

expliquer la spécificité de la leucotoxine pour les CD18 des ruminants (figure 11).  Ces sites ont été 

classés (tableau V) sur base de leur impact présumé sur la structure tridimensionnelle suivant la table 

de score BLOSUM (BLOcks SUbstitution Matrix) 62 (Henikoff et Henikoff, 1992; 1993).  Un site est 

localisé dans la région transmembranaire et les 15 autres dans la partie extracellulaire, dont quatre 

dans le I-like domain et deux, un et un dans les domaines EGF 1, 2 et 3, respectivement.  Des analyses 

de prédiction de structures secondaires dans le voisinage de ces sites ne révèlent aucune information 

particulière puisque aucun changement n’est observé systématiquement chez les ruminants par rapport 

aux non ruminants.  Par contre, nous avons tiré parti des séquences publiées (i) du segment 

extracellulaire de l’intégrine αVβ3 humaine avec et sans Mn2+ (PDB 1M1X, 1JV2 et 1L5G) (Xiong et 

al., 2001 ; 2002) et (ii) des répétitions riches en cystéines de la sous-unité β2 (CD18) humaine (PDB 

1L3Y) (Beglova et al., 2002) pour approcher la localisation des ces résidus (figure 12) : 12 d’entre eux 

ont ainsi pu être classés comme exposés, semi-exposés, semi-enfouis ou enfouis sur base du code 

couleur « accessibilité » du programme Swiss-PdbViewer v.3.7., les quatre autres n’étant pas résolus 

dans la structure cristalline (tableau V).  Quatre résidus seraient exposés (mutants 4, 5, 11 et 15, 

respectivement positions 140, 215, 561 et 692) et trois seraient semi-exposés (mutants 1, 2 et 3, 

respectivement positions 80, 90 et 102), dont un (mutant 1, position 80) qui serait plus exposé dans la 

forme activée. 

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

cytoplasmique (position 736) où le résidu His conservé chez les ruminants était systématiquement 

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

sont publiées (tableau V), ainsi que chez le porc dont le LFA-1 est réputé permettre la liaison de la 

LKT, mais sans déclenchement associé d’une cytotoxicité (Jeyaseelan et al., 2000). 



Caractérisation du récepteur LFA-1 des ruminants Contribution personnelle 

131 

 

Tableau V: Sites de mutation du CD18 potentiellement responsables de la mannheimiose 

Score Mutant Position Domaine Accessibilité AA chez les 

ruminants 

AA chez les 

non-ruminants 

-2 12 620 EX semi-enfoui V S 

-1 7 295 ID enfoui S R 

-1 11 561 EGF 3 exposé T K 

-1 15 692 EX exposé M S 

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

0 2 90 EX semi-exposé S D 

0 5 215 ID exposé K N 

0 13 629 EX enfoui T A 

1 3 102 EX semi-exposé E K 

1 4 140 ID exposé V L 

2 1 80 EX 

semi-exposé 

(FNA) 

exposé (FA) 

E D 

2 6 218 ID enfoui E Q 

2 8 462 EGF 1 ND R K 

3 9 469 EGF 1 ND V I 

3 10 533 EGF 2 ND F Y 

3 14 687 EX enfoui V I 

3 16 715 TR ND V I 

La position est donnée par rapport à la numérotation du CD18 bovin.  Le score réfère à la valeur obtenue dans la 

table BLOSUM 62 et le classement est effectué selon l’impact présumé sur la structure (la valeur la plus basse 

traduit l’impact le plus important).  CT, EGF, EX, FA, FNA, ID, ND, TR et AA : queue cytoplasmique, 

epidermal growth factor, partie extracellulaire, forme activée, forme non activée, I-like domain, non 

déterminable, région transmembranaire et acide aminé, respectivement. 
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5.4.2. Rôles du CD11a et du CD18 

A l’aube de ce projet, l’identification de la sous-unité du LFA-1 responsable de la spécificité 

d’espèce qu’exhibe Mannheimia haemolytica vis-à-vis des ruminants était fortement controversée, le 

CD18 (Wang et al., 1998; Ambagala et al., 1999 ; Li et al., 1999) et le CD11a (Jeyaseelan et al., 2000) 

ayant chacun leurs partisans.  Aujourd’hui, plusieurs données nouvelles semblent nous éclairer un peu 

plus sur cette « liaison dangereuse ». 

Ainsi, le professeur Srikumaran et son équipe ont permis une avancée significative en faveur 

de l’hypothèse du rôle primordial du CD18.  Ils ont tout d’abord mis en évidence par 

immunomarquage et séquençage N-terminal que la leucotoxine se fixe 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, selon leurs propres termes, nécessaire et 

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

leucotoxine, sensible à cette dernière en la transfectant de manière stable avec l’ADNc du CD18 bovin 

qui 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, ils observent une 

forte corrélation entre le degré d’expression en surface du CD18 bovin (PMNs bovins>lymphocytes 

bovins~lignée transfectée) et le degré de cytolyse de ces cellules (les PMNs expriment toutes les β2-

intégrines alors que les lymphocytes et la lignée transfectée n’expriment que le LFA-1 bovin et 

murin/bovin, respectivement).   

De son côté, l’équipe du professeur Maheswaran a montré que si la leucotoxine se liait à la 

fois au CD18 de LFA-1 et 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; 2001; Thumbikat et al., 2005), ce qui est apparemment en 

contradiction avec l’explication de la plus haute sensibilité des PMNs due à l’expression de toutes les 

β2-intégrines.  D’autre part, 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 ni avec le CD11b 

ou le 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 
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prendraient toute leur ampleur lorsque la leucotoxine se trouverait en plus faible concentrations 

(Thumbikat et al., 2005).  Par ailleurs, la cotransfection des CD11a et CD18 bovins de la lignée 

lymphoblastique d’origine humaine K-562 n’exprimant naturellement aucune β2-intégrine conduit à 

l’expression en surface de l’hétérodimère bovin, 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), à la phosphorylation de la tyrosine de la queue cytoplasmique du CD18, à 

une augmentation de la concentration de calcium intracellulaire et à la cytolyse (Dileepan et al., 

2005b).  Enfin, la cotransfection de cette même lignée avec les ADNcs des CD11a bovin et CD18 

humain conduit à l’expression en surface de l’hétérodimère mais ni à la fixation de la leucotoxine, ni 

forcément à une augmentation de la concentration en calcium intracellulaire ou un effet cytotoxique 

(Dileepan et al., 2005a). 

En résumé, ces données dans leur ensemble suggèrent (i) que 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) qu’à haute concentration en toxine, cette liaison serait 

suffisante pour induire la formation de pores et la nécrose et (iii) qu’à plus faibles concentrations en 

toxine, la liaison avec le CD11a des ruminants (via le I domain) ou de la souris permettrait, de par une 

interaction avec le I-like domain du CD18, le déclenchement des cascades d’activation cellulaire 

conduisant à l’apoptose.  Dès lors, diminuer voire supprimer l’impact de la mannheimiose en 

spéculation bovine revient à identifier le site de liaison précis de la leucotoxine sur le CD18, de 

manière à ouvrir la voie à la sélection d’animaux naturellement résistants et à augmenter la 

productivité et le bien-être animal tout en réduisant les apports massifs d’antibiotiques (et par 

conséquent leurs effets néfastes en terme de pression de sélection favorisant l’émergence de souches 

multirésistantes). 

5.4.3. Dans l’intimité de la liaison entre la leucotoxine et le CD18 

Afin d’identifier le site précis de liaison de la leucotoxine sur le CD18, les équipes 

concurrentes des professeurs Srikumaran et Maheswaran ont décidé de mettre en œuvre l’ingénierie de 

lignées cellulaires stables exprimant des LFA-1 chimériques 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).  Les résultats obtenus 

récemment semblent contradictoires puisque le site de liaison de la leucotoxine entraînant les effets 

biologiques est annoncé soit dans les 291 premiers résidus du CD18 (Gopinath et al., 2005), c’est-à-

dire dans la portion extracellulaire contenant le domaine PSI (plexin-semaphorin-integrin), le site 

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

du I-like domain, sur lequel la toxine n’était pas sensée se lier selon des expérimentations réalisées par 

l’équipe concurrente avec des anticorps dirigés contre ce domaine (Thumbikat et al., 2005), soit entre 
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les résidus 500 et 600 de la portion extracellulaire du CD18, correspondant aux domaines EGF 

(epidermal growth factor) -2 à 4 (Dileepan et al., 2005a).   

En tenant compte de nos résultats issus des comparaisons des CD18 ruminants versus non 

ruminants (Zecchinon et al., 2004a), nous trouvons six sites situés dans les 291 premiers résidus 

(mutants 1 à 6, tableau VI) et deux sites entre les résidus 500 et 600 (mutants 10 et 11, tableau VII).  

Pour rappel, nous avons identifié, sur base de l’estimation de l’accessibilité des résidus, les mutants 1 

à 3 (portion extracellulaire), 4 et 5 (I-like domain), 11 (domaine EGF 3) et 15 (portion extracellulaire 

proche de la région transmembranaire) comme présentant la plus forte probabilité d’interaction avec la 

leucotoxine. 

 

Tableau VI: Sites de mutation du CD18 situés dans les 291 premiers résidus 

Score Mutant Position Domaine Accessibilité AA chez les 

ruminants 

AA chez les non-

ruminants 

0 2 90 EX semi-exposé S D 

0 5 215 ID exposé K N 

 3 102 EX semi-exposé E K 

1 4 140 ID exposé V L 

2 1 80 EX 

semi-exposé 

(FNA) 

exposé (FA) 

E D 

2 6 218 ID enfoui E Q 

La position est donnée par rapport à la numérotation du CD18 bovin.  Le score réfère à la valeur obtenue dans la 

table BLOSUM 62 et le classement est effectué selon l’impact présumé sur la structure (la valeur la plus basse 

traduit l’impact le plus important).  EX, ID et AA : partie extracellulaire, I-like domain et acide aminé, 

respectivement. 

 

Tableau VII: Sites de mutation du CD18 repris entre les résidus 500 et 600. 

Score Mutant Position Domaine Accessibilité AA chez les 

ruminants 

AA chez les non-

ruminants 

-1 11 561 EGF 3 exposé T K 

3 10 533 EGF 2 ND F Y 

La position est donnée par rapport à la numérotation du CD18 bovin.  Le score réfère à la valeur obtenue dans la 

table BLOSUM 62 et le classement est effectué selon l’impact présumé sur la structure (la valeur la plus basse 

traduit l’impact le plus important).  EGF, ND et AA : epidermal growth factor, non déterminable et acide aminé, 

respectivement. 
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 Que pouvons-nous tirer comme conclusions de ces différentes données ? 

Tout d’abord, chacune des approches a ses inconvénients puisque le remplacement d’un domaine 

conférant ou abolissant la liaison de la toxine ne signifie pas automatiquement que celle-ci s’y lie ou 

non.  En effet, la modification de tel domaine peut entraîner des modifications de structure (par 

exemple lors du repliement de la protéine) qui, indirectement, modifient le site de liaison.  Ainsi, si le I 

domain du CD11a se replie avant l’association avec le CD18, il n’en est pas de 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).  D’autres expériences suggèrent que le I domain n’est pas essentiel 

pour le repliement, la formation et l’expression en surface de l’hétérodimère, mais bien pour la liaison 

d’ICAM-1 à -3 sur LFA-1 alors que iC3b et le facteur X peuvent se lier au CD11b en son absence 

(Yalamanchili et al., 2000).  Le repliement du I-like domain mais pas de ses régions flanquantes 

nécessite quant à lui l’association avec le CD11a (Huang et al., 1997). 

Ensuite, notons que les CD18 bovin et humain sont constitués de 769 résidus alors que le murin 

comprend deux résidus supplémentaires, un au niveau du peptide signal et l’autre étant le 7ème résidu 

après le dernier domaine EGF.  Du point de vue des identités, le CD18 présente un pourcentage de 83 

% par rapport à son homologue humain et 81 % par rapport à son homologue murin.  A priori, ces 

différences ne devraient donc pas rendre compte des différents résultats obtenus.  Par contre, il est 

intéressant de noter que le protocole de purification de la 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 problématique pour des études de liaison. 

Enfin, signalons que notre approche se veut plus « chirurgicale » puisque nous nous sommes attachés 

à relever les sites individuels pour lesquels un résidu « A » était systématiquement conservé chez les 

ruminants alors qu’il était systématiquement remplacé par un résidu « B » chez l’Homme, la souris et 

le chien.  Les expériences (i) d’inhibition de cytotoxicité par peptides dérivés de ces sites relevés chez 

les CD18 des ruminants et (ii) de transfection d’une lignée cellulaire réputée insensible à la 

leucotoxine par certains des 17 mutants du CD18 bovin mis en évidence seront décrites dans la 

septième partie de cet ouvrage. 
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6. Production et validation fonctionnelle de la leucotoxine de 

Mannheimia haemolytica 

 

6.1. Matériel et méthodes 

6.1.1. Schéma général 

 Pour mener à bien nos études de l’interaction intime entre la leucotoxine de Mannheimia 

haemolytica et le récepteur LFA-1 des ruminants, nous devons bien évidemment disposer d’une 

leucotoxine produite et purifiée en quantités suffisantes mais aussi et surtout fonctionnellement active, 

c’est-à-dire capable d’induire une toxicité spécifique aux leucocytes des ruminants. 

 Nous avons donc successivement (i) porté notre choix sur une souche de Mannheimia 

haemolytica « performante », (ii) maîtrisé ses conditions de culture (choix du milieu et de la 

température de culture, de la vitesse d’agitation, du temps de récolte) de manière à maximiser une 

production de leucotoxine correspondant à nos attentes en termes de quantité et de pureté, (iii) mis au 

point un protocole de purification adéquat, (iv) identifié, par SDS-PAGE et western blot, la protéine 

purifiée comme étant la leucotoxine, (v) vérifié la spécificité de la toxicité de la préparation vis-à-vis 

de diverses lignées cellulaires supposées sensibles et insensibles et enfin, (vi) confirmé, par une 

expérimentation d’inhibition à l’aide d’un anticorps spécifique, que la toxicité observée était bien 

imputable à la leucotoxine. 

6.1.2. Culture bactérienne 

Globalement, la procédure a consisté en trois phases successives : (i) revivification de la souche 

de référence congelée, (ii) amplification de celle-ci en milieu liquide et (iii) récolte du surnageant de 

culture. 

La phase de revivification a consisté en l’étalement du contenu d’ampoules-stock conservées à -80°C 

contenant la souche SH1217 de Mannheimia haemolytica (sérotype A1, ref. BAA-409), isolée d’un 

bovidé et conservée par l’American Type Culture Collection (ATCC, USA), sur gélose dite 

« Columbia » enrichie de sang de mouton à raison de 5% (Becton Dickinson, USA) et en une mise en 

croissance à l’étuve à 37°C pendant 24 heures. 

Pour l’amplification en milieu liquide, quatre colonies de la souche d’intérêt, prélevées sur la gélose 

Columbia, sont ensemencées séparément dans 5 ml de milieu liquide dit «BHI» (Brain Heart Infusion 

broth, bouillon d’infusion de cœur et cerveau, Oxoid, Angleterre), agitées à 200 rpm et maintenues à 

37°C pendant ~6 heures (pré-amplification) avant inoculation dans 200-300 ml de BHI pour 

amplification dans les mêmes conditions de culture pendant ~18 heures.  Le nombre de bactéries 

présentes est ensuite estimé par turbidimétrie ou plus précisément par la valeur de la densité optique 

(DO) à 620 nm.  Les cellules sont ensuite culotées par 15 minutes de centrifugation à 1000 g et 25°C 
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puis resuspendues (après élimination du surnageant) dans 1 à 2 l de BHI à une DO620nm de ~ 0.25, en 

présence d’inhibiteurs de protéases Complete EDTA-free (Roche Diagnostics, USA) et ce, pour 2 à 3 h 

de culture sous agitation (200 rpm) à 37°C jusqu’à obtention d’une DO620nm approximative de 1. 

Le bouillon de culture est alors récolté et soumis à une centrifugation d’une vingtaine de minutes à 

10000 g et 4°C.  Le surnageant contenant la leucotoxine est ensuite filtré sur 0.45 puis sur 0.22 µm 

(Nalgene, USA). 

Par ailleurs, nous avons également évalué la croissance bactérienne en milieu RPMI 1640 + L-

glutamine (Invitrogen, Belgique) et en milieu tryptone composé comme suit : 20 g/l de tryptone 

(Sigma, Belgique), 1 g/l de glucose (Sigma, Belgique), 5 g/l de NaCl (VWR International, Belgique), 

2.5 g/l d’extrait de levure (Becton Dickinson, USA) et 2.5 g/l de Na2HPO4 (VWR International, 

Belgique), tamponné à pH 7.4. 

6.1.3. Purification 

Ce surnageant est ensuite directement supplémenté par 20 % (114 g/l) de sulfate ammonique 

(Sigma-Aldrich, USA) et laissé sous agitation magnétique lente à 4°C pendant 30 minutes avant d’être 

mis en présence de 25 ml de phenyl-sepharose 6 Fast Flow High Sub (GE Healthcare, USA), 

préalablement lavée à l’eau distillée, pendant 30 minutes à 4°C.  La fraction non adsorbée est récoltée 

après deux passages sur fritté puis concentrée par précipitation à 20-60 % de sulfate ammonique (262 

g/l) sous agitation magnétique lente à 4°C pendant 30 minutes.  Le culot résultant d’une centrifugation 

d’une vingtaine de minutes à 10000 g et 4°C est remis en solution dans ~25 ml (en partant d’un litre de 

culture) de tampon phosphate salin (PBS) de la composition suivante : 5 mM Na2HPO4 (Sigma, USA), 

1.5 mM KH2PO4 (VWR International, USA) et 130 mM NaCl (VWR International, USA).  La 

solution est ensuite dialysée en tubes de 50 kDa de seuil de rétention (Spectra/Por®CE, VWR 

International, USA) contre deux fois 10 l de ce même PBS durant une vingtaine d’heures à 4°C, puis 

aliquotée et conservée à –20°C.  La phenyl-sepharose 6 Fast Flow High Sub est régénérée selon les 

spécifications du fournisseur. 

6.1.4. Mise en évidence par électrophorèse 

La production de LKT a été évaluée en termes de quantité et de pureté par examen du profil 

électrophorétique des échantillons sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE).  

Nous avons utilisé des gels NuPage 4-12 % dans un tampon MOPS, conformément aux instructions du 

fabricant (Invitrogen, USA).  Les échantillons sont, si nécessaire, concentrés par la procédure 

suivante : ajout d’1/10ème du volume initial de déoxycholate de sodium 0.15 % (p/v) pendant 5 minutes 

à température ambiante puis ajout d’1/10ème du volume initial d’acide trichloroacétique 72 % (p/v) 

pendant 5 minutes à température ambiante avant centrifugation pendant 20 minutes à 10000 g.  Le 

culot est alors resuspendu dans un mélange de 16 µl de Tris 1M et 4 µl de tampon de chargement (300 

mM Tris pH 6.8, 50 % (v/v) glycérol, 12.5 % (p/v) dodécylsulfate de sodium (SDS), 25 % (p/v) β-
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mercaptoéthanol, 0.05 % de bleu de bromophénol).  Le volume total de 20 µl est chauffé pendant 10 

min à 70°C puis chargé sur le gel.  Celui-ci est placé dans la chambre d'électrophorèse contenant la 

solution tampon (MOPS) fournie par le fabricant et soumis à une différence de potentiel de 200 V 

durant 50 min.  Le gel est ensuite coloré au Simply Blue Safe Stain (Invitrogen, USA) puis décoloré à 

l'eau distillée.  Un cocktail de protéines de référence (Seeblue® plus2 prestained standard, Invitrogen, 

USA) a toujours été traité en même temps que chaque série d’échantillons, de manière à générer sur 

chaque gel une série de bandes de poids moléculaires connus. 

6.1.5. Identification par Western blot 

Après migration sur gel NuPage 4-12% comme décrit ci-dessus, les protéines sont transférées 

sur une membrane de PVDF pendant 1 heure à 30 V suivant les instructions du fournisseur 

(Invitrogen, USA).  La membrane est saturée dans du PBS (Invitrogen, USA) contenant 3 % 

d’albumine sérique bovine (Sigma, USA) pendant une nuit à 4°C.  Elle est ensuite lavée sous agitation 

par du PBS + 0.05 % de Tween 20 (Sigma, USA), incubée 1 heure à 37°C avec l’anticorps 

monoclonal anti-leucotoxine MM601 (aimablement fourni par Mme T. Ambagala, Nebraska, USA) 

dilué 10000 fois dans du PBS + 1 % BSA, lavée sous agitation par du PBS + 0.05 % de Tween 20, 

incubée 1 heure à 37°C avec un antisérum polyclonal anti-immunoglobulines de souris couplé à la 

peroxydase du raifort (HRP, horseradish peroxydase) (P0260, DAKO, USA) dilué 1500 fois dans du 

PBS + 1 % BSA, lavée sous agitation par du PBS + 0.05 % de Tween 20 puis révélée à l’aide du 

système AEC (DAKO, USA). 

6.1.6. Test de viabilité cellulaire (MTS) 

L’activité cytotoxique est estimée indirectement à l’aide du CellTiter 96® AQueous Non-

Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega, Belgique), une méthode colorimétrique d’évaluation 

de l’activité métabolique cellulaire.  Brièvement, l’échantillon à tester est incubé 30 minutes à 4°C en 

présence ou non de 10 µg/ml de polymyxine B (Sigma, USA), un inhibiteur de l’action des 

lipopolysaccharides, puis dilué de deux en deux dans du milieu RPMI 1640 + L-glutamine 

supplémenté par 10 % de sérum fœtal bovin, 100 U/ml de pénicilline, 100 µg/ml de streptomycine et 

1.3 µg/ml de fungizone.  Cinquante microlitres d’échantillon sont déposés en triple exemplaires dans 

une plaque 96 puits en compagnie de 50 µl de cellules en suspension dans le même milieu à une 

densité de 2x106 cellules/ml.  Après 30 minutes d’incubation à 37°C sous une atmosphère de 5 % de 

CO2, 20 µl du mélange MTS sont ajoutés pendant trois heures dans les mêmes conditions.  La lecture 

est ensuite réalisée à 490 nm avec une référence à 660 nm.   

Les différentes lignées utilisées, à savoir les BL3 (lignée lymphoblastique d’origine bovine, 

ATCC CRL-8037), les Raji (lignée lymphoblastique d’origine humaine, ATCC CCL-86) et les HL-60 

(lignée myéloblastique d’origine humaine, ATCC CCL-240), sont cultivées en milieu RPMI 1640 + L-

glutamine supplémenté par 10 % de sérum fœtal bovin, 100 U/ml de pénicilline, 100 µg/ml de 
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streptomycine et 1.3 µg/ml de fungizone selon les spécifications de l’ATCC.  Tous les réactifs de 

culture cellulaire proviennent de la société Invitrogen, USA. 

6.1.7. Test de compétition avec l’anticorps anti-LKT MM601 

La responsabilité de la leucotoxine dans l’induction de la toxicité a été évaluée par un test de 

viabilité cellulaire (voir paragraphe précédent) adapté comme suit : l’échantillon de leucotoxine est 

dilué 16 fois (ce qui correspond à la plus haute dilution de leucotoxine capable d’induire la 

cytotoxicité maximale) en milieu D-MEM supplémenté par 10 % de sérum fœtal bovin, 100 U/ml de 

pénicilline, 100 µg/ml de streptomycine et 1.3 µg/ml de fungizone (tous les réactifs de culture 

cellulaire proviennent de la société Invitrogen, Belgique).  Vingt-cinq microlitres de cet échantillon 

sont ensuite déposés en triple exemplaires dans une plaque 96 puits en compagnie de 25 µl de 

dilutions en série de deux en deux (1/1000 initial) de l’anticorps monoclonal MM601 réputé inhibiteur 

de l’activité de la leucotoxine (Gentry et Srikumaran, 1991; Deshpande et al., 2002) et de 50 µl de BL-

3 en suspension dans le milieu D-MEM supplémenté à une densité de 2x106 cellules/ml.  Après 30 

minutes d’incubation à 37°C sous une atmosphère de 5 % de CO2, 20 µl du mélange MTS sont ajoutés 

pendant trois heures dans les mêmes conditions.  La lecture est ensuite réalisée à 490 nm avec une 

référence à 660 nm. 
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6.2. Production et purification de la leucotoxine 

6.2.1. Choix de la souche et des conditions de culture 

 Dans un premier temps, nous avons évalué (i) plusieurs souches de Mannheimia haemolytica, 

(ii) plusieurs milieux de culture (le BHI ou Brain Heart Infusion broth, le milieu RPMI 1640 avec 2 

mM L-glutamine et le tryptone) et (iii) plusieurs densités initiales de l’inoculum (0.25, 0.5 et 1 à 620 

nm). 

Les souches provenaient du Service de Bactériologie de notre Faculté (d’origine ovine ou 

bovine) ou de l’ATCC (souche SH1217, sérotype A1 d’origine bovine), toutes conservées sous forme 

lyophilisée.  Nos tentatives de revivification des lyophilisats n’ayant pas toutes réussi, et certaines 

souches démontrant d’emblée de meilleures caractéristiques de croissance, nous avons opté pour la 

souche caractérisée de l’ATCC, utilisée dans la littérature (Fedorova et Highlander, 1997; Sun et al., 

1999; Highlander et al., 2000; McKerral et Lo, 2002) et capable de déclencher une mannheimiose 

sévère par inoculation intra-trachéale chez des veaux au sein de notre Faculté (Wallemacq et al., 

accepté pour publication.). 

Sur base de plusieurs expérimentations, nous avons opté pour le milieu BHI et une densité 

optique initiale de l’inoculum avoisinant 0.25 à 620 nm (données non présentées). 

6.2.2. Mise au point du protocole de purification 

Lorsque les conditions idéales pour la croissance bactérienne en termes (i) de densité initiale 

de l’inoculum et (ii) de milieu de culture ont été déterminées, nos essais ont consisté à tester plusieurs 

stratégies de purification sur un surnageant de culture récolté lorsque la densité optique à 620 nm 

avoisinait 1, conformément à la littérature (Waurzyniak et al., 1994; Clinkenbeard et al., 1995; 

Murphy et al., 1995; Sun et al., 1999).  Nous avons ainsi évalué (i) une précipitation à 0-40 % et 0-60 

% en sulfate ammonique, (ii) une chromatographie sur DEAE sépharose (GeHealthcare, Belgique), 

(iii) la concentration par centrifugation sur Vivaspin 20 de seuil de rétention de 100 kDa (VWR 

International, Belgique) et (iv) la purification sur phenyl-sépharose 6 Fast Flow High Sub 

(GeHealthcare, USA) décrite au point 6.1.3. 

 Globalement, seule cette dernière nous a permis d’obtenir une leucotoxine en quantité et 

qualité adéquates à nos objectifs. 
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6.2.3. Analyse du profil électrophorétique des fractions obtenues 

La figure 13 nous présente les profils électrophorétiques obtenus dans les conditions décrites 

aux points 6.1.2 et 6.1.3.  Les pistes 1 et 2 représentent la production protéique dans le milieu RPMI 

1640 et dans le BHI, respectivement, plaidant pour une corrélation entre la croissance bactérienne et la 

production protéique moindres.  Nous observons deux bandes majoritaires aux alentours de 100 kDa et 

plusieurs bandes de taille inférieure.  Un passage sur phenyl-sépharose 6 fast flow nous permet 

d’éliminer la principale bande contaminante (celle du dessus), comme constaté sur les pistes 3 (le non 

adsorbé concentré à 60% de sulfate ammonique) et 4 (le non adsorbé concentré sur Vivaspin 100 

kDa).  Ces deux dernières fractions contiennent une protéine de haute pureté avoisinant 100 kDa.  

D’autres expérimentations ont malheureusement infirmé le résultat obtenu sur Vivaspin, technique par 

ailleurs très contraignante en raison de la lenteur de concentration. 

Le fractionnement à différents pourcentages de sulfate ammonique, de même que l’échangeuse d’ions 

de type DEAE, ne nous ont pas offert de résultats satisfaisants (données non présentées). 

 

 

 

Figure 13 : Profil électrophorétique en conditions réductrices et dénaturantes de surnageants d’une 

culture de la souche SH1217 de Mannheimia haemolytica et des fractions issues d’une purification sur 

phényl-sépharose.  La piste de gauche présente le profil du marqueur de masse moléculaire (MM).  Les autres 

pistes présentent respectivement le surnageant de culture en RPMI (1), le surnageant de culture en BHI (2), la 

fraction non adsorbée de la phényl sépharose, précipitée au sulfate ammonique (3) ou concentrée sur Vivaspin 

100000 (4).  Les échantillons ont été concentrés 160 fois par rapport au surnageant initial. 

MM            1      2               3      4 

LKT présumée 
97 kDa 

64 kDa 

51 kDa 
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6.2.4. Identification de la leucotoxine par Western blot 

L’échantillon présenté à la piste 4 de la figure 13 a également été, après électrophorèse en 

conditions réductrices et dénaturantes, transféré sur membrane de PVDF puis mis en présence 

successivement de l’anticorps monoclonal anti-leucotoxine MM601 (Gentry et Srikumaran, 1991; 

Deshpande et al., 2002) et d’un anticorps secondaire couplé à la peroxydase du raifort (horseradish 

peroxydase, HRP) avant révélation via la transformation d’un substrat de cette enzyme (AEC, 3-

amino-9-éthylcarbazole) en produit coloré.  Nous constatons de la sorte (i) que la bande supposée est 

bien la leucotoxine et (ii) que celle-ci est partiellement dégradée (figure 14). 

 

 

 

 

Figure 14 : Identification de la leucotoxine par western blot.  La piste de gauche présente le profil du marqueur 

de masse moléculaire (MM) et celle de droite le profil de la fraction non adsorbée de la phényl-sépharose 

précipitée au sulfate ammonique (E), concentrée 160 fois par rapport au surnageant initial. 

LKT présumée 97 kDa 

64 kDa 

51 kDa 

MM        E 
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6.5. Conclusion 

 

 Au terme de cette partie du travail, nous pouvons prétendre maîtriser (i) les conditions de 

culture de Mannheimia haemolytica, (ii) la production, la purification et la validation d’une 

leucotoxine épurée des LPS et (iii) la mise en œuvre de tests de mortalité (marquage à l’iodure de 

propidium) et viabilité (MTS) cellulaires spécifiques. 
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7. Vers la caractérisation du site de liaison de la leucotoxine de 

Mannheimia haemolytica 

7.1. Matériel et méthodes 

7.1.1. Schéma général 

 L’évaluation de la sensibilité à la leucotoxine des 18 variants du CD18 potentiellement 

responsables de la spécificité d’espèce de Mannheimia haemolytica envers les ruminants est réalisée 

différemment suivant le positionnement de ces sites.  Ainsi, ceux de la portion extracellulaire seront 

étudiés par la mise en œuvre d’une compétition, vis-à-vis de la liaison à la leucotoxine, entre les 

cellules sensibles (BL-3) et des peptides dérivés du CD18 au niveau des dits sites.  L’effet cytotoxique 

sera mesuré par le test de viabilité cellulaire MTS.  Les variants transmembranaire et cytoplasmiques 

seront quant à eux évalués via transfection transitoire, en couple avec le CD11a bovin, de la lignée 

lymphoblastique humaine K-562 n’exprimant aucune β2-intégrine.  L’expression des récepteurs LFA-

1 mutants sera analysée par immunomarquage et passage en cytométrie en flux alors que l’effet 

toxique sera mesuré par un test de mortalité cellulaire (marquage à l’iodure de propidium), toujours 

par analyse en cytométrie en flux. 

7.1.2. Choix des peptides synthétiques 

 Treize peptides (figure 18) ont été dessinés sur base de la séquence du CD18 bovin au 

voisinage des sites définis (en gras et souligné) dans sa portion extracellulaire.  Deux d’entre eux (le 

56 et le 1415) contiennent deux sites (respectivement les sites 5 et 6, et 14 et 15).  Ils ont été 

synthétisés par la firme Eurogentec (Belgique) avec une pureté supérieure à 95%.  Les peptides fournis 

lyophilisés sont remis en suspension avec de l’eau distillée à une concentration de 4.6 x 10-6 moles/ml 

avant aliquotage et conservation à -20°C. 

Pep 1   H2N-DDIMEPKSLA-COOH 

Pep 2   H2N-AETRDSQAGSRK-COOH 

Pep 3   H2N-KQLSPQEVTLY-COOH 

Pep 4   H2N-SYSMVDDLVN-COOH 

Pep 56   H2N-TDNSKQFETEVGK-COOH 

Pep 7   H2N-EDNLYKSSNEFD-COOH 

Pep 8   H2N-RDGSICGGRGSME-COOH 

Pep 9   H2N-ECGVCRCDAG-COOH 

Pep 10   H2N-KIYGQFCECDN-COOH 

Pep 11   H2N-FCGTCRCDEQ-COOH 

Pep 12   H2N-GCPVPCAGFA-COOH 

Pep 13   H2N-GFAPCTECLK-COOH 

Pep 1415  H2N-RYDVHVDDMLEC-COOH 
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        SSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPP                                           
BOVIN : MLRQRPQLLLLAGLLALQSVLSQECTNYKVSTCRDCIESGPGCAWCQKLNFTGQGEPDSIRCDTRAELLSKGCPADDIMEPKSLAETRDSQAGSRKQLSPQEVTLYLRPG : 110 
                                                                                       *1        *2          *3              
                                                                                                                             
                     IIIIIIIIIIMMMMMIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII       
BOVIN : QAVAFNVTFRRAKGYPIDLYYLMDLSYSMVDDLVNVKKLGGDLLRALNGITESGRIGFGSFVDKTVLPFVNTHPEKLRNPCPNKEKECQPPFAFRHVLKLTDNSKQFETE : 220 
                                     *4                                                                         *5 *6        
                                                                                                                             
        IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII       
BOVIN : VGKQLISGNLDAPEGGLDAMMQVAACPEEIGWRNVTRLLVFATDDGFHFAGDGKLGAILTPNDGRCHLEDNLYKSSNEFDYPSVGQLAHKLAESNIQPIFAVTKKMVKTY : 330 
                                                                                  *7                                         
                                                                                                                             
        IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII                                                                                    
BOVIN : EKLTEIIPKSAVGELSEDSRNVVELIKNAYNKLSSRVFLDHSTLPDTLKVTYDSFCSNGKSQVDQPRGDCDGVQINVPITFQVKVTATECIQQQSFTIRALGFTDTVTVR : 440 
                                                                                                                             
                                                                                                                             
                EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFGGGGGGGGGG       
BOVIN : VLPQCECQCRDASRDGSICGGRGSMECGVCRCDAGYIGKNCECQTQGRSSQELEGSCRKDNSSIICSGLGDCICGQCVCHTSDVPNKKIYGQFCECDNVNCERYDGQVCG : 550 
                             *8     *9                                                              *10                      
                                                                                                                             
        GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH                                                  
BOVIN : GEKRGLCFCGTCRCDEQYEGSACQCLKSTQGCLNLDGVECSGRGRCRCNVCQCDPGYQPPLCSECPGCPVPCAGFAPCTECLKFDKGPFAKNCSAACGQTKLLSSPVPGR : 660 
                  *11                                                        *12      *13                                    
                                                                                                                             
                                                TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT                                                      
BOVIN : KCKERDSEGCWMTYTLVQRDGRDRYDVHVDDMLECVKGPNIAAIVGGTVGGVVLVGILLLVIWKALTHLSDLREYHRFEKEKLKSQWNNDNPLFKSATTTVMNPKFAES- : 769 
                                  *14  *15                                                                                   
 

 

 

 

 
Figure 18 : Séquence protéique du CD18 bovin et relevé des positions des treize peptides évalués 

 

Les lettres sur la ligne supérieure identifient les blocs constitutifs : le peptide signal potentiel (S), le domain plexine sémaphorine intégrine (P), le I-like domain (I), le MIDAS-

like motif (M), les EGF domains 1-4 (E-H) et la région transmembranaire (T).  Les astérisques (*) suivis de chiffres sur la ligne inférieure correspondent aux 15 sites de la 

portion extracellulaire sur les 17 relevés.  Les fonds noir représentent les portions du CD18 bovin synthétisées sous forme de peptides. 
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7.1.3. Test de compétition par mesure de la viabilité cellulaire 

L’activité cytotoxique est estimée indirectement à l’aide du CellTiter 96® AQueous Non-

Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega, Belgique), une méthode colorimétrique d’évaluation 

de l’activité métabolique cellulaire.  Le protocole est dérivé de celui présenté au point 6.1.6.  

Brièvement, la leucotoxine purifiée est diluée, dans du RPMI 1640 + L-glutamine supplémenté par 

10% de sérum fœtal bovin, 100 U/ml de pénicilline, 100 µg/ml de streptomycine et 1.3 µg/ml de 

fungizone (le milieu de culture des BL-3, une lignée lymphoblastique d’origine bovine, ATCC 

n°CRL-8037), de manière à obtenir, deux fois concentrée, la plus haute dilution présentant l’effet 

cytotoxique maximal, en présence de 10 µg/ml de polymyxine B (Sigma, USA), un inhibiteur de 

l’action des lipopolysaccharides.  Vingt-cinq microlitres de cette solution sont déposés en triple 

exemplaires dans une plaque 96 puits en présence de 25 microlitres de peptides en dilution dans ce 

même RPMI 1640 supplémenté [gamme de 10 en 10, partant d’un excès de peptides par rapport à une 

estimation par dosage µBCA (Pierce, USA) de la quantité de leucotoxine ajoutée d’un facteur 1000 à 

un facteur 0.0001], incubés 30 minutes à 37°C sous une atmosphère de 5 % de CO2 puis mis en 

présence de 50 µl de cellules BL-3 en suspension dans le même milieu à une densité de 2x106 

cellules/ml.  Après 30 minutes d’une nouvelle incubation à 37°C, 20 µl du mélange MTS sont ajoutés 

pendant trois heures dans les mêmes conditions.  La lecture est ensuite réalisée à 490 nm avec une 

référence à 660 nm.  Les dilutions de leucotoxine et de peptides sont filtrées sur 0.22 µm avant chaque 

expérimentation.  Tous les réactifs de culture cellulaire proviennent de la société Invitrogen, Belgique. 

7.1.4. Mutagenèse dirigée du CD18 bovin 

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

pcDNA4 (Invitrogen, Belgique, figure 19) contenant l’ADN complémentaire du CD18 bovin 

(pcDNA4-BoCD18) et comme amorces deux oligonucléotides de 30 à 40 bases dessinés suivant les 

recommandations de la firme Stratagène, à savoir (i) les deux amorces contiennent la mutation 

d’intérêt et sont partiellement complémentaires, (ii) elles contiennent chacune 10 à 15 bases de 

séquence correcte, (iii) leur température de fusion (Tm, melting temperature) doit être supérieure ou 

égale à 78°C, (iv) elles doivent se terminer par un ou plusieurs C ou G et avoir un pourcentage 

minimal de GC de 40 % et (v) elles doivent être purifiées par fast polynucleotide liquid 

chromatography (FPLC) ou par 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, Belgique), 5 µl de 

dNTPs 2 mM (Fermentas, Belgique), 5 µl de tampon Thermopol (New England Biolabs, United 

Kingdom), 0.5 µl de MgSO4 100 mM (New England Biolabs, United Kingdom), 2.5 µl de DMSO 

(diméthylsulfoxyde), 2 µl de chaque amorce (chacune à une concentration de 10 µM), 0.5 µl de 
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polymérase Vent (2 u/µl) (New England Biolabs, United Kingdom), le tout amené à 50 µl avec de 

l’eau mQ.   

Les paramètres de l’amplification sont 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 min à 72°C.  Le produit de PCR 

est ensuite digéré à la DpnI (New England Biolabs, United Kingdom) pendant 1 heure à 37°C avant 

mise en œuvre des procédures décrites aux points 5.1.4 et 5.1.5. 

Les amorces utilisées sont : 

BoCD18 mut 16 sens  5’-GTCGTGCTCATCGGCATCCTCCTGCTGGTCATCTGG-3’ 

BoCD18 mut 16 rev  5’-GATGCCGATGAGCACGACGCCCCCCACGGTGCCC-3’ 

BoCD18 mut 17 sens  5’-GGGAGTACARRCGCTTTGAGAAGGAGAAGCTCAAGTCCC-3’ 

BoCD18 mut 17 rev  5’-CTTCTCAAAGCGYYTGTACTCCCTGAGGTCGCTCAG-3’ 

 

 

Figure 19 : Carte du vecteur pcDNA™ 4/TO 
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7.1.5. Obtention de l’ADN complémentaire du CD18 humain 

Les cellules myéloblastiques d’origine humaine Raji (ATCC CCL-86), cultivées en milieu 

RPMI 1640 + L-glutamine supplémenté par 10% de sérum fœtal bovin, 100 U/ml de pénicilline, 100 

µg/ml de streptomycine et 1.3 µg/ml de fungizone selon les spécifications de l’ATCC (tous les réactifs 

de culture cellulaire proviennent de la société Invitrogen, USA), sont stimulées, à une densité de 107 

cellules/ml, par ajout de 25 ng/ml de phorbol myristate acetate (PMA) dans le milieu de culture 

pendant 15 minutes à 37°C sous une atmosphère contenant 5 % de CO2.  Le PMA est un mimétique du 

diacylglycérol connu comme stimulateur de l’expression des β2-intégrines.  L’ARN total de ces 

cellules est extrait comme décrit au point 5.1.3 et l’ADN complémentaire est obtenu selon les 

méthodes décrites aux points 5.1.4 à 5.1.6.  Brièvement, l’ARN total est soumis à une transcription 

inverse en utilisant le kit Improm II (Promega, Belgique) et l’ADN complémentaire résultant à une 

PCR à l’aide d’amorces dessinées suivant la séquence publiée du CD18 humain (GenBank 

NM_000211): 

 

Dans l’UTR-5’ :      5’-CAGGGCAGACTGGTAGCAAA-3’ 

Dans l’UTR-3’ :      5’-CACGCACCTAACCTCACCAA-3’ 

 

Les conditions de PCR sont les suivantes : 25 pg d’ADNc sont dilués dans un mélange 

réactionnel composé de 5 µl de dNTP 2 mM, 5 µl de tampon A, 5 µl de tampon B, 1 µl d’élongase 

(Invitrogen, Belgique), 2 µl de chaque amorce (chacune à une concentration de 10 µM), le tout amené 

à 50 µl avec de l’eau.   

Les paramètres de l’amplification sont 2 min 30 à 94°C, 35 cycles incluant (i) 30 s à 94°C, (ii) 

45 s à 50°C et (iii) 2 min 30 à 68°C, suivis d’une extension finale de 10 min à 68°C. 

Quatorze amorces (sept dans le sens direct et autant dans le sens indirect) se sont avérées 

nécessaires afin de couvrir l’entièreté du CD18 humain : 

 

M13 forward :      5’-GTAAAACGACGGCCAG-3’ 

M13 reverse :      5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’ 

HuCD18 sens 1 :      5’-CTGAACTTCACAGGGCCGGG-3’ 

HuCD18 sens 2 :      5’-CATTGGCTTCGGGTCCTTC-3’ 

HuCD18 sens 3 :      5’-TCACCTGGAGGACAACCTGT-3’ 

HuCD18 sens 4 :      5’-AGGAGCAGTCGTTTGTCATC-3’ 

HuCD18 sens 5 :      5’-CAACTGTGAGCGCTACAAC-3’ 

HuCD18 sens 6 :      5’-GCTGCTGGGTGGCCTACACG-3’ 

HuCD18 rev 1:      5’-TAAAGCGTCACTTTTTGTGG-3’ 

HuCD18 rev 2 :      5’-CTGCTTCCCGACCTCGGTCT-3’ 

HuCD18 rev 3 :      5’-AATGAGATGGACCACATTGC-3’ 

HuCD18 rev 4 :      5’-ACAGTTTTTCCCAATGTAGC-3’ 
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HuCD18 rev 5 :      5’-CAGCCCTCAGTGGTCCTCTC-3’ 

HuCD18 rev 6 :      5’-CAGATGACCAGCAGGAGAAT-3’ 

HuCD18 rev 7 :      5’-ATGGTGGATCCTGGGACTCT -3’ 

HuCD18 rev 8 :      5’-CCGCTCAGCACGTAGAGATA-3’ 

 

La séquence du CD18 humain obtenue correspond à celle publiée (GenBank NM_000211) et a 

été insérée dans le vecteur pcDNA4 (Invitrogen, Belgique). 

7.1.6. Double-transfection transitoire de la lignée lymphoblastique K-562 en vue de l’expression de 

récepteurs LFA-1 bovins mutés 

La double-transfection est réalisée à l’aide du Cell Line NucleofectorTM Kit V optimisé pour les 

cellules lymphoblastiques humaines K-562 (ATCC n°CCL-243) selon les instructions du fournisseur 

(amaxa, Allemagne).  Brièvement, les cellules K-562, cultivées en milieu D-MEM supplémenté par 

10% de sérum fœtal bovin, 100 U/ml de pénicilline, 100 µg/ml de streptomycine et 1.3 µg/ml de 

fungizone sont passées à une densité de 105 cellules/ml deux jours avant la nucléofection, de manière à 

obtenir 4-6 x 105 cellules/ml le jour désiré.  Un million de cellules sont placées dans un tube de 15 ml 

par condition et centrifugées 10 min à 300 g.  Le surnageant est éliminé et le culot est lavé avec 1 ml 

de PBS avant une nouvelle centrifugation de 10 min à 300 g.  Le surnageant est éliminé complètement 

à la micropipette avant ajout de 2.5 µg de chacun des deux plasmides (dissous dans 1-5 µl d’eau ou de 

TE) préalablement purifiés à l’aide du E.Z.N.A. Endo-Free Plasmid Mini Kit II (Omega Bio-tek, 

Allemagne) et ajout de 100 µl de NucleofectorTM Solution V.  Chaque échantillon est transféré, après 

mélange, dans une cuvette certifiée amaxa puis soumis au programme T-16 du NucleofectorTM II 

(amaxa, Allemagne).  Dès que celui-ci est terminé, la cuvette est retirée pour y ajouter 500 µl de RPMI 

1640 + 2 mM L-glutamine supplémenté par 10 % de sérum fœtal bovin, 100 U/ml de pénicilline, 100 

µg/ml de streptomycine et 1.3 µg/ml de fungizone préchauffé à 37°C avant transfert de la solution 

dans un nouveau tube de 15 ml et incubation 10 minutes à 37°C.  Le tout est alors transféré dans une 

plaque 6 puits en présence de 1.5 ml de D-MEM supplémenté par 10% de sérum fœtal bovin, 100 

U/ml de pénicilline, 100 µg/ml de streptomycine et 1.3 µg/ml de fungizone préchauffé à 37°C pour 

une incubation de 24 h à 37°C sous une atmosphère de 5 % de CO2.  Les cellules sont ensuite lavées et 

récupérées par 7 ml de PBS avant mise en suspension dans du RPMI 1640 + 2 mM L-glutamine 

supplémenté par 10 % de sérum fœtal bovin, 100 U/ml de pénicilline, 100 µg/ml de streptomycine et 

1.3 µg/ml de fungizone à une densité de 2 x 106 cellules/ml.  Tous les réactifs de culture cellulaire 

proviennent de la société Invitrogen, Belgique. 

7.1.7. Immunomarquage des lignées transfectées 

Environ 2-3 x 105 cellules d’intérêt sont resuspendues dans 1 ml de PBS (Invitrogen, 

Belgique) + 1 % BSA (Bovine serumalbumin, Sigma, USA), incubées 20 minutes sur glace et mises en 

présence de 1 µl d’anticorps monoclonaux anti-CD11a bovin/humain (555382, BD Biosciences, USA) 
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et/ou anti-CD18 bovin (BAQ30A, VMRD, USA) pendant 20 minutes sur glace.  Après centrifugation 

de 10 minutes à 300 g, le surnageant est éliminé et le culot lavé avec du PBS + 1 % BSA avant une 

nouvelle centrifugation de 10 minutes à 300 g.  Le surnageant est éliminé et le culot resuspendu dans 1 

ml de PBS + 1 % de BSA contenant 1 µl d’anticorps secondaire couplé à l’alexa 488 (A11001, 

Molecular probes, USA) pour incubation de 20 minutes sur glace.  Après centrifugation de 10 minutes 

à 300 g, le surnageant est éliminé et le culot lavé avec 1 ml de PBS.  L’opération est répétée et le culot 

est resuspendu dans 500 µl de PBS contenant 2.5 µg/ml d’iodure de propidium (Dako, Danemark) 

puis incubé pendant au minimum dix minutes sur glace et à l’obscurité avant analyse en cytométrie en 

flux (FACSCanto ™, BD Biosciences, USA) en FL1 (excitation à 488 nm et émission à 530/30 nm) 

pour le marquage à l’Alexa 488 et en FL3 (excitation à 488 nm et émission à 670 nm et plus) pour le 

marquage à l’iodure de propidium, avec sélection de 10000 évènements. 

7.1.8. Test de mortalité cellulaire 

L’activité cytotoxique est estimée directement à l’aide du principe d’identification des cellules 

vivantes ou mortes via l’incorporation sélective de l’iodure de propidium, un intercalant fluorescent 

rouge qui se fixe de manière irréversible sur l’ADN mais qui, de par sa nature hydrophile, ne pénètre 

uniquement que dans les cellules dont les membranes sont dégradées.   

Cinquante microlitres de cellules d’intérêt en suspension à une densité de 2x106 cellules/ml 

dans le milieu de culture (D-MEM ou RPMI 1640 + 2 mM L-glutamine supplémenté par 10 % de 

sérum fœtal bovin, 100 U/ml de pénicilline, 100 µg/ml de streptomycine et 1.3 µg/ml de fungizone, 

tous de la société Invitrogen, Belgique) sont mis en présence de 50 µl de leucotoxine en dilution ou de 

milieu de culture (témoin négatif) ou de 10 % de paraformaldéhyde (témoin positif) pendant 30 

minutes à 37°C (4°C pour le paraformaldéhyde) et sous une atmosphère de 5 % de CO2, lavées par 1 

ml de PBS (DPBS) glacial (Invitrogen, Belgique) et centrifugées à 200 g pendant 5 minutes à 4°C.  Le 

surnageant est éliminé délicatement et le culot resuspendu dans 500 µl de DPBS contenant 2.5 µg/ml 

d’iodure de propidium (Dako, Danemark) puis incubé pendant au minimum dix minutes sur glace et à 

l’obscurité avant analyse en cytométrie en flux (FACSCanto ™, BD Biosciences, USA) en FL3 

(excitation à 488 nm et émission à 670 nm et plus) avec sélection de 10000 évènements. 

 

7.2. Tentative d’inhibition de l’activité cytotoxique de la leucotoxine par compétition avec 

des peptides synthétiques 

  

Nous avons tenté d’inhiber l’effet cytotoxique de la leucotoxine sur la lignée lymphoblastique 

bovine BL-3 par le biais d’une compétition, pour la liaison à la leucotoxine, entre ces cellules BL-3 et 

un mélange des 13 peptides décrits au point 7.1.2 et dessinés à partir de la séquence du CD18 bovin.  

Ces peptides reprennent les 15 sites potentiellement responsables de la spécificité d’espèce de 

Mannheimia haemolytica envers les ruminants.  Nous n’observons à la figure 20 aucun effet 
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7.4. Conclusion 

 

Nous avons utilisé deux approches différentes pour évaluer l’impact des mutations 

répertoriées aux sites du CD18 bovin où un résidu A conservé chez les ruminants était 

systématiquement remplacé par un résidu B chez les non-ruminants. 

En ce qui concerne les 15 sites de la région extracellulaire, nous avons mis en place une 

expérience de compétition en incubant la leucotoxine de Mannheimia haemolytica et les cellules 

lymphoblastiques bovines BL-3 en présence de peptides dérivés de la séquence du CD18 bovin au 

voisinage des dits sites.  Ces peptides, en mélange équimolaire ou individuellement, n’ont donné lieu à 

aucune inhibition de l’activité leucotoxique. 

En ce qui concerne le site de la région transmembranaire (mutant 16, V715I) et celui de la 

portion cytoplasmique (mutant 17, variants H736K et H736R), nous nous sommes livrés à des 

expérimentations de transfection transitoire de la lignée lymphoblastique humaine K-562.  Celle-ci est 

en effet connue pour n’exprimer naturellement aucune β2-intégrine mais pour avoir l’aptitude, après 

transfection des sous-unités CD11a et CD18 bovines, d’acquérir la sensibilité à la leucotoxine 

(Dileepan et al., 2005b).  Nous avons validé notre méthodologie en réitérant cette expérience (contrôle 

positif) alors que la co-transfection des sous-unités CD11a bovine et CD18 humaine ne conférait aux 

K-562 aucune sensibilité à la LKT (contrôle négatif), ce qui correspond également à des résultats 

publiés récemment par une équipe concurrente (Dileepan et al., 2005a).  Les mutations V715I (mutant 

16), H736K et H736R (variants du mutant 17) du CD18 n’ont montré aucun impact sur la sensibilité à la 

leucotoxine puisque les cellules K-562 co-transfectées avec le LFA-1 bovin muté à ces sites présentent 

globalement le même profil qu’avec le LFA-1 bovin original.  Ces résultats ont été confirmés 

indépendamment par les équipes des professeurs Maheswaran et Srikumaran qui, en mettant en œuvre 

l’ingénierie de lignées cellulaires stables afin respectivement de rendre résistante une lignée sensible 

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

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), excluent toute contribution des régions transmembranaire et 

cytoplasmique du CD18 dans la spécificité d’espèce de la leucotoxine envers les leucocytes des 

ruminants. 
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9. Spécificité du LFA-1 des ruminants 
 

Les caractères de résistance innée aux maladies ont été, depuis des millénaires, largement 

disséminés dans les populations animales grâce à la sélection naturelle, ne favorisant la survie que 

d’individus résistants à telle ou telle maladie.  La domestication a, quant à elle, fait intervenir un 

élément neuf, à savoir la sélection artificielle de caractères relatifs aux productions.  

Concomitamment, les conditions d’élevage ont évolué vers un système concentrationnaire où 

l’extrême densité des populations animales a fourni aux agents pathogènes une niche infiniment plus 

propice à la contagion.  Le résultat est que les populations animales n’ont jamais été soumises à des 

pressions d’infection plus intenses que celles qui prévalent aujourd’hui, tout en comptant 

progressivement moins d’individus résistants, à mesure que la pression de sélection s’exerce 

unilatéralement en faveur des productions.  Une des conséquences en est le recours à l’administration 

massive d’antibiotiques, avec les répercussions que l’on connaît sur l’émergence de souches multi 

résistantes (Ferber, 2000 ; Angulo et al., 2004 ; Molbak, 2004). 

De ce qui précède, il ressort que la priorité de la recherche dans une discipline comme la 

pathologie vétérinaire est d’identifier des critères permettant de restaurer une pression de sélection 

favorable à la dissémination la plus large possible de traits de résistance aux maladies.  Mener une 

telle action va dans le sens d’un renforcement de l’autonomie et du profit des éleveurs, rendus moins 

dépendants des substances médicamenteuses, des retards de croissance et des saisies à l’abattage mais 

rencontre également le souci du consommateur de disposer d’une alimentation pécuniairement 

abordable, saine et sans résidus. 

Dans ce contexte, l’importance de la β2-intégrine LFA-1 prend toute son ampleur dans la 

mannheimiose, la pathologie la plus dévastatrice en élevage bovin, puisqu’il a été clairement démontré 

que celle-ci doit sa spécificité restreinte aux ruminants à une interaction tout aussi spécifique entre la 

leucotoxine de Mannheimia haemolytica et le LFA-1 de ces derniers (Ambagala et al., 1999 ; Li et al., 

1999 ; Jeyaseelan et al., 2000 ; Deshpande et al., 2002 ; Jeyaseelan et al., 2002; Dileepan et al., 

2005b ; Zecchinon et al., 2005).   

L’obtention des séquences des CD11a bovin (Fett et al., 2004), ovin (Fett et al., 2005a) et 

caprin (Fett et al., 2005b), ainsi que celles des CD18 ovin (Zecchinon et al., 2004b) et caprin 

(Zecchinon et al., 2004a) nous a ainsi permis de comparer le LFA-1 des ruminants à certains de ses 

homologues non ruminants pour aboutir à la conclusion que globalement, tous ces récepteurs 

présentent la même organisation générale.  On retrouve en effet chez chacun d’eux les mêmes motifs 

structuraux caractéristiques, à savoir un peptide signal potentiel, une large portion extracellulaire 

(comprenant pour le CD11a, un I domain avec ses sites MIDAS et IDAS ainsi que trois répétitions avec 

un motif de liaison des cations divalents et pour le CD18, le domaine PSI, le I-like domain, le MIDAS-

like motif et les domaines EGF 1-4) et de courtes régions transmembranaire et cytoplasmique.   
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Par ailleurs, si les séquences obtenues permettent à présent l’expression des LFA-1 bovin, ovin et 

caprin in vitro comme outils d’étude de l’inflammation chez ces espèces, elles conduisent surtout, par 

le biais d’une comparaison des CD11a et des CD18 ruminants versus ceux des non ruminants, à mettre 

en exergue respectivement 58 et 17 sites potentiels de mutation qui peuvent être tenus pour 

responsables de la mannheimiose. 

 

10. Le domaine sous-jacent à la virulence de la leucotoxine de 

Mannheimia haemolytica 

 

A l’aube de ce projet, l’identification de la sous-unité du LFA-1 responsable de la spécificité 

d’espèce qu’exhibe Mannheimia haemolytica vis-à-vis des ruminants était fortement controversée, le 

CD18 (Wang et al., 1998; Ambagala et al., 1999 ; Li et al., 1999) et le CD11a (Jeyaseelan et al., 2000) 

ayant chacun leurs partisans.  Aujourd’hui, si la fixation de la leucotoxine au CD11a semble 

nécessaire, nous savons que l’interface de liaison impliqué n’est pas propre aux ruminants comme le 

prouve l’induction, par la leucotoxine, de cytotoxicité chez des lignées exprimant les hétérodimères 

chimériques CD11a murin/CD18 bovin (Deshpande et al., 2002) et CD11a humain/CD18 bovin 

(données personnelles non présentées).  A contrario, il a été clairement établi que le motif moléculaire 

spécifique nécessaire à l’induction de cytolyse par la leucotoxine était porté par le CD18 (Deshpande 

et al., 2002 ; Dileepan et al., 2005a; Dileepan et al., 2005b). 

Deux équipes concurrentes ont tablé sur l’ingénierie de lignées cellulaires stables exprimant 

des LFA-1 chimériques humain/bovin (Dileepan et al., 2005a) ou murin/bovin (Gopinath et al., 2005) 

afin d’identifier le site précis de liaison de la leucotoxine sur le CD18 et ce, pour aboutir à des résultats 

apparemment contradictoires puisque celui-ci est annoncé soit dans les 291 premiers résidus du CD18 

(Gopinath et al., 2005), c’est-à-dire dans la portion extracellulaire contenant le domaine PSI (plexin-

semaphorin-integrin) et une partie du I-like domain dont le site d’adhésion dépendant des ions 

métalliques (MIDAS, metal ion-dependent adhesion site), soit entre les résidus 500 et 600 de la portion 

extracellulaire du CD18, correspondant aux domaines EGF (epidermal growth factor) -2 à 4 (Dileepan 

et al., 2005a).  De notre côté, nous avons opté pour une approche plus « chirurgicale » découlant de la 

mise en évidence des 17 sites de divergence lors de la comparaison des CD18 des ruminants par 

rapport à certains de leurs homologues non ruminants (Zecchinon et al., 2004a) et consistant à 

ingénierer les CD18 bovins mutants correspondants.  Nous avons ainsi déjà pu évaluer les sites des 

domaines transmembranaires et cytoplasmiques pour aboutir à la conclusion qu’ils n’étaient pas 

responsables de la spécificité d’espèce de M. haemolytica, comme cela a été confirmé 

indépendamment par d’autres (Dileepan et al., 2005a ; Gopinath et al., 2005).  En ce qui concerne les 

15 sites de la région extracellulaire, nous avons mis en place une expérience de compétition en 
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incubant la leucotoxine de Mannheimia haemolytica et les cellules lymphoblastiques bovines BL-3 en 

présence de peptides dérivés de la séquence du CD18 bovin au voisinage des dits sites.  Ces peptides, 

en mélange équimolaire ou individuellement, n’ont donné lieu à aucune inhibition de l’activité 

leucotoxique.  Nous pouvons exclure un problème de solubilité (aucun précipité n’était visible) ou de 

quantité insuffisante des peptides dans le milieu réactionnel, puisque nous avons dosé la leucotoxine, 

calculé le nombre de moles de celle-ci et ajouté les peptides dans une gamme allant d’un excès 

molaire de 1000 fois à 0.0001 fois sans noter la moindre variation.  Par contre, rien ne nous indique 

que les peptides sélectionnés ont adopté une conformation similaire à celle qui est la leur dans la 

protéine complète. 

 

11. Perspectives à court terme 

 

L’étude par double-transfection transitoire de la lignée lymphoblastique humaine K-562 des 

15 LFA-1 mutants correspondant aux sites mis en évidence au niveau du domaine extracellulaire du 

CD18 constituera la prochaine étape de notre projet.  Il est toutefois possible que plusieurs sites voire 

plusieurs domaines soient nécessaires à l’induction spécifique de toxicité.  Nous nous proposons dès 

lors de construire des chimères en remplaçant uniquement des régions bien définies du CD18 comme 

le domaine PSI, le I-like domain ou les domaines EGFs par leur correspondant humain, de manière à 

perturber le moins possible la structure tridimensionnelle de l’intégrine résultante, contrairement à nos 

concurrents qui ont divisé le CD18 de manière plus aléatoire (Gopinath et al., 2005).  Enfin, une fois 

le motif moléculaire du CD18 responsable de la spécificité d’espèce de M. haemolytica identifié par 

ingénierie génétique du mutant ou de la chimère correspondant, nous devrons nous assurer que ce 

(cette) dernier(e) conserve son aptitude à effectuer la margination et la diapédèse.  Il est en effet connu 

que des animaux BLAD (acronyme désignant la maladie génétique baptisée bovine leukocyte adhesion 

deficiency) n’exprimant pas le récepteur LFA-1 souffrent d’un déficit fonctionnel de leurs neutrophiles 

qui ralentit voire abolit leur capacité à s’extraire du torrent sanguin par diapédèse, ce qui cause 

l’apparition récurrente de maladies (Shuster et al., 1992b; Cox et al., 1997). 

 

12. Perspectives à long terme 

 

12.1. Inventaire de la variation génétique spontanée du CD18 

 

L’identification du motif précis de liaison de la leucotoxine sur le CD18 permettra la mise en 

œuvre (i) d’un inventaire de la variation génétique spontanée présente dans les races viandeuses Blanc 

Bleu Belge et internationales au niveau dudit motif et (ii) d’un service de génotypage.  Le but au terme 

du projet sera d’éliminer certains taureaux d’insémination artificielle et/ou de proposer une tactique 
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d’accouplement préférentielle permettant de disséminer le plus rapidement possible un trait de 

résistance innée à la mannheimiose au sein des populations bovines belge et internationale.  Si à 

première vue, il semble peu probable que la variation intra Bos taurus soit supérieure à la variation 

inter-ruminants, l’exemple du mouflon canadien (Bighorn sheep, Ovis canadensis) dont les 

polymorphonucléaires sont quatre à huit fois plus sensibles à la leucotoxine que ceux du mouton 

domestique (Ovis aries) (Silflow et Foreyt, 1994), alors que leurs CD18 présentent 99 % d’identité 

(Liu et al., 2006), nous donne à penser que cette piste vaut néanmoins la peine d’être explorée. 

 

12.2. Chimiothérapie 

  

Cibler et inhiber l’interaction spécifique entre la leucotoxine de Mannheimia haemolytica et la 

sous-unité CD18 des ruminants constitue une stratégie de choix pour lutter contre la mannheimiose 

sans recourir systématiquement à l’administration massive d’antibiotiques.  Nous pouvons nous 

inspirer des nombreuses recherches menées sur le récepteur LFA-1, qui de par sa contribution active 

aux interactions moléculaires complexes responsables de nombreuses fonctions normales et 

pathologiques du système immunitaire, se retrouve à l’origine de nombreuses maladies d’étiologies 

diverses (génétique, bactérienne, virale, néoplasique, allergique et auto-immune), avec des impacts 

divers sur les santés humaine et animale (Zecchinon et al., 2006b).  De l’étude intensive de son 

interaction avec son principal ligand CD54 ou ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) furent en 

effet développés, à but thérapeutique, des anticorps, des peptides, des peptidomimétiques et des petites 

molécules inhibitrices (Zecchinon et al., 2006a). 

12.2.1. Anticorps 

Etant donné que l’interaction LFA-1/ICAM-1 est essentielle pour l’activation et la migration 

des leucocytes vers les tissus cibles, il a été montré que l’administration d’anticorps dirigés contre 

LFA-1 ou ICAM-1 peuvent par exemple prévenir ou diminuer l’impact du diabète insulino-dépendant 

(Moriyama et al., 1996; Barouch et al., 2000), de l’arthrite rhumatoïde (Schulze-Koops et al., 1995; 

Kavanaugh et al., 1996), de l’asthme (Iwamoto et Nakao, 1995), du psoriasis (Papp et al., 2001 ; 

Gottlieb et al., 2002 ; Cather et Menter, 2003; Pietrzak et al., 2003) et du rejet d’organe (Isobe et al., 

1997 ; Huang et al., 1999 ; Nicolls et al., 2000 ; Anderson et Siahaan, 2003).  Dans le traitement de 

l’asthme, un effet synergique a même été observé puisqu’un effet plus marqué d’inhibition de 

recrutement d’éosinophiles et de production d’immunoglobulines E est obtenu avec des anticorps 

monoclonaux dirigés contre le LFA-1 et ICAM-1 par rapport à un traitement avec l’anti-LFA-1 seul, 

ce qui peut s’expliquer par la redondance des paires d’adhésion puisque LFA-1 a au moins six ligands 

(ICAM-1 à -5 et JAM-A) alors qu’ICAM-1 lie aussi Mac-1 (Iwamoto et Nakao, 1995 ; Zecchinon et 

al., 2006a). 
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Cependant, bien que l’efficacité de certains anticorps ait été clairement démontrée, leur 

utilisation en tant qu’agents thérapeutiques présente un certain nombre de défis pharmaceutiques dus à 

leurs propriétés physico-chimiques : ils sont difficilement délivrables oralement, sont coûteux à 

produire et enclins à la dégradation physique ou chimique, ce qui les rend difficiles à formuler, et 

peuvent également générer de l’immunogénicité lors d’injections répétées (Anderson et Siahaan, 

2003).  En élevage bovin, une administration d’anticorps par intraveineuse paraît tout à fait plausible, 

d’autant qu’il est connu que ceux-ci peuvent passer la barrière alvéolo-capillaire pour se retrouver au 

niveau des lobes antéro-ventraux colonisés par M. haemolytica, mais nous devrions, pour ce faire, 

plutôt identifier le motif d’interaction de la leucotoxine et non pas celui situé sur le CD18. 

12.2.2. Peptides 

Plusieurs peptides inhibiteurs dessinés à partir du CD11a et du CD18 ont été étudiés chez 

l’Homme, comme LAB (CD11a237-261) et ses dérivés cycliques cLAB.L (CD11a237-246), cLAB.C 

(CD11a244-253) et cLAB.R (CD11a251-261) qui découlent du I domain du CD11a (Tibbetts et al., 1999; 

Tibbetts et al., 2000), LAB.2 (CD11a441-465) et son dérivé cyclique cLAB.2L (CD11a441-450) qui 

proviennent de la région de liaison des cations divalents du CD11a (Jois et al., 1999; Tibbetts et al., 

1999) ou encore LBE (CD18112-137) et ses dérivés cycliques cLBE.L (CD18112-122) et cLBE.C (CD18120-

129) qui émanent du I-like domain du CD18 (Tibbetts et al., 2000).   

Chez les ruminants, l’identification du site de liaison précis de la leucotoxine sur le CD18 

pourrait nous permettre, si les résidus impliqués constituent un (des) motif (s) linéaire (s), d’envisager 

une approche thérapeutique basée sur l’administration de ce ou ces peptide (s) en vue d’une inhibition, 

par compétition, de la liaison de la leucotoxine sur le CD18 (le peptide fonctionnera à la manière d’un 

leurre pour la LKT) et donc d’une inhibition de la virulence de Mannheimia haemolytica in vivo.  

Nous pouvons par ailleurs espérer (mais les expérimentations adéquates devront être réalisées) n’agir 

que sur cette liaison et pas sur les interactions entre le LFA-1 et ses ligands « naturels » (ICAM-1 à -5 

et JAM-A).  A défaut de l’identification précise du motif concerné, il est toutefois possible d’effectuer 

un criblage d’une banque de peptides par phage display, comme ce fut le cas pour le nonapeptide 

cyclique IPO1 qui, bien que ne présentant aucune homologie de séquence avec les sous-unités de 

LFA-1, s’avère être un antagoniste de l’agrégation cellulaire dépendante d’ICAM-1 (Shannon et al., 

2001).  Sur base de divers exemples de la littérature, il semble que nous devrions procéder à la 

cyclisation du ou des peptides identifiés ; en effet, la fragmentation d’un peptide dérivé du domaine 1 

d’ICAM-1, baptisé ICAM1-21, en peptides cycliques chevauchants cIBL (ICAM1-10), cIBC (ICAM6-15) 

et cIBR (ICAM12-21), conduit à une inhibition de l’adhésion homotypique et hétérotypique des cellules 

T, aussi bien que de la réaction mixte lymphocytaire, plus efficace que celles induites par leur 

« parent », suggérant que la restriction conformationnelle imposée par la cyclisation des peptides crée 

une structure plus rigide qui empêche l’adoption par le peptide de conformations non productives et 
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permet une meilleure liaison au LFA-1 pour bloquer son interaction avec ICAM-1 (Jois et al., 1997; 

Gursoy et al., 1999; Gursoy et Siahaan, 1999; Tibbetts et al., 2000).   

Une peptidothérapie au niveau des mécanismes de signalisation du LFA-1 a déjà permis 

l’obtention de résultats en terme de blocage de l’influx de calcium, de l’activation LFA-1-dépendante 

de la calcium-calmoduline kinase et de là l’activation et la dégranulation des cellules natural killer 

après contact avec les cellules dendritiques, via un peptide dérivé du domaine C-terminal de la 

protéine Tat du virus de l’immunodéficience humaine-1 (VIH-1) (Zocchi et al., 1998; Poggi et al., 

2002).  Cette approche ne nous semble pourtant pas pertinente dans le contexte qui nous occupe, notre 

objectif étant d’inhiber l’interaction spécifique leucotoxine-CD18 sans perturber le fonctionnement 

habituel du LFA-1 et des leucocytes. 

12.2.3. Peptidomimétiques 

Les peptides endogènes proviennent d’une biosynthèse qui a pour objectif de répondre à un 

besoin local et momentané dans un endroit précis de l’organisme et sont donc, après avoir rempli leur 

fonction, dégradés en leurs aminoacides constitutifs ou dérivés qui vont être éliminés ou recyclés selon 

les besoins (Guery, 2003).  Mais ces qualités propres aux peptides endogènes se révèlent être des 

défauts majeurs lors de l’emploi de ces produits comme agents thérapeutiques.  Ceux-ci souffrent ainsi 

de nombreuses limitations, en particulier, (i) une faible biodisponibilité par voie orale due à une 

mauvaise absorption concomitante à leur poids moléculaire élevé et à l’absence de systèmes 

transporteurs spécifiques, (ii) une faible stabilité métabolique face à la protéolyse par les peptidases et 

protéases au niveau gastro-intestinal et sérique et (iii) une élimination rapide par voie hépatique et 

rénale donnant une durée d’action particulièrement brève (Horwell, 1996; Rubin-Carrez, sans date).   

Notons qu’il est toutefois possible, lors d’une administration par voie orale, de protéger les 

peptides des attaques acides et enzymatiques en les encapsulant dans des nanoparticules de moins d’un 

micron (10-6 m) de diamètre qui vont relarguer les peptides dans des régions par deçà l’environnement 

acide de l’estomac (Brayden, 2003).  L’insertion de peptides dans des polymères de sucres comme les 

microparticules de chitosan ou les gels de zinc et pectine s’avère de même une approche des plus 

prometteuses de délivrance orale (Brayden, 2003).  Certains ont également essayé de coupler les 

peptides à des groupements chimiques protecteurs, les rendant temporairement pharmacologiquement 

inactifs jusqu’à activation in vivo afin d’exercer leur effet thérapeutique (Albert, 1958; Han et 

Amidon, 2000). 

Néanmoins, l’industrie pharmaceutique s’est intéressée rapidement au problème de conversion 

des peptides endogènes en molécules de synthèse, dans l’espoir d’ouvrir la voie à la transformation 

d’une source prolifique de pistes moléculaires (neuropeptides, substrats enzymatiques, interférons, 

cytokines…) en médicaments potentiels (Rubin-Carrez, sans date).  Est ainsi apparu le concept de 

dérivés peptidomimétiques (Gante, 1994), des mimes pseudopeptidiques ou non peptidiques de 

peptides biologiquement actifs, adaptés à l’usage thérapeutique (Guery, 2003).  Le passage le plus 
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direct du peptide au peptidomimétique repose souvent sur l’isostérie des fonctions, ce qui suggère des 

similitudes d’un point de vue stérique mais aussi électronique afin d’obtenir des interactions physico-

chimiques de même type avec une cible donnée.  Compte-tenu de la mauvaise biodisponibilité des 

peptides ainsi que de leur grande instabilité métabolique face aux peptidases, la stratégie classique 

consiste (i) à atténuer progressivement le caractère peptidique, en substituant par exemple aux liaisons 

peptidiques classiques des isostères d’amide résistants à l’action de ces peptidases et (ii) à modifier la 

balance hydrophile/lipophile de ces peptides et augmenter leur coefficient de partition en introduisant 

des groupements aromatiques/lipophiles et en diminuant le nombre de liaisons-

hydrogènes/interactions-hydrophiles potentielles (par méthylation des fonctions amides par exemple).  

En effet, pour faire pénétrer un composé dans l’environnement lipidique des membranes épithéliales, 

il faut le soustraire au milieu aqueux de la lumière intestinale et donc le désolvater (Rubin-Carrez, sans 

date).  Par contre, le remplacement d’une fonction par un isostère ne présage pas du caractère agoniste 

ou antagoniste du nouveau ligand conçu ; il est seulement admis qu’un des moyens de passer d’un 

agoniste à un antagoniste consiste à limiter la flexibilité conformationnelle du ligand agoniste en 

réalisant des analogues semi-rigides (Guery, 2003). 

Le développement de peptidomimétiques permettrait par ailleurs d’apporter une solution à 

l’identification d’un motif de liaison non linéaire, comme l’atteste le développement d’inhibiteurs 

peptidomimétiques de l’interaction ICAM-1/LFA-1, résultant du transfert d’un épitope non linéaire, 

identifié au niveau du domaine 1 d’ICAM-1 comme étant essentiel pour l’interaction avec LFA-1 et 

comprenant les résidus Glu34, Lys39, Met64, Tyr66, Asn68 et Gln73 (Fisher et al., 1997; Casasnovas 

et al., 1998), à une trame moléculaire non peptidique (small-molecule framework), supposée 

surmonter les limitations pharmaceutiques de peptides et en particulier leur délivrance inefficace par 

voie orale (Gadek et al., 2002).  Les antagonistes se lient au LFA-1, inhibent la liaison d’ICAM-1 aux 

leucocytes aussi bien que la réaction mixte lymphocytaire et exhibent, par comparaison à un anticorps 

anti-LFA-1, des effets anti-inflammatoires significatifs in vivo.  La réalisation d’études de relation 

structure-activité conduisirent au développement de deux molécules plus puissantes (Burdick et al., 

2003; Burdick et al., 2004). 

La mise au point et l’optimisation d’un peptide ou d’un peptidomimétique passe par (i) la 

détermination du fragment minimal actif du peptide (c’est à dire la séquence minimale permettant de 

conserver l’affinité pour la cible), (ii) l’identification des groupements fonctionnels importants de ce 

fragment minimal actif par l’étude des relations structure-affinité dans une série d’analogues 

peptidiques où chaque position est substituée par différents acides aminés, naturels ou non, dans le but 

de déterminer la combinaison de résidus induisant l’activité maximale et (iii) l’introduction de 

contraintes structurales sous forme d’acides aminés contraints, d’analogues rigides ou de cyclisations 

qui vont forcer la molécule à adopter préférentiellement la conformation bioactive (les peptides 

linéaires étant très flexibles, ils peuvent adopter une multitude de conformations en équilibre 

dynamique en solution dont toutes ne sont pas bioactives (Rubin-Carrez, sans date).  L’ensemble des 
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conformations d’une molécule donnée peut être étudié par des méthodes théoriques telle que la 

dynamique moléculaire ou par des méthodes expérimentales comme la résonance magnétique 

nucléaire (RMN) ou encore, cerise sur le gâteau, la cristallographie par diffraction des rayons X.  En 

effet, en résolvant la structure du complexe entre le ligand peptidique et sa cible macromoléculaire, on 

accède non seulement à la conformation bioactive du peptide mais également à la structure 

tridimensionnelle de la protéine et à l’ensemble des interactions qui s’établissent entre la protéine et 

son ligand.  Pour le modélisateur s’offre alors la possibilité de franchir le pas entre conception 

indirecte (fondée sur la seule observation des ligands et l’élaboration d’une image fantôme de la cible) 

et conception directe (fondée sur la connaissance structurale de la cible et de ses sites d’interactions 

effectifs et potentiels, et sur la quête d’une complémentarité optimale entre les deux partenaires 

d’interaction). 

En combinant le modèle de conformation bioactive aux relations structure-affinité, le chercheur est à 

même de proposer des hypothèses de pharmacophore résumant la nature (centre chargé, hydrophile ou 

lipophile...) et l’agencement tridimensionnel des éléments fonctionnels indispensables à la 

reconnaissance moléculaire du ligand par sa cible protéique.  Ce pharmacophore est, par définition, 

commun à toutes les molécules actives (affines pour la cible) et absent dans les molécules inactives 

(non affines pour la cible).  A cette étape, on améliore éventuellement les modèles de pharmacophore 

par confrontation avec d’autres séries chimiques décrites dans la littérature (Rubin-Carrez, sans date).  

Enfin, les efforts dans le domaine de la conception de ligands de novo (sans autre point de départ que 

la structure tridimensionnelle de la cible macromoléculaire) se sont intensifiés ces dernières années, 

sans toutefois parvenir à atteindre l’objectif, encore mythique, de concevoir des ligands totalement 

originaux à partir des seules contraintes provenant de l’analyse structurale de la cible (Rubin-Carrez, 

sans date). 

12.2.4. Inhibiteurs allostériques 

Deux classes mécanistiques distinctes de petites molécules inhibitrices du LFA-1, dénommées 

antagonistes allostériques αI et α/βI-like, ont récemment été développées.  Les premiers se lient en-

dessous de l’hélice C-terminale du I domain du CD11a, stabilisant celui-ci dans la conformation 

fermée inactive alors que les antagonistes allostériques α/βI-like se lient au site d’adhésion dépendant 

des ions métalliques (MIDAS) du I-like domain du CD18 et perturbent de manière conformationnelle 

la transmission du signal entre celui-ci et le I domain, laissant ce dernier dans la forme inactive.  Les 

deux classes d’antagonistes ont donc des effets opposés sur la conformation de l’intégrine ; les 

antagonistes allostériques αI stabilisent la conformation fermée alors que les antagonistes allostériques 

α/βI-like induisent la conformation étendue avec le I domain inactif.  Ces petites molécules 

antagonistes mettent ainsi en lumière l’importance des liaisons structurelles intra- et inter-domaines de 

l’intégrine pour la transmission de signaux conformationnels et la régulation de la conformation 

globale (Shimaoka et Springer, 2004). 
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 Il nous semble assez difficile d’obtenir, par cette voie, des résultats spécifiques de la 

mannheimiose puisqu’une action au niveau de la conformation de l’intégrine aura automatiquement 

des répercussions sur ses fonctions « physiologiques ». 

 

12.3. Transgenèse 

 
Dans le cas où l’inventaire de la variation génétique spontanée présente dans les races 

viandeuses Blanc Bleu Belge et internationales au niveau du motif précis de liaison de la leucotoxine 

sur le CD18 ne donne aucun résultat concluant, nous pourrions envisager d’engager un processus 

d’ingénierie génétique visant à corriger par transgenèse la séquence responsable de la sensibilité des 

ruminants à la leucotoxine de Mannheimia haemolytica. 

12.3.1. La transgenèse animale 

La transgenèse animale fit ses débuts en 1980 et permet le transfert stable d’une information 

génétique connue dans un génome donné de manière plus précise que la sélection conventionnelle.  

Ses applications peuvent être divisées en trois grandes catégories : (i) l’obtention d’informations sur la 

fonction et la régulation des gènes, que ce soit dans un contexte normal ou pathologique, (ii) 

l’obtention de produits de haute valeur destinés à la thérapie humaine comme des protéines 

recombinantes à vocation pharmaceutique et des xéno-organes pour humains et (iii) l’amélioration des 

produits animaux de consommation (Houdebine, 2005b), tels ces poissons transgéniques de diverses 

espèces (saumon, truite, tilapia, carpe…) qui contiennent plusieurs copies du gène de l’hormone de 

croissance et qui présentent une croissance plus rapide (Muir, 2004).  Les Nations-Unies 

recommandent même l’implémentation de l’approche transgénique pour améliorer la santé des pays en 

voie de développement, bien que cette exhortation ne concerne principalement pour l’instant que les 

cultures (Acharya et al., 2003). 

La lutte contre les pathologies animales apparaît également comme un secteur prioritaire 

puisque la sélection d’animaux transgéniques plus résistants pourrait théoriquement permettre (i) de 

réduire l’usage de médicaments dont les antibiotiques, (ii) d’accroître le bien-être animal, (iii) de 

faciliter le travail de l’éleveur, (iv) de diminuer les coûts via l’amélioration du rendement en élevage et 

(v) d’amoindrir la fréquence de transmission des maladies de l’animal à l’Homme (Houdebine, 

2005b).  Ainsi, par exemple, (i) des bovins chez qui les gènes PrP ont été inactivés par recombinaison 

homologue (Kuroiwa et al., 2004) sont résistants à la propagation du prion in vitro, tout en étant à 20 

mois, normaux des points de vue clinique, physiologique, histopathologique, immunologique et 

reproductif (Richt et al., 2007) et (ii) divers animaux secrètent dans leur lait des molécules exhibant 

des propriétés antibactériennes (Zuelke, 1998; Mitra et al., 2003; Donovan et al., 2005; Wall et al., 

2005 ; Maga et al., 2006) ou antivirales (Castilla et al., 1998a ; Castilla et al., 1998b; Sola et al., 

1998), supposées protéger à la fois les consommateurs et les glandes mammaires contre les infections 

(Soler et al., 2006). 
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Un gain au niveau environnemental peut aussi être obtenu par la transgenèse comme le 

démontrent des porcs exprimant la phytase d’Escherichia coli dans leur salive en excrétant 75% de 

phosphate minéral en moins, conduisant ainsi à une réduction significative de la pollution (Golovan et 

al., 2001). 

12.3.2. Aspects techniques 

Du point de vue pratique, la transgenèse doit aussi faire face à différents défis : la sélection du 

gène à ajouter, substituer ou neutraliser, la construction de vecteurs permettant une expression fiable 

du transgène, le transfert et l’intégration de celui-ci et enfin, l’interprétation des données.  Par ailleurs, 

le transfert de gènes reste peu efficace dans certaines espèces et peut induire des effets secondaires 

imprévisibles dus à l’interférence du transgène avec le génome de l’hôte au niveau du site d’insertion 

ou par l’interaction de l’ARN ou de la protéine correspondante avec les mécanismes cellulaires 

(Houdebine, 2005b; 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Les étapes clés de la transgenèse animale (d’après Houdebine, 2005a) 

 

Microinjection 

Afin de générer des lignées d’animaux transgéniques arborant le gène étranger dans toutes les 

cellules, l’ADN d’intérêt doit être présent dans l’embryon dès le stade unicellulaire.  La méthode la 

plus commune consiste à introduire l’ADN linéaire dans le pronucleus de l’embryon unicellulaire par 

microinjection, technique qui a pour la première fois été couronnée de succès en 1980 (figure 25).  

Actuellement, seulement 1 à 3 % des embryons de souris manipulés deviennent des animaux 

transgéniques, rendement qui peut être significativement amélioré en utilisant certaines souches 

comme les FVB/N.  De nombreux facteurs comme la réponse des donneuses d’ovules à la 

superovulation, le taux de fertilisation, la survie de l’œuf après l’injection, l’aptitude des embryons à 
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s’implanter et se développer jusqu’à terme, la concentration et la pureté de l’ADN injecté, contribuent 

à l’efficacité de la production d’animaux transgéniques (Auerbach et al., 2003).  Pour des raisons 

inconnues, ce rendement est encore plus faible chez d’autres espèces comme le lapin, le rat, les 

oiseaux, le porc et les ruminants (Soler et al., 2006) et ce, plus à cause du processus d’intégration que 

par la microinjection en tant que telle puisque, dans la plupart des cas, l’ADN est intégré dans le 

génome de l’hôte de manière imprévisible ou tout du moins incontrôlée, sans pour autant être 

totalement aléatoire puisqu’il semble que les gènes étrangers s’intègrent plus fréquemment dans les 

régions ouvertes de chromatine, qui sont celles où se trouvent les gènes actifs.  Cette intégration peut 

donc inactiver un gène de l’hôte en interrompant sa région codante ou ses éléments régulateurs 

(Houdebine, 2005a; 2005b).  Il est ainsi admis que 7 à 20 % des souris transgéniques obtenues par 

microinjection présentent des mutations insertionnelles qui inactivent des gènes de l’hôte (Van Reenen 

et al., 2001).  Néanmoins, la technique a permis de générer des bovins (Krimpenfort et al., 1991), 

ovins (Wright et al., 1991), caprins (Ebert et al., 1991) et porcs (Velander et al., 1992) transgéniques à 

des fins commerciales de production de thérapeutiques humaines à haute valeur ajoutée (Robl et al., 

2007), même si le transfert d’ADN dans des cellules somatiques, bien que laborieux, s’avère plus 

efficace que la microinjection classique pour obtenir des ruminants (Schnieke et al., 1997; Cibelli et 

al., 1998; McCreath et al., 2000) et des porcs (Dai et al., 2002; Lai et al., 2002) transgéniques. 

Spermatotransgenèse 

Chez certaines espèces dont les bovins, il est possible d’utiliser la spermatotransgenèse, c’est-

à-dire l’incubation du sperme (après dégradation préalable de la membrane des spermatozoïdes) avec 

des fragments d’ADN d’intérêt aussi longs que 200 kb (Moreira et al., 2004) avant fertilisation par 

injection intracytoplasmique (ICSI, intracytoplasmic sperm injection).  Ce transfert de gènes dans les 

gamètes, bien que difficilement reproductible à cause de la présence de DNAse I à la surface des 

spermatozoïdes (Whitelaw et al., 2004; Houdebine, 2005b), a pu être utilisé efficacement chez le 

crapaud sud-africain Xenopus laevis (Marsh-Armstrong et al., 1999), le rat (Kato et al., 2004), la 

souris (Moreira et al., 2004), le porc (Lavitrano et al., 2002; Lavitrano et al., 2003; Lavitrano et al., 

2006; Manzini et al., 2006) et le lapin (Wang et al., 2001; Wang et al., 2003).  Le rendement de la 

spermatotransgenèse a été amélioré par la LB-SMGT (linker based-sperm mediated gene transfer), une 

technique permettant à l’ADN exogène d’être spécifiquement lié au sperme en utilisant un anticorps 

monoclonal se liant (i) à la surface des spermatozoïdes de diverses espèces (porcine, murine, galline, 

bovine, ovine, caprine et humaine) via la reconnaissance d’un antigène spécifique et (ii) à l’ADN 

grâce à une interaction de type ionique (Chang et al., 2002; Wang et al., 2003).  L’ADN étranger peut 

également être transféré directement dans les spermatides en injectant le complexe ADN-transfectant 

dans les tubules séminifères, bien que le rendement observé soit plutôt modeste (Celebi et al., 2002).  

Les spermatides peuvent aussi être récoltés, transfectés in vitro (ajout ou substitution de gènes) puis 

réimplantés dans un testicule receveur (Honaramooz et al., 2003; Whitelaw et al., 2004; Houdebine, 

2005b). 
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Intégration ciblée des transgènes (targeted gene integration) 

Pour notre application, une intégration ciblée des transgènes serait souhaitable, ce qui est 

possible par recombinaison homologue chez des cellules souches embryonnaires (ou cellules 

pluripotentes) (Capecchi, 1989), comme le démontre la génération d’environ 5000 souris knock-out 

différentes (Soler et al., 2006), ou par la méthode de clonage par transfert de noyau, qui consiste à 

ajouter un gène étranger ou remplacer un gène endogène par recombinaison homologue dans des 

cellules somatiques fœtales et à utiliser leur noyau pour générer des animaux clonés transgéniques 

(Houdebine, 2005a ; 2007).  Cette dernière 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) la possibilité d’étudier l’intégrité du transgène dans les cellules utilisées pour le 

transfert de gène (Soler et al., 2006).  Son usage le plus fréquent consiste en le remplacement d’un 

gène actif par une version inactive de celui-ci (knock-out) ou par un autre gène actif (knock-in), 

permettant l’évaluation de l’activité biologique de différents allèles à leur position « naturelle » du 

génome ou l’intégration d’un gène étranger à un site donné (Houdebine, 2005b).  Le taux de 

recombinaison homologue est cependant plutôt faible (de 0.1 à 1%) chez les vertébrés et en particulier 

en ce qui concerne les cellules somatiques, ce qui impose une sélection des cellules dans lesquelles 

l’intégration ciblée a eu lieu (Houdebine, 2005a ; Houdebine et Renard, 2005 ; Houdebine, 2007).   

Conception de vecteurs 

Etant donné que les régions géniques transcrites et non transcrites contiennent de nombreux 

signaux pour la transcription ainsi que pour la maturation, le transfert vers le cytoplasme, la stabilité et 

la traduction de l’ARN messager, la construction de gène reste empirique et conduit souvent à l’ajout 

ou la suppression de signaux inconnus, limitant les chances du transgène d’être exprimé efficacement 

(Houdebine, 2005a; 2005b; Soler et al., 2006 ).  Un certain nombre de règles ont cependant été 

définies pour tenter d’optimiser l’expression d’un transgène (Houdebine, 2002) : (i) celui-ci doit 

contenir au moins un intron comportant des signaux favorisant la maturation du pré-ARN messager et 

le transfert de la forme mature dans le cytoplasme, (ii) il ne doit pas renfermer trop de régions riches 

en GC et particulièrement de motifs CpG au niveau du promoteur1, (iii) le transgène doit 

préférentiellement être intégré en faible nombre de copies, (iv) les codons doivent être adaptés à 

l’organisme dans lequel le transgène est introduit (ce que permet de manière pas trop onéreuse la 

synthèse chimique de gènes ou d’ADNs complémentaires) et (v) la région non traduite en 5’ 

(untranslated region ou UTR) doit contenir aussi peu de structures secondaires que possible.  Les 

premières expériences menées au début des années 80 ont révélé que les transgènes étaient souvent 

faiblement exprimés et sous le contrôle partiel d’activateurs de l’hôte présents au voisinage des sites 

d’intégration.  Des séquences éloignées, connues sous le nom de locus control region (LCR) ou 

                                                 
1 Ces structures sont reconnues comme éléments étrangers par les cellules, probablement au début du 

développement embryonnaire, et leurs C sont méthylés, inactivant le promoteur de manière ou non irréversible et 

potentiellement transmissible à la progéniture. 
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insulateurs, sont ainsi nécessaires pour que les gènes soient exprimés de manière appropriée.  Ils 

contiennent plusieurs sortes d’éléments : (i) de puissants activateurs qui sont souvent cellule-

spécifiques, (ii) des bloqueurs d’activateurs qui empêchent les régulateurs d’un locus d’interagir avec 

les gènes d’un locus voisin et (iii) des « ouvreurs de chromatine » qui induisent des modifications 

locales post-traductionnelles des histones, permettant ainsi à la machinerie transcriptionnelle 

d’atteindre les gènes qui doivent être exprimés (Taboit-Dameron et al., 1999; Houdebine, 2005a; 

2005b; Houdebine, 2007).   

Les vecteurs rétroviraux, qui furent les premiers utilisés en transgenèse et en thérapie génique 

humaine (Chan et al., 2001), présentent néanmoins quelques inconvénients comme (i) l’induction de 

l’extinction du transgène par la machinerie de répression génétique de l’hôte, recrutée par les 

séquences promotrices et activatrices des LTRs (long terminal repeats) virales, et l’hyperméthylation 

subséquente des séquences promotrices virales (Jahner et Jaenisch, 1985), (ii) la limitation de la taille 

du gène véhiculé à 8-9 kb à cause de la petite taille du virus, (iii) l’interférence des LTRs avec les 

promoteurs mammaliens, entraînant la suppression ou l’inadéquation de l’expression des gènes de 

l’hôte et (iv) la production d’animaux mosaïques chez qui la transmission du transgène via la lignée 

germinale est assez faible, à cause du retard d’intégration du transgène induit par la nécessité du virus 

de rompre l’enveloppe nucléaire durant la mitose (Soler et al., 2006; Robl et al., 2007 ).  Une 

amélioration significative a pu être obtenue grâce aux vecteurs lentiviraux (Fassler, 2004 ; Pfeifer, 

2004), possédant la capacité de traverser la membrane nucléaire et d’atteindre le génome de l’hôte, 

quelle que soit la phase du cycle cellulaire, incluant donc les cellules embryonnaires et quiescentes, ce 

qui en fait la méthode la plus efficace de production d’animaux transgéniques.  Par ailleurs, 

l’enveloppe du Vesicular Somatitis Virus (VSV) peut être ajoutée aux particules lentivirales pour 

permettre une concentration des virions par ultracentrifugation et par là un haut taux d’infection de 

théoriquement tous les types cellulaires, l’enveloppe du VSV ne reconnaissant pas de récepteurs 

particuliers mais les phospholipides de membrane (Lois et al., 2002).  Cet outil a grandement facilité 

la génération de souris (Lois et al., 2002), de poulet (McGrew et al., 2004), de bovin (Hofmann et al., 

2004 ; Whitelaw, 2004) et de porc (Hofmann et al., 2003; Whitelaw et al., 2004) transgéniques.  Chez 

les animaux de rente, l’efficacité globale de transgenèse est jusqu’à 50 fois plus élevée avec les 

vecteurs lentiviraux qu’avec la microinjection d’ADN dans le pronucleus.  Cependant, pour des 

raisons inconnues, les vecteurs lentiviraux doivent, pour obtenir le meilleur rendement, être injectés 

dans les embryons chez le porc mais dans les oocytes chez la vache.  La taille du gène véhiculé est par 

ailleurs également limitée à environ 10 kb (Robl et al., 2007). 

12.3.3. Inconvénients de la transgenèse 

 Il résulte de ce qui précède que la transgenèse animale (figure 25) est une technologie qui 

prend de plus en plus d’importance, grâce notamment (i) aux récentes avancées techniques et (ii) aux 

découvertes de gènes d’intérêt facilitées par le séquençage des génomes des animaux d’élevage.  De 



Perspectives à long terme  Discussion & perspectives 

 

206 

plus, la taille de l’ADN étranger n’est plus un problème puisqu’il est maintenant possible d’insérer des 

vecteurs microchromosomiques stables porteurs de Mbps d’ADN, contenant un centromère, deux 

télomères et des origines de réplications (Kuroiwa et al., 2002). 

Néanmoins, au-delà des problèmes éthiques posés (notamment la manipulation des embryons), 

si la reproduction par clonage supprime certains des problèmes qui accompagnent la reproduction 

sexuée (notamment en terme de sélection d’animaux « naturellement » plus résistants à certaines 

pathologies), elle en engendre d’autres (Houdebine et Renard, 2005 ; Houdebine, 2005b; 2007; Robl et 

al., 2007 ) : (i) le patrimoine génétique des cellules donneuses de noyau n’est pas strictement connu, 

(ii) le statut génétique des clones ne l’est pas d’avantage, (iii) la reprogrammation du génome des 

cellules donneuses de noyau par le cytoplasme de l’ovocyte est fréquemment incomplète, (iv) les 

animaux obtenus par clonage, bien qu’essentiellement génétiquement identiques à leurs géniteurs, sont 

souvent épigénétiquement modifiés sans que l’on puisse en prévoir les effets, (v) le clonage peut être, 

si l’on n’y prend garde, réducteur de biodiversité et accentuer les effets indésirables de la sélection 

moderne qui repose sur un nombre de plus en plus restreint de géniteurs, (vi) l’introduction d’un gène 

dans un génome animal peut réactiver un transposon ou un génome rétroviral intégré et induire ainsi 

une multiplication du transposon ou la production de particules virales infectieuses potentiellement 

pathogènes et (vii) les effets directs et indirects des transgènes ne peuvent être tous prévisibles (ce qui 

quelque part fait leur charme pour les généticiens) et il n’est pas exclu que les animaux transgéniques 

deviennent plus sensibles à certaines maladies, le système immunitaire des clones étant souvent 

imparfaitement fonctionnel (Ellis, 2004).  Par contre, certaines anomalies observées peuvent être 

abolies par la reproduction sexuée, celle-ci étant capable d’éliminer les gamètes anormaux et de 

parfaire la reprogrammation des génomes.  Ainsi, les télomères anormalement courts chez certains 

clones retrouvent une longueur normale chez tous les descendants (Shiels et Jardine, 2003).  Par 

ailleurs, le coût des animaux transgéniques de rente reste élevé, du fait que (i) la dissémination des 

traits d’intérêt porté par un transgène n’est pas aussi simple et rapide que pour les plantes et que (ii) les 

transgènes doivent être source d’un très haut profit potentiel pour être utilisables. 

Des mesures de confinement spécifiques sont ainsi nécessaires pour permettre l’élevage de ces 

animaux dans des conditions de sécurité élevée et éviter tout risque de dissémination involontaire dans 

la chaîne alimentaire humaine, l’alimentation du bétail ou l’environnement, même si la transmissibilité 

à l’Homme de certaines toxines ou la dissémination incontrôlée du transgène semblent moins 

probables que ce qui est observé chez les végétaux (Houdebine et Renard, 2005).  Il faudra toutefois 

faire preuve de grande prudence, notamment avec les poissons transgéniques qui pourraient coloniser 

des biotopes comme les océans (Muir, 2004 ; Houdebine, 2005b).  De même, des tests permettent 

d’évaluer la toxicité, l’allergénicité et l’infectiosité des animaux obtenus par clonage ou transgenèse, 

risques auxquels n’échappent d’ailleurs pas les animaux issus de la sélection classique.  Jusqu’à ce 

jour, la littérature scientifique ne relate aucun effet négatif, que ce soit en termes de composition 

globale du lait ou de la viande, de digestibilité, de toxicité et d’alimentarité, d’allergénicité, de 
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mutagénicité ou de présence de particules rétrovirales.  On veillera toutefois à éviter que l’ADN 

étranger ne contienne des séquences qui ne sont pas directement utiles à l’action attendue, comme par 

exemple des gènes de résistance aux antibiotiques (Houdebine et Renard, 2005). 

 

13. Conclusion finale 
 

Une des priorités de la recherche dans une discipline comme la pathologie vétérinaire est 

l’étude des maladies qui touchent les animaux de rente, comme les pneumonies bactériennes qui 

constituent un problème majeur dans l'élevage et l'engraissement des bovins, avec des répercussions 

très élevées en termes de morbidité et de mortalité.  Plus précisément, les auteurs sont unanimes pour 

considérer que l'agent pathogène compliquant principal, voire systématique, est Mannheimia 

haemolytica, une bactérie qui n'affecte que les ruminants.  Parmi les différents facteurs de virulence 

incriminables, la culpabilité de la leucotoxine s'impose, notamment parce que, ex vivo, elle n'est 

capable d'induire la nécrose des leucocytes qu'à la condition sine qua non qu'ils soient d'origine 

bovine, ovine ou caprine.  Au niveau moléculaire, cette spécificité est due à une interaction entre la 

leucotoxine et la β2-intégrine LFA-1, un récepteur constitué des sous-unités CD11a et CD18. 

 Au cours de ce travail, nous avons mis en place tous les outils nécessaires à l’identification du 

motif précis du récepteur responsable de cette spécificité d’espèce, à savoir (i) nous avons produit une 

leucotoxine pure et active, (ii) nous avons cloné et séquencé les sous-unités CD11a et CD18 des 

ruminants pour les comparer à leurs homologues non ruminants en vue d’identifier les positions 

systématiques qui les différencient et (iii) nous avons mis en œuvre les premières évaluations des sites 

de divergence relevés sur le CD18, étant apparu au cours du projet que celui-ci portait la spécificité de 

l’effet cytotoxique de la LKT.  Pour la portion extracellulaire, nous avons tenté d’inhiber l’effet de la 

leucotoxine sur la lignée lymphoblastique bovine BL-3 par l’ajout de peptides dérivés de cette 

séquence et, pour les régions transmembranaire et cytoplasmique, nous avons transfecté de manière 

transitoire la lignée lymphoblastique d’origine humaine K-562, qui n’exprime naturellement aucune 

β2-intégrine, avec les récepteurs LFA-1 mutants correspondants.  Nous avons ainsi pu exclure toute 

implication de ces deux derniers sites. 

A court terme, (i) nous évaluerons par transfection transitoire les 15 sites répertoriés dans la 

région extracellulaire du CD18, (ii) nous testerons des LFA-1 bovins chimériques dont certains 

domaines spécifiques du CD18 auront été remplacés par leur correspondant humain et (iii) nous 

vérifierons le maintien de la capacité de margination et de diapédèse du ou des mutants/chimères 

sélectionnés.  A plus long terme, l’identification du motif précis de liaison de la leucotoxine sur le 

CD18, à supposer que ce motif ne soit pas trop important en nombre de résidus, permettra la mise en 

œuvre (i) d’un inventaire de la variation génétique spontanée présente dans les races viandeuses Blanc 

Bleu Belge et internationales au niveau dudit motif et (ii) d’un service de génotypage.  Le but au terme 

du projet sera d’éliminer certains taureaux d’insémination artificielle et/ou de proposer une tactique 
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d’accouplement préférentielle ou de transgenèse permettant de disséminer le plus rapidement possible 

un trait de résistance innée à la mannheimiose au sein des populations bovines belge et internationale.  

Nous pourrons également envisager d’élaborer un jeu de peptides compétiteurs du LFA-1 pour la 

fixation à la leucotoxine, c’est-à-dire qui seront inhibiteurs de son activité leucotoxique in vitro et de 

la virulence de M. haemolytica in vivo, le but étant de proposer un peptide thérapeutique injectable à 

substituer aux traitements antibiotiques ne générant ni résidus ni antibiorésistance et fonctionnant à la 

manière d’un leurre pour la leucotoxine. 

Bref, que du plaisir en perspective… 
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