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1. STAPHYLOCOCCUS AUREUS  

GENERALITES 

Staphylococcus aureus (S. aureus) est une bactérie à Gram positif appartenant à la famille des 

Micrococacceae. Au microscope, elle apparait sous forme de coques de 0,5 à 1,5 Ym de diamètre, 

qui peuvent être isolés, organisés en diplocoques, ou regroupés en amas ou « grappes » (Figure 

I.1). Elle se distingue des autres espèces de Staphylocoques par la pigmentation dorée de ses 

colonies, par sa coagulase positive, par la fermentation du mannitol et le test positif de la 

désoxyribonucléase (Wilkinson et al., 1997). 

 

 

Figure I. 1 : Staphylococcus aureus 

Colonies de la bactérie S. aureus observées en 
microscopie électronique à balayage (fausses 
couleurs superposées) (Source : Center for Disease 
Control, Atlanta, GA-USA). 

 

Le génome de S. aureus  !"#!$%&'()' *$!"!+!"&' ,$ (-.,$&'/0&)1,$!)'234'± 0,5 Mpb ainsi que 

des prophages, des plasmides et des transposons. Les gènes de résistance aux antibiotiques et 

des facteurs de virulence sont présents aussi bien sur le chromosome que sur les éléments non 

chromosomiques et ces derniers permettent leur transfert entre différentes souches et espèces 

(Corvaglia et al., 2013; DeLeo and Chambers, 2009; Kuroda et al., 2001; Schaberg and Zervos, 

1986).  

La paroi cellulaire de S. aureus est très riche en peptidoglycane dont les chaînes sont reliées 

grâce à des tétrapeptides unis à l'acide N-acétylmuramique et à un pont pentaglycine spécifique 

de S. aureus (Lowy, 1998). Le peptidoglycane peut avoir une activité semblable à des 

endotoxines, stimulant la libération de cytokines par les macrophages, activant le complément et 

,)/(,+.)%'-0agrégation des plaquettes. Les différences entre la structure des peptidoglycanes des 

différentes souches de S. aureus contribuent à une variation dans -&' #!(1!,$' /0,)/(,$& une 

coagulation intravasculaire disséminée (Kessler et al., 1991). De plus, la plupart des 

staphylocoques produisent des microcapsules polysaccharidiques.  
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S. aureus peut être  !""&)+.-'&%'#.%*!56)&'/&'-0*!""&. Cette bactérie est un composant de la 

flore chronique du nasopharynx chez environ 30% des personnes en bonne santé (van Belkum 

et al., 2009a; van Belkum et al., 2009b; Wertheim et al., 2005). Le portage par des individus sains 

est plus fréquent chez les hommes que chez les femmes (Andersen et al., 2012; Ruimy et al., 

2010) &%'#&)/.)%'-0&)7.) & (Lebon et al.; Regev-Yochay et al., 2004). Cette bactérie peut infecter 

tous les tissus du corps humain ; -&+'%8#&+'/0,)7& %,!)+'.++! ,9+'pouvant être simples et locaux 

ou systémiques comme les septicémies et le syndrome du choc toxique (TSS ou « Toxic Shock 

Syndrome »). Elles peuvent affecter aussi bien des hôtes en bonne santé que des patients 

immunodéprimés (Lowy, 1998). La forte morbidité et mortalité, &%'-09"&$5&) &'des infections de 

souches multi-résistantes aux antibiotiques, dont les souches résistantes à la méticilline (MRSA), 

ont fait de S. aureus un sérieux problème de santé (Klein et al., 2007).  

De plus, la pathogénicité de S. aureus est amplifiée par sa capacité à former des biofilms qui 

prolifèrent sur diverses surfaces inertes ou biologiques et surtout les instruments médicaux. Ces 

biofilms jouent un rôle majeur dans les infections nosocomiales, 60 à 70 % de ces infections sont 

-,9&+':'-0,"#-.)%.%,!) /0()'/,+#!+,%,7'"9/, .-; *,$($5, .-. Les biofilms constituent un consortium 

structuré de bactéries enkystées dans une matrice adhésive et protectrice. En fonction de 

l'espèce bactérienne, le type de souche et des conditions environnementales, la matrice du 

biofilm est constituée de substances de nature chimique variée telles que des 

exopolysaccharides, des protéines, des acides teichoïques et de l'ADN extracellulaire (eDNA). Les 

biofilms bactériens sont capables de résister aux antibiotiques, aux désinfectants, à la 

phagocytose et à d'autres composants du système de défense inflammatoire et immunitaire inné 

et adaptatif de l'hôte (Costerton et al., 2005; Hoiby et al., 2011; Stewart and Costerton, 2001). 

<0EVASION DU SYSTEME IMMUNITAIRE 

Suite à une infection, le système immunitaire inné constitue la première ligne de défense de 

-0!$5.),+"&' !)%$&'-&+'#.%*!56)&+'(Medzhitov and Janeway, 2000). Ce système repose sur trois 

mécanismes majeurs : (1) les enzymes et les peptides antimicrobiens, (2) le système du 

complément et (3) la phagocytose (Medzhitov and Janeway, 2000; Rooijakkers et al., 2005b). La 

reconnaissance des molécules associées aux pathogènes (« pathogen-associated molecular 

patterns » (PAMPs) (Fedtke et al., 2004; Kumar et al., 2011)) déclenche la libération des 

composants antimicrobiens et de chimio-attractants permettant le recrutement des cellules 

immunitaires. Cependant, S. aureus a élaboré un arsenal de mécanismes pour échapper à la 

$9#!)+&' ,""(),%.,$&' ,))9&' /&' -0*=%&, comportant des modifications de ses composants 

+%$( %($.(>'&%'-.'+9 $9%,!)'/0()&'-.$5&'1.$,9%9'/&'#$!%9,)&+'+#9 ,7,?(&+'?(,'.5,++&)%'&)'+8)&$5,&'
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pour contourner les défenses immunitaires et créer un microenvironnement propice à la survie 

de la bactérie (Fedtke et al., 2004; Rooijakkers et al., 2005b).  

LES ENZYMES ET LES PEPTIDES ANTIMICROBIENS 

Les peptides antimicrobiens sont formés de moins de 5O acides aminés ; ils sont cationiques et 

amphiphiles ce qui permet leur interaction avec la surface membranaire anionique des 

pathogènes.  <0.  ("(-.%,!)'des peptides à la surface des bactéries conduit à la formation /0()'

pore, ou « gap », et aboutit à la bactériolyse (Hancock and Diamond, 2000; Hancock and Scott, 

2000; Jenssen et al., 2006; Otto; Schauber and Gallo, 2009). Trois grandes familles de peptides 

antimicrobiens ont été identifiées : les défensines, les cathélicidines et les chromogranines, 

.(>?(&--&+'#&(1&)%'+0.@!(%&$'-&+'#&#%,/&+'/9$,19+'/&+' *$!"!5$.),)&+'&%'+9 $9%!5$.),)&+A' 

Les enzymes antimicrobiens sont des polypeptides largement présents dans le règne animal et 

végétal. Le plus important est le lysozyme (1,4-8-N-acetylmuraminidases) qui exerce une 

activité antimicrobienne en hydrolysant les peptidoglycanes des parois bactériennes et en 

activant les autolysines (Masschalck and Michiels, 2003). Il peut également provoquer une 

#&$%($B.%,!)' /&' -.' "&"B$.)&' #.$' -.' 7,>.%,!)' /0()' /!".,)&' +#9 ,7,?(&' /(' -8+!C8"&' .1& ' -.'

surface bactérienne (Masschalck et al., 2002). 

S. aureus module sa sensibilité aux défensines et à un large spectre de peptides antimicrobiens 

en modifiant la composition des phospholipides et la charge nette des acides lipoteichoïques et 

des acides teichoïques de la paroi (Kraus and Peschel, 2008; Peschel, 2002; Rooijakkers et al., 

2005b)A' <0&>#$&++,!)' /&'  &$%.,)+' 56)&+' /&' S. aureus permet de réduire la charge superficielle 

négative des acides teichoïques ce qui reduit -0attractivité pour divers peptides, dont la 

cathélicidine LL-37, qui a un rôle bactéricide contre les staphyloccoques, &%' /0.(%$&+' #&#%,/&+'

antimicrobiens. LL-DE' &+%' 95.-&"&)%' ,). %,19&' #.$' -0.($9!-8+,)&, une protéase extracellulaire 

sécrétée par S. aureus. La résistance au lysozyme est liée aux changements dans la composition 

du peptidoglycane, et plus particulièrement par O-acétylation de -0. ,/& N-acétylmuramique 

grâce à la protéine membranaire intégrale « O-acetyltransferase A », ou OatA (Bera et al., 2005). 

Certaines souches de S. aureus (67%) sécrètent une staphylokinase (SAK) qui en plus de son rôle 

/.)+' -0. %,1.%,!)' /(' #-.+",)!56)&' #&$"&%' /0,). %,1&$' /,779$&)%&+' /97&)+,)&+' (Jin et al., 2004). 

F)7,)3' &)' #-(+' /&' -0,). %,1.%,!)'/&+' #&#%,/&+' .)%,", $!B,&)+3 -0activité de facteurs de virulence 

sécrétés par S. aureus peut G%$&' .(5"&)%9&' #.$' -0,)%eraction avec certains peptides 

antimicrobiens. Ainsi, -0,)%&$. %,!)' &)%$&' -.' cathélicidine et SAK amplifie la fibrinolyse suite à 
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-0. %,1.%,!)' /( plasminogène et augmente la dissémination bactérienne &%' -0infection dans un 

modèle de pneumonie (Braff et al., 2007). 

LE SYSTEME DU COMPLEMENT 

Le système du complément est un ensemble de protéines du sérum qui peut être activé par 3 

voies différentes selon le mode de reconnaissance, mais toutes les voies convergent en un point 

commun qui est le clivage de C3 (Figure I.2). Les 3 voies du complément génèrent des 

convertases C3, des complexes enzymatiques associés à la membrane qui clivent le C3. 

<0. %,1.%,!)' /(' HD' #&$"&%' -.' -,B9$.%,!)' /&' la molécule chimio-attractante C3a et le dépôt de 

molécules C3b à la surface microbienne. C3b et son produit de dégradation, le C3bi, marquent le 

microbe pour une phagocytose efficace (opsonisation).  

La voie classique et la voie « lectine » (médiée par les anticorps) comportent une molécule C4b, 

attachée de manière covalente à la surface microbienne, et une protéase C2a faiblement liée à 

C4b. Alors que la voie alternative comporte une molécule C3b associée à la surface bactérienne 

et liée à la sous-unité protéase du facteur B (Bb). C4b2a et C3bBb (les 2 convertases C3) 

partagent de grandes similarités de structure et de fonction et sont des complexes instables. La 

-,.,+!)'/0()&'"!-9 (-&'HDB':'()'/&' &+' !"#-&>&+' *.)5&'-.'+#9 ,7, ,%9'/&'-.' !)1&$%.+&'&%'59)6$&'

la convertase C5. Le clivage de C5 libère le C5a, un important chimio-attractant. Enfin, C5b sert 

de base pour la formation de complexes comportant C5b-C9 qui lysent la membrane et 

détruisent certaines bactéries (Gasque, 2004; Sahu and Lambris, 2001). C5a, C3a et les peptides 

B. %9$,&)+'7!$"8-9+'.%%,$&)%'-&+'#*.5! 8%&+'.('+,%&'/0,)7& %,!)A' 

Le rôle du complément est donc I' /0!#+!),+&$' -&+'B. %9$,&+' JHDBK, de recruter les phagocytes, 

grâce à des molécules chimio-attractantes (C3a et C5a) et de perturber les membranes 

bactériennes (C5b-C9). Cependant, les bactéries à Gram (+) et les champignons résistent mieux à 

la lyse directe par le complément, puisque leur membrane est protégée par une épaisse paroi. 

Ainsi, dans la défense contre S. aureus, le rôle du complément réside surtout dans son rôle dans 

-0!#+!),+.%,!)' ?(,' &+%' ()' #$! &++(+' par lequel les protéines du complément (C3b) ou des 

anticorps recouvrent la membrane de la cellule cible pour favoriser sa phagocytose. Néanmoins, 

S. aureus a développé plusieurs stratégies pour échapper à ce processus (Figure I.2). 

La protéine A (SpA) présente chez toutes les souches de S. aureus est capable de fixer la partie 

F '/&+'L5M'B-!?(.)%'-.'#*.5! 8%!+&'"9/,9&'#.$'-&+'$9 &#%&($+'/&'N 3'".,+'95.-&"&)%'-0. %,1.%,!)'

de la voie classique du complément qui nécessite la reconnaissance des Fc par la protéine C1q 

(Cedergren et al., 1993; Rooijakkers et al., 2005b). 
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Figure I. 2 : Evasion du système du complément 

Dans les voies « classique » et « lectine », C1q, MBL (Mannose Binding Lectine), et les ficolines sont les 
composants de reconnaissance des voies classique et lectine alors que C1r, C1s, M-2 (MASP-2) jouent le 
rôle de protéases. Le clivage des composants C2 et C4 (voies « classique » et « lectine ») et du composant 
C3 et du facteur B (voie « alternative ») permet la formation des deux convertases C3 (C4b2a et C3bBb). 
Ces convertases clivent le C3 en C3a qui est libéré et C3b qui se lie à la membrane du pathogène ainsi que 
son produit de clivage par le facteur I, le C3bi J!#+!),+.%,!)KA' <.' 7,>.%,!)'/0()'HDB'.(>'  !)1&$%.+&+'HD 
(C4b2a et C3bBb) permet la formation des convertases C5 (C4b2a3b et C3b3bBb) qui clivent le C5 en C5a 
&%' HOB' ?(,' +0.++! ,&' .1& ' -&+'  !"#!+.)%+' /('  !"#-9"&)%' HP-HQ' #!($' 7!$"&$' -&'  !"#-&>&' /0.%%.?(&'

membranaire (membrane attack complex ou MAC). Les facteurs de S. aureus ?(,'#&$"&%%&)%'-091.+,!)'.('

système du complément sont : la staphylokinase (SAK), la protéine A (SpA), la « staphylococcal 
complement inhibitor » (SCIN), -&'7. %&($'/0./*9+,!)'F7B3'-.'« staphylococcal superantigen-like protein 7 » 
(SSL-7), la protéine CHIPS et SdrE qui inhibe la dégradation de C3b en C3bi. 

 

De plus, toutes les souches de S. aureus sécrètent une famille de protéines, les « staphylococcal 

superantigen-like proteins » (SSL)  dont la structure est similaire aux superantigènes, mais qui 

ne possèdent pas les acides aminés importants pour leur liaison au complexe majeur 

/0*,+%! !"#.%,B,-,%9'II (CMH II) ou aux récepteurs des lymphocytes T (TCR ou RS T cell receptor)  

(Arcus et al., 2002; Williams et al., 2000). La protéine SSL-7 se fixe au composant C5 et empêche 

-0. %,1.%,!)' /('  !"#-9"&)%3' .-!$+' ?(&' -&+' +(#&$.)%,56)&+' )&' +&' 7,>&)%' #.+' +($' -&'  !"#-9"&)%'
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(Miwa et al., 2003). Cette protéine se lie également aux IgA humains et interfère avec leur 

fixation aux récepteurs N RTL (ou CD89) cellulaires (Langley et al., 2005). 

La sécrétion de SAK agit également sur le système du complément. En effet, SAK active le 

plasminogène présent à la surface des bactéries qui se transforme en plasmine et peut alors 

cliver aussi bien les IgG, C3b et C3bi. La diminution du nombre de molécules C3b et C3bi à la 

surface de S. aureus /,",)(&'.,)+,'-0. %,1.%,!)'/&s convertases C3, ainsi que des convertases C5. 

La plasmine formée par la conversion de plasminogène par SAK permet donc la suppression de 

ces "!-9 (-&+' ,"#!$%.)%&+'#!($' -0!#+!),+.%,!)' (IgG, C3b et C3bi) et la reconnaissance par les 

cellules immunitaires (Rooijakkers et al., 2005c). 

Le  !"#$%&'()!(*+,-./'0 1 sécrété par S. aureus lie le fibrinogène, mais il est également capable 

/&' -,&$' -.'$95,!)'HD/'/&'HD'&%'B-!?(&'.,)+,' -0!#+!),+.%,!)'&%' -.'#*.5! 8%!+&'/9#&)/.)%&+'/&' -.'

voie classique du complément (Lee et al., 2004a; Lee et al., 2004b; Sharp et al., 2012).  

S. aureus,  !""&'/0.(%$&+'#.%*!56)&+3'-,&'-& facteur H à sa surface grâce à la protéine associée à 

la membrane SdrE (Sharp et al., 2012)3' #!($' +&' #$!%95&$'  !)%$&' -0.%%.?(&' /('  !"#-9"&)%A' <&'

facteur H est un régulateur du système du complément humain qui accélère la dissociation des 

convertases C3, mais agit aussi comme co-facteur du clivage de C3b en C3bi par le facteur I 

(Kraiczy and Wurzner, 2006; Zipfel et al., 2002). 

De plus, 60% des souches de S. aureus sécrètent une protéine inhibitrice de la chimiotaxie 

(« Chemotaxis Inhibitory Protein of S. aureus » (CHIPS)) qui se lie spécifiquement sur les 

récepteurs C5aR et FPR et bloque complètement la liaison des ligands et les signaux de 

transduction (de Haas et al., 2004; Veldkamp et al., 2000). Ces récepteurs présents sur 

/,779$&)%&+'  &--(-&+' /&' -0,""(),%9, dont les neutrophiles, reconnaissent C5a et des peptides 

7!$"8-9+'?(,'%$.)+"&%%&)%'-&+'#$&",&$+'+,5)&+'/0()&',)1.+,!)'B. %9$,&))&A' 

Enfin, 90% des souches de S. aureus sécrètent un inhibiteur du complément très efficace, 

« Staphylococcal Complement INhibitor » (SCIN) (Rooijakkers et al., 2005a). Cette protéine 

bloque toutes les voies du complément suite à son interaction avec les convertases C2aUC4b et 

BbUC3b. En stabilisant ces complexes enzymatiques au niveau de la surface bactérienne, elle 

perturbe leur activité enzymatique. Ainsi, elle empêche également la production de C5a, la 

phagocytose et -09-,",).%,!) des staphylocoques (Rooijakkers et al., 2005b; Rooijakkers and van 

Strijp, 2007). 
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LA PHAGOCYTOSE  

<&+'#*.5! 8%&+'+!)%' .#.B-&+'/0,)59$&$3'/&'%(&$'&%'/&'/,59$&$'/&+'B. %9$,&+'&)'?(&-?(&+'",)(%&+A'

Les neutrophiles sont les cellules les plus nombreuses et les mieux équipées pour combattre les 

bactéries. Elles sont les premières  &--(-&+' ?(,' .$$,1&)%' .(' +,%&'/0,)7& %,!)A' F--&+' sécrètent une 

5$.)/&'1.$,9%9'/&'#$!%9.+&+3'/&'-,#.+&+3'/&'#&#%,/&+'.)%,", $!B,&)+'&%'/0.",/.+&+'&%'()'.$+&).-'

important de dérivés réactifs de l'oxygène (ROS) (Mayer-Scholl et al., 2004; Roos et al., 2003). 

Les neutrophiles expriment des récepteurs de Fc et du complément qui induisent une 

phagocytose initiée par des anticorps et le système du complément  pour engloutir les bactéries 

opsonisées dans les phagosomes (Segal, 2005). 

V'#.$%' -&+' 7. %&($+' ,%9+'#$9 9/&""&)%'?(,' ,)*,B&)%' -.'#*.5! 8%!+&'&)'.-%9$.)%' -0!#+!),+.%,!)3'

S. aureus sécrète des protéines qui agissent sur la migration des leucocytes pour les empêcher 

/0.%%&,)/$&'-&'+,%&'/0,)7& %,!)'/!)%'WW<-5, -0« Extracellular Adherence Protein » (Eap) et CHIPS. Le 

polypeptide bactérien SSL-5 se fixe directement aux neutrophiles par le ligand « P-selectin 

glycoprotein ligand-1 » (PSGL-1) et inhibe le phénomène de roulement sur les cellules 

endothéliales lors de la chimiotaxie (Bestebroer et al., 2007). Eap inhibe la chimiotaxie suite à 

+!)',)%&$. %,!)'/,$& %&'.1& '/&+'#$!%9,)&+'/0./*9+,!)'/&'-0*=%&' !""&'-0X Intercellular Adhesion 

Molecule 1 » (ICAM-1), le fibrinogène et la vitronectine (Chavakis et al., 2002; Geisbrecht et al., 

2005; Haggar et al., 2004)A'V'#.$%'+!)'. %,!)'+($'-&+'HO.T3'-.'"!-9 (-&'HYLZW'B-!?(&'-0. %,!)'/('

FPR qui est le récepteur des chimio-attractants les plus puissants, les peptides N-formylés (de 

Haas et al., 2004; Veldkamp et al., 2000). 

Les pigments caroténoïdes de S. aureus qui lui confèrent sa coloration dorée sont de puissants 

antioxydants qui neutralisent les ROS (Liu et al., 2005). La catalase et des enzymes superoxyde 

dismutases bactériennes /95$./&)%' -&+'&+#6 &+'$9. %,1&+'/&' -0!>856)& produits par les cellules 

#*.5! 8%.,$&+'+(,%&':'-0,)5&+%,!)'/& la bactérie (Karavolos et al., 2003). S. aureus peut également 

avoir un programme de survie dans les neutrophiles qui lui permet d09 *.##&$'.(>'/97&)+&+'/&'

-0*=%&. En effet, S. aureus est capable de se répliquer dans le phagosome ou librement dans le 

cytoplasme des cellules hôtes. Il échappe au phagosome des phagocytes professionnels et non-

professionnels, subvertit l'autophagie et induit des mécanismes de mort cellulaire tels que 

l'apoptose et la pyronécrose, et peut induire des programmes anti-apoptotiques dans les 

phagocytes (Fraunholz and Sinha, 2012). 

Enfin, S. aureus produit des toxines cytolytiques qui endommagent les membranes des cellules 

,""(),%.,$&+' /&' -0*=%&, induisant une lyse osmotique et empêchant la phagocytose (Foster, 
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2005; Rooijakkers et al., 2005b). Ces toxines seront traitées en détail dans la partie 2 de cette 

introduction. 

 

LES FACTEURS DE VIRULENCE DE S. AUREUS  

La grande pathogénicité de S. aureus réside probablement dans la très grande variété des 

facteurs de virulence qui peuvent être produits et sécrétés par cette bactérie. Ils lui permettent 

/0./*9$&$' :' -.' +($7. &3' /0&)1.*,$' !(' /0échapper au système immunitai$&' &%' /0.1!,$' ()' &77&%'

%!>,?(&' *&C'-0*=%& (Figure I.4) (Lowy, 1998). Ces facteurs varient entre les différentes souches 

de S. aureus. <.'#-(#.$%'/&+' .+'+916$&+'/0,)7& %,!)+':'S. aureus ne peuvent pas être expliqués par 

-0. %,!)'/0()'+&(-'/&+'7. %&($+'/&'1,$(-&) &, mais par ()&' !"B,).,+!)'/&' -0. %,!)'/&'/,779$&)%+'

facteurs.  

De plus, certains de ces facteurs jouent un rôle important pour la formation de biofilms. La 

production du biofilm staphylococcique est sous le contrôle d'un réseau complexe de molécules 

signal qui agissent soit en activant soit en inhibant l'expression de composants des biofilms. En 

effet, en se basant sur un modèle expérimental in vitro, la formation de biofilm est classiquement 

considérée comme un cycle formé de quatre étapes: (1) la fixation initiale de cellules 

bactériennes par des interactions non spécifiques (hydrophobe, électrostatique et Van der 

Waals[K en plus des autolysines (Foster, 1995; Legeay et al., 2006); (2) l'agrégation cellulaire et 

l'accumulation en couches multiples de cellules, un processus actif médié par les « microbial 

surface component recognizing adhesive matrix molecules » (MSCRAMMs) (Patti et al., 1994; 

Speziale et al., 2009) et par adhésion intercellulaire; (3) la maturation du biofilm et (4) le 

détachement des cellules du biofilm dans un état planctonique pour initier un nouveau cycle de 

formation de biofilm ailleurs (Figure I.3) (Costerton et al., 2005; Mack et al., 2004). Les facteurs 

de virulence impliqués dans l'adhésion et la formation de biofilm font généralement partie du 

génome accessoire et ne sont donc pas communs à toutes les souches. 
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Figure I. 3 : Schéma simplifié du c8 -&'/0()'B,!7,-" 

<.'7!$".%,!)'/0()'B,!7,-", de sa formation à sa dispersion, +&'7.,%'&)'\'9%.#&+'?(,')9 &++,%&)%'-0&>#$&++,!)'
de différents facteurs de virulence. Les premiers événements impliqu&)%' -]&>#$&++,!)' /0adhésines, 
/0exopolysaccharides et de protéines impliquées dans l'agrégation. Une fois que le biofilm atteint sa phase 
finale de maturation, l'excès de peptide auto-inducteur (AIP) déclenche le début de la phase de dispersion, 
caractérisée par l'augmentation de l'expression de RNAIII avec production consécutive de protéases 
extracellulaires et de modulines solubles dans le phénol. Les facteurs de virulence impliqués dans 
l'adhésion et la formation de biofilm font généralement partie du génome accessoire et ne sont donc pas 
communs à toutes les souches. En outre, les modèles in vitro de la formation de biofilms sont certainement 
loin de décrire les interactions complexes dans des conditions in vivo. Figure adaptée de (Arciola et al., 
2012). 

 

REGULATION DES FACTEURS DE VIRULENCE 

LES ELEMENTS GENETIQUES MOBILES 

Les éléments génétiques mobiles (MGE ou « Mobile Genetic Elements ») sont des fragments 

/0V^_' ?(, peuvent coder une variété de facteurs de virulence et de résistance, ainsi que des 

&)C8"&+'?(,'#&$"&%%&)%'-&($'#$!#$&'%$.)+7&$%'&%'-&($',)%95$.%,!)'/.)+'-0V^_'/&'-0*=%&'(Frost et 
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al., 2005). Les MGEs montrent une mobilité intracellulaire et intercellulaire. Le transfert des 

MGEs entre les cellules est connu sous le nom de transfert horizontal ou latéral. Les MGEs 

#&(1&)%'G%$&'/&+'+9?(&) &+'/0,)+&$%,!)3'/&+'%$.)+#!+!)+3'/&+'B. %9$,!#*.5&+3'/&+'#-.+",/&+3'/&+'

ilots de pathogénicité ou des cassettes chromosomiques qui s!)%'$&+#!)+.B-&+'/0une grande part 

de la variabilité du génomeA' <&+' B. %9$,&+' . ?(,6$&)%'  &+' ,)7!$".%,!)+' 59)9%,?(&+' /0.(%$&+'

cellules ou de leur environnement selon 3 mécanismes : (1) la transformation (intégration d'un 

7$.5"&)%'/]V^_' -,B$&'/&' -0&)1,$!))&"&)%'/.)+' -&'59)!"&K3' J2K' -.' %$.)+/( %,!)' J%$.)+7&$%'/]()'

ADN bactérien par l'intermédiaire d'un vecteur viral) et (3) la conjugaison (contact direct entre 

/&+'  &--(-&+' B. %9$,&))&+KA' <0V^_' )!)'  *$!"!+!",?ue comme les MGEs joue un rôle crucial 

/.)+' -.' #-.+%, ,%9' /&+' 59)!"&+' #&$"&%%.)%' .(>' B. %9$,&+' /&' +0./.#%&$' :' /&' )!(1&.(>'

&)1,$!))&"&)%+A' <.' #$&++,!)' /&' +9-& %,!)' /&' -0&)1,$!))&"&)%' #&$"&%' -0&)$, *,++&"&)%' /&'

génomes bactériens avec des gènes spécifiques qui permettent leur survie (Malachowa and 

DeLeo, 2010). De nombreux facteurs de virulence de S. aureus sont présents sur des MGEs 

comme SAK, CHIPS, les &)%9$!%!>,)&+3'-&+'&>!%!>,)&+3'-&+'-&( ! ,/,)&+[ (Gill et al., 2005; Holden 

et al., 2004; Kennedy et al., 2008; Musser and Kapur, 1992). 

LE « QUORUM SENSING » 

Le « quorum sensing » est un processus de communication entre les différentes cellules qui fait 

intervenir la production, la détection et la réponse à des auto-inducteurs qui sont des molécules 

de signalisation extracellulaire sécrétées par les bactéries. Ces auto-,)/( %&($+' +0.  ("(-&)%'

quand la densité bactérienne augmente, permettant aux bactéries de suivre l'évolution de leur 

nombre de cellules et de modifier collectivement l'expression des gènes (Ng and Bassler, 2009; 

Novick and Geisinger, 2008; Williams and Camara, 2009). Le « quorum sensing » contrôle 

-0&>#$&++,!)'/&+'56)&+' !/.)%'-&+'7. %&($+'/&'1,$(-&) &A'S. aureus utilise un système de « quorum 

sensing » canonique des bactéries à Gram (+), formé de deux composants et codé par le locus 

« agr ». 

A différents stades de l0,)7& %,!) et en fonction de son génome, S. aureus produit différents 

#.)&-+' /&' 7. %&($+' /&' 1,$(-&) &A' Z&)/.)%' -&+' #$&",&$+' +%./&+' /&' -0,)7& %,!)3' -0&>#$&++,!)' /&+'

protéines de surface qui fixent les molécules de la matrice extracellulaire permettent la 

co-!),+.%,!)'/&+'%,++(+3'.-!$+'?(&'-.'#$!/( %,!)'/0&>!%!>,)&+'#&$"&%'-.'#$!#.5.%,!)'/&'-0,)7& %,!)'

à des tissus adjacents. Le gène de régulation le plus étudié est « agr `A' L-' ,)/(,%' -0&>#$&++,!)'

/0&>!#$!%9,)&+' &%' +(##$,"&' -0&>#$&++,!)' /&' #$!%9,)&+' /&' +($7. e grâce à un octapeptide 

appartenant à un système qui détecte la densité bactérienne appelé peptide auto-inducteur, ou 

« AIP » (Ji et al., 1997; Ji et al., 1995; Thoendel et al., 2011). Les protéines de surface sont surtout 
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produites pendant la phase exponentielle de croissance et les protéines sécrétées sont 

synthétisées lors de la phase stationnaire. 

La densité bactérienne régule aussi bien la production de biofilm que les conditions de stress 

environnemental. Dans le cas de S. aureus, le quorum sensing inhibe la formation de biofilm 

(Boles and Horswill, 2008; Otto, 2001; Vuong et al., 2000; Yarwood et al., 2004). 

LES PRINCIPAUX FACTEURS DE VIRULENCE DE S. AUREUS  

<FW'NVHaFbTW'^0V^YFWION (ADHESINES) 

^&' )!"B$&(+&+' ./*9+,)&+' #&$"&%%&)%' -0./*9+,!)' /&' S. aureus à la surface des cellules hôtes 

initialisant le processus de colonisation. Les « microbial surface component recognizing 

adhesive matrix molecules » (MSCRAMMs) forment la famille la plus importante des adhésines 

de S. aureus, ce sont des protéines ancrées dans le peptidoglycane qui se lient spécifiquement à 

la membrane plasmique et aux composants de la matrice extracellulaire (ECM ou « ExtraCellular 

Matrix ») (Foster and Hook, 1998; Marraffini et al., 2006; Speziale et al., 2009). Ces adhésines 

reconnaissent les principaux composants de la matrice comme le fibrinogène, la fibronectine et 

le collagène. Les MSCRAMMs staphylococciques incluent : la protéine A (SpA), les « Clumping 

factor » A  et B (Clf), la « Fibronectin binding protein » A et B (Fnbp), la « collagen binding 

protein » &%' -0X elastin-binding protein ». Un total de 21 MSCRAMMs ont été identifiés ; 

cependant, les protéines auxquelles elles se lient restent inconnues (Bartlett and Hulten, 2010; 

Roche et al., 2003a). Les « Secretable Expanded Repertoire Adhesive Molecules » (SERAMs) sont 

des adhésines sécrétées par S. aureus qui interagissent avec un large spectre de ligands chez 

-0*=%&A' Les SERAMs incluent la « Fibrinogen binding protein A » (FbpA), la coagulase (Coa), 

l0 « Extracellular fibrinogen binding protein » (Efb), -0 « ECM binding protein » (Emp), 

-0 « Extracellular adherence protein » (Eap) et la « Von Willebrand factor binding protein » 

(Chavakis et al., 2005). 

LES EXOENZYMES 

S. aureus produit différents enzymes comme des nucléases, des protéases, des lipases, des 

hyalurodinases et des collagénases qui détruisent les tissus (Dinges et al., 2000). Ces produits 

bactériens peuvent faciliter la prop.5.%,!)'/&'-0,)7& %,!)':'/&+'%,++(+'./@. &)%+A'S. aureus produit 

également de la S-lactamase et la coagulase (Lowy, 1998). La S-lactamase est un enzyme qui 

inactive la pénicilline, alors que la coagulase ?(,')0&+%'#.+'()'&)C8"&3'. %,1&'la prothrombine qui 

transforme le fibrinogène en fibrine et induit une coagulation (Friedrich et al., 2003), ce qui 
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semble jouer un rôle dans le développement de végétations lors /0()&'&)/! .$/,%&A'La coagulase 

permet dans un premier lieu de protéger la bactérie de la phagocytose, favorisant sa 

multiplication. Les protéases de S. aureus appartiennent à différentes classes : les sérine-

protéases, les cystéine-protéases et les métallo-#$!%9.+&+'?(,'#&(1&)%'/95$./&$'-0&)1,$!))&"&)%'

cellulaire. Les protéases de S. aureus sont relativement insensibles à la plupart des inhibiteurs de 

protéases du plasma humain. De plus, certaines protéases,  !""&' -0.($9!-8+,)&, sont aussi 

 .#.B-&+' /0,). %,1&$' certains de ces ,)*,B,%&($+' #!($' #!%&)%,.-,+&$' -0&77&%' /&+' #$!%9.+&+' /&' -.'

bactérie (Dubin, 2002).  

LES TOXINES DE S. AUREUS 

S. aureus sécrète de nombreuses exotoxines qui peuvent être classées en fonction de leur activité 

biologique : les toxines ADP-ribosylantes, les superantigènes, les protéases et les toxines 

formant des pores.  

LES TOXINES ADP-RIBOSYLANTES 

Les « Epidermal cell Differentiation Inhibitors » (EDIN) sont des facteurs ADP-ribosylants qui 

ciblent les petites protéines hétérotrimériques G (Sugai et al., 1992). Trois facteurs EDIN ont été 

caractérisés : EDIN-A (Inoue et al., 1991), EDIN-B (Wilde et al., 2001; Yamaguchi et al., 2002) et 

EDIN-C (Yamaguchi et al., 2001). Le gène codant EDIN-B est situé sur le chromosome dans un 

îlot de pathogénicité (Franke et al., 2010; O'Neill et al., 2007; Yamaguchi et al., 2002), alors que 

les gènes codant EDIN-A et EDIN-C sont localisés sur un plasmide (Yamaguchi et al., 2001; 

Yamaguchi et al., 2002). Bien que les gènes codant les EDINs ont une prévalence plus élevée 

dans les isolats pathogènes de S. aureus (Czech et al., 2001), la contribution des EDINs à la 

virulence bactérienne reste à définir. Les EDINs passent dans le cytosol de la cellule hôte à partir 

des compartiments acides suite à la macropinocytose ou après l'internalisation dans les 

phagosomes (Molinari et al., 2006). Puis, EDIN mono-ADP-ribosyle préférentiellement RhoA en 

-0,). %,1.nt et en bloquant ainsi une voie majeure responsable à la fois /&' -09-!)5.%,!)' /&+ 

filaments d'actine et de leur assemblage avec la myosine en actinomyosine (Chardin et al., 1989; 

Jaffe and Hall, 2005; Ridley and Hall, 1992). Dans les cellules endothéliales, l'activation de RhoA 

contrôle la formation des « gaps » intercellula,$&+'&)',)/(,+.)%'-&+'7,B$&+'/0. %inomyosine (Millan 

et al., 2010). Ainsi, l'inactivation de RhoA renforce la cohésion des jonctions d'adhérence dans 

l'endothélium (Wojciak-Stothard and Ridley, 2002). Cependant, les EDINs, #.$' -0,). %,1.%,!)'/&'

RhoA, déclenchent la formation de grands tunnels trans-cellulaires appelés macro-perforations 

dans les cellules endothéliales, qui altèrent leur rôle de barrière (Boyer et al., 2006).  
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LES SUPERANTIGENES 

S. aureus sécrète une variété de toxines appartenant à la famille des superantigènes qui est 

également nommée famille de toxines pyrogènes. Ces toxines dévient la réponse du système 

,""(),%.,$&' /&' -0*=%&' /e la réponse spécifique contre une infection. Elles conduisent à un 

syndrome du choc toxique ou à des intoxications alimentaires. ^.)+' -&'  .+' /0()' .)%,56)&3' -.'

réponse immunitaire des -8"#*! 8%&+'a'&+%',),%,9&'+(,%&':'-0,)%&$. %,!)'/0()'aHT'&%'/0()'.)%,56)&'

peptidique présenté par le complexe majeur /0*,+%! !"#.%,B,-,%9 II (CMHII) (Garcia and Adams, 

2005; Garcia et al., 1999)A' <.' $& !)).,++.) &'/&' -0.)%,56)&'#.$' -&'aHT' ,)/(,%'()&'+,5).-,+.%,!)'

cellulaire résultant en -0. %,1.%,!)'/&'7. %&($+'/&'%$.)+ $,#%,!)'#!($'induire la prolifération et la 

différenciation des lymphocytes T (Smith-Garvin et al., 2009). De manière différente, les 

superantigènes se lient simultanément au CMH II (Major Histocompatibility Complex Class II) 

/&+' &--(-&+'#$9+&)%.%$, &+'/&'-0.)%,56)&'(Scholl et al., 1989) et au domaine hypervariable VS des 

récepteurs des cellules T sur les lymphocytes T. Grâce à cette interaction, les superantigènes 

activent 10 à 30% des lymphocytes T périphériques, contre 0,01% pour un antigène (Givan et 

al., 1999), ce qui provoque la libération massive de cytokines (McCormick et al., 2001). Les 

+(#&$.)%,56)&+' .5,++&)%' /0()&' ".),6$&' %$6+' &77, . &3' ()&' quantité /&' -0!$/$&' /(' #, !5$.""&   

(10-12 g) suffit pour induire une activation détectable des lymphocytes T in vitro (Xu and 

McCormick, 2012). S. aureus sécrète 2 groupes de superantigènes : la « Toxic Shock Syndrome 

Toxin-1 » (TSST-1) et les entérotoxines staphylococciques (SEs ou « Staphylococcal 

Enterotoxins ») avec les protéines « enterotoxin-like » (SEls) (Lina et al., 2004).  

Le syndrome du choc toxique (TSS ou « Toxic Shock Syndrome ») est une maladie aiguë et 

potentiellement mortelle qui se caractérise par une forte fièvre, une éruption érythémateuse 

diffuse, une hypotension, et implique au moins trois systèmes d'organes. La toxine du syndrome 

du choc toxique (TSST-1) &+%':'-0!$,5,)&'/&'plus de 90% des chocs toxiques menstruels et 50% 

des chocs non menstruels (Bohach et al., 1990; Issa and Thompson, 2001; Schlievert, 1986), ceci 

est du à son unique pouvoir de traverser les muqueuses. TSST-1 est très soluble dans l'eau, n'a 

pas de résidus cystéine et elle est généralement résistante à la chaleur et à la protéolyse (Dinges 

et al., 2000). 

Les entérotoxines (SE) comprennent SEA, SEB, SEC, SED, SEG, SEH, SEI, SER et SET. Ces SE 

partagent une similitude de leur structure tertiaire, comportant une liaison disulfure 

intramoléculaire, et elles ont une résistance intermédiaire à la chaleur et à la digestion par la 

pepsine. Ces superantigènes causent des intoxications alimentaires et se distinguent par leur 

capacité de provoquer des vomissements suite à l'ingestion d'une ou de plusieurs SE présentes 
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sur les aliments qui ont été contaminés par S. aureus. Les signes de toxicité systémique, comme 

la fièvre et l'hypotension, sont rarement observées dans les cas de ces intoxications alimentaires 

(Dinges et al., 2000). Certaines entérotoxines peuvent également jouer un rôle dans le TSS (Crass 

and Bergdoll, 1986; Garbe et al., 1985; Schlievert, 1986). 

Les protéines « enterotoxin-like » (SEls) sont des homologues aux SEs avec qui elles partagent 

de nombreuses activités biologiques, y compris la superantigénicité, la pyrogénicité chez le 

lapin, l.' .#. ,%9'/0."#-,7,&$' -& choc endotoxinique, et la létalité lorsqu'elles sont administrées 

grâce à des pompes mini-osmotiques sous-cutanées (Dinges et al., 2000; Orwin et al., 2002). 

Elles ont également une structure similaire, mais ont été classées à part à cause de leur potentiel 

émétique non démontré et elles comportent SElJ, SElK, SElL, SElM, SElN, SElO, SElP, SElQ, SElS, 

SElU, SElV et SElX (Xu and McCormick, 2012). Récemment, le potentiel émétique de SElK, SElL, 

SElM, SElN, SElO, SElP, et SElQ a été démontré sur un modèle de primate (des singes 

Cynomolgus) (Omoe et al., 2013). 

LES EPIDERMOLYSINES 

Les épidermolysines ou toxines exfoliantes (ETs ou « Exfoliative Toxins », ETA, ETB, ETD) sont 

des sérine-protéases sécrétées par S. aureus et qui possèdent une haute spécificité pour leur 

substrat. Elles reconnaissent et hydrolysent spécifiquement la desmogléine 1 - une cadhérine 

desmosomale - uniquement dans les couches superficielles de la peau, ce qui est directement 

responsable de la manifestation clinique du syndrome de la peau ébouillantée (« staphylococcal 

scaled skin syndrome », !(' WWWWK' &%' -0,"#9%,5!' B(--&(>' ?(,' &+%' ()&' 7!$"&' -! .-,+9&' .(' +,%&'

/0,)7& %,!) (Bukowski et al., 2010). La mélatonine A et certains produits non conventionnels des 

gènes du CMH pourraient aussi être hydrolysés (Prévost et al., 2003). Les ETs les plus 

fréquentes sont ETA et ETB (Kondo et al., 1974; Wiley and Rogolsky, 1977), leur gène est porté 

sur un bactériophage et un plasmide, respectivement, tandis que celui codant ETD est situé sur 

un îlot de pathogénicité. 

HEMOLYSINE c (SPHINGOMYELINASE C) 

<0*émolysine S, ou toxine S, est une exotoxine de 35 kDa (Bernheimer et al., 1974). Cette toxine 

provoque une dégradation importante de la sphingomyéline de la membrane en phosphocholine 

et en céramide, /0!d' +.'  8%!%!>, ,%9 pour une grande variété de types cellulaires (Wiseman, 

1968). Elle endommage la membrane plasmique des érythrocytes, des leucocytes et des 

macrophages. Elle est capable de dégrader également la lyso-phosphatidylcholine (Doery et al., 

1963). La sensibilité des différents érythrocytes à la S-toxine est liée à leur contenu en 
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sphingomyéline (Wiseman and Caird, 1967) et l'emplacement de la sphingomyéline à la 

membrane. La sphingomyéline des membranes érythrocytaires est hydrolysée plus efficacement 

en présence de concentrations relativement élevées de phosphatidylcholine (Rogolsky, 1979). 

La S-toxine joue également un rôle dans la formation de biofilms in vivo (Huseby et al., 2010). 

LES TOXINES FORMANT DES PORES. 

Les différentes souches de S. aureus sécrètent plusieurs toxines formant des pores qui seront 

décrites dans la partie 2. H&+' %!>,)&+' @!(&)%' ()' $=-&' ,"#!$%.)%' /.)+' -091.+,!)' /&' S. aureus au 

système des défenses antibactériennes /&'-0*=%&A 

 

 

Figure I. 4 : Les principaux facteurs de virulence de S. aureus.  

Certains facteurs de virulence jouent plusieurs rôles.  
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2. TOXINES FORMANT DES PORES 

GENERALITES 

Les toxines formant des pores (PFTs ou « Pore Forming Toxins ») représentent la plus grande 

classe de toxines protéiques bactériennes et sont souvent sécrétées comme facteurs de virulence 

par des microorganismes pathogènes (Bhakdi and Tranum-Jensen, 1987; Gonzalez et al., 2008). 

Les PFTs peuvent être classées en trois superfamilles en se basant sur leurs propriétés 

moléculaires et fonctionnelles : (1) les toxines formant de petits pores en tonneau S, (2) les 

cytolysines dépendantes du cholestérol (CDC), et (3) les RTX (repeats-in-toxin) qui sont des 

toxines qui interagissent avec des acides gras (Bhakdi et al., 1996). Les PFTs peuvent également 

être classées en 2 groupes en fonction du type de structures qu'elles utilisent pour +0insérer dans 

la bicouche lipidique lors de la formation de pores, les R-PFTs forment un pore avec des hélices R 

et les S-PFTs avec des feuillets S.  

Les R-PFTs se ressemblent dans la manière de former le pore (Parker and Pattus, 1993). Elles 

sont associées en faisceaux de 6 à 10 hélices R disposées en 3 couches. Chaque couche est 

7!$"9&'/0.('"!,)+'/&(>'*9-, &+'.)%,#.$.--6-&+. Ces faisceaux constituent une forme hydrosoluble 

de repliement pour les hélices hydrophobes et amphipathiques qui sont ultérieurement utilisées 

#!($' -0,)+&$%,!)'"&"B$.).,$&'/&' -.' %!>,)& (Parker and Feil, 2005). Le déploiement partiel des 

*9-, &+' +&"B-&' +(77,+.)%' #!($' -0,)+&$%,!)' /.)+' -.' "&"B$.)&, alors que la formation de pore 

nécessite probablement une oligomérisation de la protéine (Gonzalez et al., 2008). Cependant, le 

mécanisme exact de la formation de pore reste relativement peu connu.  

Les S-PFTs sont libérées sous forme soluble (Gonzalez et al., 2008). A forte concentration, elles 

se multimérisent en un polymère circulaire, puis chaque monomère participe avec un ou 2 brins 

S amphipatiques pour former un tonneau S amphipatique. Ce tonneau S possède une cavité 

hydrophile et une surface externe hydrophobe permettant son insertion dans la membrane 

lipidique (Iacovache et al., 2006; Melton et al., 2004; Nassi et al., 2002; Shatursky et al., 1999). Le 

nombre de monomères varie entre 5 (ex. cytolysine de vibrio sp.) et 50 (ex. streptolysine O et 

perfringolysine O) selon les toxines, et le diamètre du pore peut de ce fait varier entre 2 nm à 

50 nm (Moniatte et al., 1996; Olofsson et al., 1993; Parker and Feil, 2005; Sekiya et al., 1993; 

Valeva et al., 1997a; Wilmsen et al., 1992). Les pores de grande taille comme celui des CDC 

peuvent permettre le passage de protéines repliées. 
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Certaines toxines sont capables de former des pores au niveau des membranes, mais sont un peu 

plus que des PFTs. Ces protéines sont appelés les toxines AB, où la sous-unité B est responsable 

de la liaison à la cellule cible, de la translocation et du transfert de la sous-unité A qui a une 

activité enzymatique dans le cytoplasme. Au contraire des PFTs proprement dites, les sous-

(),%9+'e'/&+'%!>,)&+'Ve')&'+0,)+6$&)%'#.+'/.)+'-.'"&"B$.)&'#-.+",?(&'/&+' &--(-&+' ,B-&+'#.$ &'

?(0&--&+' )9 &++,%&)%'()' &)1,$!))&"&)%' . ,/&' #!($' 7.1!$,+&$' -0,)+&$%,!n. La formation de pores 

par la sous-unité B a lieu dans -&+'19+, (-&+'/0&)/! 8%!+&'.(' !($+ de -0,)%&$).-,+.%,!) (Abrami et 

al., 2004; Abrami et al., 2005; Milne et al., 1994). 

 

fg^F'^0VHaLg_'^FW'ZNTS 

Suite à leur sécrétion par les bactéries, les PFTs diffusent vers les cellules cibles, où elles se 

fixent avec une affinité variable à des récepteurs membranaires. La fixation de la toxine à la 

membrane est la pr&",6$&' 9%.#&' /.)+' -&' #$! &++(+' /0,)%!>, .%,!)A Puis, la toxine détourne la 

fonction des structures de la membrane cellul.,$&A' W,' -&' $9 &#%&($' )0&+%' #.+' (B,?(,%.,$&3'

-0,)%!>, .%,!)'+&$.'+#9 ,7,?(&'/('%8#&' &--(-.,$&A'F)'.B+&) &'/&'$9 &#%&($+'+#9 ,7,?(&+, les cellules 

+!)%'$9+,+%.)%&+':'-0. %,!)'/&'-.'%!>,)&'(Barrows et al., 2006). Les PFTs se fixent à différents types 

de récepteurs comme des protéines transmembranaires pour la sous-unité B des toxines AB 

(Scobie and Young, 2005), des protéines ancrées dans des lipides comme dans le cas de 

-0.9$!-8+,)& (Nelson et al., 1997), des lipides pour les CDC (Tweten et al., 2001) ou même des 

clusters de lipides ont été proposés pour la fixation de la toxine R de S. aureus (Valeva et al., 

2006). L-' &+%'#$!B.B-&"&)%' @(/, ,&(>'/0,".5,)&$'()&'  !"#!+.)%&' -,#,/,?(&'&%'()&' !"#!+.)%&'

protéique à la fixation des PFTs. Chacune ayant une part variable en fonction des toxines, ce qui 

&>#-,?(&'-0. %,1,%9'/&' &$%.,)&+'+($'-&+'"&"B$.)&+'+8)%*9%,?(&+A 

<0!-,5!"9$,+.%,!)'/&+'ZNa+'+&' 7.,%'/0()&'".),6$& additive circulaire aboutissant à la formation 

de structures circulaires (Song et al., 1996). Certaines toxines, comme la toxine R de S. aureus, 

7!$"&)%' /0.B!$/' ()' #$9-pore qui nécessite une série de changements conformationnels pour 

aboutir :'-0,)+&$%,!)'/.)+'-.'"&"B$.)& (Figure I.5) (Valeva et al., 1997b)A'Z!($'/0.(%$&+'%!>,)&+'

 !""&'-0.9$!-8+,)&3'-0!-,go"9$,+.%,!)3'-.'7!$".%,!)'/('%!))&.('%$.)+"&"B$.).,$&'&%'-0,)+&$%,!)'

dans la membrane semblent des évènements couplés (Iacovache et al., 2006)A'<0&>#!+,%,!)'/&'-.'

surface hydrophobe du côté externe du tonneau S +&"B-&' 7!($),$' -09)&$5,&' )9 &++.,$&' :'

-0,)+&$%,!)'/.)+'-.'"&"B$.)&, mais cette hypothèse reste à démontrer (Gonzalez et al., 2008). 
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Figure I. 5 : f!/&'/0. %,!)'/&+'ZNa+A  

Exemple de la toxine R de S. aureus. 1. Fixation du monomère (pdb : 4IDJ (Foletti et al., 2013)) sur la 
"&"B$.)&' #-.+",?(&A' 2A' f(-%,"9$,+.%,!)' /&' #-(+,&($+' "!)!"6$&+A' DA' N!$".%,!)' /0()' #$9-pore 
heptamérique. 4. Formation du pore (pdb : 7AHL (Song et al., 1996)) qui nécessite une série de 
 *.)5&"&)%+'  !)7!$".%,!))&-+' #!($' .B!(%,$' :' -0,)+&$%,!)' /.)+' -.' "&"B$.)&. (a) changements 
 !)7!$".%,!))&-+'/0()'"!)!"6$&'?(,'#&$"&%%&)%'-0,)+&$%,!n dans la membrane. (b) vue du haut du pore 
7!$"9'#.$'-.'%!>,)&'R. 

 

EFFETS DES PFTS SUR LES CELLULES CIBLES 

Les effets des PFTs sur les cellules cibles suite à la formation des pores dépendent de la 

 !) &)%$.%,!)'/&+'%!>,)&+3'-&'%&"#+'/0&>#!+,%,!)'&%'-&'type cellulaire.  

La formation de pores par certaines PFTs active des voies de signalisations dépendantes du Ca2+ 

&%'"9/,9&+'#.$'/&+' -,#,/&+'/9 -&) *.)%'()&'1.$,9%9'/0&77&%+' !""&' -.'#*!+#*!$8-.%,!)'#.$'/&+'

tyrosines (Gekara and Weiss, 2004), le réarrangement de filaments /0. %,)& (Cossart and Lecuit, 

1998)3' -0. %,1.%,!)' du facteur de transcription NF-hB (Kayal et al., 1999) et la régulation de 

-0&>#$&++,!)'/&+'56)&+'#.$'-.'"!/,7, .%,!)'/&+'*,+%!)&+ (Hamon et al., 2007). Les variations de 

Ca2+ peuvent réguler la transcription et divers autres "9 .),+"&+'  !""&' -0,)%&$).-,+.%,!)3' -.'

fusion des vésicules, la dégranulati!)3' -.' +8)%*6+&' /&'  8%!i,)&+' &%' -0.#!#%!+& (Dramsi and 

Cossart, 2003; Gekara et al., 2007). 
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Les cellules cibles ont développé des mécanismes pour résister ou réparer les dégâts causés par 

les PFTs +(,%&':'-.'/9%& %,!)'/&'-.'$(#%($&'/&'-0,)%95$,%9'/&'-&($'"&"B$.)&A'<&+'_<T+'!('X Nod-

like receptors `'+!)%'. %,19+'+(,%&':' -0. %,!)'/&'/,779$&)%&+'ZNa+ (Gurcel et al., 2006 ; Martinon 

and Tschopp, 2005; Walev et al., 1995). Les NLRs forment une famille de détecteurs de PAMPs  

qui sont des protéines cytoplasmiques reconnaissant des composants structuraux des 

microorganismes (Akira et al., 2006). <0. %,1.%,!)'/&+'_<T+',)/(,%'-0. %,1.%,!)'/&'NF-hB et de la 

caspase-1 (Franchi et al., 2006)A'<0. %,1.%,!)'/&'_N-hB, qui est un régulateur clé de la réponse 

pro-inflammatoire, active les gènes qui codent des cytokines  !""&' -0,)%&$-&(i,)&' L<-8 et des 

facteurs de co-stimulation (Bonizzi and Karin, 2004). La caspase-1 est responsable du clivage et 

de -0. %,1.%,!)'/&+' 8%!i,)&+'#$!-inflammatoires IL-1S et IL-18 (Dinarello, 1998). Les complexes 

multi-protéiques qui interviennent dans -0. %,1.%,!) de la caspase-1 sont nommés 

« inflammasome » (Martinon et al., 2002). Outre son activité de clivage des cytokines pro-

inflammatoires, la caspase-1 active les « Sterol Responsive Element Binding Proteins », ou 

SREBPs, qui sont des régulateurs centraux du métabolisme lipidique (Gurcel et al., 2006) et qui 

favorisent -.'+($1,&'/&'-.' &--(-&'+(,%&':'-0&77&%'/&+'ZNa+A 

^0.(%$&+'1!,&+'/&'+,5).-,+.%,!) induites par les PFTs peuvent favoriser la survie de la cellule. La 

voie des p38-MAPK, ou « Mitogen Activated Protein Kinase », serait activée suite au stress 

osmotique induit par la formation de pores (Ratner et al., 2006). Cependant, les conséquences de 

-0. %,1.%,!)'/&' &%%&'1!,&3'?(,'&+%'()&' .$. %9$,+%,?(&'/&'-.'$9#!)+&' &--(-.,$&':'-.'7!$".%,!)'/0()'

#!$&3'+!)%'/,779$&)%&+'/0()&'%!>,)&':'-0.utre en fonction de la taille et de la stabilité des pores et 

du type cellulaire. ^&'#-(+3'-&+'ZNa+'#&(1&)%'. %,1&$'/0.(%$&+'1!,&+'fVZj' !""&'-0. %,1.%,!)'/&+'

JNKs « c-Jun N-terminal Kinase » qui induit la production de TNF-R (Stassen et al., 2003).  

Suite à la rupture de la membrane plasmique par les PFTs, certains types cellulaires déclenchent 

divers mécanismes de réparation pour rétablir les niveaux de K+ &%'/0VaZ, et ainsi conduire à 

une survie prolongée. Ces mécanismes peuvent dépendre de p38 (Walev et al., 1994), ou du Ca2+ 

qui joue un rôle important dans la fusion des organelles avec la membrane plasmique (McNeil 

and Steinhardt, 2003)A'^0.(%$&+'#!++,B,-,%9+'ont également été proposées comme la constriction 

du pore (Walev et al., 1994) !('-0,)%&$1&)%,!)'/&+'56)&+'-,#!59),?(&+'(Gurcel et al., 2006) dans la 

survie des cellules. 
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LES PFTS DE S. AUREUS  

HEMOLYSINE k  

<0*9"!-8+,)&'k ou k-Lysine ou toxine k est un peptide de 26 acides aminés de 3 kDa environ et 

elle est produite par 97% des souches de S. aureus, mais également par 50 à 70% des 

+%.#*8-! !?(&+' :'  !.5(-.+&' )95.%,1&A' <0*9"!-8+,)&' k est capable de lyser les érythrocytes et 

différentes autres cellules de mammifères, ainsi que des structures intracellulaires (Freer and 

Birkbeck, 1982), et son activité est inhib9&'#.$' -.'#$9+&) &'/&'#*!+#*!-,#,/&+A'<0*9"!-8+,)&'k 

./!#%&'()&' !)7,5($.%,!)'&)'7!$"&'/0*9-, &'R avec des domaines hydrophiles et hydrophobes sur 

-&+' =%9+'!##!+9+A'<0.++! ,.%,!)'/&'+,>'/&' &+'"!)!"6$&+'&)'()'.$$.)5&"&)%'*&>.5!).-'/.)+'()&'

membrane plasmique peut conduire à la formation d'un « pore » transmembranaire bordé par 

les surfaces hydrophiles des monomères (Freer and Birkbeck, 1982; Lee et al., 1987). Les canaux 

formés semblent sélectifs aux cations (Kerr et al., 1995; Mellor et al., 1988; Verdon et al., 2009).  

<0YFfg<lWL_F'R  

<0hémolysine R ou toxine R (Hla) est une protéine de 33 kDa sécrétée sous forme de monomères 

solubles par 95% des souches de S. aureus à la fin de la phase de croissance exponentielle. A la 

différence de la plupart des facteurs de virulence qui sont codés par les MGEs, la toxine R est 

 !/9&'#.$'/&+'56)&+'#$9+&)%+'+($'-0V^_' *$!"!+!",?(&A'H&%%&'%!>,)&' ,B-&'()'-.$5&'+#& %$&'/&'

cellules hôtes y compris les cellules épithéliales, les érythrocytes, les fibroblastes (Walev et al., 

1994), les monocytes (Bhakdi et al., 1989), les macrophages et les lymphocytes (Jonas et al., 

1994), mais pas les neutrophiles (Grumann et al., 2013). Les érythrocytes de lapin sont 

#.$%, (-,6$&"&)%' +&)+,B-&+3' -0,)@& %,!)' ,)%$.1&,)&(+&' /0m µg de toxine suffit pour tuer un lapin 

(Dinges et al., 2000). La toxine R .(5"&)%&' -&' "9%.B!-,+"&' /&' -0. ,/&' .$. *,/!),?(&' +(,%&' :'

-0. %,1.%,!)'  .- ,?(&A'Cette toxine induit également la libération de cytokines. Les monomères 

+9 $9%9+' #.$' -.' B. %9$,&' +&' 7,>&)%' /0.B!$/' :' -.' "&"B$.)&' /&+'  &--(-&+'  ,B-&+' +!(+' 7!$"&'

/0*&#%."6$&+' 8-,)/$,?(&+'#!($' 7!$"&$'()'#!$&' %$.)+"&"B$.).,$&' (Belmonte et al., 1987). Le 

p!$&'7!$"9'.'()'/,."6%$&'/&'234')"':'-0&)%$9&'&%'/&'m3\')"':'-.'B.+&'/('#!$&'(Song et al., 1996). 

Il est formé #.$'-0.++&"B-.5&'/&+'E'9#,)5-&+'S'J2 x 7 brins S) qui forment un tonneau S (Figure 

I.5). La toxine R, en perturbant l'intégrité des couches épithéliales et endothéliales, permet 

-0,)1.+,!)'/&'S. aureus. Cette toxine est également dermonécrotique et neurotoxique. La toxine R 

peut être classée dans la famille des leucotoxines vu son effet sur les lymphocytes et les 

ressemblances structurales et fonctionnelles avec les autres leucotoxines. 
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LES PFTS BIPARTITES U  LES LEUCOTOXINES 

GENERALITES 

Les toxines bipartites de S. aureus sont nommées leucocytoxines ou leucotoxines à cause de 

leurs effets sur les cellules de la lignée leucocytaire,  &' ?(,' )0&> -(%' #.+' ?(&' /0.(%$&+'  &--(-&+'

puissent être sensibles. Elles sont formées de deux protéines sécrétées séparément, nommées 

sous-unités S et F pour « slow » et « fast `'+&'$979$.)%':'-.'1,%&++&'/09-(%,!)'/&+'#$!%9,)&+'+($'()&'

colonne 9 *.)5&(+&'/0,!)+'(Woodin, 1959, 1960). Les gènes codant ces protéines sont disposés 

en tandem et sont co-transcrits, les gènes codant la protéine S étant situés en amont des gènes 

codant FA' <.'#$!%9,)&'/&' -.++&'W' +&' 7,>&'/0.B!$/':' -.'"&"B$.)&' ,B-&'#&$"&%%.)%' -0,)%&$. %,!)'

secondaire de la protéine de classe F, puis -0!-,5!"9$,+.%,!)'&% la formation du pore (Colin et al., 

1994). Cette famille de toxines comporte les  -hémolysines HlgA/HlgB et HlgC/HlgB, la 

Leucocidine de Panton et Valentine (LPV), <(if;<(iN0-PV, LukE/LukD, un variant de 

LukE/LukD et LukG/LukH (nommée aussi LukA/LukB). Des leucotoxines bipartites ont 

également été identifi9&+' *&C'/0.(%$&+'&+#6 &+' !""& S. intermedius, S. pseudintermedius et S. 

delphini (Ben Zakour et al., 2012; Prévost, 1995; Prévost et al., 1995a; Riegel et al., 2011). Les 

#$!%9,)&+' /0()&'"G"&'  -.++&' #&(1&)%' #.$%.5&$' entre 60 et 80 n'/0homologie de séquence à 

-0&> &#%,!)'/&'<(iM'&%'LukH qu,')&'#.$%.5&)%'?(&'Do':'\o'n'/0*!"!-!5,& de séquence avec les 

autres toxines (Dumont et al., 2010; Ventura et al., 2010; Yoong and Torres, 2013). La 

 !"B,).,+!)'/&')0,"#!$%&'?(&--&'+!(+-unité S avec une sous-unité F peut former une leucotoxine 

active. Des différences subtiles dans l'activité et le spectre des cellules cibles de chaque 

leucotoxine suggèrent que ces toxines ne sont pas redondantes, mais au contraire ?(0&--&+'ont 

des fonctions spécialisées et éventuellement complémentaires dans l'attaque et/ou l091.+,!)'/&+'

défenses de l'hôte (Yoong and Torres, 2013). La sensibilité des cellules aux leucotoxines est 

dépendante du type  &--(-.,$&'&%'/&'-0&+#6 &'hôte. 

LES DIFFERENTES LEUCOTOXINES DE S. AUREUS 

p-HEMOLYSINES 

Les p-hémolysines HlgA/HlgB et HlgC/HlgB sont produites par 99% des souches de S. aureus 

(Mahoudeau et al., 1997; Prévost et al., 1995b). Les gènes codant ces deux leucotoxines se 

situent sur un même locus présent sur le chromosome et comportant 3 ORF (open-reading 

frames), deux codant les sous-unités de classe S (HlgA et HlgC) et un codant la sous-unité de 

classe F (HlgB) (Cooney et al., 1993). Les p-hémolysines possèdent ()' -.$5&' +#& %$&' /0. %,!)'

cellulaire. HlgA/HlgB lyse très efficacement les érythrocytes humains et de lapin. Les leucocytes 
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ciblés sont les lymphocytes T, les granulocytes (neutrophiles, basophiles, éosinophiles), les 

monocytes et leur descendance (macrophages, cellules dendritiques).  

De toutes les leucotoxines, HlgA/HlgB est la plus active sur les membranes synthétiques 

(phosphatidylcholine : cholesterol, 1:1) (Ferreras et al., 1998). Sa capacité à former des pores est 

augmentée en présence de phosphocholines avec de courtes chaînes acyles saturées ou avec des 

chaînes insaturées. En effet, HlgA/HlgB ne pourrait se fixer à la bicouche lipidique que si la tête 

de la phosphatidylcholine (PC) est librement accessible, ce qui est facilité par la présence de 

cholestérol, mais uniquement si les chaînes acyles sont courtes ou insaturées (Potrich et al., 

2009).  

<.'p-hémolysine HlgC/HlgB est capable de cibler toute la lignée myéloïde humaine et de lapin 

(Prévost et al., 1995c; Supersac et al., 1993), mais elle )0.'#.+'/0. %,1,%9'+($' -&+ lymphocytes T. 

Elle est également active sur des membranes synthétiques. 

LEUCOCIDINE DE PANTON ET VALENTINE 

La leucocidine de Panton et Valentine LukS-PV/LukF-PV est produite par 2 à 3% des souches de 

S. aureus en Europe (Prévost et al., 1995b; Prévost et al., 1995c) et peut atteindre plus de 35% 

/&+'+!( *&+',+!-9&+'/.)+' &$%.,)&+'$95,!)+'/0V7$,?(&'(Aires-de-Sousa et al., 2006; Breurec et al., 

2011; Omuse et al., 2013). Elle est fortement associée aux souches MRSA acquises en 

communauté (CA-MRSA) en raison de la propagation de la souche USA300 qui produit la LPV 

aux États-Unis (DeLeo et al., 2010; Naimi et al., 2003; Vandenesch et al., 2003). Cependant, en 

Europe, une forte proportion de souches LPV+ est sensible à la méticilline (Holmes et al., 2005; 

Otter and French, 2010; Shallcross et al., 2010). La présence du locus codant cette leucotoxine a 

été identifiée sur le bactériophage !Sa2 (Baba et al., 2002; Kaneko et al., 1998; Narita et al., 

2001). Les gènes codant la LPV ont par la suite été identifiés sur 8 bactériophages différents. Les 

phages porteurs de la LPV sont fortement associés aux infections de la peau et des tissus mous, 

et à une pneumonie nécrosante qui peut affecter de jeunes personnes immunocompétentes 

(Shallcross et al., 2013; Vandenesch et al., 2003; Zanger et al., 2012). Les phages peuvent différer 

dans la composition de leurs modules internes, et +0intègrent typiquement dans l'un des deux 

sites d'insertion (Boakes et al., 2011; Chen et al., 2012; Kaneko et al., 1998; Ma et al., 2008; 

Narita et al., 2001; Otter et al., 2010; Wirtz et al., 2009). La LPV est active sur les monocytes et 

les macrophages humains et de lapins (Gauduchon et al., 2001; Woodin, 1972), mais les cellules 

de souris, de rats et de bovins lui sont fortement résistantes (Loffler et al., 2010; Szmigielski et 

al., 1998). La LPV agit également sur les phagocytes et sur la capacité de prolifération des 
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lymphocytes T et B de carpes (Cyprinus carpio L.) (Bownik et al., 2004; Bownik et al., 2000). Les 

souches LPV+ sont fortement associées aux infections de la peau et des tissus mous, mais sont 

relativement rares dans les pneumonies, les infections musculo-squelettiques, les bactériémies 

et des souches colonisatrices, tout au moins dans les pays développés (Shallcross et al., 2013).  

LukE/LukD 

La prévalence des gènes de LukE/LukD est controversée. Une étude a montré la présence de 

cette leucotoxine chez 87% des souches de S. aureus (Alonzo et al., 2012; Morinaga et al., 2003), 

tandis qu'un autre groupe a décrit une prévalence d'environ 30% dans les isolats cliniques chez 

les humains (Gravet et al., 1998; Gravet et al., 2001; Gravet et al., 1999). Le locus codant cette 

leucotoxine est situé sur -0îlot de pathogénicité "Sa# situé sur le chromosome (Baba et al., 2002; 

Grumann et al., 2013; Lindsay and Holden, 2006). LukE/LukD agit sur les neutrophiles humains 

et les érythrocytes du lapin, ".,+' 0&+%'aussi la seule leucotoxine à être fortement active sur les 

phagocytes de souris (Alonzo et al., 2012). Elle est également active sur les mastocytes (Gravet 

et al., 1999; Reyes-Robles et al., 2013). LukE/LukD a un effet immunosuppresseur sur la 

prolifération des lymphocytes chez les chiens (Siwicki et al., 2003) et les carpes (Bownik, 2006). 

LukM/LukN0-PV 

<(if;<(iN0-PV est essentiellement produite par des souches de S. aureus isolées chez des 

espèces bovines, caprines, et également murines. Les gènes codant LukM/LukF' sont présents 

chez 27 à 86% des isolats d'origine bovine (Haveri et al., 2007; Yamada et al., 2005). Ils semblent 

être exclusivement portés par des souches associées à la mammite des ruminants (Fueyo et al., 

2005; Herron-Olson et al., 2007; Yamada et al., 2005). Elle a été purifiée pour la première fois 

lors de la purification des leucotoxines chez une souche de S. aureus P83 (Choorit et al., 1995; 

Kaneko et al., 1997a). Cette leucotoxine est très active sur les neutrophiles bovins (Barrio et al., 

2006; Rainard et al., 2003), mais beaucoup moins sur les cellules humaines (Fromageau et al., 

2010). 

LukG/LukH OU LukA/LukB 

LukG/LukH, nommée également LukA/LukB, a été récemment identifiée et elle semble être la 

leucotoxine la plus divergente entre celles produites par S. aureus (Dumont et al., 2010; Ventura 

et al., 2010). Elle est active sur les neutrophiles, les monocytes, les macrophages et les cellules 

dendritiques humaines (Dumont et al., 2010). <0. %,1,%9'*9"!-8%,?(&'/&' &%%&'-&( !%!>,)&')0.'#.+'

été détectée et sa toxicité est amplifiée en présence de LPV. Cette leucotoxine, en plus de sa 
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sécrétion par S. aureus comme les autres leucotoxines, &+%' .#.B-&'/&'+0.++! ,&$':'-.'+($7. &'/&'-.'

bactérie (Ventura et al., 2010).  

STRUCTURE ET fg^F'^0VHaLg_ 

L.' %!>,)&' R' $&#$9+&)%&' -0.$ *9%8#& structural /&+' %!>,)&+' 7!$".)%' /&+' #!$&+' :' %!))&.(' S 

(Figure I.5) (Gouaux, 1998; Gouaux et al., 1997; Montoya and Gouaux, 2003). Toutes les sous-

unités des leucotoxines sont formées de trois domaines : (1) le S' +.)/q, * ou « core », (2) le 

domaine central ou domaine « Stem » et (3) le domaine « Rim ». <&'S'+.)/q, *' représente le 

plus grand domaine et rassemble plus de la moitié de la protéine, il comporte deux fois six brins 

S'.)%,#.$.--6-&+A Le domaine central est formé /&' %$!,+'B$,)+'S' .)%,#.$.--6-&+' repliés contre le 

+.)/q, *'S sous forme hydrosoluble. Ces 3 brins S se reforment en B!( -&'S':'-.'7!$".%,!) du 

pore. Le domaine « Rim » formant le pied de ces protéines est probablement la zone entrant la 

première en contact avec la membrane plasmique de la cellule cible, grâce à ses boucles et 

certains acides aminés qui pourraient être ancrés dans un environnement lipidique (Valeva et 

al., 1997a; Vecsey-Semjen et al., 1997). Ce domaine est composé de quatre B$,)+' S' .)%,-

#.$.--6-&+3'/&'/&(>'*9-, &+'R'&%'/&'/&(>'B!( -&+'!"95.'/!)%'-0.$$.)5&"&)%'1.$,&'&)'7!) %,!)'/&'-.'

protéine. LukE et LukD ont été cristallisées (Galy et al., 2012) et les structures tri-

dimensionnelles de HlgB (Olson et al., 1999), LukF-PV (Pédelacq et al., 1999) et LukS-PV (Guillet 

et al., 2004) ont été résolues par la technique de diffraction aux rayons X (Figure I.6). Ces 

structures mettent en évidence la parenté structurale des leucotoxines :'/&(>' !"#!+9+'&%'-0R-

toxine, 7.1!$,+.)%' -0*8#!%*6+&' /0()' .) G%$&'  !""() (Song et al., 1996). Les structures 

tridimensionnelles des protéines de classe F sont fortement homologues. LukF-PV et HlgB, sont 

similaires,  &'?(,'&+%'/r':' -&($' 7!$%&' ,/&)%,%9' JE2n'/0,/&)%,%9'/&' +9?(&) &KA Les variabilités de 

séquence induisent cependant des différences au niveau des boucles du « Rim » et en C-terminal. 

<0!$5.),+.%,!)'/&+'/!".,)&+'X'T,"'`'&+%'/,779$&)%&'#!($'%!(%&+'-&+'%!>,)&s.  

Le mécanisme de fixation des sous-(),%9+' :' -.' "&"B$.)&'  &--(-.,$&' )0&+%' #.+'  !"#-6%&"&)%'

élucidé. Des études faites sur LPV ont suggéré que LukS-PV se fixe à un récepteur membranaire 

et recrute par la suite LukF-PV (Colin et al., 1994). Différemment, des études effectuées sur la  -

hémolysine HlgA/HlgB "!)%$&)%'?(&'Y-5e'+&'-,&'/0.B!$/':'-.' &--(-&' ,B-&'+(,1,'#.$'-.'7,>.%,!)'/&'

HlgA (Kaneko et al., 1997b)A'^0.(%$&+'9%(/&+'+(556$&)%'-.'#$9+&) &'/&'$9 &#%&($+'/,+%,) %+'#!($ 

LukS-PV et LukF-PV (Meyer et al., 2009). Récemment, des récepteurs de plusieurs leucotoxines 

ont été identifiés, ils seront décrits dans la partie 3 de ce chapitre.   
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Figure I. 6 : Structure tridimensionelle de sous-unités de leucotoxines bipartites.  

A : LukS-PV (pdb : 1T5R), B : HlgB (pdb : 1LKF) et C : LukF-PV (pdb : 1PVL) 

A 

B C 
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Une fois à la surface de la membrane hôte, les sous-(),%9+'W'&%'N'+0.-%&$)&)%'#!($'7!$"&$'()'#$9-

pore octamérique (Aman et al., 2010; Joubert et al., 2006; Kaneko and Kamio, 2004; Miles et al., 

2002; Sugawara et al., 1999; Viero et al., 2006; Yamashita et al., 2011). Grâce à des ponts 

disulfure, il a pu être montré que le dimère HlgA-HlgB constitue une base fonctionnelle de 

-0!-,5!"6$&'(Joubert et al., 2006)A'^0.(%$&'#.$%3'.(' !)%$.,$&'/&'-0R-%!>,)&3'-0&>%$9",%9'_-terminale 

ne peut se déployer hors du reste de la structure du monomère ou être éliminée sans une perte 

dramatique d&' -0. %,1,%9' B,!-!5,?(&' (Joubert et al., 2006). La formation de ce pré-pore est 

accompagnée par une augmentation de la concentration de calcium intracellulaire ([Ca2+]i) 

(Colin et al., 1994; Finck-Barbançon et al., 1993). Des structures hexamèriques et heptamèriques 

du pré-pore ont été observées en microscopie électronique, sur gel de polyacrylamide et par 

modélisation informatique (Ferreras et al., 1998; Nguyen et al., 2002; Pédelacq et al., 1999; 

Sugawara-Tomita et al., 2002). Alors que, les structures octamériques ont été démontrées par 

cross-linking entre monomères, par "&+($&' /&'  !)/( %.) &' -!$+' /&' -.' 7!$".%,!)' /0()' #!$& 

unique, par électrophorèse de modification de mobilité (Gel Shift electrophoresis) et par 

microscopie en force atomique qui a montré que la forme octamérique est la plus stable 

(Alessandrini et al., 2013; Jayasinghe and Bayley, 2005; Joubert et al., 2007; Miles et al., 2002). 

Enfin, la structure octamérique a été confirmée par la cristallographie pour HlgA/HlgB 

(Figure I.7)(Yamashita et al., 2011). 

Les domaines Stem des sous-(),%9+'.++&"B-9&+'+&'/9#-,&)%'&%'+0,)+6$&)%'/.)+'-.'"&"B$.)&'#!($'

former un pore en tonneau S. Les pores des leucotoxines sont sélectifs aux cations monovalents, 

comme le K+ et le Na+ et ,-+'-.,++&)%'95.-&"&)%'#.++&$'-&'B$!"($&'/09%*,/,("'JeFaK'&%'-0&.('(Baba 

Moussa et al., 1999; Finck-Barbançon et al., 1993; Staali et al., 1998). Des modifications au 

niveau du domaine « Stem », comme des mutations ou des délétions, permettent le découplage 

&)%$&'-0.(5"&)%.%,!)'/&'-.'sH.2+]i &%'-0&)%$9&'/&'eET dans les cellules (Baba Moussa et al., 1999; 

Werner et al., 2002). De plus, en reliant le domaine central au domaine S'+.)/q, * par des ponts 

/,+(-7,/&+3' -.' 7!$".%,!)' /&' #!$&+' &+%' &"#G *9&3' -0&)%$9&' /&' eET est inhibée, mais pas 

-0.(5"&)%.%,!)'/&'-.'[Ca2+]i (Nguyen et al., 2002). Ces données suggèrent que -0.(5"&)%.%,!)'/&'

la [Ca2+]i se fait indépendamment de la formation de pores. 

La première structure tridimensionelle /0()'%!))&.( S t$.)+"&"B$.).,$&'/0()&'%!>,)&'B,#.$%,%&'

a été celui de HlgA/HlgB qui montre effectivement la structure octamérique de la toxine ainsi 

que les interactions entre les domaines « Stem » des différents protomères (Figure I.7) 

(Yamashita et al., 2011). Il faut noter également que, dans des membranes synthétiques, les 

leucotoxines sont capables de former des pores mixtes comportant différentes sous-unités de la 
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"G"&' -.++&' !""&'Y-5V3'Y-5e3'&%'Y-5H'?(,'#&(1&)%'G%$&'#$9+&)%+'.('),1&.('/0()'"G"&'#!$&'

(Dalla Serra et al., 2005). 

 

Figure I. 7 : Structure tridimensionnelle du pore formé par HlgA-HlgB  

pdb : 3B07 (Yamashita et al., 2011). Vues latérale et supérieure. 

EFFETS CELLULAIRES DES LEUCOTOXINES 

Outre leur activité de formation de pores, les leucotoxines . %,1&)%'-&+'&77& %&($+'/&'-0,""(),%9'

innée. La LPV utilisée à des concentrations sub-lytiques permet la sécrétion de médiateurs pro-

inflammatoires par les neutrophiles,  !""&'-0,)%&$-&(i,)&'L<-8 et le leucotriène B4 (König et al., 

1995; Staali et al., 1998) et des facteurs antimicrobiens comme les défensines et les 

cathélicidines (Yoong and Pier, 2010, 2012). LPV p&$"&%' .-!$+' /0."!$ &$' -&+' )&(%$ophiles en 

.5,++.)%' .(' ),1&.(' /&' -0&>#$&++,!)' 59),?(&' ,)/(,+.)%' ()&' .(5"&)%.%,!)' /& la phagocytose et 

-09-,",).%,!)' /&' S. aureus (Graves et al., 2012). <.' <Zt' &+%' 95.-&"&)%'  .#.B-&' /0. %,1&$' /&+'

cellules résistantes à son activité lytique dont des cellules murines et des cellules humaines non-

immunes (Perret et al., 2012). LukG/LukH induit également une réponse inflammatoire chez le 

lapin suite à une injection intradermique (Malachowa et al., 2012). Les p-hémolysines peuvent 

.5,$'&)'+8)&$5,&'.1& '-0hémolysine R e%'-0hémolysine S'#!($'. %,1&$'-0,)7-."".+!"&'_<TZD'&%'-.'

caspase-1 (Munoz-Planillo et al., 2009). La formation de pores sur les cellules immunes 

provoqu&'95.-&"&)%'-0. %,1.%,!)'/&'-.' aspase-1, suggérant que toutes l&+'-&( !%!>,)&+'-0. %,1&)%'

également (Gurcel et al., 2006). La caspase-1 initie par la suite la pyroptose qui est une mort 

cellulaire programmée /9#&)/.)%&'/&'-0,)7-ammation et couplée à une importante libération de 

cytokines pro-inflammatoires IL-mS3'L<-18 et IL-33 (Bergsbaken et al., 2009; Gurcel et al., 2006). 
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<0. %,1.%,!)' /&+'  &--(-&+' ,""(),%.,$&+' par les cytokines et la caspase-1 activent des voies 

impliquées dans la biogenèse de la membrane et sont liées à une augmentation de la survie 

cellulaire (Gurcel et al., 2006). 

A des doses sub-lytiques, -&+'-&( !%!>,)&+'+!)%'95.-&"&)%' .#.B-&+'/0,)/(,$&'()&'"!$%' &--(-.,$&'

par apoptose. <.' %!>,)&' R' +&"B-&' .1!,$' ()' &77&%' pro-apoptotique (Jonas et al., 1994), le 

"9 .),+"&'#!($$.,%'$&#!+&$'+($'-0&77-(>'/&'#!%.++,("'#.$'-&+'#!$&+3'+($'-0. %,1.%,!)'/&'#$!%9.+&+'

caspase-like et sur le relargage de cytochrome C par les mitochondries (Warny and Kelly, 1999). 

De plus, à faible concentration, la <Zt',)/(,%' -0.#!#%!+&, .-!$+'?(0&--&',)/(,%' -.')écrose à fortes 

concentrations (Genestier et al., 2005). <0.#!#%!+&' a été associée à une rupture rapide de 

l'homéostasie mitochondriale et l'activation de la caspase-9 et de la caspase-3, ce qui suggère 

que l'apoptose induite par la LPV est préférentiellement médiée par la voie mitochondriale. Les 

auteurs suggèrent que la LPV pourrait agir au niveau de la mitochondrie en créant des pores 

dans la membrane mitochondriale externe. 

Cependant, avant le déclenchement de toutes ces voies, la formation du pré-pore de toutes les 

leucotoxines est accompagnée par une augmentation très rapide de la concentration du calcium 

intracellulaire (Staali et al., 1998). Cette augmentation de la [Ca2+]i nécessite la présence des 

deux sous-unités et elle est dépendante de la présence de calcium extracellulaire. Le calcium est 

un messager secondaire impliqué dans la transduction de signal de nombreuses voies telles que 

-0,)7-."".%,!)3' -&' "9%.B!-,+"&3' -0.#!#%!+&3' -&+' "!(1&"&)%+' ,)%$. &--(-.,$&+' &%' -.' $9#!)+&'

immune. Le mécanisme qui aboutit à cette augmentation de la [Ca2+]i est le sujet principal 

/0,)1&+%,5.%,!)'/&' &%%&'%*6+&A'En effet, plusieurs travaux suggèrent ?(&'-0.(5"&)%.%,!)'/&'sH.2+]i 

se fait indépendamment de la formation du pore (Baba Moussa et al., 1999; Nguyen et al., 2002). 

Pour comprendre tous les effets des leucotoxines, il est donc ,"#!$%.)%' /0,/&)%,7,&$' les 

mécanismes et les voies calciques activées par ces leucotoxines. 
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3. RECEPTEURS DE PFTS DE S. AUREUS 

La pre",6$&'9%.#&'/&'-0. %,!)'/&')0,"#!$%&'?(&--&'%!>,)&'&+%'+.'7,>.%,!)':'-.'"&"B$.)&' &--(-.,$& 

?(,'&+%'-0,)%&$7. &'&)%$&'-&+' &--(-&+'&%'-&+'7. %&($+'#.%*!56)&+A Les lipides membranaires ont été 

considérés pendant longtemps comme les molécules fixant les PFTs de S. aureus. Cependant, ils 

)0&>#-,?(&nt pas la spécificité de ces toxines pour certains types cellulaires et certaines espèces. 

Récemment, une série de protéines membranaires ont été identifiés comme récepteurs des 

toxines de S. aureus (Dumont and Torres, 2013). 

RECEPTEURS DE LA TOXINE u 

La toxine R (Hla) se lie, à forte concentration, à la plupart des cellules eucaryotes par un 

mécanisme d'adsorption non spécifique, probablement par -0interaction avec les groupes de tête 

de la phosphocholine (Hildebrand et al., 1991). La déplétion du cholestérol ou de la 

sphingomyéline de la membrane abolit la liaison et la cytotoxicité de Hla. Aussi, l'ajout de 

phosphocholine exogène perturbe la fixation de la toxine et altère l0hémolyse des érythrocytes 

de lapin (Valeva et al., 2006). Cependant, une interaction de haute affinité de la toxine avec un 

récepteur protéique a aussi été suggérée, car les érythrocytes de lapin sont significativement 

plus sensibles que  &(>' /0!$,5,)&' *(".,)&A Récement, la désintégrine et métalloprotéase 10 

(ADAM10) a été identifiée, par une approche biochimique, comme le déterminant cellulaire de la 

toxine R (Wilke and Bubeck Wardenburg, 2010). <0,)%&$. %,!)'/0V^Vfmo'.1& 'Y-.'&+%')9 &++.,$&'

:'-0*&#%."érisation et la formation du pore cytolytique à faible concentration de Hla. Suite à la 

fixation de Hla, ADAM10 se relocalise dans des rafts, plateformes lipidiques riches en cavéoline-

1 qui facilitent le regroupement des molécules de signalisation. Ces résultats permettent de 

comprendre les observations suggèrant des intéractions entre Hla et la cavéoline-1 (Pany et al., 

2004). Il est démontré que le complexe Hla-ADAM10 initie les événements de signalisation qui 

aboutissent à la rupture des matrices d'adhésion cellulaire (Wilke and Bubeck Wardenburg, 

2010). 

<V'NVfL<<F'^F'<0A DESINTEGRIN AND METALLOPROTEASE (ADAM)  

 «A Disintegrin And Metalloprotease »  (ADAM) regroupe ()&'7.",--&'/&'#$!%9,)&+'/0&)1,$!)'EOo'

acides aminés. Elles sont caractérisées par -.'#$9+&) &'/0()& séquence signal N-terminale suivie 

par un pro-domaine, /0un domaine métalloprotéase, /0un domaine disintégrine riche en 

cystéines, /0un domaine transmembranaire et /0une extrémité cytoplasmique capable de lier des 

domaines SH3 (Figure I.7) (Black and White, 1998; Blobel, 1997; Blobel and White, 1992; Seals 

and Courtneidge, 2003; Takeda, 2009). Trente huit protéines ADAM ont été identifiées, mais 
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seuls sept membres de cette famille (ADAM 8, 9, 10, 12, 15, 17 et 33) possèdent un motif 

consensus de liaison du zinc (HEXGHXXGXXHD) avec 3 résidus histidine et un résidu aspartate, 

ce ?(,'  !)76$&' -0. %,1,%9' #$!%9!-8%,?(&' .(' /!".,)&' extracellulaire (domaine métalloprotéase). 

H&+'#$!%9,)&+'@!(&)%'()'$=-&'/.)+'-&' -,1.5&'/&'-0& %odomaine et la protéolyse intramembranaire 

régulée (RIP ou « Regulated Intramembrane Proteolysis ») de protéines transmembranaires. Le 

domaine disintégrine pourrait se fixer au substrat pour permettre au domaine protéase de le 

cliver (Black and White, 1998). Il pourrait également jouer ()'$=-&'/.)+'-0./*9+,!)' &--(-.,$&'en 

se fixant aux intégrines (Zhang et al., 1998b). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I. 8 : ADAM10. 

V^Vfmo' &+%' 7!$"9&' /0()' /!".,)&' métalloprotéase, un domaine désintégrine et un domaine riche en 
cytéines. La région cytoplasmique contient des sites de phosphorylation ou des régions riches en prolines 
qui peuvent lier des molécules à domaine SH3. V^Vfmo' #&$"&%' -&'  -,1.5&' /&' -0& %!/!".,)e et la 
protéolyse intramembranaire régulée (RIP) de nombreux substrats transmembranaires. (Figure adaptée 
de (Saftig and Reiss, 2010)) 

ADAM10 

ADAM10 est un médiateur important du clivage d&' -0& %!/!".,)&' &%' de la protéolyse 

intramembranaire régulée (RIP) de nombreux substrats dont le précurseur de plaque amyloïde 

(APP), les éphrines, les cadhérines, les chimiokines, les récepteurs Notch, Delta-1, CD23, Lag-3, 

FasL et CD44. Le clivage protéolytique de plusieurs de ces substrats contribue à la pathogenèse 

de multiples maladies, comme des cancers ou -0,)7-."".%,!)' (Blobel, 2005; Crawford et al., 

2009). 

ADAM10 est exprimée sous forme de zymogène, activé par clivage du pro-domaine par la 

protéase furine (Hwang et al., 2006). Après . %,1.%,!)3' -0. %,1,%9' protéolytique /0V^Vfmo' &+%'

dépendante de la conformation structurale du substrat. Cependant, cette activité /0V^Vfmo'
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peut être modulée par de nombreuses signalisations, comme -0. ,/&' $9%,)!v?(&' &% la protéine 

kinase C (PKC), -0&>#$&++,!)'/&'la nardilysine ou NRD convertase, la déplétion du cholestérol, la 

N-glycosylation, la composition lipidique de la membrane &%'-0,)7-(>' .- ,?(&'(Escrevente et al., 

2008; Hiraoka et al., 2007; Kojro et al., 2001; Saftig and Reiss, 2010; Sanderson et al., 2005; 

Skovronsky et al., 2000; Tippmann et al., 2009). Cette activité /0V^Vfmo peut également être 

affectée par sa localisation cellulaire et ses interactions avec des protéines et/ou par des 

modifications post-traductionnelles de son extrémité cytoplasmique. Outre le clivage de 

-0& %!/!".,)&'&% -0. %,1,%9 de RIP, ADAM10 contribue au tri exosomial de substrats comme -0APP, 

le CD44 et L1, qui sont clivés dans les endosomes, puis libéré+'+!(+'7!$"&'/0&>!+!"&s (Sharples 

et al., 2008; Stoeck et al., 2006). ADAM10 peut également subir une RIP par ADAM9 et ADAM15 

&%'-.'p-sécrétase (Tousseyn et al., 2009). L&'/!".,)&',)%$. &--(-.,$&'/0V^Vfmo'.'également été 

retrouvé dans le noyau cellulaire, dans des sites qui interviennent probablement dans la 

régulation génique, +(,%&' :' +!)'  -,1.5&' #.$' -.' p-sécrétase. ADAM10 joue donc un rôle de 

"9%.--!#$!%9.+&' -!$+?(0&--&'&+%'située dans la membrane et un rôle de signalisation potentielle 

suite à son clivage. V^VfmE'#.$%.5&' B&.( !(#'/0*!"!-!5,&+' /&' +%$( %($&' &%' /&' 7!) %,!)' .1& '

ADAM10 (Saftig and Reiss, 2010).  

RECEPTEURS DE LukG/LukH (LukA/LukB) 

Récemment, la « S2',)%&5$,)'". $!#*.5&'.)%,5&n 1 » (Mac-1) (aussi nommée CD11b/CD18, CR3, 

!(' ,)%95$,)&' Rf;S2K' a été identifiée comme étant le récepteur membranaire de LukG/LukH 

(DuMont et al., 2013a). La présence de CD11b est essentielle et suffisante à rendre les cellules 

susceptibles à LukG/LukH, du fait de son interaction avec le domaine I de CD11b, qui 

conditionne la spécificité de la toxine &)1&$+' -&+' /,779$&)%&+' &+#6 &+A' <0.77,),%9' /&' <(iM;<(iY'

pour le domaine I de CD11b humain &+%'/0environ 1,92 nM, mais la toxine ne reconnait pas le 

CD11b murin (Malachowa et al., 2012). <0,/&)%,7, .%,!)' /&'  &' $9 &#%&($' #&(%' &>#-,?(&$' -a 

synergie de LukG/LukH et la LPV sur les neutrophiles #(,+?(0à concentration sub-lytique, la LPV 

.(5"&)%&'-&'),1&.('/0&>#$&++,!)'/&'H^mmB':'-.'+($7. &'/&' &+' &--(-&+'(DuMont et al.; Graves et 

al., 2012; Ventura et al., 2010). 

LES INTEGRINES 

Les intégrines forment une famille de récepteurs hétérodimériques exprimées sur la plupart des 

cellules ; ,/&)%,7,9&+'/0.B!$/'&)'$.##!$%'.1& '-'adhésion cellulaire, elles sont impliquées dans de 

nombreuses fonctions cellulaires. Ces récepteurs sont composés de 2 sous-unités 

transmembranaires : R et S, formées /0un grand domaine extracellulaire, /0()' +&5"&)% 



 

 

34 

 

transmembranaire et /0une courte région cytoplasmique. Dix-huit chaînes R &%'4' *.w)&+'S'!)%'

été identifiées chez l'homme, elles permettent de constituer 24 hétérodimères différents, qui 

peuvent se lier à une variété de ligands (Hynes, 2002). 

 S2 INTEGRIN MACROPHAGE ANTIGEN 1 (MAC-1) 

<0,)%95$,)& Mac-1 est exprimée par les polymorphonucléaires humains (hPMNs) (pour la 

plupart, des neutrophiles), les « Natural Killers » (NK) et les phagocytes mononucléaires tels que 

les macrophages. Elle joue un rôle important dans -0./*9+,!)' /&+' -&( ! 8%&+' .(>'  &--(-&+'

endothéliales et aux plaquettes, dans -&($'%$.)+",5$.%,!)':'%$.1&$+'-09#,%*9-,("3 ainsi que dans la 

phagocytose dépendante des intégrines. Dans les neutrophiles, Mac-1 module également 

-0.#!#%!+&'/9#&)/.)%&'/&'-.'+8)%*6+&'/&'ROS par la NADPH oxy/.+&'&%'-0. %,1.%,!)'/&+' .+#.+&+'

(Mayadas and Cullere, 2005). Mac-1 peut identifier certains pathogènes en reconnaissant les 

polysaccharides sur leur surface ainsi que les partenaires de signalisation liés au glycosyl-

phosphatidyl-inositol (GPI) (Ross, 2000). Elle agit aussi comme récepteur spécifique du peptide 

C3bi du complément,  &' ?(,' .(5"&)%&' -0&77, . ,%9' /&' -.' #*.5! 8%!+&' -!$+?(&' -&' #.%*!56)&' &+%'

opsonisé (Ehlers, 2000; Mayadas and Cullere, 2005; Plow and Zhang, 1997). Grâce à la grande 

variété des ligands de Mac-1 et à son pouvoir de coopérer fonctionnellement avec une variété 

/0.(%$&+'$9 &#%&($+'(N pT+3'TLR2 ou « toll like receptor 2 » et CD14), cette protéine intervient 

dans la régulation de nombreuses fonctions des neutrophiles comme la fixation au fibrinogène, 

aux plaquettes et aux complexes immuns (Ehlers, 2000). L'activation des neutrophiles augmente 

l'expression à la membrane et l'avidité de Mac-1 (Springer, 1994). 

V' -0état de repos, les dimères Mac-1 sont inactifs et peuvent être activés par divers stimuli 

externes, pour produire un état de liaison au ligand de haute affinité suite à des changements 

conformationnels rapides qui interviennent dans les deux sous-unités R et S (Lim and Hotchin, 

2012). A l'état inactif, les régions transmembranaires et cytoplasmiques des deux sous-unités 

sont étroitement associées et les domaines extracellulaires sont incurvés vers la membrane 

cellulaire. Suite à l'activation, les domaines extracellulaires sont dressés, et les régions 

transmembranaires et cytoplasmiques des deux sous-unités se séparent (Tao et al., 2010) 

(Figure I.9).  

Mac-1 peut assurer trois types de signalisation I'JmK'-.'%$.)+/( %,!)'/&'+,5).(>'/&'-0,)%9$,&($'/&'

-.'  &--(-&' :' -0FHf'« inside-out »3' J2K' -.' %$.)+/( %,!)'/&' +,5).(>' /&' -0FHf' vers -0,)%9$,&($ de la 

cellule « outside-in », et (3) une signalisation non classique (Lim and Hotchin, 2012). La 

signalisation « inside-out » permet aux phagocytes de se lier à leur cible opsonisée, ce qui induit 
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la signalisation « outside-in » résultant en une internalisation de la cible opsonisée, qui se fait 

/0()&'".),6$&'/9#&)/.)%& /&'-0actine suite à sa polymérisation (Figure I.9). 

 

Figure I. 9 : Phagocytose induite par Mac-1 

Suite à une stimulation par un agoniste extracellulaire, Mac-1 permet aux phagocytes de se lier à leur cible 
opsonisée (signalisation « inside-out ») résultant en une internalisation de la cible opsonisée 
(signalisation « outside-in »). A l'état de repos, les régions transmembranaires et cytoplasmiques sont 
étroitement associées et les domaines extracellulaires courbés vers la membrane cellulaire. Suite à 
l'activation, les domaines extracellulaires sont dressés, et les régions transmembranaires et 
cytoplasmiques des deux sous-unités se séparent. La signalisation « inside-out » implique Rap1, Talin1, 
CamKII activés par un effecteur potentiel. La signalisation « outside-in `' )9 &++,%&' -0. %,!)' /&' T*!V' &%'
RhoG qui facilitent la polymérisation de l'actine. (Figure adaptée de (Lim and Hotchin, 2012)) 

 

SIGNALISATION INSIDE-OUT  

La signalisation « inside-out » de Mac-1 est initiée dans la région cytoplasmique. Les effecteurs 

majeurs de cette signalisation sont Rap1, Talin1 et CamKII (Figure I.9). Rap1 est une petite 

GTPase ,"#-,?(9&' /.)+' -0. %,1.%,!)' /&+' ,)%95$,)&+' (Caron, 2003). Talin1 est une protéine du 

cytosquelette qui possède une extrémité N-terminale avec un domaine FERM (protein 4.1, ezrin, 

radixin, and moesin) 5$x &' :' -.?(&--&' +&' 7.,%' -0,)%9$. %,!) avec la partie cytoplasmique de 

#-(+,&($+',)%95$,)&+'S ; elle est suffisante #!($'-0. %,1.%,!)'/&+ intégrines (Kopp et al.; Praekelt et 

al., 2012; Tadokoro et al., 2003). CamKII est une kinase sérine/thréonine, dépendante du 
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calcium et de la calmoduline, ?(,' &+%'  !))(&' #!($' +!)' . %,1,%9' /&' $95(-.%,!)' /&' -0&>#$&++,!)'

génique, du trafic membranaire, de la sécrétion, du dynamisme du cytosquelette3'/&'-0.#!#%!+&'

et de la phagocytose des cellules cancéreuses induite #.$'SD' (Poggi et al., 2002)A' <0,)%&$. %,!)'

entre Rap1 et Talin1 régule la localisation de ces molécules au niveau des invaginations 

membranaires lors de la phagocytose. Puis Mac-m'&+%'. %,19&'5$x &':'-0,)%&$. %,!)'/('/!".,)e N-

terminal de Talin1 avec sa sous-(),%9'S2'(Caron et al., 2000; Lim et al., 2007). ^0.(%$&+'#$!%9,)&+'

à domaine FERM, comme les kindlines, sont également essentielle+':'-.'7,>.%,!)'&%':'-0. %,1.%,!) 

des intégrines dans différents types cellulaires. Par exemple, kindline-3 est nécessaire à 

-0./*9+,!)'/&+'-&( ! 8%&+'.(>' &--(-&+'&)/!%*9-,.-&+'/9#&)/.)%&s de -0,)%95$,)& S2'(Moser et al., 

2009; Svensson et al., 2009). ^&'#-(+3'H^\\'?(,'&+%'()&'"!-9 (-&'/0./*9+,!)',"#-,?(9&'/.)+'-.'

7,>.%,!)'&%' -&'"9%.B!-,+"&'/&' -0*8.-($!).)&, peut aussi interagir avec des protéines à domaine 

FERM, &+%'-,9&':'-0. %,1.%,!)'X inside-out » de Mac-1. Elle #&$"&%'-0./*9+,!)'/&+'!+%9! -.+%&+':'-.'

fibronectine en absence de Kindline-3 (Schmidt et al., 2011). <0.ctivation « inside out `'/&'S2'7.,%'

intervenir également des kinases et des phosphatases (Chilcoat et al., 2008; Fagerholm et al., 

2002).  

SIGNALISATION « OUTSIDE-IN » 

La signalisation « outside-in `'&+%'!B+&$19&' *&C'-&+'". $!#*.5&+'&%'/0.(%$&+'%8#&+' &--(-.,$&+'?(,'

expriment des intégrines non-leucocytaires. Dans les macrophages, la localisation et l'activation 

de la petite GTPase RhoA impliquent deux régions différentes de la région  8%!#-.+",?(&'/&'S2A'

La région /&'S2 proche de la membrane est nécessaire pour l'activation de RhoA, mais elle est 

insuffisante pour déclencher la polymérisation de l'actine et de l'absorption des particules. 

Inversement, les résidus carboxy-terminaux de la région  8%!#-.+",?(&' /&' S2'  !)%$=-&nt 

l'accumulation de RhoA actif dans les phagosomes enrichis en Mac-1 (Wiedemann et al., 2006). 

RhoG, une autre petite GTPase (Tzircotis et al., 2011) (Figure I.9), avec la protéine 14-3-3 sont 

des protéines clés de cette signalisation. 14-3-3 est une protéine liant la 

phosphosérine/phosphothréonine, elle intervient en interagissant avec des facteurs de 

transcription, des protéines du cytosquelette et plusieurs molécules de signalisation (Freeman 

and Morrison, 2011). Un complexe Rac1 GEF, TIAM et protéine 14-3-3 se forme suite à la fixation 

de la protéine 14-3-D' #&$"&%%.)%' -0. %,1.%,!)' /&' T. m, le remodellage du cytosquelette et, 

finalement3'-0./hésion cellulaire et la migration (Gronholm et al., 2011).  

De plus, certains ligands solubles de Mac-1 peuvent déclencher des signaux transmembranaires 

qui peuvent activer la signalisation calcique et le renouvellement de l'inositol-triphosphate (IP3) 

menant à la phagocytose, la production d'anions superoxyde, l'exocytose des granules et 
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l'adhésion cellulaire (Petty and Todd, 1996; Todd and Petty, 1997). Il reste à définir si cette voie 

/&' +,5).-,+.%,!)' &+%' . %,19&' +(,%&' :' -.' 7,>.%,!)'/&' -0*9"!-8+,)&' <(iM;<(iY'!(' +,' c0&+%' #-(%=%' -.'

signalisation des intégrines appelée non classique qui est activée. 

ACTIVITES DE SIGNALISATION NON-CLASSIQUES  

Des effets médiés par Mac-1 et ne rentrant pas dans la signalisation bidirectionnelle ont été 

identifiés (Simon, 2011), ils ont été nommés évènements non-classiques de la signalisation de 

Mac-1. Ici, le regroupement des dimères et le plissage de la membrane se produisent 

indépendament du ligand en incubant les macrophages avec le phorbol 12-myristyl-13-acetate 

(PMA) ou le lipopolysaccharide (LPS) (Patel and Harrison, 2008; Williams and Ridley, 2000).  

Cette forme de regroupement des dimères se produit grâce aux extrémités cytoplasmiques de 

Mac-1 et conduit, dans les monocytes, à l'expression du facteur de transcription Foxp1 et le 

marqueur de différenciation PKCk et à la différenciation subséquente des monocytes en 

macrophages (Shi et al., 2004; Xue et al., 2010). Le plissage de la membrane a été observé dans 

les macrophages activés par le PMA ou le LPS, avant la fixation des particules C3bi-opsonisées et 

implique un ensemble différent de molécules du cytosquelette et de signalisation (Patel and 

Harrison, 2008).  

RECEPTEURS DE LukE/LukD 

Plusieurs récepteurs /&' %8#&' MZHT' #!(1.)%' -,&$' -0*9"!-8+,)& LukE/LukD ont été identifiés. 

LukE/LukD cible -0,""(),%9' ,))9& en se fixant sur les récpteurs CXCR1 et CXCR2 présents sur 

les PMNs, les monocytes et les cellules NK (Reyes-Robles et al., 2013). En visant le récepteur 

CCR5, LukE/LukD cible -0,""(),%9' ./.#%.%,1& en éliminant les sous-ensembles de cellules T 

CCR5+, y compris les lymphocytes mémoire, les cellules Th1 et Th17, ainsi que les cellules 

présentatrices d'antigène (Alonzo et al., 2013). 

CCR5 (Figure I.10) est un récepteur de chimiokines couplé aux protéines G, il est impliqué dans 

la chimiotaxie des cellules immunes et il est surtout connu pour être un co-récepteur du VIH 

(Blanpain et al., 1999; Deng et al., 1996; Doranz et al., 1996). La sous-unité de classe S de 

LukE/LukD (LukE) se lie directement à CCR5 avec une constante de dissociation (Kd) de l'ordre 

de 39,6 nM. La même sous-unité LukE se lie spécifiquement à CXCR1 et CXCR2 présent sur les 

cellules-hôtes. Cependant, la concentration de LukE utilisée dans -0étude de Reyes-Robles et al. 

(2013) est de 300 nM, environ 10 fois le Kd de LukE pour CCR5. De plus, des hybrides LukE/S-

PV, formés à partir de LukE avec un des 5 domaines de LukS-PV qui sont différents entre ces 
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deux toxines, ont été générés. La région DR4 semble jouer un rôle dans la fixation de LukE à 

CXCR1 et CXCR2, cependant, il est difficile de tirer une interprétation des résultats obtenus avec 

ces chimères.  

Figure I. 10 : Structure tri-

dimensionnelle de CXCR1 et CCR5. 

Forte ressemblance entre les structures 3D 
de CXCR1 (A) (pdb : 2LNL (Park et al., 
2012)) et CCR5 (B) (pdb : 4MBS (Tan et al., 
2013)), les récepteurs de LukE. Les deux 
récepteurs sont des GPCRs formés de 7 
*9-, &+'R'%$.)+"&"B$.).,$&+.  

 

LES RECEPTEURS DE CHIMIOKINES 

Les chimiokines sont de petites protéines (70-90 acides aminés) caractérisées par des Cystéines 

conservées dans la partie N-terminale, elles sont classées en quatre groupes selon le nombre et 

-0&+#. &"&)%'&)%$&'-es cystéines conservées (C): les chimiokine+'R'!('HyH, les S ou CC, les p'!('C 

et les k ou CXC3 (Rossi and Zlotnik, 2000). Les chimiokines ont été initialement identifiées 

comme des cytokines pro-inflammatoires chimio-attractantes qui permettent -0activation et la 

migration des leucocytes @(+?(0.('+,%& d'inflammation, mais leur rôle biologique n'est pas limité 

à la chimiotaxie. Les chimiokines sont également impliquées dans l'angiogenèse, l'hématopoïèse, 

le développement embryonnaire et la formation de métastases (Gerard and Rollins, 2001; 

Yoshie et al., 2001). Ces processus sont induits par l'interaction des chimiokines avec leurs 

récepteurs respectifs, qui appartiennent à la famille des récepteurs couplés à la protéine G 

(GPCR). Une chimiokine peut se lier à plusieurs récepteurs, et un récepteur donné peut interagir 

avec plusieurs chimiokines, mais dans certains cas, il existe des couples récepteur-ligand 

spécifiques (Domanska et al., 2010). Une série d'interactions séquentielles doit avoir lieu avant 

la signalisation induite par les chimiokines. Il s'agit de: (1) la liaison au récepteur et -0interaction 

du récepteur avec les protéines G, (2) -0activation de molécules effectrices intracellulaires, et (3) 

la désensibilisation du récepteur (Maghazachi, 1999). 

CCR5 

Le récepteur de chimiokines CCR5 (Figure I.10) est formé de 352 acides aminés ; il est 

principalement exprimé dans les lymphocytes mémoire et les lymphocytes T effecteurs, les 

cellules NK, les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques immatures. Dans ces 
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cellules, il régule le chimiotactisme et l'activation cellulaire (Balistreri et al., 2007; Mueller and 

Strange, 2004; Oppermann, 2004), grâce à l'interaction avec les chimiokines S'+(,1.)%&+ : CCL3 

(MIP-1R), CCL4 (MIP-1S), CCL5 (RANTES), CCL8 (MCP-2), CCL11 (eotaxin), CCL14a (HCC-1) et 

CCL16 (HCC-4) (Alexander et al., 2008). 

Suite à la liaison des ligands, diverses cascades qui régulent la signalisation de CCR5 et son 

expression à la surface cellulaire sont initiées. La signalisation permet de mobiliser le Ca2+ 

intracellulaire, et induire la chimiotaxie et l'exocytose. La régulation de l'expression de CCR5 

implique la désensibilisation, l'internalisation et le recyclage, ou la dégradation, du récepteur. 

Ces mécanismes sont initiés par la phosphorylation du complexe récepteur/ligand par la PKC, ou 

par phosphorylation homologue par l'intermédiaire des kinases des GPCRs (GRKs) (Oppermann, 

2004). Le complexe phosphorylé se lie aux protéines régulatrices S-arrestines, qui initient 

-0internalisation du récepteur CCR5 à travers des vésicules revêtues de clathrine (Goodman et al., 

1996; Laporte et al., 1999). <0&ndocytose du complexe récepteur/ligand se produit aussi 

indépendamment de la voie S-arrestine/clathrine (Kraft et al., 2001). Une fois le ligand dissocié 

ou dégradé, les protéines CCR5 sont recyclées par les endosomes périnucléaires et se retrouvent 

:'-09%.%'déphosphorylé à la membrane cellulaire (Pollok-Kopp et al., 2003; Signoret et al., 1998).  

CXCR1 ET CXCR2 

CXCR1 et CXCR2 sont formées respectivement de 350 et 360 acides aminés et sont les 

principaux récepteurs de chimiokines sur les neutrophiles. Ils sont exprimés par les 

granulocytes, surtout les neutrophiles, mais aussi par les éosinophiles, les mastocytes, les 

lymphocytes T et les basophiles (Bertini et al., 2012; Kim, 2004). CXCR2 se retrouve aussi sur les 

cellules endothéliales où il contribue également au chimiotactisme (Reutershan et al., 2006). 

CXCR1 et CXCR2 partagent 78% /0*!"!-!5,&'de leur séquence d'acides aminés et sont activés 

par les chimiokines ELR+ (contenant les acides glutamique-leucine-arginine) (Konrad and 

Reutershan, 2012). CXCR1 est spécifique à CXCL8, alors que CXCR2 interagit également avec 

CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, et CXCL7 (Baggiolini et al., 1997). CXCR2 semble activer 

directement les PMNs, alors que CXCR1 semble ralentir leur migration par la régulation de 

CXCR2 et agit pour l'activation de propriétés microbicides (Tsai et al., 2000). Les acides aminés 

des deuxième et troisième boucles intra-cytoplasmiques de CXCR1 et CXCR2 sont nécessaires 

pour la liaison de la protéine GiR2 (Damaj et al., 1996). Suite à la fixation des chimiokines, les 

deux récepteurs se couplent à la protéine G pour hydrolyse$' -0LZD, mobiliser le Ca2+ 

intracellulaire, et induire la chimiotaxie et l'exocytose (Richardson et al., 2003; Richardson et al., 

1998). CXCR1 et CXCR2 sont phosphorylées, désensibilisées et internalisées suite à -0activation 
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par les chimiokines (Barlic et al., 1999; Feniger-Barish et al., 1999). CXCR2 est internalisée plus 

rapidement que CXCR1, mais il est recyclé plus lentement. CXCR1 et CXCR2 sont capables de 

former des homodimères et des hétérodimères (Milligan et al., 2005). 

RECEPTEURS DE LPV 

Les récepteurs de la LPV ont été identifiés par une approche basée sur la neutralisation 

d0anticorps. LukS-PV se lie sur les récepteurs du complément C5aR (ou CD88) et C5L2 (ou 

GPR77). La LPV cible les neutrophiles, les monocytes et les macrophages, mais pas les 

lymphocytes, ce qui +0explique par l0.B+&) &' /&' -0&>#$&++,!)'/& C5aR et C5L2 sur ces cellules 

(Gao et al., 2005; Gauduchon et al., 2001; Gerard and Gerard, 1991; Meyer et al., 2009; Monk et 

al., 2007; Woodruff et al., 2011). C5aR détermine également la spécificité de la LPV envers les 

différentes espèces animales au vu des variations de séquence de C5aR entre celles-ci (Spaan et 

al., 2013). Ce récepteur est fortement exprimé par les neutrophiles, ce qui permet à la toxine de 

distinguer les cellules phagocytaires des autres cellules. La liaison de LukS-PV sur les 

neutrophiles peut être inhibée par le ligand du C5aR (C5a) et les antagonistes de C5aR sécrétés 

par S. aureus (CHIPS) (de Haas et al., 2004). La concentration efficace médiane (EC50) de LukS-

PV est de 2,8 nM pour les neutrophiles humains (Spaan et al., 2013). LPV utilise à la fois le C5aR 

et le C5L2 pour induire la formation de pores, mais comme C5aR est le récepteur le plus 

abondant sur les neutrophiles, il est considéré comme le récepteur majeur de la LPV. LukS-PV se 

lie à la fois au domaine N-terminal et à un domaine central du C5aR humain. Cependant, la 

liaison de LukS-PV à la cellule hôte, qui peut se faire uniquement par association au N-terminal, 

n'est pas suffisante pour la formation de pores qui nécessite la présence du domaine central 

(Spaan et al., 2013).  

C5aR 

C5aR est -&'$9 &#%&($'".@&($'/&'-0.).#*8-.%!>,)&'HO.3'()&'5-8 !#$!%9,)&'/&'E\'. ,/&+'.",)9+'Jz'

11 kDa). C5a possède une structure en un faisce.(' :' ?(.%$&' *9-, &+' R' hélicoïdales qui se 

juxtaposent dans une topologie antiparallèle, elles sont stabilisées par trois ponts disulfure et 

reliées par trois boucles peptidiques (Zhang et al., 1997; Zuiderweg and Fesik, 1989; Zuiderweg 

et al., 1989). C5aR est un récepteur à 7 domaines transmembranaires couplé aux protéines G. 

C5a 7,>&'-&'$9 &#%&($'+($'/&(>'+,%&+'/0a) $.5&3'/0.B!$/'un «site de reconnaissance» qui inclut à la 

fois l'extrémité N-terminale et la troisième boucle extracellulaire de C5aR, puis la région C-

terminale de C5a qui s'insère dans une poche de liaison autour de la cinquième région 

transmembranaire, appelée le «site effecteur» (Huber-Lang et al., 2003; Siciliano et al., 1994). 
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Le rôle d'un récepteur est intimement associé au type de cellules sur lesquelles il est exprimé. 

Dans le sang, C5aR est exprimé principalement par les leucocytes tels que les neutrophiles, les 

éosinophiles, les basophiles, les monocytes, les cellules dendritiques et les mastocytes. Il est 

également présent sur des cellules non immunes : les cellules endothéliales vasculaires, les 

cardiomyocytes, les astrocytes, la microglie, les cellules de Müller, des cellules souches 

neuronales, des oligodendrocytes, des synoviocytes, des chondrocytes articulaires, des cellules 

mésangiales du glomérule rénal, des cellules hépatiques de Kupffer et des hépatocytes stimulés, 

des cellules épithéliales bronchiques et des kératinocytes (Lee et al., 2008a). 

Selon le type cellulaire, la liaison de C5a à C5aR conduit à une augmentation des niveaux de 

calcium intracellulaire et à l'activation de cascades de signalisation intracellulaire accompagnées 

d'un certain nombre de réponses fonctionnelles. Par exemple, le recrutement et l'activation de 

cellules inflammatoires, l'augmentation de  !"#$%"&&'()* +"* ,( -./ "& d'adhésion cellulaire, le 

retard ou  !0/1,")202'()*+" l'apoptose, la phagocytose, le burst oxydatif, la libération d'enzymes 

granulaires, la sécrétion et la libération d'histamine, la production de cytokines et de 

chimiokines, la vasodilatation et la chimiotaxie (Guo and Ward, 2005).  

C5L2 

C5L2 est un récepteur protéique transmembranaire à 7 hélices qui est classé dans la famille des 

protéines G. Il est formé de 337 acides aminés, partage 38% d'homologie de séquence avec C5aR 

et est conservé entre les espèces mammifères (Li et al., 2013). 3!4(,( (1'"*")2%"*C5L2 et C5aR 

est surtout présente dans les domaines extracellulaires responsables de la fixation de C5a (Scola 

et al., 2007). Toutefois, C5L2 présente des différences dans +!importantes régions de la troisième 

boucle intracellulaire, hautement conservées entre les récepteurs couplés aux protéines G et qui 

interviennent dans la signalisation calcique et essentielles pour l'activation de la 

phospholipase C (PLC) et de la MAPK (He et al., 2001; Okinaga et al., 2003). Ces différences ont 

contribué à l'hypothèse originale que C5L2 est un « récepteur leurre » +-$(/%5/* +!0.2'5'2-* +"*

signalisation (Monk et al., 2007).  

C5L2 est généralement exprimé dans les mêmes cellules que C5aR, ce qui est en accord avec leur 

emplacement génomique en tandem. C5L2 semble avoir une localisation prédominante 

intracellulaire au contraire de C5aR (Li et al., 2013). Cependant, le rapport d'expression à la 

surface "2*6* !intérieur des cellules peut être dynamique et varie en fonction du type cellulaire et 

de l'état d!/)"* $024( (1'"* (Huber-Lang et al., 2005). La régulation de la transcription et de la 

traduction de C5L2 dépend de stimuli extracellulaires.  
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Le rôle physiologique de la protéine C5L2 est toujours énigmatique et controversé; trois 

observations contradictoires sur la fonction de la protéine C5L2 ont été présentées depuis sa 

découverte en 2000 (Ohno et al., 2000). Deux hypothèses décrivent un rôle anti-inflammatoire 

pour C5L2 dans le système immunitaire (Bamberg et al., 2010; Scola et al., 2009), tandis qu'une 

troisième fournit des preuves pour C5L2 qui agit comme une entité pro-inflammatoire, 

déclenchant la libération de cytokines (Rittirsch et al., 2008). Cependant, les trois hypothèses 

s'appuient sur des travaux effectués sur des espèces, des types cellulaires et des modèles 

expérimentaux différents. 

LES GPCRs 

Quatre récepteurs de leucotoxines appartiennent à la famille des GPCRs. Cette famille de 

récepteurs est largement étudiée pour comprendre les réponses cellulaires aux différents 

stimuli, en résolvant la complexité des voies déclenchées à partir de la membrane plasmique qui 

forme la barrière qui sépare la cellule des pathogènes. 

Les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) forment la famille de protéines membranaires la 

plus grande et la plus diversifiée. Le génome humain comporte plus de 800 gènes codant des 

GPCRs (Fredriksson et al., 2003). Ils induisent la plupart des réponses cellulaires dues aux 

hormones et aux neurotransmetteurs, mais aussi à de grandes protéines, à des lipides, à de 

petites molécules organiques, à des ions et des photons. Chez les vertébrés, les GPCRs non-

sensoriels sont divisés en 4 classes basées sur la similarité de leur séquence et de leur structure 

primaire : « rhodopsine-like » (classe A), « secretine-like » (classe B), « glutamate-like » (classe 

C) et récepteurs « frizzled » (classe D) (Sharman et al., 2011). Les GPCRs 7()2*$0%2'"*+"&*)8/+&*

essentiels dans la communication entre les environnements intracellulaires et extracellulaires, 

transmettant ainsi  !information fournie par un stimulus à des seconds messagers. Suite à leur 

activation, les GPCRs subissent des change,")2&*.()7(%,02'())" &*9/'*70.' '2")2* !0.2'502'()*+es 

$%(2-')"&* 4-2-%(2%',-%'9/"&* :* "2* ,"22")2* ")* $ 0."* /)"* &-%'"* +!')2"%0.2'()&* ,( -./ 0'%"&*

permettant : (1) la régulation du couplage des protéines G, (2)  !endocytose du récepteur, (3) la 

signalisation à travers des voies indépendantes des protéines G (Ferguson et al., 1996; Ferguson 

and Caron, 1998; Hall et al., 1999; Krupnick and Benovic, 1998; Lefkowitz, 1993; Luttrell et al., 

1999; Schoneberg et al., 1999).  

STRUCTURE 

30* &2%/.2/%"* +!/)* :;<=* $"/2* >2%"* +'5'&-"* ")* 2%('&* $0%2'"& : (1) la région extracellulaire qui 

comporte la partie N-terminale et 3 boucles extracellulaires (ECL1-ECL3); (2) la région 
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transmembranaire qui comporte 7 hélices ? (TM1-TM7) ; et (3) une région intracellulaire 

comportant 3 boucles (ICL1-ICL3), une hélice amphipathique (H8) et la partie C-terminale 

(Figure I.11@A* 30* %-1'()* "#2%0."  / 0'%"* ,(+/ "*  !0.."&&'B' '2-* +/*  '10)+ ; la région 

2%0)&,",B%0)0'%"* 7(%,"*  "* .8/%* +"*  0* &2%/.2/%"C*  '"*  "*  '10)+* "2* 2%0)&,"2*  !')7(%,02'()* 6*  0*

région intracellulaire par des changements conformationnels, et la région intracellulaire 

interagit avec les protéines de signalisation (Venkatakrishnan et al., 2013).  

DEFG*F!H<IJEK  

3!0.2'502'()* +"&* :;<=&* $0%* /)*  '10)+C*  0* +-&")&'B' '&02'()C*  !')2"%)0 '&02'()* "2*  "* $%(."&&/&* +"*

%".L. 01"*&!"77".2/")2*+"*,0)'M%"*.L. '9/"A*<"*.(,$(%2",")2*perm"2C*+!/)"*$0%2C*+"*protéger la 

cellule contre une stimulation excessive etC* +!0/2%"* $0%2C de préserver les cellules +!une 

désensibilisation prolongée et +!/)"*')&")&'B' '2-*0/#*4(%,()"&. Ainsi, la magnitude et la durée 

de la réponse des GPCRs induite par un ligand sont fortement liées à la balance entre la genèse et 

la fin du signal. La 5('"*+!')2"%)0 '&02'()*.()2%N "*7(%2",")2* !0.2'5'2-*+"&*:;<=&A*F0)&* 0*$ /$0%2*

des situations décrites, ceci induit la fin de la signalisation. Cependant, des informations 

-,"%1")2"&* ()2* ,()2%-* /)* )(/5"0/* $0%0+'1,"C* (O*  !")+(.L2(&"* +"&* :;<=&* ')+/'2* /)"*

signalisation persistante (Calebiro et al., 2010; Feinstein et al., 2011; Ferrandon et al., 2009; 

Kotowski et al., 2011; Mullershausen et al., 2009; Vilardaga et al., 2012) et un fonctionnement 

prolongé (Okazaki et al., 2008). Dans ces cas, les GPCRs .()2')/")2*6*,(+/ "%* "*20/#*+!HD;.*à 

partir des membranes de différents compartiments intracellulaires comme les endosomes. 

VOIES DE SIGNALISATION ACTIVEES 

Pour distinguer les différents stimuli extracellulaires captés par les GPCRs, les cellules ont 

développé des réseaux de signalisation intracellulaires complexes, gouvernés par des 

mécanismes dépendants ou indépendants des protéines G. Une protéine G est un hétérotrimère 

formé des sous-unités G? et GPQC* 9/'* &!0&&",B ")2* 6*  !-202* ')0.2'7* "2* 7'#")2* /)* :F;A* R/'2"* 6*

 !0.2'502'(), le GDP est échangé contre un GTP, permettant ainsi aux sous-unités G? et GPQ de se 

dissocier et +!initier des cascades de signalisations propres à chaque sous-unité (Figure I.11). Il 

existe 4 voies de signalisation médiées par G? qui sont fortement étudiées. (1) G?s active 

 !0+-)L 02"* .L. 0&"C* $"%,"220)2*  !0../,/ 02'()* +"*  !AMPc dans le cytoplasme et les réponses 

,-+'-"&* $0%*  !HD;., alors que (2) G?i/o ')4'B"*  !0+-)L 02"* .L. 0&"* "2* 0')&'*  !0../,/ 02'()* +"*

 !HD;.A*ST@*:?q/11 active la phospholipase C, induisant la formation de l!IP3 et du diacylglycérol 

(DAG), et (4) G?12/13 active Rho GEF (guanine exchange factor) activant les kinases associées à 
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Rho et le réarrangement du cytosquelette. Les sous-unités GPQ sont également impliquées dans 

la régulation de voies de signalisation comme la libération de Ca2+ (Stehno-Bittel et al., 1995a). 

 

Figure I. 11 : D-.0)'&,"*+!0.2'()*+"&*:;<=& 

Suite à la fixation du ligand, le GDP de la protéine trimérique G qui se fixe au GPCR est échangé contre un 
GTP, permettant aux sous-unités G? et GPQ de se dissocier et +!initier des cascades de signalisation 
propres à chaque sous-unité. G?s 0.2'5"* !0+-)L 02"*.L. 0&"C*$"%,"220)2* !0../,/ 02'()*+"* !HD;.*+0)&* "*

.L2($ 0&,"* "2*  "&* %-$()&"&* ,-+'-"&* $0%*  !HD;., alors que G?i/o ')4'B"*  !0+-)L 02"* .L. 0&"* "2* 0')&'*

 !0../,/ 02'()*+"* !HD;.A*:?12/13 active Rho GEF activant les kinases associées à Rho. G?q/11 0.2'5"* 0*;3<P*

')+/'&0)2* 0*7(%,02'()*+/*FH:*9/'*0.2'5"* 0*;U<*"2*+"* !J;3 qui permet la libération des stocks réticulaires. 
Les sous-unités GPQ sont également impliquées dans la régulation de voies de signalisation comme 
 !0.2'502'()*+"* 0*;3<P*')+/'&0)2* 0* 'B-%02'()*+"*<02+ (Stehno-Bittel et al., 1995a) "2* !0.2'502'()*+"*.0)0/#*

ioniques. Les GPCRs peuvent être phosphorylées par les GRKs recrutant la P-arrestine. La P-arrestine peut 
activer plusieurs kinases co,,"*R%.C*HV2C*"2*DH;*V')0&"&C*0')&'*9/!"  "*$"%,"2* !')2"%)0 '&02'()*+"&*:;<=&C*

initiant un processus de trafic intracellulaire qui détermine si le récepteur sera recyclé ou dégradé. Figure 
adaptée de (Ritter and Hall, 2009). 

La voie de signalisation non dépendante des protéines G la mieux décrite implique la 

phosphorylation du GPCR par les GRKs, &/'5'"* $0%*  "* %".%/2",")2* +"*  !0+0$202"/%* P-arrestine 

(Figure I.11). Les P-0%%"&2')"&*&()2*.0$0B "&*+!0.2'5"%*$ /&'"/%&*V')0&"&*.(,,"*R%.C*HV2C*"2*DH;K 

(Violin and Lefkowitz, 2007). Le recrutement de la P-0%%"&2')"* "&2* -10 ",")2*  !/)"* +"&* 5('"&*
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$(&&'B "&* +!')2"%)0 '&02'()* +"&* :;<=&C* ')'2'0)2* /)* $%(."&&/&* +"* 2%07'.* ')2%0."  / 0'%"* 9/'*

détermine si le récepteur sera recyclé ou dégradé suite à une exposition constante 6* !01()'&2"*

(Hanyaloglu and von Zastrow, 2008; Zhang et al., 1998a).  

SIGNALISATION BIAISEE 

Traditionnellement, ' * -20'2* -20B '* 9/!un même complexe agoniste-récepteur induise la même 

efficacité intrinsèque aux voies de signalisation intracellulaire. Ce paradigme classique est 

&/77'&0)2*$(/%*"#$ '9/"%* "&*50%'02'()&*+0)&* "*$(2")2'" *+"* !01()'&2"C*"2* 0*%-$()&"*,0#',0 "C*9/'*

+-$")+*+"* !-2")+/"*+"* !0,$ '7'.02'()*+/*&'1)0 *"2*la réserve du récepteur. Cependant, plusieurs 

évidences défient ce point de vue, suggérant que certains ligands peuvent activer les GPCRs 

différemment à travers des efficacités intrinsèques dépendantes de la voie de signalisation 

empruntée (Kahsai et al., 2011; Kenakin and Miller, 2010; Kenakin, 2012).  

R/%* !0&$".2*+"* 0 signalisation cellulaire, ce phénomène prédit la présence de ligands qui ont la 

capacité de biaiser la réponse fonctionnelle et favorise une sélection de certaines voies de 

&'1)0 '&02'()*$0%*%0$$(%2*6*+!0/2%"&*+/*%-$"%2('%"*+"*&'1)0 '&02'()*+/*%-."$2"/%A Ceci permet au 

%-."$2"/%* +!0.2'5"%* &"/ ",")2* /)"* &-%'"* +!"ffecteurs spécifiques et, ainsi régler les réponses 

cellulaires et les réponses physiologiques associées. En plus de la signalisation biaisée du ligand, 

des changements conformationnels du récepteur par la substitution de certains acides aminés 

permet au r-."$2"/%*+"*&- ".2'())"%*."%20')&*&'1)0/#*+"*2%0)&+/.2'()*$0%*%0$$(%2*6*+!0/2%"&A*<"*

concept connu sous le nom de « trafic dirigé par le ligand », « sélectivité fonctionnelle » ou 

« agonisme biaisé », montre que les récepteurs sont capables de générer une réponse plus 

complexe que la pharmacologie classique des agonistes et des antagonistes ne pouvait prédire. 

De telles signalisations biaisées peuvent être générées par des mutations présentes sur 

+'77-%")2"&* %-1'()&* +"&* :;<=&C* 9/'* 0.2'5")2* &- ".2'5",")2*  !/)"* (/*  !0/2%"* +"&* 5('"&* +"*

signalisation (Gregory et al., 2010). Des mutations de résidus situés au niveau de la poche de 

fixation du ligand des récepteurs de classe A peuvent biaiser la réponse à travers les voies 

dépendantes ou indépendantes des protéines G. Des substitutions dans la partie intracellulaire 

du récepteur peuvent découpler soit les protéines G, soit la P-arrestine (Wei et al., 2003).  

La plupart des ligands biaisés décrits différencient le couplage des protéines G de la signalisation 

indépendante des protéines G (Violin and Lefkowitz, 2007). Cependant, dans certains cas, la 

transduction du signal par une protéine G est favorisée par rapport à une autre (Berg et al., 

1998). Les mutations, ainsi que les ligands, peuvent biaiser la réponse du récepteur pour faire 

une distinction entre les différentes protéines G (Sivertsen et al., 2013). 
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CHANGEMENTS CONFORMATIONNELS PENDANT LA SIGNALISATION BIAISEE 

F!/)*$(')2*+"*5/"*,( -./ 0'%"C* "&*$%($%'-2-&*+"* 0*&'1)0 '&02'()*B'0'&-"*$"/5")2*.(%%"&$()+%"*6*

 !"#'&2")."* +"* +'77-%")2"&* .()7(%,02'()&* W actives » et « inactives » du récepteur. Les 

conformations « actives » peuvent interagir différemment avec les partenaires intracellulaires 

de la signalisation et génèrent des modèles de signalisation différents (Kenakin, 1995). La 

transition à la forme active, stabilisée par des ligands de nature chimique très variable, est 

possible grâce aux mêmes changements conformationnels. Ces changements ont pu être étudiés 

par diverses méthodes biochimiques et biophysiques et par la cristallographie aux rayons X 

(Farrens et al., 1996; Rasmussen et al., 2011). Des données biophysiques suggèrent que les 

agonistes totaux et les agonistes partiels de P2AR, par exemple, se fixent et activent le récepteur 

suivant différents mécanismes et avec différentes cinétiques, malgré la grande similarité de leurs 

structures chimiques (Swaminath et al., 2005). Différentes conformations du récepteur peuvent 

également induire un recrutement différentiel de protéines régulatrices intracellulaires comme 

les protéines G, les P-arrestines et les GRKs, qui permettent des réponses biaisées du récepteur 

(Breit et al., 2011; Ulloa-Aguirre et al., 2011). Vu que certains GPCRs peuvent exister en dimères 

ou oligomères (Milligan, 2008; Pin et al., 2005), il parait possible que la signalisation soit 

modulée différemment par rapport à un récepteur monomérique. La dimérisation (homo- ou 

hétéro-dimérisation) a été impliquée dans la signalisation biaisée (Jarrahian et al., 2004). 

INTERNALISATION/ RECYCLAGE 

3!')2"%)0 '&02'()* &2',/ -"* $0%* /)*  '10)+* $"/2* .()+/'%"*  "&* :;<=&* 6* 2%05"%&* +"&* '2')-%0'%"&*

divergents, dont la voie de dégradation du récepteur et les voies de recyclage qui induisent une 

resensibilisation de la membrane par le récepteur (Hanyaloglu and von Zastrow, 2008). La 

phosphorylation du récepteur et la liaison subséquente de la P-arrestine empêchent  !')2"%0.2'()*

du récepteur avec les protéines G, arrêtant ainsi le signal induit par les protéines G et initie 

 !")+(.L2(&"A* 3"&* :;<=&* 0.2'5-&* $0%*  !01()'&2"* &()2* %0$'+",")2* $4(&$4(%L -&* $0%*  "&* :=U&*

(Premont and Gainetdinov, 2007), suivis par la translocation des arrestines à la membrane 

plasmique (Lefkowitz and Shenoy, 2005). 30*  '0'&()* +"*  !0rrestine aux GPCRs induit un 

.40)1",")2* +"* .()7(%,02'()* 9/'* $"%,"2*  !')2"%0.2'()* 05".* la clathrine et la sous-unité P2-

adaptine +"*  !adaptateur de la clathrine AP2 (adaptor protein complex-2), qui compose la 

,0.4')"%'"* +!")+(.L2(&" et ')+/'2* 0')&'*  !')2"%)0 '&02'()* +"&* %-."$2"/%&*  '-&* 6*  !0%%"&2')"*

(Goodman et al., 1996; Laporte et al., 1999; Wolfe and Trejo, 2007). 3!0.2'5'2-*+!")+(.L2(&"*+"*

 !0%%"&2')"* "&2* -10 ",")2* &(/,'&"* 6* /)"* %-1/ 02'()* +L)0,'9/"* $0%* +-$4(&$4(%L 02'()* "2*

ubiquitination (Alonso and Friedman, 2013).  



 

 

47 

 

R/'2"* 6*  !")+(.L2(&"C*  "* W sorting » des récepteurs joue un rôle critique dans la réponse à la 

signalisation du récepteur suite à la désensibilisation initiale. La distribution des récepteurs 

internalisés entre lysosomes et voies de recyclage induisent des effets opposés sur la 

&'1)0 '&02'()* ."  / 0'%"A* 3!")+(.L2(&"* 5"%&*  "*  L&(&(,"* %"$%-&ente majoritairement un 

,-.0)'&,"* $0%*  "9/" *  !0.2'5'2-* +"&* :;<=&* "&2* +',')/-"* &/'2"* 6* /)"* 0.2'502'()* +/"* 0/*  '10)+*

(Hicke, 1999; Katzmann et al., 2001; Katzmann et al., 2002; Wiley and Burke, 2001). F!0/2%"&*

GPCRs sont conduits à travers une voie alternative, qui facilite un recyclage efficace des 

r-."$2"/%&* ,",B%0)0'%"&* 0$%M&*  !")+(.L2(&"* ')+/'2"* $0%*  0*  '0'&()* +/*  '10)+A* 30* 5('"* +"*

recyclage permet une resensibilisation rapide de la cellule (Lefkowitz et al., 1998; Mohan et al.; 

von Zastrow, 2003). Le mécanisme moléculaire qui régule le trafic des GPCRs des mammifères 

sont essentiels à la signalisation du récepteur, désensibilisation et resensibilisation. Cependant, 

ils ne sont pas encore complètement élucidés. Les modifications post-traductionnelles sont 

considérées comme les premiers régulateurs des GPCRs. En plus de la phosphorylation, la 

glycosylation et la palmitoylation (Torrecilla and Tobin, 2006), de nouvelles preuves montrent le 

rôle de la modification post-trad/.2'())"  "* $0%*  !/B'9/'2')"* 9/'* %-1/ "* aussi  !')2")&'2-C* les 

composants spaciaux, et la durée de la signalisation des GPCRs (Alonso and Friedman, 2013). 
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4. INTERNALISATION ET SIGNALISATION CALCIQUE 

Suite à la première étape de fixation à leurs récepteurs sur la membrane plasmique, les 

leucotoxines de S. aureus induisent une augmentation de la [Ca2+]iA* 3!")+(.L2(&", ainsi que les 

différents mécanismes et compartiments calciques intracellulaires, peuvent alors être impliqués 

5/*9/"*."%20')&*%-."$2"/%&*+"* "/.(2(#')"&*&()2*&/&."$2'B "&*+!>2%"*')2"%)0 '&-&*via la fixation de 

leurs ligands, déclenchant une activation de diverses voies calciques.  

ENDOCYTOSE 

GENERALITES 

3!")+(.L2(&"* "&2*  !')2"%)0 'sation de protéines et de lipides de la membrane plasmique, de 

,( -./ "&* "#2%0."  / 0'%"&C* +"* 7 /'+"&C* +"* $0%2'./ "&C* +!"#(&(,"&C* +"* 5'%/&* ou de bactéries. 

3!')2"%)0 '&02'()*$0%*")+(.L2(&"*"&2*/)*$%(."&&/&*.()&"%5-*.4"X*2(/2"&* "&*."  / "&*"/.0%L(2"&*"2*

elle est nécessaire à diverses fonctions cellulaires. Ces fonctions comportent le renouvellement 

et la dégradation des protéines et des récepteurs membranaires, la transduction et la dispersion 

des signaux au sein de la cellule et entre les cellules d'un tissu organisé, la propagation des 

morphogènes, la communication synaptique cellule-cellule, l'élimination des micro-organismes 

pathogènes, l'établissement de la symbiose avec des micro-organismes et l'absorption des 

nutriments (Samaj et al., 2004). Elle contrôle donc la composition de la membrane plasmique, et 

contrôle de ce fait la %-$()&"* "2*  !')2"%0.2'()* +es cellules à leur environnement (Doherty and 

McMahon, 2009). 

Les voies d'endocytose comportent (1) la voie dépendante de la clathrine, (2) la voie dépendante 

de la cavéoline, ST@*  !")+(.L2(&"* ')+-$")+0)2"*+"*  0* . 024%')"*"2*+"*  0* .05-( ')", (4) la micro-

pinocytose et (5) la phagocytose (Figure I.12) (Mayor and Pagano, 2007; Sandvig et al., 2008; 

Stagg et al., 2007). Ces voies diffèrent en ce qui concerne la nature des particules internalisées, la 

taille des vésicules et la machinerie moléculaire associée (Conner and Schmid, 2003). La voie 

dépendante de la clathrine représente la forme d'endocytose la plus étudiée (Schmid and 

McMahon, 2007). 

Toutes les voies d'endocytose nécessitent l'action coordonnée de protéines qui sont capables de 

déformer la membrane plasmique, afin de produire des invaginations et des protéines capables 

d'induire la scission de ces invaginations à partir de la membrane plasmique. On y trouve les 

protéines à domaine ENTH, les protéines de la superfamille BAR, les petites protéines G de la 

famille Arf, les protéines responsables de la nucléation pendant la polymérisation de l'actine 
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(ex : complexe Arp2/3) et des protéines de la superfamille dynamine (Doherty and McMahon, 

2009).  

3!")+(.L2(&"* ,"2* ")* Y"/ divers compartiments tubulo-vésiculaire membraneux englobant les 

endosomes de tri (ou endosomes précoces), les endosomes de recyclage, les corps multi-

vésiculaires, les endosomes tardifs et les lysosomes. Ces compartiments endocytiques diffèrent 

par leur pH, leur enrichissement en lipides membranaires spécifiques et pour les petites 

GTPases de la famille Rab associées à leur membrane. 

ENDOCYTOSE DEPENDANTE DE LA CLATHRINE (CDE) 

L'endocytose clathrine dépendante se déroule en 6 étapes Z* S[@*  !0&&",B 01"* +\/)* %-&"0/* 6*

,0'  "&*4"#01()0 "&*+"*. 024%')"*&/%* 0*,",B%0)"C*S]@* !')501')02'()*+"* 0*5-&'./ "C*ST@ la fission, 

(4) la migration des vésicules à l'intérieur de la cellule, (5) la décapsidation de la vésicule, et (6) 

la fusion avec les endosomes précoces. Lorsque les protéines adaptatrices sont liées à la 

membrane plasmique, elles recrute)2*  0*. 024%')"*"2* 705(%'&")2*  !assemblage des triskélions en 

manteau sur la surface interne de la membrane plasmique. Ces protéines adaptatrices, tels  !AP2, 

 !H;[^_* et les épsines, rentrent en interaction avec les phospholipides de la membrane, des 

domaines cytoplasmiques des récepteurs et avec la synaptotagmine (une protéine des vésicules 

synaptique). D'autres protéines, telles  "&* P-arrestines, interagissent avec les récepteurs et le 

réseau de clathrine. De plus,  "&* P-arrestines sont impliquées dans la transduction du signal. 

3!"ndophiline, une transférase +!acide lyso-phosphatidique, est impliquée dans l'invagination 

des domaines de la membrane enduits, ce qui conduit à la formation de puits recouverts de 

clathrine (CCP ou « clathrin coated pits »). La dynamine, une grande GTPase, est essentielle pour 

la fission des vésicules recouvertes de clathrine (CCV ou « clathrin-coated vesicules »). 

ENDOCYTOSE DEPENDANTE DES CAVEOLES 

Les cavéoles (pour petites caves) ont été les premières structures à être considérées en tant que 

médiateurs de l'endocytose indépendante de la clathrine. Elles sont définies comme étant des 

invaginations membranaires de 60 à 80 nm de large et qui contiennent des oligomères de 

cavéoline (Parton and Simons, 2007). Chaque cavéole comporte environ 140-150 molécules de 

cavéoline-1 (CAV1) (Pelkmans and Zerial, 2005). Les cavéoles ont été décrites comme ayant une 

forme en fiole, cependant, suite à une cryofixation, les cavéoles apparaissent en « tasse de thé » 

ou en « cratères » ayant une large ouverture au lieu d'un col rétréci (Richter et al., 2008; 

Schlormann et al., 2010). Les cavéolines sont essentielles pour la formation des cavéoles, et elles 

agissent avec un autre groupe de protéines appelées les cavines (Parton and del Pozo, 2013). Les 
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oligomères de cavéoline sont stabilisés par les cavines de manière dépendante des lipides. Les 

cavéoles sont enrichis en cholestérol et en sphingolipides )-."&&0'%"&*6* !')2-1%'2-*+"&*+(,0')"&*

cavéolaires (Breen et al., 2012; Hill et al., 2008). EHD2 (Eps 15 homology domain-containing 

protein 2) et PACSIN2 (PKC and casein kinase substrate in neurons 2) ont été identifiés comme 

composants de la machinerie cavéolaire (Hansen et al., 2011; Moren et al., 2012; Senju et al., 

2011; Stoeber et al., 2012). Les filaments d'actine (Stahlhut and van Deurs, 2000), les 

microtubules (Wickstrom et al., 2010) et, dans certains contextes, les filaments intermédiaires 

(Nixon et al., 2007) sont associés avec les cavéoles.  

Il existe trois cavéolines chez les mammifères, CAV1, CAV2 et CAV3. CAV1 et CAV2 sont 

largement répandues et sont généralement exprimées ensemble dans les cellules non 

musculaires, tandis que CAV3 est principalement exprimée dans les muscles striés. Le niveau 

+!"#$%"&&'()* +"*  0 cavéoline montre des différences considérables d'un tissu à  !0/2%". 

Cependant,  !0B&")."* +"* cavéoline dans certains types de cellules pourrait refléter non pas 

l'absence complète, mais un niveau d'expression beaucoup plus faible. Ainsi, les lymphocytes, les 

neurones et les hépatocytes peuvent exprimer des niveaux de cavéoline faibles mais 

fonctionnellement importants (Fernandez-Rojo et al., 2012; Head et al., 2011; Head et al., 2010; 

Tomassian et al., 2011).  

La famille des cavines comporte la cavine 1 (également connue sous le nom PTRF ou « protein 

polymerase 1 transcript release factor »), la cavine 2 (SDPR ou « serum deprivation-response 

protein »), la cavine 3 (SRBC ou  « SDPR-related gene product that binds to C-kinase ») et la 

cavine 4 (MURC ou « muscle-related coiled-coil protein ») (Aboulaich et al., 2004; Bastiani et al., 

2009; Hansen and Nichols, 2010; Vinten et al., 2005). Les cavines sont des protéines 

cytoplasmiques avec des domaines amino-terminaux en « coiled-coil » qui forment de grands 

complexes hétéromériques recrutés sur les cavéoles dans les cellules exprimant les cavéolines. 

La cavine 1 est essentielle à la formation de cavéoles (Liu and Pilch, 2008) (Hill et al., 2008). La 

cavine 2 (Gustincich and Schneider, 1993) et la cavine 3 (Izumi et al., 1997) ont été identifiées 

comme substrats de la PKC et semblent recruter la PKC vers des cavéoles (Mineo et al., 1998). 

Toutefois, les fonctions exactes des cavines ne sont pas encore bien définies. La cavine 2 semble 

liée à la génération des invaginations de la membrane, et la cavine 3 semble être une protéine 

adaptatrice qui régule la fonction des cavéoles.  

L'utilisation de plusieurs systèmes expérimentaux différents a permis de montrer que la 

dynamine conduit au bourgeonnement des cavéoles de la surface membranaire (Henley et al., 

1998; Oh et al., 1998).  
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Après avoir atteint l'endosome précoce, les composants des cavéoles peuvent être recyclés 

ensemble vers la surface de la membrane plasmique (Pelkmans et al., 2004). Cette «unité» de 

recyclage peut être maintenue par le complexe cavines, puisque la cavine-1 reste associée à la 

cavéole pendant l'endocytose (Boucrot et al., 2011). Le ciblage des cavéolines vers les 

endosomes de recyclage nécessite la dynamine-2 et, dans un premier temps, une voie de 

polymérisation d'actine, puis les microtubules dans une phase ultérieure (Echarri et al., 2012; 

Muriel et al., 2011). Les endosomes de recyclage permettent le trafic de cavéoline vers  la surface 

membranaire lors de la restauration de  !0+4-&'()*$0% l'intégrine (Balasubramanian et al., 2007). 

Les fonctions associées aux cavéoles sont diverses et comprennent l'endocytose, la régulation 

des lipides et la compartimentalisation des voies de signalisation et de la signalisation calcique. 

En outre, il a été démontré que les cavéoles peuvent s'aplatir en réponse à l'étirement de la 

membrane. Cet aplatissement peut fournir un moyen pour empêcher la rupture immédiate de la 

membrane et, de plus, la mécano-sensibilité des cavéoles pourrait induire des réponses de 

signalisation qui peuvent réguler la composition de la matrice extracellulaire. 

ENDOCYTOSE INDEPENDANTE DE LA CLATHRINE ET DE LA CAVEOLINE 

ENDOCYTOSE DEPENDANTE DES FLOTILLINES 

Les protéines flotilline-1 et flotilline-2 (également nommées reggie 2 et reggie 1, respectivement 

(Lang et al., 1998)), associées aux radeaux lipidiques, jouent un rôle dans l'endocytose. Ces 

protéines sont impliquées à la fois dans un mécanisme dynamine-dépendant (Ait-Slimane et al., 

2009; Payne et al., 2007) et dynamine-indépendant (Glebov et al., 2006). Les microdomaines de 

flotillines semblent rarement bourgeonner, mais ce processus semble être contrôlé par la kinase 

Fyn (Riento et al., 2009). Les flotillines ont été observées sur des domaines membranaires plats. 

La flotilline pourrait donc affecter l'efficacité de l'endocytose suite à l'agrégation des récepteurs 

associés aux lipides et certaines espèces lipidiques en dehors des zones +!')501')02'() de la 

membrane donnant lieu à des vésicules (Frick et al., 2007). 

ENDOCYTOSE DEPENDANTE DE RHOA ET CDC42 

Les endocytoses dépendantes de RhoA (dynamine-dépendante) et Cdc42 (dynamine-

indépendante) sont dépendantes des radeaux lipidiques pour la formation de vésicules (Howes 

et al., 2010b; Kumari et al., 2010; Lamaze et al., 2001)A* 3!")+(.L2(&"*+-$")+0)2"*+"*=4(H*"&2*

%"&$()&0B "* +"*  !')2"%)0 '&02'()* +!J3]=* S')2"% "/V')-2 receptor), ainsi que certaines toxines 

comme la toxine C2 de Clostridium botulinum (Gibert et al., 2010; Lamaze et al., 2001; Pust et al., 
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2010)A*3!")+(.L2(&"*+-$")+0)2"*+"*<+.`]*a été rapportée comme étant responsable de la plus 

grande partie de l'absorption de fluide (Howes et al., 2010a; Kumari et al., 2010). Elle peut être 

impliqué"*+0)&*  !')2"%)0 '&02'() des protéines ancrées à des GPI, et cette voie a été également 

appelée la voie GEEC (GPI-enriched early endosomal compartment) (Kumari et al., 2010).  

ENDOCYTOSE DEPENDANTG*F!H=ab 

Une voie d'endocytose distincte, dépendante d!Arf6, liée à l'internalisation des protéines du 

CMH I (Radhakrishna and Donaldson, 1997) et des intégrines (Brown et al., 2001; Powelka et al., 

2004) a été décrite. Cependant, Arf6 ne semble pas être nécessaire pour l'endocytose, mais pour 

le recyclage de cette voie qui nécessite une Arf6 active (Radhakrishna and Donaldson, 1997). 

Majoritairement, l'endocytose dépendante +!Arf6 semble être indépendante de la dynamine 

(Grant and Donaldson, 2009). L'identification de cette voie a été facilitée par le système 

tubulaire caractéristique du recyclage endosomal, contenant des particules endocytées par un 

système indépendant de la clathrine, qui est visible dans les cellules HeLa. 

MACROPINOCYTOSE OU ENDOCYTOSE EN PHASE FLUIDE  

La macropinocytose implique les plissements membranaires et permet la formation de 

pinosomes qui sont de grandes vésicules (0,5 à 5 µm de diamètre) qui internalisent les fluides 

extracellulaires. Plusieurs protéines, comme la kinase dépendante des phosphoinositols et les 

petites GTPases des familles Ras et Rho, avec leurs effecteurs, dont la kinase activée par p21 et le 

facteur d'ADP-ribosylation (Arf6), jouent un rôle de régulation au cours de la macropinocytose 

(Cardelli, 2001). Le processus semble donc être dépendant de Rac, Pak1, Cdc42, CtBP1/BARS, 

Arf6 (Kerr and Teasdale, 2009) et des nexines de tri (Wang et al., 2010). La forme la plus 

commune de macropinocytose semble être dynamine-indépendante (Kerr and Teasdale, 2009), 

alors que les « circular ruffles » donnent lieu à des vésicules par un processus impliquant la 

dynamine (Kerr and Teasdale, 2009; Liu et al., 2008). La phosphorylation de CtBP1/BARS par 

Pak1 active la phospholipase D1 permettant la fission de la vésicule (Haga et al., 2009). En plus 

de l'étape de fission, la dynamine a été également impliquée dans la formation de queues de 

comète d'actine, qui sont nécessaires pour le déplacement intracellulaire des macropinosomes 

(Orth et al., 2002). 

LA PHAGOCYTOSE 

La phagocytose est un type spécial d'endocytose se produisant dans les organismes vivants 

unicellulaires libres ou dans les cellules spécialisées des organismes supérieurs tels que les 
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neutrophiles et les macrophag"&C*  (%&9/"*  \")&",B "*+!/)*,'.%(-organisme ou +!une particule 

étrangère est englouti par la formation de vésicules phagocytaires. Des stades distincts ont été 

identifiés au cours de la phagocytose englobant (1) la fixation des particules à des récepteurs de 

la surface cellulaire, (2) l'engloutissement de la particule par des changements de formes 

dynamiques dépendants de la polymérisation de l'actine et de l'exocytose de la membrane, et, 

finalement, (3) la formation de phago-lysosomes (Cardelli, 2001). Tous ces processus 

phagocytaires dépendent des réarrangements du cytosquelette d'actine. Les lipides 

phosphoinositides et les complexes de signalisation multi-composants sont importants pour la 

transduction du signal des récepteurs phagocytaires au cytosquelette d'actine. 

LE TRI INTRACELLULAIRE 

R/'2"*6* !')2"%)0 '&02'()C* "&*vésicules primaires générées par les endocytoses dépendantes (CDE) 

et indépendantes (CIE) de la clathrine sont transférés dans l'endosome précoce. La petite 

GTPase Rab5 et son effecteur EEA1 (Early endosome antigen 1), la phosphatidylinositol 3-kinase 

(PI3K) et son produit la phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P) sont des marqueurs de 

 !endosome précoce et sont nécessaires à sa fonction. Le pH de la lumière de l'endosome précoce 

est légèrement acide (Maxfield and McGraw, 2004), facilitant les changements de conformation 

des protéines permettant la libération des ligands qui étaient fixés aux récepteurs.  

VOIES DE RECYCLAGE 

Le tri des protéines membranaires et des lipides à partir de la lumiM%"*+"* !")+(&(,"*$%-.(.", et 

la formation de tubules membranaires issus des endosomes, conduit à des voies de recyclage 

rapide, ou au transfert à un compartiment endocytique de recyclage (ERC), situé à proximité du 

noyau, à partir duquel émergeront les endosomes de recyclage (Figure I.12). Plusieurs protéines 

permettent de réguler le trafic et le recyclage endosomial en particulier, dont les GTPases (les 

protéines Rab et Arf) et leurs effecteurs (comme la PI3K). 

La voie de recyclage rapide vers la membrane plasmique peut avoir lieu à partir de l'endosome 

précoce ou +!un stade plus précoce (Choudhury et al., 2004; Maxfield and McGraw, 2004). Rab4 

(Choudhury et al., 2004; Maxfield and McGraw, 2004; van der Sluijs et al., 1992) et Rab35 

semblent jouer un rôle important dans cette voie (Kouranti et al., 2006). Rab35 est également 

associée à des endosomes de recyclage tubulaires, Arf6 et EHD1 positifs, qui transportent les 

molécules endocytées par CIE vers la membrane plasmique (Walseng et al., 2008). 
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La voie de recyclage lente implique le transport des protéines endocytées de l'endosome précoce 

à l'ERC, et de l'ERC à la membrane plasmique. 3(%&* +"* &0* ,02/%02'()C*  !endosome précoce 

élabore des tubules qui deviennent l'ERC, tandis que le corps principal de l'endosome précoce 

devient le corps multivésiculaire (MVB) (Maxfield and McGraw, 2004)A*3!'magerie en temps réel 

a permis de montrer que l'endosome précoce perd Rab5 et acquiert Rab11 (Sonnichsen et al., 

2000). L'ERC est un compartiment tubulaire largement dépourvu de fluide qui est marqué par la 

présence de Rab11 et/ou EHD1. De nombreuses protéines jouent un rôle important pour le 

positionnement juxta-nucléaire de l'ERC et dans le transport des molécules endocytées à l'ERC 

comme EHD3 et EHD4 (Naslavsky et al., 2006; Sharma et al., 2008). 

Il existe probablement plusieurs voies de recyclage distinctes de l'ERC à la membrane 

plasmique. Certaines molécules internalisées par voie CDE retournent vers la membrane 

plasmique dans des endosomes de recyclage qui sont différents des endosomes de recyclage 

tubulaires qui transportent les molécules internalisées par CIE vers la membrane plasmique 

(Naslavsky et al., 2003, 2004; Radhakrishna and Donaldson, 1997). Bien que les deux voies de 

recyclage nécessitent la fonction de Rab11 (Weigert et al., 2004), le système de recyclage de la 

voie CIE est plus élaboré "2*)-."&&'2"*$ /&*+!éléments de régulation (comme les Arfs surtout Arf6 

et les Rabs). Les tubules s'alignent le long des microtubules, et le recyclage vers la membrane 

plasmique dépend à la fois des microtubules et +"*  !actine (Balasubramanian et al., 2007; 

Radhakrishna and Donaldson, 1997; Weigert et al., 2004). 

VOIES DE DEGRADATION 

F!0/2%"& molécules internalisées sont destinées à la dégradation et doivent donc aboutir aux 

compartiments lysosomaux (Figure I.12). Le trafic des composants individuels nécessite une 

série d'événements bien orchestrée pour les diriger à partir de la première station d'endocytose, 

l'endosome de tri, vers leur destination finale. 30* ,02/%02'()* +"*  !")+(&(,"* $%-.(."* ")*

endosome tardif est marquée par « la conversion de Rab », où Rab5 présente sur les endosomes 

précoces est remplacée par Rab7 (Bucci et al., 1992; Poteryaev et al., 2010). Cette conversion de 

Rab représente probablement le point final d'un processus très dynamique : la formation de 

vésicules intra-luminales (ILVs) est effectuée par la machinerie du complexe de tri endosomal 

requis pour le transport (ESCRT), qui séquestre les molécules ubiquitinées par bourgeonnement 

vers l'intérieur de la lumière endosomale pour former les MVBs  (Gruenberg and Stenmark, 

2004; Nickerson et al., 2007; Slagsvold et al., 2006; Woodman and Futter, 2008). 3!0cidification 

progressive des endosomes est réalisée par la V-ATPase, une pompe à protons très complexe 

formée de plusieurs sous-unités (Lee et al., 2010). Les phosphoinositides de la membrane 
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endosomale initialement formés de phosphoinositol-3-phosphate (PI(3)P) sont transformés en 

phosphoinositol-3,5-bisphosphate (PI(3,5)P2) (Bohdanowicz and Grinstein, 2013; Dove et al., 

2009; Robinson and Dixon, 2006). La taille et la morphologie des endosomes changent, ils 

perdent leurs extensions tubulaires et leur capacité de recyclage, et se dirigent vers la région 

périnucléaire de la cellule. Enfin, les endosomes tardifs fusionnent avec les lysosomes, des 

organelles très acides, à partir desquels toutes les molécules dégradées, ainsi que des 

composants endosomaux sont récupérés pour permettre aux cycles de fusion suivants +!05('%*

lieu (Huotari and Helenius, 2011). 

Lors de la phagocytose, la maturation du phagosome &"* 70'2* +!/)"* ,0)'M%"* parallèle à la 

progression de  !endosome. Le phagosome naissant subit une évolution progressive, devenant 

d'abord un phagosome précoce, puis un phagosome tardif qui fusionne ensuite avec les 

lysosomes, donnant lieu au phagolysosome. La formation d'ILV pendant les étapes 

intermédiaires permet de classer le phagosome comme un type de MVB (Bohdanowicz and 

Grinstein, 2013).  

Les compartiments d'endocytose sont reliés entre eux de manière dynamique par des voies de 

trafic de vésicules et de tubules membranaires. Le système d'endocytose peut être considéré 

comme un prolongement de la membrane plasmique en agissant comme un sous-ensemble de 

sous-domaines spécialisés qui sont séparées de la surface de la celluleA* 3!implication de 

l'endocytose dans la signalisation )\"&2* $0&*  ','2-"* 6*  !- ',')02'()* +"&* %-."$2"/%&* +"*  0*

membrane plasmique pour réguler  !0.2'502'()* +"&* ."  / "&. Mais les endosomes peuvent 

également agir comme un ensemble de foyers comportant des complexes de signalisation (Platta 

and Stenmark, 2011). 
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Figure I. 12 : Endocytose et tri intracellulaire 
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Figure I.12 : Endocytose et tri intracellulaire 

Les voies d'endocytose comportent (1) la voie dépendante de la clathrine, (2) la voie dépendante de la 
cavéoline, (3) les endocytoses indépendantes de la clathrine et de la cavéoline : endocytose dépendante 
+"&*7 (2'  ')"&C*+"*=4(Hc<+.`]C*"2*+!H%7b, (4) la phagocytose et (5) la micropinocytose. Ces voies diffèrent 
en ce qui concerne la nature des particules internalisées, la taille des vésicules et la machinerie 
moléculaire associée (Conner and Schmid, 2003). 3!")+(.L2(&"*,"2*")*Y"/*+'5"%&*.(,$0%2',")2&*2/B/ (-
vésiculaires membraneux englobant les endosomes de tri (ou endosomes précoces), les endosomes de 
recyclage (ERC), les corps multi-vésiculaires (MVB) (ou endosomes tardifs) et les lysosomes. Ces 
compartiments endocytiques diffèrent par leur pH, leur enrichissement en lipides membranaires 
spécifiques et pour les petites GTPases de la famille Rab associées à leur membrane. Le tri des protéines 
membranaires et des lipides se fait à partir de  0* /,'M%"*+"* !")+(&(,"*$%-.(." ; la formation de tubules 
membranaires issus des endosomes, conduit à des voies de recyclage rapide, ou au transfert 6* !ERC, situé 
à proximité du noyau, à partir duquel émergeront les endosomes de recyclage. F!0/2%"&* ,( -./ "&*

internalisées sont destinées à la dégradation et aboutissent aux compartiments lysosomaux en passant pat 
les MVBs. 

 

ORIGINE DU CALCIUM 

Les ions Ca2+ sont les éléments les plus sollicités pour la transduction des signaux lors de la 

signalisation intracellulaire (Berridge et al., 2000). Cependant, une augmentation excessive peut 

entraîner la mort de la cellule à la fois par la nécrose et l'apoptose. Pour cela, son stockage et sa 

circulation dans le cytoplasme sont fortement contrôlés dans les cellules par la régulation de 

canaux, pompes et échangeurs +!'()&, qui agissent pour déterminer, spatialement et 

temporellement, les concentrations précises dans le cytoplasme et les autres compartiments 

intracellulaires (Clapham, 1995; Lam and Galione, 2013).  

3!(%'1')"* +"*  !0/1,")202'()* +"*  0* [Ca2+]i due aux leucotoxines peut donc être le milieu 

extracellulaire, grâce à des canaux calciques présents dans la membrane plasmique et qui 

affecteront les cibles situées à proximité de la membrane, ou bien les stocks calciques 

intracellulaires dispersés dans toute la cellule. Ces stocks intracellulaires sont formés par : (1) le 

RE qui est la principale organelle de stockage du Ca2+ intracellulaire et qui joue un rôle central 

+0)&*  !4(,-(&20&'"* "2*  0* &'1)0 '&02'()* .0 .'9/"C* (2)  !")5" ($$"* )/. -0'%"* 9/'* "&2* .()&'+-%-"*

comme un sous-domaine du RE (Stehno-Bittel et al., 1995b), (3) les stocks acides comme les 

lysosomes ou les endosomes et les +'77-%")2"&* 5-&'./ "&* 7(%,-"&* $0%*  "* &L&2M,"* +!")+(.L2(&"*

citées ci-dessus (Lam and Galione, 2013) et (4) les mitochondries (Nicholls, 2005). 

3"*,(+"*+!0.2'()*+"*."&*  "/.(2(#')"&*7(%,0)2*+"&*$(%"&*.()."%)0)2*  "&*50%'02'()&*+"*  0*d<02+]i 

est encore inconnu. La fixation de ces leucotoxines sur certains récepteurs, qui sont internalisés 

suite à la fixation de leurs agonistes naturels, induit-"  "*  !')2"%)0 '&02'()*+/* %-."$2"/%* 05".*  0*

leucotoxine ? La formation du pore se fait-elle alors à la membrane plasmique ou au niveau de la 
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,",B%0)"*+"&*5-&'./ "&*+!")+(.L2(&" ? Les voies de signalisations calciques activées sont-elles 

les mêmes que pour les agonistes naturels de ces récepteurs e* F"&* "#",$ "&* +!0/2%"&* 2(#')"&*

bactériennes, comme la shiga-2(#')"* (/*  !"#(2oxine de B. anthracis, montrent que de tels 

évènements sont possibles. 

SHIGA-TOXINE  

GENERALITES 

La Shiga-toxine est le prototyp"*+!/)*1%(/$"*+"*$%(2-')"&*0L0)2*/)"*&2%/.2/%"*"2*/)"* 7().2'()*

très proche. La famille des Shiga toxines comprend la Shiga-toxine, sécrétée par Shigella 

dysenteriae, et les Shiga-toxine 1 (Stx1) et Shiga-toxine 2 (Stx2) produites par certaines souches 

+!Escherishia coli (STECs). La Shiga-toxine et la Shiga-toxine 1 sont presque identiques 

(Degrandis et al., 1987; Seidah et al., 1986; Strockbine et al., 1988) alors que la Shiga-toxine 2 

,()2%"*,(')&*+!'+")2'2-*"2*)"*$"/2*$0&*>2%"*)"/2%0 '&-"*$0%*+"&*0)2'.(%$&*+'%'1-&*.()2%"* 0*R4'10-

toxine ou la Shiga-toxine 1 (Calderwood et al., 1987; Jackson et al., 1987; Strockbine et al., 1986). 

STRUCTURE 

La Shiga-toxine appartient à la famille des toxines protéiques de type AB5, avec une sous-unité A 

qui possède une activité enzymatique et le groupe de sous-unités B, non-toxique, responsable de 

la fixation aux récepteurs cellulaires. Le groupe B comprend 5 sous-unités identiques de 7,7 kDa 

formant un anneau pentamérique avec un pore central où est ancrée la partie C-terminale de A 

(Fraser et al., 1994; Stein et al., 1992). Chaque sous-unité B comporte 3 sites de fixation distincts 

qui interagissent spécifiquement avec la partie trisaccharidique du glycosphingolipide Gb3 

(Lindberg et al., 1987; Ling et al., 1998; Lingwood et al., 1987). Ainsi, chaque groupe B peut 

$(2")2'"  ",")2*')2"%01'%*05".*[f*,( -./ "&*:BT*+!(O* 0*7(%2"*077')'2-*+"*7'#02'()A* 

Pour agir sur les cellules, la protéine A (32,2 kDa) doit être clivée par la « furine » en un 

fragment A1 (~27,5 kDa), $(%2"/%*+"* !activité enzymatique, et un petit fragment A2 (~4,5 kDa) 

(Garred et al., 1995). Les fragments A1 et A2 sont liés par un pont disulfure entre les cystéines 

242 et 261. Le clivage de la Shiga-toxine est optimal à faible pH (Garred et al., 1997), ce qui 

suggère que le clivage a lieu lors des premières étapes du transport intracellulaire. Le fragment 

A1 libéré passe alors dans le cytosol où il exerce son effet cytotoxique.  
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DEFG*F!H<IJEK  

Les Shiga-toxines induisent une inactivation catalytique de la sous-unité 60S du ribosome 

(Reisbig et al., 1981), inhibant ainsi la synthèse protéique dans les cellules cibles (Brown et al., 

1980; Thompson et al., 1976). Pour atteindre sa cible, la Shiga-toxine subit un transport 

%-2%(1%0+"*Y/&9/!0/*%-&"0/*trans-:( 1'C* !0$$0%"' *+"*:( 1'C*"2* "*=G*0$%M&* !")+(.L2(&"*(Donta et 

al., 1995; Sandvig et al., 1992; Sandvig et al., 1989; Sandvig et al., 1991). Depuis le RE, la partie 

toxique passe dans le cytoplasme où elle inactive les ribosomes (Figure I.13). De plus, la Shiga-

2(#')"*')+/'2* !0$($2(&"*+0)&*+'77-%")2&*2L$"&*."  / 0'%"&*&/'2"*6*/)*"ffet prolongé de cette toxine 

(Tesh, 2010). 

FIXATION 

Les Shiga-toxines se fixent à la partie carbohydrate du glycosphingolipide Gb3 extracellulaire 

des cellules cibles (Lindberg et al., 1987; Lingwood et al., 1987). Gb3 est considéré comme le seul 

récepteur fonctionnel des Shiga-toxines chez les mammifères (Okuda et al., 2006). La fixation 

des Shiga-toxines est influencée par le nombre de récepteurs, des différents isoformes de Gb3 

(Lingwood et al., 2010a; Lingwood et al., 2010b) et du microenvironnement lipidique 

membranaire qui entoure les récepteurs Gb3, comme par exemple la composition en 

phospholipides et le niveau de cholestérol (Arab and Lingwood, 1996; Binnington et al., 2002; 

Kiarash et al., 1994; Lingwood et al., 2011; Nakajima et al., 2001; Pellizzari et al., 1992). Enfin, le 

récepteur TLR4 (Toll-like receptor 4) semble jouer un rôle dans la fixation de cette toxine à 

certaines lignées cellulaires (Torgersen et al., 2011). En particulier, sur les PMNs qui 

)!"#$%',")2* $0&*  "* %-."$2"/%* :BTC* I3=`* 0* -2-* '+")2'7'-* .(,,"* %-."$2"/%* +"s Shiga-toxine 1 

(Stx1) et Shiga-toxine 2 (Stx2) (Brigotti et al., 2013). 

Suite à sa fixation, la Shiga-toxine induit une augmentation rapide de la [Ca2+]i, probablement 

due à la libération des stocks intracellulaires, (Cherla et al., 2009; Lee et al., 2008b) et active 

plusieurs tyrosine kinases comme Yes et Lyn de la famille Src kinases (Katagiri et al., 1999; Mori 

et al., 2000), Syk (Lauvrak et al., 2006), ainsi que la sérine/thréonine kinase PKCg (Torgersen et 

al., 2007) et la p38? MAPK (Walchli et al., 2008)). De plus, la fixation de la Shiga-toxine stimule le 

remodelage du cytosquelette (Takenouchi et al., 2004).  

ENDOCYTOSE ET TRANSPORT INTRACELLULAIRE 

Les Shiga-toxines peuvent être endocytées par différents mécanismes (Sandvig et al., 2010a; 

Sandvig et al.; Sandvig et al., 2010b) dépendants ou indépendants de la clathrine. La clathrine, la 
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dynamine (Lauvrak et al., 2004) et le complexe rétromère (Bujny et al., 2007; Popoff et al., 2007) 

jouent un rôle i,$(%20)2*+0)&* "*2%0)&$(%2*+"&*")+(&(,"&*5"%&* !0$$0%"' *+"*:( 1'A*3!0.2'5'2-*+"*

la pompe à protons (V-ATPase) semble nécessaire +0)&*."*2%0)&$(%2*B'")*9/!' *&('2*')+-$")+0)2*

+"*  !0.'+'7'.02'()* +"&* ")+(&(,"& (Dyve Lingelem et al., 2012)A* 3"* 2%0)&$(%2* 5"%&*  !0$$0%"' * +"*

Golgi est également dépendant du Ca2+ (Chen et al., 2002). Le tri des Shiga-toxines associés à Gb3 

+-$")+* +"*  !'&(7(%,"* +"* :BT* "2* &()* 0&&(.'02'()* 05".* +"&* W lipid rafts » (Arab and Lingwood, 

1998; Kovbasnjuk et al., 2001; Raa et al., 2009; Sandvig et al., 1996; Sandvig et al., 1994). De plus, 

plusieurs protéines Rab (Mallard et al., 2002; Monier et al., 2002; Wilcke et al., 2000), des 

SNAREs (soluble N-ethylmalemide-sensitive factor attachment protein receptors) (Mallard et al., 

2002; Tai et al., 2004), 0')&'*9/"*+!0/2%"&*$%(2-')"&*')2%0."  / 0'%"&*')2"%5'"))")2*+0)&*."*2%07'.A* 

 

Figure I. 13 : D-.0)'&,"*+!0.2'()*+"* 0*R4'10-toxine 

Les Shiga-toxines peuvent être endocytées par différents mécanismes dépendants et indépendants de la 
clathrineA*R/'2"*6* !')2"%)0 '&02'()C* 0*2(#')"*&/B'2*/)*2%0)&$(%2*%-2%(1%0+"*+"* !")+(&(,"*$%-.(."* Y/&9/!6*

 !0$$0%"' *+"*:( 1', puis le réticulum endoplasmique (RE). Depuis le RE, la partie toxique passe (fragment 
H[@*+0)&* "*.L2($ 0&,"*(O*"  "*')0.2'5"* "&*%'B(&(,"&*"2*')+/'2* !0$($2(&"*+0)&*."%20')&*2L$"&*."  / 0'%"&A 
<"*,-.0)'&,"*"&2*0..(,$01)-*+!/)"*0/1,")202'()*%0$'+"*+"* 0*d<02+]i, probablement due à la libération 
des stocks intracellulaires. Figure adaptée de (Johannes and Romer, 2010). 
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;/'&C* "*2%0)&$(%2*+"* !0$$0%"' *+"*:( 1'*5"%&* "*=G*"&2*+-$")+0)2*+"* 0*$%(2-')"*=0Bb0!*(Del Nery 

et al., 2006; White et al., 1999)C* +"*  !0.2')"* (Valderrama et al., 2001) et il est médié par la 

protéine motrice myosine II (Duran et al., 2003). Un réseau intact de microtubules est nécessaire 

$(/%*/)*B()* 2%0)&$(%2*+"&*$%(2-')"&*+"*  !0$$0%"' *+"*:( 1'*"2* 2(/2"*$"%2/%B02'()*+"*."* %-&"0/*

inhibe le transfert de la Shiga-2(#')"* h* ")2%"*  !0$$0%"' * +"* :( 1'* "2*  "* =G* (Pernet-Gallay et al., 

2002).  

J *"&2*"&2',-*9/"* 0*2%0)& (.02'()*+!/)"*&"/ "*,( -./ "*H[*+0)&* "*.L2(&( *"&2*suffisante pour tuer 

une cellule (Tam and Lingwood, 2007). La translocation se fait grâce à la voie de dégradation des 

protéines associées au RE (ERAD) (LaPointe et al., 2005; Moreau et al., 2011; Yu and Haslam, 

2005)A*;0%*0'  "/%&C* !0&&(.'02'()*6*+"&*,",B%0)"&*%-&'&20)2"&*0/#*+-2"%1")2&*+0)&* "*=G*&",B "*

importante à une translocation efficace de la toxine (Smith et al., 2006). 

 

EXOTOXINE DE BACILLUS ANTHRACIS 

GENERALITES 

La bactérie à Gram positif sporulante Bacillus anthracis est l'agent causal de la maladie du 

charbon (Mock and Fouet, 2001). Cette bactérie a deux facteurs de virulence essentiels : une 

capsule poly-Q-D-glutamique codée par des gènes présents sur le plasmide pX02 et une 

exotoxine tripartite codée par des gènes situés sur le plasmide pX01 (Green et al., 1985; Mikesell 

et al., 1983)A* 3!"#(2(#')"* "&2* composée de 3 protéines :  !0)2'1M)"* +"* $%(2".2'()* SW* protective 

antigen » ou PA), qui est la protéine de fixation au récepteur de la cellule hôte, et deux protéines 

enzymatiques, le facteur oedémateux (« edema factor » ou EF) et le facteur létal (« lethal factor » 

ou LF) (Smith and Stanley, 1962; Stanley et al., 1960). LF et EF n'ont pas d'activité connue sur 

l'hôte avant de se lier et +!>2%"*2%0)& (9/-"& dans le cytosol des cellules cibles par PA. Une fois 

que LF ou EF sont liées au PA, elles sont appelées la toxine létale (LT) ou la toxine de l'oedème 

(ET), respectivement. 

DEFG*F!H<IJEK  

La protéine PA se lie à la membrane cellulaire en formant un heptamère et permet à EF ou LF de 

passer dans le cytosol (Figure I.14). LF est une métalloprotéase à zinc qui clive l'extrémité N-

terminale de plusieurs MEKs et empêche l'activation des voies ERK1/2, p38 et JNK (Duesbery et 

al., 1998) (Pellizzari et al., 1999) (Vitale et al., 2000). EF exerce une activité adényl cyclase 



 

 

62 

 

dépendante de la calmoduline qui augmente le taux d'AMPc à des niveaux supra-physiologiques 

(Leppla, 1982). Elle produit des quantités élevées d'AMPc péri-nucéaire plutôt que sur la 

membrane cellulaire, .(,,"* +!0/2%"&* 2(#')"&* 9/'* 01'&&")2* &/%*  "* 20/#* +!HD;.* S"#. : la toxine 

cholérique) (Dal Molin et al., 2006)A*3!0/1,")202'()*+/*20/#*+!AMPc permet +!activer la protéine 

V')0&"* H* S;UH@C*  0* $%(2-')"* +!-change activée par l'AMPc (« exchange protein activated by 

cAMP » ou Epac), et le facteur d'échange du nucléotide Guanine Rap1 (Hong et al., 2007). Ces 

exotoxines agissent sur des voies de signalisation clés qui sont présentes dans plusieurs types de 

cellules et de nombreux systèmes physiologiques.  

 

 

Figure I. 14 : D-.0)'&,"*+!0.2'()*+"* !"#(2(#')"*+"*Bacillus anthracis 

Suite à la fixation de PA à ses récepteurs membranaires, elle est clivée par la furine en un isoforme de 
63 kDa (PA63) 9/'* &!(%10)'&"* ")*4"$20,M%"A*G)&/'2"C*3a*"2*Ga peuvent se fixer 6*  !4"$20,M%"*&/%*/)*+"&*

trois sites de liaison potentiels, et la toxine est endocytée.  La diminution du pH dans l'endosome précoce 
provoque un réarrangement conformationnel de PA/récepteur nécessaire pour l'insérer dans la 
membrane et former le pore permettant la translocation de LF ou EF dans le cytosol. LF clive plusieurs 
MEKs et empêche l'activation des voies ERK1/2, p38 et JNK. EF augmente le taux d'AMPc à des niveaux 
supra-physiologiques. 
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FIXATION 

PA se lie à deux récepteurs de surface cellulaire : le premier identifié a été le récepteur de la 

toxine de l'anthrax 1 (ANTXR1), plus tard identifié au marqueur tumoral endothélial 8 (TEM8), 

le second est le récepteur de la toxine de l'anthrax 2 (ANTXR2) (ou gène de la morphogenèse 

capillaire 2 (CMG2)) (Bradley et al., 2001; Scobie et al., 2003). PA peut également se lier aux 

inté1%')"&*P[C*9/'*$(2")2'0 '&")2*&()*absorption par les macrophages (Martchenko et al., 2010). 

TEM8 a été impliqué dans la liaison des cellules endothéliales à  !G<DC*(O*."22"*$%otéine dirige la 

migration et l'adhérence (Hotchkiss et al., 2005; Nanda et al., 2004). CMG2 participerait à la 

prolifération endothéliale (Reeves et al., 2010).  

ENDOCYTOSE ET TRANSPORT INTRACELLULAIRE 

Suite à la liaison à CMG2 ou TEM8, PA est clivée par la furine en un isoforme de 63 kDa (PA63) 

9/'*&!(%10)'&"*")*4"$20,M%"A*G)&/'2"C LF et EF $"/5")2*&"* 7'#"%*6*  !4"$20,M%" sur un des trois 

sites de liaison potentiels (Mogridge et al., 2002a; Mogridge et al., 2002b). PA peut également 

&!oligomériser en octamère, plus stable 9/"* !4"$20,M%" lorsqu!' *"&2 non lié au récepteur de la 

toxine, et former le complexe de l'exotoxine dans le sérum (Kintzer et al., 2009). 

3!oligomérisation des PA est nécessaire pour son association avec les radeaux lipidiques et son 

endocytose dépendante de la clathrine (Abrami et al., 2003). Après endocytose, l'exotoxine est 

triée dans des ILVs dans  !endosome précoce (Abrami et al., 2004). La diminution du pH dans 

l'endosome précoce provoque un réarrangement conformationnel de PA/TEM8 nécessaire pour 

l'insérer dans la membrane et former le pore permettant la translocation de LF ou EF (Milne et 

al., 1994). Le complexe PA lié à CMG2 nécessite un pH inférieur à celui du complexe avec TEM8 

pour former le pore de translocation (Rainey et al., 2005). Dans les deux cas, cela conduit à la 

translocation de LF/EF qui va alors atteindre le cytosol (Abrami et al., 2004; Ha et al., 2010). 
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5. OBJECTIFS DE LA THESE 

Les leucotoxines de Staphylococcus. aureus sont des facteurs de virulence sécrétés par cette 

bactérie. Elles endommagent les membranes des cellules immunitaires et empêchent la 

phagocytose. Ces toxines sont surtout connues pour leur activité de formation de pore, 

cependant leurs effets ne se limitent pas à cette capacité. Suite à la fixation des deux sous-unités 

à la membrane plasmique, une augmentation rapide de la [Ca2+]i est observée. Le Ca2+ étant un 

messager secondaire impliqué dans la transduction de signal de nombreuses voies, il est 

')2-%"&&0)2* +"* .(,$%")+%"*  "* ,(+"* +!0.2'()* +-20'  -* +"* ."&*  "/.(2(#'nes. Récemment, les 

récepteurs membranaires de plusieurs leucotoxines ont été décrits, permettant de mieux 

envisager la spécificité des leucotoxines envers les différents types cellulaires et les différentes 

espèces.  

De plus, en raison de la prévalence de souches de S. aureus résistantes aux antibiotiques et des 

échecs thérapeutiques, et vu que les leucotoxines sont de manière générale des facteurs 

aggravant la sévérité des infections à S. aureus, de nouveaux traitements ciblant les facteurs de 

virulence sont recherchés, afin de renforcer les antibiothérapies. Les nouvelles pistes sont 

"&&")2'"  ",")2*  !0$$%(.4"* 50..')0 "C* +'%'1-"* .()2%"*  "&* 70.2"/%&* +"* virulence, et 

 !',,/)(24-%0$'"*$0%* !/2' '&02'()*+!0)2'.(%$&*$(/%*B (9/"%*+"&*70.2"/%&*B0.2-%'")&A De plus, de 

nouvelles molécules inhibitrices prometteuses ont été étudiées au sein du laboratoire : les para-

sulfonato-calix[n]arènes (SCn) (Laventie et al., 2013) et les anticorps à chaine lourde humanisés 

(HCAbs) (Laventie et al., 2011). 

Les objectifs de cette thèse se divisent en deux parties : 

  30*.(,$%-4")&'()*+/*,(+"*+!0.2'()*+"&* "/.(2(#')"& : 

o La recherche de nouvelles cellules cibles des leucotoxines qui expriment les 

récepteurs de ces leucotoxines 

o 3!'dentification de voies calciques ou de stocks calciques activés par les 

leucotoxines au niveau des PMNs 

o 3!'+")2'7'.02'()* +es régions nécessaires à la fixation des leucotoxines à leurs 

récepteurs. 

 

  3!-50 /02'() de nouvelles molécules chimiques dérivées des SCn, inhibitrices des 

leucotoxines, qui permettraient de neutraliser les leucotoxines. 

 



 

 

 

 

 

CHAPITRE II : 
MATERIELS ET METHODES 
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MATERIELS 

PRODUITS CHIMIQUES 

CALIXARENES 

Les para-sulfonato-calix[4,6 ou 8]arènes ont été fournis par Acros Organics, Thermo Fisher 

Scientific (Illkirch, France) dans un premier temps, puis synthétisés par  !-9/'$"*+/*F%*i(/40'%*

Asfari (Laboratoire de Chimie analytique et Sciences séparatives, UMR 7178, Cronenbourg, 

France). Les autres calixarènes ont été synthétisés par  !-9/'$"*+/*F%*i(/40'%*H&70%'A 

Tableau II. 1 : Les différents calixarènes utilisés 

Nom para-sulfonate-
calix[4]arène 

para-sulfonate-
calix[6]arène 

para-sulfonate-
calix[8]arène 

Fournisseur Acros organics (Geel, 
Belgique) 

Acros organics (Geel, 
Belgique) 

Acros organics (Geel, 
Belgique) 

Référence n°290250010 n°290260010 n°301440010 

Formule chimique C28H24O16S4 · 0,5 H2SO4 
· 8,5 H2O 

C42H36O24S6  0,33 H2SO4 
· 11,7 H2O 

C56H48O32S8 · x H2O 

Masse molaire 744,75 g/mol 1117,1 g/mol 1489,45 g/mol 

Pureté en masse  95% 95% 97% 

Solubilité > 100 mM, H2O > 100 mM, H2O  !""#$%&#H2O 
 

Nom para-sulfonate-
calix[4]arène (ZA) 

para-sulfonate-
calix[6]arène (ZA) 

para-sulfonate-
calix[8]arène (ZA) 

Fournisseur Equipe Dr Z. Asfari, 
UMR 7178 

Equipe Dr Z. Asfari, 
UMR 7178 

Equipe Dr Z. Asfari, 
UMR 7178 

Formule chimique C28H24O16S4 ·  4 H2O C42H36O24S6  · 6 H2O C56H48O32S8 · 8 H2O 

Masse molaire 816,79 g/mol 1224,6 g/mol 1633,58 g/mol 

Pureté en masse  99,5% 99,4% 99,6% 

Solubilité > 100mM, H2O > 100mM, H2O  !""#$%&#H2O 
 

Nom para-sulfonate du 
sodium -thia-
calix[4]arène 

carboxy-métoxy-para-
sulfonate  phénol 

1,3-dicarboxy-
méthoxy-para-
sulfonate-calix[4]arène 

Fournisseur Equipe Dr Z. Asfari, 
UMR 7178 

Equipe Dr Z. Asfari, 
UMR 7178 

Equipe Dr Z. Asfari, 
UMR 7178 

Formule chimique C24H12O16S8Na4 · 4 H20 C8H7O6SNa · 2 H2O C32H24O20S4Na4 ·  6 H2O 

Masse molaire 888,86 g/mol 290,22 g/mol 1056,82 g/mol 

Pureté en masse  99,8% 99,5% 99,7% 

Solubilité > 100mM, H2O > 100mM, H2O > 100mM, H2O 
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Nom 1,3-dicarboxy-
méthoxy-2,4-
monocouronne-6-para-
sulfonate du sodium- 
calix[4]arène 

para-sulfonate du 
sodium-bis-benzo-
couronne-6-
calix[4]arène 

para-sulfonate du 
sodium-bis-naphto-
couronne-6-
calix[4]arène 

Fournisseur Equipe Dr Z. Asfari, 
UMR 7178 

Equipe Dr Z. Asfari, 
UMR 7178 

Equipe Dr Z. Asfari, 
UMR 7178 

Formule chimique C42H42O24S4 Na4  

 · 4 H2O 
C56H56O24S4 Na4  

 · 4 H2O 
C64H60O24S4Na4 · 4 H2O 

Masse molaire 1223,04 g/mol 1405,31 g/mol 1505,43  g/mol 

Pureté en masse  99,2% 99,9% 99,9% 

Solubilité > 100mM, H2O > 100mM, H2O > 100mM, H2O 

 

Nom para-sulfonate du sodium- 
bis-(dibenzo)-couronne-6- 
calix[4]arène 

para-sulfonate du sodium-bis-
esculetin-couronne-6-
calix[4]arène 

Fournisseur Equipe Dr Z. Asfari, UMR 
7178 

Equipe Dr Z. Asfari, UMR 7178 

Formule chimique C64H56O24S4Na4  

·  8 H2O 
C62H56O28S4Na4 · 4 H2O 

Masse molaire 1573,45 g/mol 1541,37 g/mol 

Pureté en masse  99,9% 99,9% 

Solubilité > 100mM, H2O   100mM, H2O 

 

AUTRES PRODUITS CHIMIQUES 

Le KB-R7943 ! "#YM-59483 et le trans-Ned-19 proviennent de Tocris Bioscience (Bristol, United 

Kingdom). Le W-54011 et le SB-290157 proviennent de Calbiochem (EMD Millipore, MA, USA). 

Les $%&'()!*+,*-*&(%')!./,$0)*1$'1*+ !23+3456*+ !7$8*"3456*+!9: !;<=>? ! le fMLP, le Dextran, le 

Triton X-100 et les sels proviennent de Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France).  

 

TAMPONS 

PBS : NaH2PO4 10 mM, Na2HPO4 1,5 mM, NaCl 0,15 M, pH 7,0. 

Tampon HEPES : HEPES 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA·Na2 1 mM, pH 7,2. 

Tampon EGTA : NaCl 140 mM, KCl 5 mM, glucose 10 mM, éthylène glycol-bis ('-aminoéthyl-

()*+,-#.&#.&#./&#./-acide tétraacétique (EGTA) 0,1 mM, Tris Base 3 mM, pH 7,3. 
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COLORATION HEMATOXYLINE/EOSINE : 

  Acide-alcool : 5 mL HCl (concentré) dans 1 L @#éthanol 70% 

  Eau ammoniaquée : 2 4A!B5@'3C*@(!@#$443+*%4!63+6(+&'D!@$+)!:!A!B2O MilliQ®    

COUPLAGE DE FLUOROCHROME : 

  Tampon A : HEPES 0,1M, NaCl 0,2M, EDTA·Na2 1 mM, pH 7,8 (NaOH). 

  Tampon B : HEPES 20mM, NaCl 0,5M, EDTA·Na2 1 mM, pH 7,2. 

FIXATION DES YEUX DE LAPIN : 

  PAF 4% : paraformaldéhyde 4%(p/v), NaOH 2 mM, dans PBS, pH 7,4. 

IMAGERIE : 

  Tampon Borate : borate de sodium 4,9 mM, Acide Borique 50 mM, pH 8,0. 

  Tampon de blocage : SVF 10%, BSA 5 mg/mL, dans PBS. 

  Tampon de dilution : SVF 5%, BSA 1 mg/mL, dans PBS. 

  Tampon glycine : glycine 150 mM, dans PBS (préparation extemporanée). 

  Fixateur : paraformaldéhyde 4 % (p/v), Saccharose 4% (p/v), dans PBS. 

  Mowiol : Mowiol® 4-88 (Polysciences, Eppelheim, Allemagne) 10% (p/v), glycérol 25% 

(v/v), Tris-HCl 100 mM, QSP H2O, pH 8,5, puis centrifuger 15 minutes à 500 x g pour 

clarifier la solution et stocker à -20°C. 

IMMUNO-MARQUAGE DES COUPES DES YEUX 

  Tampon de perméabilisation : Triton® X-100 0,025% (v/v), BSA 0,25% (p/v), dans PBS. 

CULTURE CELLULAIRE 

LIGNEES CELLULAIRES 

U937 est une lignée de cellules hématopoïétiques dérivée de l'épanchement pleural d'un patient 

de 37 ans atteint de lymphome histiocytaire diffus (Sundstrom and Nilsson, 1976). La 

morphologie des cellules de cette lignée est identique à celle des cellules tumorales à partir 

desquelles elle a été dérivée, elle présente de nombreuses caractéristiques monocytaires. Les 

6(""%"()!@(!"$!"*1+D(!EFGH!+#(C0'*4(+&!0$)!"(!'D6(0&(%'!IJ$KL 
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La lignée U937-C5aR est une lignée U937 stablement transfectée pour exprimer le récepteur 

C5aR sur la membrane plasmique (Kew et al., 1997). 

Les lignées cellulaires U937 et U937-C5aR ont été généreusement cédées 0$'!"#DM%*0(!@%!N'!J. A. 

Van Striip (University Medical Center Utrecht, 3584CX Utrecht, The Netherlands). 

MILIEU DE CULTURE ET STOCK 

Les lignées sont mises en culture en suspension dans un milieu RPMI 1640 avec de la L-

Glutamine (Dominique Dutscher, Brumath, France), supplémenté par un mélange 

@#$+&*-*3&*M%()!.<D+*6*""*+(!:O!E/mL et Streptomycine 10 µg/mL) (Gibco®, InVitrogen, Paisley, 

UK?! (&! 0$'! :OP! .QRQ?! @(! )D'%4! @(! Q($%! 8S&$"! .TUV?! @D6340"D4(+&D! .GO! 4*+! W! JHXI?! .PAN 

Biotech GmbH, Allemagne). 

Les cellules sont cultivées dans des flasques ventilées pour culture cellulaire dans un incubateur 

thermostaté à +37°C, saturé en humidité (95 %) et équilibré à 5 % de CO2 pour tamponner le pH 

du milieu de culture. Le milieu est renouvelé tous les trois jours, les cellules sont centrifugées à 

500 x g pendant 5 min, puis réensemencées. 

Pour constituer un stock, les cellules sont congelées à environ 107 cellules/mL dans un milieu 

froid constitué de SVF 50%, RPMI 42% et DMSO 8%. Les aliquotes de cellules sont congelées 

lentement @$+)! "#*)30'30$+3"!W! -80°C pendant 24h, puis transférées et c3+)('QD()!@$+)! "#$Y3&(!

liquide. La décongélation des cellules se fait en les réchauffant rapidement à 37°C dans un bain-

marie. Les cellules sont utilisées pendant un nombre restreint de passages (± 40) avant la 

@D63+1D"$&*3+!@#%+e nouvelle aliquote. 

PURIFICATION DES NEUTROPHILES 

Principe : Les polynucléaires neutrophiles humains (hPMNs) sont préparés à partir de 

concentrés leuco-plaquettaires sanguins (« buffy coat ») (Etablissement Français du Sang, 

Strasbourg, France) moins de 24h après le don du sang. La méthode est basée sur la séparation 

des monocytes et des "540,365&()!@#%+(!0$'&!."()!Z PBMC », ou « Peripheral Blood Mononuclear 

Cells [? ! (&! @()! <\=)! (&! D'5&,'365&()! @(! "#$%&'( ! 0$'! centrifugation sur gradient de ficoll 

+diatrizoate (d=1.077). Les érythrocytes sont ensuite éliminés par lyse osmotique. 

Méthode : GO!4A!@(!63+6(+&'D!)$+1%*+!)3+&!@*"%D)!$%!:RG!@$+)!@%!=$I"!F!]!(&!)3+&!@D03)D)!

doucement sur 12 mL de milieu de séparation des lymphocytes J-Prep (TechGen International, 

Les Ullis, France). Après 20 min de centrifugation sans frein à 800 x g dans une centrifugeuse à 
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rotor mobile, les différentes phases contenant les différents types cellulaires peuvent être 

séparées (Figure II.1).  

 

Figure II. 1: Purification des PMNs 

Séparation des composants cellulaires et plaquettaires sanguins par centrifugation sur gradient de ficoll 

+diatrizoate (milieu de séparation des lymphocytes) 

Purification des PMNs : le culot (PMNs et érythrocytes) est resuspendu dans 30 mL de NaCl 

9 ], puis sont additionnés de 10 mL de solution de Dextran 6 % (p/v) (Sigma). Après 30 min de 

sédimentation, le surnageant qui contient les PMNs est récupéré et centrifugé 6 min à 1 700 x g. 

Le culot est resuspendu dans 500 ^A!@(!=$I"!F]L!Les érythrocytes résiduels sont éliminés par 

lyse osmotique en 45 secondes en ajoutant 18 4A!@#B2O. L'osmolarité est rétablie par l'addition 

de 2 mL d'une solution de NaCl 9% (p/v), puis les tubes sont centrifugés et le culot resuspendu 

dans du tampon EGTA 6 min à 1 700 x g. Les PMNs sont de nouveau lavés par une centrifugation 

de 6 min à 1 700 x g et resuspendus dans du tampon EGTA. Après 1h de repos, les PMNs sont 

filtrés sur un tamis cellulaire de nylon de 70 µm (Becton Dickinson, Le Pont De Claix, France) 

pour éliminer les agrégats pouvant perturber la lecture en cytométrie en flux et en 

spectrofluorimétrie. 

A propos du protocole de purification des neutrophiles : La méthode de purification sur 

gradient est une des 2 techniques de référence de séparation des granulocytes (neutrophiles, 

éosinophiles, basophiles) avec la technique de Mono-Poly Resolving Medium (M-PRM). Au sens 

)&'*6& !6(!+#()&!@3+6!0$)!%+(!&(6,+*M%e de purification des polynucléaires neutrophiles, mais des 

polynucléaires dans leur ensemble (neutrophiles, éosinophiles, basophiles). Cependant, la 

suspension cellulaire obtenue contient plus de 95% de neutrophiles, ce qui est suffisant dans la 
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plupart d()!(C0D'*4(+&$&*3+) !(+!0$'&*6%"*('!(+!65&34D&'*(!(+!8"%C!3_!"#3+!0(%&!&'*('!"()!6(""%"()!

par taille et complexité interne W!"#$+$"5)(L!`+!4*6'3)630*( !"#$+$"5)(!*+@*Q*@%(""(!@()!0$'$4a&'()!

biochimiques (coloration) ou morphologiques des cellules permet de faire la différence entre ces 

cellules (Neutrophiles : noyau multilobé, granules très petits ; Eosinophiles : noyau bilobé et 

gros granules acidophiles ; Basophiles : gros granules très nombreux pouvant masquer le 

noyau). T*! "$! 0'D0$'$&*3+! )#$Qa'(! *+)%88*samment pure, une solution est de purifier les 

neutrophiles par FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting). Dans la plupart des cas, la présence 

de M%("M%()!`3)*+30,*"()!(&!7$)30,*"()!+#()&!0$)!0('&%'-$+&( !4$*)!Sabroe et collaborateurs font 

D&$&!@#%+!'b"( @(!6()!6(""%"()!)%'!"()!+(%&'30,*"()!@$+)!@()!(C0D'*(+6()!83+6&*3++(""() !M%(!"#3+!

ne peut donc pas totalement exclure (Sabroe et al., 2004). 

EXPRESSION ET PURIFICATION DES LEUCOTOXINES 

Les leucotoxines fusionnées à la glutathion-S-transférase (GST) sont exprimées dans E. coli BL21 

recombinantes (Baba Moussa et al., 1999). Le tag GST permet, par son activité enzymatique, une 

quantification de la surexpression, puis une co-0%'*8*6$&*3+!)%'!63"3++(!@#$88*+*&D!;T/L! 

Les bactéries sont cultivées dans du milieu 2 x TY (bactotryptone 17 g/L, extrait de Bacto-levure 

10 g/L, NaCl 5 g/L), et l'expression des protéines est induite avec 0,2 mM d'IPTG. Les protéines 

de fusion GST sont purifiées par chromatographie d'affinité sur une colonne glutathion-

Sepharo)(!c7d!.;`!B($"&,6$'(?L!Puis, le tag GST est éliminé grâce à la PreScission® Protease (GE 

Healthcare). Ensuite, les leucotoxines sont pur*8*D()! 0$'! 6,'34$&31'$0,*(! @#D6,$+1(! @#*3+) 

(LukS-PV, LukF-PV, HlgA et HlgC) ou @#*+&('$6&*3+! hydrophobe (HlgB) selon les leucotoxines 

avec une colonne pilotée par un Fast Protein Liquid Chromatography AKTA Purifier (Baba 

Moussa et al., 1999; Gravet et al., 1998; Werner et al., 2002).  

L'identité et la pureté des protéines sont vérifiées par SDS-PAGE (10 à 15% (p/v)) et par 

immuno-0'D6*0*&$&*3+! '$@*$"(! @3%-"(! (+! 1("! @#$1$'3)(! 63+&'(! @() antigènes natifs (0,6% (p/v) 

d'agarose dans du PBS). Les protéines sont ensuite stockées à -80 °C. 

COUPLAGE A UN FLUOROCHROME 

Principe : afin de marquer les leucotoxines, un fluorochrome peut être couplé à la protéine de 

6"$))(! T! 3%! VL! I()! 0'3&D*+()! D&$+&! +$&%'(""(4(+&! @D03%'Q%()! @(! 65)&D*+( ! *"! ()&! 03))*-"(! @#(+!

insérer une à une position ciblée par mutagénèse dirigée. Les protéines utilisées sont LukS-PV 

G10C, HlgA -1C, HlgB S27C et LukF-PV -1C. Le thiol (eSH) de la cystéine peut réagir avec une 

fonction maléïmide greffée sur un fluorochrome.  
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Marquage à la fluorescéine : Les cystéines des protéines sont réduites par addition de 20 mM 

final de Dithiothreitol (DTT). Une solution mère de fluorescéine-5-maléimïde (F5M ; M = 

427 g/mol, fex = 488 nm, fem = 521 nm, g490nm = 81.900 M-1.cm-1 ; Molecular Probes, Lerden, Pays-

Bas) est préparée dans du diméthyl-sulfoxide (DMSO). A$! 'D$6&*3+! )#(88(6&%( à pH 7,8, en 

présence de 30 à 60 hM de protéine cible dans un volume de 300 à 500 µL (&!@#%+!(C6a)!43"$*'(!

de F5M de 20 à 50 x selon la leucotoxine, dans du tampon A. Après 2h @#*+6%-$&*3+ à 

température ambiante  (TA) W! "#3-)6%'*&D, l#(C6a)!@(!VJ\!()&!D"*4*+D!0$'! un dessalage sur une 

63"3++(!@#(C6"%)*3+!<N:O!.;`!B($"&,6$'(? dans du tampon B. Les fractions de 0,5 mL ayant une 

absorbance à 280 nm sont rassemblées. Le degré de couplage est estimé en rapportant la 

concentration de fluorescéine (DO490nm) de la solution à la concentration protéique déterminée 

par un dosage de Bradford. Ce rendement de marquage doit être compris entre 80% et 120% 

pour que la protéine marquée soit utilisable. 

 !"#$!%&' (' )*+)&,!' -..' &/' 000 i! "#9"(C$! V"%3'® cjj! IJ! 4$"Dk4*@(! (&! "#9"(C$! V"%3'® 555 C2 

maléïmide (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) sont solubilisés dans du DMSO. Un mL de LukS-

PV G10C, HlgA -1C, HlgB -1C ou LukF-PV -1C à 40-80 µM est préparé dans du tampon A (ou PBS) 

."#(C6a)!@#9"(C$!@3*&!l&'(!(+Q*'3+!GO-40 x). Afin de réduire les cystéines, 20 mM final de DTT sont 

$m3%&D) !0%*)!"#(C6a)!@(!N//!()&!D"*4*+D!0$'!un @())$"$1(!)%'!%+(!63"3++(!@#(C6"%)*3+!<N:OL!T*!"$!

solution de protéine est trop diluée par cette étape, elle doit être concentrée sur Amicon Ultra 

(seuil de coupure 10 000 Da, Millipore, Molsheim, France) pour atteindre une concentration de 

30-60 µM et un volume de 300-500 µL, puis am3%&('!"#9"(C$!(&!*+6%-('!n,!W TA, W!"#3-)6%'*&DL!E+!

dessalage sur PD10 équilibré avec 4-6 Q3"%4()!@(!&$403+!7!0('4(&!@#D"*4*+('!"#(C6a)!@#9"(C$. 

Le rapport de concentration [Alexa]/[protéine] est estimé : la 63+6(+&'$&*3+!@#Alexa est mesurée 

$%! )0(6&'30,3&34a&'(! W! cFG! 3%! JJo! +4! 03%'! "#9"(C$! cjj! 3%! JJJ respectivement, la 

concentration en protéine est obtenue par un dosage de Bradford. 

Fluorochrome  !"  !# $M (cm
-1

.M
-1

) MM (Da) solubilité 

Fluorescéine-5-maléïmide 494 nm 518 nm 81.900 427 DMF, DMSO 

Alexa Fluor® 488 C5 maléïmide 493 nm 516 nm 72.000 720 H2O, DMSO 

Alexa Fluor® 555 C2 maléïmide 556 nm 572 nm 158.000 1.250 H2O, DMSO 
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DOSAGE PROTEIQUE PAR LA METHODE DE BRADFORD 

Principe : Cette méthode de dosage colorimétrique des protéines est basée sur la propriété du 

bleu de Coomassie à se lier avec les acides aminés basiques (arginine, histidine, lysine) et 

hydrophobes (phénylalanine, tyrosine, tryptophane) présents dans la ou les protéines en milieu 

acide !"#!$%#&!'#!())*+,,-#!.)-/!,)0!+$,)1$+02#!*+3-*+%#!4+,,#1!'#!567!0*!8!797!0*!%)1,:&;-%!

#,/!%-<!8!&0#!41)/<-0# !(;#,/!&0#!*</=)'#!1+4-'#!#/!>+2-%-/<#!4+1!%+!,/+$-%-/<!'#!%+!'#0,-/<!)4/-:&#!

du complexe colorant-protéine.  

Méthode : La concentration en leucotoxine #,/!#,/-*<#!4+1!%+!*#,&1#!'#!%;+$,)1$+02#!8!?@A!0*B!

en utilisant la relation de Beer Lambert :  !" #
$%&'(

)&'(
 , avec [C] la concentration en protéine et 

C280 le coefficient d'absorption molaire (C280 LukS-PV = 45.800 M-1.cm-1, C280 LukF-PV+8 = 

61.310 M-1.cm-1, C280  HlgA+8 = 41.830 M-1.cm-1, C280 HlgB = 58.460 M-1.cm-1). La DO280 de 800µL 

';&0#!'-%&/-)0!'#!%#&2)/)3-0#!#,/!*#,&1<#!+41D,!%;+''-/-)0 de 200 µL de réactif de Bradford (BIO-

RAD, Hercules, CA, USAEB!#/!%;incubation 5  min à TA !F0#!2)&1$#!';</+%)00+G#!#,/!1<+%-,<#!+.#2!

'#,! '-%&/-)0,! ,<1-<#,! ';&0#! solution de leucotoxine étalonnée au spectrophotomètre (0 / 2,5 / 

7,5 / 10 / 12,5 / 15 / 17,5 µg/mL). La densité optique à 595 nm est mesurée au 

spectrophotomètre.  

 !" #$%&' ()( !#$!"#LEUCOTOXINES 

SPECTROFLUORIMETRIE : DETERMINATION DE LA VARIATION DE LA 
CONCENTRATION INTRACELLULAIRE EN CALCIUM 

Principe de la spectrofluorimétrie : un spectrofluorimètre es/!2+4+$%#!';#32-/#1!'#,!*)%<2&%#,!

4+1!&0!>+-,2#+&!%&*-0#&3!'#!%)0G&#&1!';)0'#!'<,-1<#!#/!'#!*#,&1#1!les rayonnements lumineux 

<*-, ! ";+44+1#-%! &/-%-,<! #,/! &0! ,4#2/1)>%&)1-*D/1#! H)0/1)0 5AAA! IJ#%/+,2+0KB! LMNB USA). La 

source lumineuse est une lampe au xénon de 75W, capable de générer deux faisceaux envoyés 

2=+2&0!'+0,!&0!*)0)2=1)*+/#&1!';#32-/+/-)0B!G1O2#!8!&0!*-1)-1!1)/+/->!IP chopper »). Transmis 

par fibre optique, les deux faisceaux traversent une cuve en polystyrène (Dutscher, Brumath, 

France) (trajet optique 1 cm) dont les 4 faces sont transparentes. Le polystyrène permet la 

/1+0,*-,,-)0! '#! Q7! 8! @AR! '#! %;<0#1G-#! %&*-0#&,#! '#! Q@A! 0*! 8! S@A! 0*B! QAR! 8! S5A! 0* ! "+!

>%&)1#,2#02#! <*-,#! 4+1! %;<2=+0/-%%)0! #,/! *#,&1<#! 8! 90° par deux photomultiplicateurs reliés à 

'#&3!*)0)2=1)*+/#&1,!';<*-,,-)0 !"#!41)G1+**#!T#%-3!ILMNE!+,,&1#! %;#01#G-,/1#*#0/!2)0/-0&!

et le traitement des données. 
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Principe des sondes calciques : les variations de la concentration intracellulaire en calcium  

([Ca2+]i E! ,)0/! *#,&1<#,! G1O2#! 8! '#&3! /U4#,! '#! ,)0'#,! 2+%2-:&#,! '<1-.<#,! ';&0! 2=<%+/#&1! '#!

Ca2+ I%;VJMWE : 

  le Fluo-3 (X excitation =  488 nm, X émission = 530 nm ; Molecular Probes, Invitrogen, 

(Fischer Scientific, Illkirch, France)) Y!%;intensité de fluorescence de cette sonde calcique 

non ratiométrique +&G*#0/#! %)1,:&;#%%#! >-3#!'&! Ca2+. Les deux principaux avantages du 

Fluo-3 sont une augmentation intense de la fluorescence en réponse à la fixation de Ca2+, 

#/!,)0!,4#2/1#!';+$,)14/-)0!2)*4+/-$%#!+.#2!%;#32-/+/-)0!8!5@@!0*!4+1!%#,!%+,#1,!+1G)0 ! 

  le Fura-2 (FluoProbes®, Interchim) est une sonde ratiométrique en excitation. La liaison 

au Ca2+ #0/1+-0#!&0!'<4%+2#*#0/!'#!%+!%)0G&#&1!';)0'#!';#32-/+/-)0!'#!380 vers 340 nm, 

/+0'-,!:&#!%+!%)0G&#&1!';)0de ';<*-,,-)0!#,/!2)0,/+0/#!8!7ZA!0* !Le ratio des intensités 

de fluorescence 340/380 permet de suivre la variation de la concentration du calcium 

intracellulaire tout en éliminant les effets de la concentration de sonde dans les cellules 

et du photoblanchiment. 

Méthode *%+ncorporation dans les cellules : le Fluo-3 et le Fura-2 étant peu lipophiles, ils sont 

couplés à un groupement acétoxy-méthyle (-AM) pour faciliter leur incorporation dans les 

cellules. Le groupement [W\!#,/!2%-.<!4+1!%#,!#,/<1+,#,!2#%%&%+-1#,B!4-<G#+0/!%+!,)0'#!8!%;-0/<1-#&1!

de la cellule. La sonde est ajoutée dans la suspension cellulaire à une concentration finale de 

2 µM pour le Fluo-3, ou 4 µM pour le Fura-2, et les cellules sont incubées 45 min à TA à 

%;)$,2&1-/< dans un tube en verre. Les cellules sont ensuite lavées 2 x dans du tampon EGTA pour 

éliminer la sonde libre.  

Méthode de spectrofluorimétrie : dans une cuve en polystyrène, 1,1 mM de CaCl2 sont ajoutés 

à 2 mL de suspension cellulaire (3,5 x 106 cellules/mL) dans du tampon EGTA, et sont incubées 

5 min avant %#!'<$&/!'#!%;#01#G-,/1#*#0/. Après avoir placé la cuve dans le spectrofluorimètre, la 

toxine est ajoutée et la fluorescence de la sonde est mesurée en continu. L)&1! /#,/#1! %;#>>#/! '#!

produits (inhibiteurs) qui pourraient agir au niveau de la [Ca2+]i, ces produits sont incubés avec 

%#,!2#%%&%#,!'+0,!%+!2&.#!+.+0/!%;+])&/!'#,!%#&2)/)3-0es. A la fin de la mesure, du Triton® X-100 

(0,05%) (Sigma) est ajouté dans la cuve pour perméabiliser les membranes des cellules et 

mesurer la fluorescence maximale. 

Analyse des résultats : Les données enregistrées par le logiciel Felix (PTI) sont ensuite 

exportées vers un logiciel de type tableur (Excel) pour les analyser. Les courbes sont 

0)1*+%-,<#, !"+!*)U#00#!'#!>%&)1#,2#02#!*#,&1<#!+.+0/!%;+])&/!'#,!%#&2)/)3-0#,!#,/!2)0,-'<1<#!
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comme le bruit de fond et retranchée aux autres valeurs de fluorescence. La moyenne de 

>%&)1#,2#02#!*#,&1<#!,&-/#!8!%;+])&/!'&!M1-/)0® X-100 correspond à la fluorescence maximale. 

 

CYTOMETRIE EN FLUX 

PRINCIPE DE LA CYTOMETRIE EN FLUX 

Principe : "+! 2U/)*</1-#! #0! >%&3! #,/! &0#! *</=)'#! ';+0+%U,#! -0'-.-'&#%%#! 1+4-'#! '#,! 2#%%&%#,B!

41-02-4+%#*#0/! 4+1! %+! '</#2/-)0! '#! 4+1+*D/1#,! %&*-0#&3 ! V%%#! 4#1*#/! ';+0+%U,#1! %+! %&*-D1#!

diffractée et réfractée par les cellules, qui est fonction de leurs propriétés biologiques (taille, 

granularité), et de détecter la fluorescence provenant des cellule,!)&!';&0!*+1:&+G#!+1/->-2-#%  

Le cytomètre en flux FACSort® (Becton-Dickinson, Le Pont de Claix, France) aspire les cellules en 

,&,4#0,-)0!4+1!&0!>%&3!2)0/-0&!';&0#!,)%&/-)0!-,)-osmotique appelée liquide de gaine (système 

fluidique), qui permet leur hydrofocalisation, puis leur passage cellule à cellule dans un faisceau 

laser (laser argon 15 mW, 488 nm). La lumière diffractée entre 3 à 10° par rapport au rayon 

incident (diffraction à petit angle, FSC « Forward Scatter ^E! 4#1*#/! ';#,/-*#1! %+! /+-%%#! '#,!

cellules. La lumière réfractée à 90° par rapport au rayon incident (réfraction aux grands angles, 

SSC « Side Scatter ») est une estimation de la complexité interne de la cellule. La cellule ou les 

fluorochromes excités émettent des signaux lumineux, filtrés et recueillis par un système 

optique de miroirs dichroïques, de photomultiplicateurs et de détecteurs. La fluorescence peut 

_/1#!1#2&#-%%-#!8!/1)-,!%)0G&#&1,!';)0'#!'->><1#0/#,!IT"Z : 530 nm, FL2 : 585 nm, FL3 : 650 nm). 

Les données enregistrées et traitées par le logiciel Cell Quest ProTM (Becton-Dickinson) sont 

ensuite exportées vers un logiciel de type tableur (Excel, Sigma Plot, GraphPad PRISM) pour les 

analyser. 

DETERMINATION DE LA CONSTANTE DE DISSOCIATION DE LukS-PV* OU 
HlgC/HlgB*(Kd) 

Principe : la constante de dissociation (KdE! #,/! &0#! *#,&1#! '#! %;+>>-0-/<! ';&0! %-G+0'! 4)&1! ,)0!

récepteur. Il existe plusieurs techniques pour estimer ou calculer un Kd, comme la 

microcalorimétrie ou la résonance plasmonique de surface. Afin de calculer le Kd de leucotoxines 

couplées à la fluorescéine, la cytométrie en flux peut être utilisée en mesurant la quantité de 

protéine fixée à la surface des cellules. Le Kd est calculé grâce à un logiciel, par une régression 

non linaire des valeurs de fluorescence en fonction de la concentration en protéine marquée. Le 

Kd des différentes leucotoxines doit être mesuré pour chaque type cellulaire. 
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Méthode :  

Sur les PMNs : une suspension de cellules (5 x 105 cellules/mL) est incubée avec des 

concentrations croissantes de LukS-PV G10C*,  LukS-PV G10C*/LukF-PV, LukS-PV/LukF-PV -1C* 

(0 / 0,01 / 0,025 / 0,05 / 0,1 / 0,25 / 0,5 / 1 / 2 / 5 / 10 nM), et HlgC/HlgB S27C* (0 / 0,025 / 

0,05 / 0,1 / 0,25 / 0,5 / 1 / 2 / 5 / 10 / 20 0\E! ]&,:&;8! %;<:&-%-$1# ! "+! >%&)1#,2#02#! '#! %+!

>%&)1#,2<-0#! +,,)2-<#! +&3! 2#%%&%#,! #,/! *#,&1<#! #0! 2U/)*</1-#! #0! >%&3! I0! `! SB! +.#2! '#,! 2#%%&%#,!

issues de donneur différents).  

Sur les U937-C5aR : une suspension de cellules (5 x 105 cellules/mL) est incubée avec des 

concentrations croissantes de LukS-PV G10C*,  LukS-PV G10C*/LukF-PV, LukS-PV/LukF-PV -1C* 

(0 / 0,1 / 0,25 / 0,5 / 1 / 2 / 5 / 10 / 20 / 25 nM), et HlgC/HlgB S27C* (0 / 0,025 / 0,05 / 0,1 / 

0,25 / 0,5 / 1 / 2 / 5 / 10 / 20 0\E!]&,:&;8!%;<:&-%-$1# !La fluorescence de la fluorescéine associée 

+&3! 2#%%&%#,! #,/! *#,&1<#! #0! 2U/)*</1-#! #0! >%&3! I0! `! 3, avec des cellules issues de cultures 

différentes).  

Pour le calcul du Kd, voir paragraphe « outils bioinformatiques et statistiques ».  

MESURE DE LA FIXATION DES LEUCOTOXINES AUX MEMBRANES PAR 
COMPETITION 

Principe Y! ";+>>-0-/<! '#! "&ab-PV ou HlgC pour leur ligand à la surface des cellules peut être 

calculée en mesurant le déplacement de LukS-PV G10C!fluorescéine (LukS-PV*). Des 

concentrations croissantes de compétiteurs déplacent progressivement LukS-PV* et la 

fluorescence associée aux cellules diminue.  

Méthode : Une suspension cellulaire (5 x 105 cellules/mL dans du tampon EGTA) est incubée à 

TA avec une concentration fixe de LukS-PV G10C* (0,1 nM pour les hPMNs et 1nM pour les 

U937-C5aR) et des concentrations croissantes de composés LukS-PV ou HlgC (0,003 à 100 nM, et 

]&,:&;8! 7AA! 0\! 4)&1! %#,! *&/+0/,! '#! "&ab-PV ayant une fixation altérée). La fluorescence des 

2#%%&%#,! 8! %;<:&-%-$1#! Ic! Z7! *-0E! #,/! *#,&1<#! #0! 2U/)*</1-#! #0! >%&3! IT"ZB! XEm = 530 nm). Les 

valeurs sont exprimées en pourcentage de la fluorescence en absence de compétiteur après 

avoir soustrait la fluorescence des cellules en absence de marquage.  

DETERMINATION DE LA VARIATION DE LA CONCENTRATION INTRACELLULAIRE 
EN CALCIUM 

Principe : le principe est le même que celui cité plus haut pour la spectrofluorimétrie. 

Cependant, parmi les deux  sondes, seul le Fluo-3 a &0#!%)0G&#&1!';)0'#!';#32-/+/-)0 compatible 

avec le laser argon du cytomètre.  
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Méthode : les cellules sont chargées avec du Fluo-3 comme décrit plus haut. Cinq minutes avant 

%;+''-/-)0! '#! %#&2)/)3-0#B! Z Z! *\! '#! (+(%2 est ajouté à 1 mL de suspension cellulaire 

(1 x 106 cellules/mL dans du tampon EGTA), dans un tube de cytométrie. Puis 1 mL de solution 

de leucotoxine 2 x concentrée est ajouté à t = 0 et homogénéisé. La fluorescence du Fluo-3 est 

mesurée toutes les 15 sec en cytométrie en flux (FL1, XEm = 530 nm).  

MESURE DE ";NdMVefNMV!\V\gRANAIRE LWf!";Nd(hfLhfWMNhd!J;VMiNJNF\  

Principe : les leucotoxines forment des pores perméables aux cations monovalents et à 

%;</=-'-&*! IV/+E ! ";</=-'-&*! 0#! /1+.#1,#! 4+,! ,4)0/+0<*#0/! %#,! *#*$1+0#, ! N%! ,;+G-/! ';&0! +G#0/!

intercalant des plateaux de bases des acides nucléiques, qui peut alors émettre une fluorescence 

8!6SA!0*!,;-%!#,/!#32-/<!'+0, le visible (Xex = 5@@!0*E !"+!>%&)1#,2#02#!'#!%;</=-'-&*!a donc été 

utilisée comme marqueur de la formation de pore (Meunier et al., 1995), mais peut indiquer 

aussi une rupture de %;-0/<G1-/<!*#*$1+0+-1#  La cinétique de formation de pore est initialement 

#34)0#0/-#%%#B! *+-,! %+! 2)02#0/1+/-)0! ';</=-'-&*! -0/1+2#%%&%+-1#! ,;<:&-%-$1#! +.#2! %#! *-%-#&!

#3/1+2#%%&%+-1#! #/! %+! >%&)1#,2#02#! ';</=-'-&*! /#0'! #0,&-/#! .#1,! &0! 4%+/#+& ! ";</=-'-&*! #,/! 4+1!

ailleurs principalement connu pour son utilisation comme marqueur de la mortalité cellulaire 

I+4)4/),#! #/! 0<21),#! 2)0>)0'&#,E ! V0! #>>#/B! %#,! 2#%%&%#,! *)1/#,! -02)14)1#0/! %;</=-'-&*! ,+0,!

%;#>>%&#1!+2/-.#*#0/ !";</=-'-&*!#,/!')02!-02&$<!+.#2!%#,!2#%%&%#,!+.+0/!%#,!%#&2)/)3-0#,, afin de 

différencier les cellules mortes au début des mesures.  

Méthode : la suspension cellulaire (5 x 105 cellules/mL dans du tampon EGTA) est incubée 

10 *-0! #0! 41<,#02#! '#! 5! j\! ';</=-'-&* ! L&-,! 8! /! k! AB! %#,! %#&2)/)3-0#,! ,)0/! +])&/<#,! #/!

%;<2=+0/-%%)0! =)*)G<0<-,< ! "+! >%&)1#,2#02#! '#! %;</=-'-&*! #,/! *#,&1<#! /)&/#,! %#,! 7! *-0! #0!

cytométrie en flux pendant 40-60 min (FL3, XEm = 650 nm). Les valeurs sont exprimées soit en 

4)&12#0/+G#!'#!%+!>%&)1#,2#02#!';</=-'-&*!'#!%+!%#&2)/)3-0#!2)0/1l%#B!,)-/!#0!4)&12#0/+Ge de la 

>%&)1#,2#02#!';</=-'-&*!'#,!2#%%&%#,!*)1/#,B!+41D,!+.)-1!,)&,/1+-/!%+!>%&)1#,2#02#!'#,!2#%%&%#,!#0!

absence de toxine. 

 !" #$%,!-./0"!#!1#2OINT FINAL 

Principe Y! 2#! /#,/! 4#1*#/! ';<.+%&#1! %;+2/-.-/<! =<*)%U/-:&#! '#,! %#&2)/)3-0#,B! *+-,! <G+%#*#0/!

';+&/1#,!2)*4),<, !N%!4#&/!2)0,/-/&#1!&0#!<.+%&+/-)0!'#!/)3-2-/<!';&0#!*)%<2&%#B!)&!#02)1#!_/1#!

&/-%-,<!4)&1!'</#1*-0#1!%;+2/-.-/<!';-0=-$-/#&1!'#,!%#&2)/)3-0#, !"#!41-02-4#!'&!/#,/!1#4),#!,&1!%#!

1#%+1G+G#! ';=<*)G%)$-0#! 4+1! %#,! <1U/=1)2U/#,! %U,<, ! W41D,! 2#0/1->&G+/-)0B! %;+$,)1$+02#! '#!

l;=<*)G%)$-0#!'&!,&10+G#+0/!8!5Z5 nm est proportionnelle à la lyse. 
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Méthode : Les érythrocytes humains sont purifiés à partir de « buffy coat » comme décrit plus 

haut. Les érythrocytes sont lavés 3 x dans du PBS par centrifugation 5 min à 1 200 x g, puis 

resuspendus à 0,4% (v/v). La molécule dont le pouvoir hémolytique est testé, est diluée en 

cascade de 2 en 2 dans 100 µL de PBS dans une plaque 96 puits à fond rond. Cent µL de la 

,&,4#0,-)0!';<1U/=1)2U/#,!,)0/!+])&/<,!#/!-02&$és 45 min à 37°C. Le contrôle positif est obtenu 

par un triplet de puits contenant du 0,5% (p/v) de saponine, et le contrôle négatif par un triplet 

de puits contenant du tampon PBS. Les plaques de micro-titration sont centrifugées 2 min à 

300 x g. A ce sta'#B!%+!%U,#!4#&/!_/1#!<.+%&<#!4+1!%+!41<,#02#!)&!0)0!';<1U/=1)2U/#,!2&%)/<,B!#/!&0#!

photographie peut être prise. Le surnageant est transféré dans une plaque 96 puits à fond plat et 

son absorbance est mesurée par un lecteur de plaque Titertek Multiscan® MC (Flow 

Laboratories, Rockville, MD-USA) à DO414/DO620 nm, et les valeurs sont normalisées par 

rapport aux contrôles.  

IMAGERIE 

FIXATION DES PMNS SUR LAMELLE DE VERRE 

Méthode : Des lamelles de verre (ø 14 mm) sont préalablement nettoyées avec un mélange 

50 :50 éthanol : acide chlorhydrique puis traitées à la poly-lysine 50 µg/mL dans du tampon 

Borate pendant 1h. Les PMNs, suite à un lavage, sont resuspendus à 6 x 106 cellules/mL dans du 

tampon EGTA et incubées pendant 15 min en présence de 1,1 mM CaCl2. Les lamelles sont 

recouvertes de 500 µL de cette suspension de PMNs et incubées 30 min à TA. Les lamelles sont 

lavées 2 x dans 1mL de tampon EGTA/Ca2+ 1,1 mM.  

MICROSCOPIE CONFOCALE 

MARQUAGES ET FIXATION DES PMNS 

Principe : Les PMNs peuvent être fixés puis marqués, ou inversement, ou encore seulement 

marqués et observés au microscope confocal sans être fixés (c'est-à-dire encore vivants). Un 

marquage nucléaire est généralement utilisé (DRAQ5, DAPI, Hoechst), éventuellement un 

marquage membranaire (toxine cholérique marquée, anticorps anti-cavéoline), et surtout un 

marquage du paramètre étudié (marquage des toxines, lysosomes, STIM, ORAI).  

Ajout de la (ou des) toxine(s) : les PMNs fixés sur une lamelle de verre sont recouverts de 500 

µL de toxine à différentes concentrations et /#*4,!';-02&$+/-)0!8!MWB!4&-,!%+.<,!?!>)-,!+.#2!Z!*"!

de tampon EGTA/Ca2+ 1,1 mM.  
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Fixation : les lamelles sont recouvertes de 500 µL de fixateur et incubées 5 min à TA, puis lavées 

2 fois avec 1 mL de PBS. Ensuite les lamelles sont incubées pendant 30 min dans 500 µL de 

/+*4)0!G%U2-0#!4)&1!</#-0'1#!%;+&/)-fluorescence du PAF, puis lavées 2 fois avec 1 mL de PBS. 

Perméabilisation et saturation: les cellules sont perméabilisées dans du chloroforme froid 

pendant 5 min à -?Am( ! L&-,! #%%#,! ,)0/! 1-02<#,! '+0,! &0! $+-0! ';</=+0)%, puis dans du PBS. Les 

lamelles sont ensuite incubées dans 500 µL de tampon de blocage pendant 1h, puis lavées 3 fois 

dans 1mL de PBS pendant 5 min sous agitation.  

Marquage : Les PMNs sont alors incubés pendant 1h dans 250 µL d;+0/-2)14,! 41-*+-1#!

anti!leucotoxine à 1 µg/mL et de fragment Fc humain à 5 µg/mL dilués dans du tampon de 

dilution, afin de bloquer les récepteurs de Fc sur les PMNs. Puis, les lamelles sont lavées 5 fois 

avec 1mL de PBS pendant 5 min sous agitation. Ensuite, les cellules sont incubées pendant 1h 

dans ?7A!j"!';+0/-2)14,!,#2)0'+-1#!8!ZjGn*"!'-%&<!'+0,!'&!/+*4)0!'#!'-%&/ion, puis lavées 4 

fois avec 1mL de PBS pendant 5 min sous agitation. Enfin, les cellules peuvent être incubées 

30 min dans 250 µL de Hoescht à 10 µg/mL avec la sous-unité B de la toxine cholérique (CTb) 

488 à 0,5 µg/mL dilués dans du PBS, puis lavées 3 fois avec 1mL de PBS.  

Montage lame/lamelle : 10 µL de Mowiol (milieu de montage antifading) sont déposés sur une 

lame de verre, puis la lamelle est déposée côté cellules sur la lame. Le Mowiol polymérise en 24h 

à TA. 

OBSERVATION DES LAMES AU MICROSCOPE CONFOCAL 

Principe Y! ";&/-%-,+/-)0! '&! *-21),2)4#! 2)0>)2+%! 4#1*#/! ';)$/#0-1! '#,! -*+G#,! +.#2! '#,! ,#2/-)0,!

optiques très fines (< 0,5 µM) et résolues, sans être perturbées par les tranches optiques 

adjacentes. Cette technique permet une localisation subcellulaire précise des molécules 

marquées.  

Méthode : Les lames sont observées à %+!4%+/#>)1*#!';-*+G#1-#!'#!%;N0,/-/&/!'#,!d#&1),2-#02#,!

Cellulaires et Intégratives (INCI), Strasbourg, France. Les images sont obtenues grâce à un 

microscope confocal Leica SP5 II (Leica; champs de 1024×1024 pixels, objectif apochromatique 

63 x/1,4 JN(!-**#1,-)0!8!=&-%#EB!+&3!%)0G&#&1,!';)0'#,!405 nm (Canal 1, bleu, Hoescht), 488 nm 

(Canal 2, vert, FITC ou Alexa 488) et 561 nm (Canal 3, rouge, Alexa 555, Alexa 594). Les images 

sont traitées par le logiciel LAS-AF et LAS-AF Lite version 2.4.1.  
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DOSAGE MULTIPLEXE DE CYTOKINES 

Principe : Le dosage multiplexe permet de doser simultanément et indépendamment plusieurs 

paramètres dans un même échantillon. Le dosage multiplexe par Bio-Plex permet, de part sa 

sensibilité, de quantifier des molécules dont la concentration est comprise entre 10 et 

104 pg/mL dans un petit volume 4)&.+0/! +%%#1! ]&,:&;8! Z?B7! j" ! (#//#! *</=)'#! #,/! $+,<#! ,&1! S!

éléments principaux de la technologie xMAP : 

  Des microsphères, ou billes marquées par fluorescence, chacune avec un code couleur 

différent ou une adresse spectrale différente permettant la discrimination entre 

'->><1#0/,!/#,/,!#>>#2/&<,!+&!,#-0!';&0#!,&,4#0,-)0!*&%/-4%#3# !(#2-!4#1*#/! %+!'</#2/-)0!

,-*&%/+0<#! '#! 4%&,! '#! ZAA! /U4#,! '#! *)%<2&%#,! '->><1#0/#,! '+0,! &0! ,#&%! 4&-/,! ';&0#!

plaque 96-puits.  

  Un cytomètre en flux muni de deux lasers et les systèmes optiques associés à ces lasers 

pour mesurer les différentes molécules liées à la surface des billes. 

  Un processeur de signal numérique à grande vitesse qui permet de gérer efficacement 

les données de fluorescence. 

Le test de dosage de cytokines par Bio-Plex® est essentiellement un dosage immunologique 

effectué sur des billes magnétiques. Le principe du dosage est similaire à une ELISA en sandwich 

(Figure II.2). Des anticorps dirigés contre le bio-*+1:&#&1!';-0/<1_/!,)0/!2)&4%<,!';&0#!*+0-D1#!

2).+%#0/#! +&3! $-%%#, ! "#,! $-%%#,! 2)&4%<#,! +&3! +0/-2)14,! 1<+G-,,#0/! +.#2! %#,! *)%<2&%#,! ';-0/<1_/,!

'+0,! %;<2=+0/-%%)0 ! b&-/#! 8! &0#! ,<1-#! '#! %+.+G#s pour éliminer les protéines non-liées, un 

anticorps de détection couplé à la biotine est ajouté pour former un complexe en sandwich. Le 

2)*4%#3#! '#! '</#2/-)0! >-0+%! #,/! >)1*<! ,&-/#! 8! %;+''-/-)0! ';&0! 2)0]&G&<! ,/1#4/+.-'-0#-

phycoérythrine (SA-PE). La phycoérythrine sert de marqueur fluorescent. 

Les données des réactions sont acquises par un système Bio-Plex ou un autre lecteur similaire 

basé sur la technique "&*-0#3 !J+0,!%#!2+,!';&0!%#2/#&1!g-)-Plex 100, un laser rouge (635 nm) 

illumine les marqueurs fluorescents de chaque bille pour effectuer une classification et une 

identification des billes. Parallèlement, un laser vert (532 nm) excite la PE pour générer un 

signal détecté par le tube photomultiplicateur (PMT). Un processeur numérique à grande vitesse 

gère les données de fluorescence, puis le programme Bio-L%#3!\+0+G#1K!41<,#0/#!%#,!1<,&%/+/,!

,)&,!>)1*#!';-0/#0,-/<!*<'-+0#!'#!>%&)1#,2#02#!I\TNE!#/!,)&,!>)1*#!'#!2)02#0/1+/-)0!I4Gn*"E !

"+! 2)02#0/1+/-)0! '#! %+! *)%<2&%#! ';-0/<1_/! %-<#! 8! 2=+:&#! $-%%#! #,/! 41)4)1/-)00#%%#! 8! %+! \TN! '&!

signal fluorescent de la PE. 
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Figure II. 2 : Immuno-marquage en sandwich pour dosage Bio-Plex (Manuel BioRad)  

 

Sécrétions : Les ,<21</-)0,!'#,!L\d,!,)0/!1#2&#-%%-#,!,&-/#!8!%;+2/-.+/-)0!'#!2#,!2#%%&%#,!4+1!%#,!

leucotoxines. Les PMNs purifiés comme décrit précédemment sont resuspendus à 10 millions de 

cellules/mL dans du tampon EGTA/Ca2+ ZBZ*\! 2)0/#0+0/! &0! *<%+0G#! ';+0/-41)/<+,#,!

(Complete, Roche, Allemagne). La suspension cellulaire est centrifugée 6 min à 1 700 x g et le 

surnageant récolté su-/#!8!%;-02&$+/-)0!'#,!2#%%&%#,!#0!41<,#02#!'#!'->><1#0/#,!2)02#0/1+/-)0,!'#!

leucotoxines pendant 5 min, 20 min ou 1h. Les PMNs ont été incubés avec différents inhibiteurs 

'#!2+0+&3!2+%2-:&#,!'+0,!2#1/+-0,!2+,!+.+0/!';+])&/#1!%#,!%#&2)/)3-0#, !"#,!,&10+G#+nts collectés 

sont congelés à -@Am(!]&,:&;+&!*)*#0/!'&!'),+G#!'#!2U/)a-0#,  

Dosage : L;</+%)0 lyophilisé est reconstitué dans 500 µL de milieu de dilution et incubé 30 min 

dans la glace. La gamme étalon constituée de 8 points est préparée par des dilutions au quart à 

4+1/-1!';&0#!'-%&/-)0!'#!Q?n?AA!j"!'&!,/+0'+1'!1#2)0,/-/&<B!4&-,!%#,!$-%%#, sont diluées au 1/10. 

Le filtre au fond de la plaque 96-puits est mouillé avec 100 µL de tampon de dosage. 

Cinquante µL de billes sont déposés dans tous les puits, ensuite les puits sont lavés 2 fois avec 

100 µL de tampon de dosage. Cinquante µL de la gamme standard, blancs et échantillons sont 

+])&/<,! '+0,! %#,! 4&-/,! 2)11#,4)0'+0/, ! "+! 4%+:&#! #,/! -02&$<#! SA! *-0! 8! %;)$,2&1-/<! 8! MW! ,)&,!

agitation à 300 rpm. Les anticorps de détection biotinylés sont dilués dans le tampon de dilution 

'#! %;+0/-2)14, ! "#,! 4&-/,! ,)0/! %+.<,! S! >)-,! +.#2! ZAA! j"! '#! /+*4)0 de dosage puis 25 µL 

';+0/-2)14,!Z3!,)0/!1+])&/<,!'+0,!%#,!4&-/, !"+!4%+:&#!#,/!#0,&-/#!1#2)&.#1/#!#/!-02&$<#!SA!*-0!8!
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%;)$,2&1-/<! 8! MW! ,)&,! +G-/+/-)0! 8! SAA! 14* ! L#0'+0/! 2#! /#*4,B! %# protocole du programme Bio-

L%#3! \+0+G#1K! #,/! 41<4+1<! #/! %#,! .+%#&1,! '#,! ,/+0'+1',! 0)1*+%-,<,! ,)0/! -0/1)'&-/#,! '+0,! %#!

programme. La SA-PE est diluée dans du tampon '#!'),+G#!4)&1!>)1*#1!6!*"!';&0#!,&,4#0,-)0!

1x (à protéger de la lumière). Les puits sont lavés 3 fois avec 100 µL de tampon de dosage, puis 

50 µL de SA-LV!Z3!,)0/!+])&/<, !"+!4%+:&#!#,/!1#2)&.#1/#!#/! -02&$<#!ZA!*-0!8! %;)$,2&1-/<!8!MW!

sous agitation à 300 rpm. Les puits sont ensuite lavés 3 fois avec 100 µL de tampon de dosage. 

Enfin, les billes sont resuspendues dans 125 µL de tampon de dosage, puis la plaque est agitée à 

ZZAA!14*!4#0'+0/!SA!,#2)0'#,!+.+0/!';_/1#!%&#  

OUTILS BIOINFORMATIQUES ET STATISTIQUES 

CALCUL DES  KD   

Les Kd sont calculés au moyen du logiciel GraphPad Prism® version 5.04 pour Windows 

(GraphPad Software, San Diego, CA-USA), en utilisant la formule de régression non linéaire « one 

site binding » : 

 

* #
+,-./0/.

12/3/.
 

 

x = [LukS-PV*] (M) Bmax = fixation maximum (même unité que Y) 
y = fluorescence de la fluoréscéine (unite arbitraire) Kd  = constante de dissociation (M) 
 

CALCUL DES  EC5 0 ET  K I   

Principe Y! (#! 2+%2&%! 4#1*#/! ';)$/#0-1! &0#! .+%#&1! 2=->>1<#! '#! %;+>>-0-/<! ';&0#! 41)/<-0#! 4)&1! ,)0!

ligand. La courbe de compétition, représentant la variation de la fluorescence de la protéine 

marquée en fonction de la concentration du compétiteur froid, permet de déterminer une EC50. 

";V(50 est la concentration en agoniste qui provoque une diminution de 50% de la réponse, ce 

qui correspond dans notre cas à une inhibition de 50% de la fluorescence de protéine marquée. 

Les valeurs de fluorescence obtenues en cytométrie sont normalisées : la réponse minimale est 

la fluorescence des cellules en absence de protéine marquée, la réponse maximale est la 

fluorescence des cellules en présence de protéine marquée sans compétiteur. 

Méthode : la protéine marquée est LukS-PV*, dont le Kd et la concentration sont connus. Le 

logiciel GraphPad Prism® est utilisé pour établir un modèle de courbe de compétition au moyen 
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du modèle « one-site nonlinear regression ». Prism® ')00#! &0#! .+%#&1! ';V(50 et calcule la 

2)0,/+0/#! ';-0=-$-/-)0! +44+1#0/#! IkIE! '&! 2)*4</-/#&1! >1)-'! #0! &/-%-,+0/! %;<:&+/-)0! '#! (=#0G! #/!

Prusoff (Cheng and Prusoff, 1973) : 

 

45 #
678(

93
 :;<=>?@A"

B2

 

 

EC50 = concentration en agoniste (HlgC, LukS-PV ou LukS-PV muté) qui provoque une inhibition de 50% 
de la fluorescence de LukS-PV* à la surface des cellules 

[LukS-PV*] = concentration en LukS-PV* totale  
kd = constante de dissociation de LukS-PV* (sur hPMNs : 7 ± 2 x 10-11 M ; sur monocytes : 2 ± 0,3 x 10-11 M) 
ki k!2)0,/+0/#!';-0=-$-/-)0!'#!%;+G)0-,/# 
 

Prism® G<0D1#!&0!G1+4=#!*)U#0!8!4+1/-1!';+&!*)-0,!S!#34<1-#02#,!-0'<4#0'+0/#,B!#/!%#,!$+11#,!

1#41<,#0/#0/!%;#11#&1!,/+0'+1'!IbV\E !N%!#,/!-*4)1/+0/!'#!1#*+1:&#1 que les SEM sont données 

pour les log EC50 et non les EC50, du fait que la SEM est symétrique sous forme logarithmique, 

*+-,!0#!%;#,/!4%&,!,)&,!>)1*#!%-0<+-1# !J#!4%&,B!%;V(50 varie selon la concentration en LukS-PV* et 

#0! 2)*4</-/#&1 ! (;#,/! 4)&1:&)-! -%!#,/! 41<><1+$%#! ';&/-%-,#1! %+! .+%#&1! '#! ki, invariable, plutôt que 

%;V(50B!.+1-+$%#!,#%)0!%#,!4+1+*D/1#,!'#!%;#34<1-#02#  

CALCUL DES  IC5 0 DES INHIBITEURS  

Principe : %;N(7A! #,/! &0#! .+1-+$%#! '#! %;V(7A! #/! #%%#! #,/! 2+%2&%<#! '#! %+! *_*#! *+0-D1#B! 2;#,/!

%;+44#%%+/-)0! :&-! '->>D1#! ,+0, différence fondamentale, IC50 («I» pour l'inhibition) plutôt que 

EC50 ("E" pour effecteur) !J+0,!%#!2+,!'#!%;N(7AB!2;est la concentration en inhibiteur qui provoque 

une diminution de 50% de la réponse qui est recherchée, ce qui correspond dans notre cas à une 

inhibition de 50% de la réponse des cellules aux leucotoxines. Les valeurs de fluorescence 

obtenues en cytométrie ou en spectrofluorimétrie sont normalisées : la réponse minimale est la 

fluorescence des cellules en absence de leucotoxine, la réponse maximale est la fluorescence des 

cellules en présence de leucotoxine sans compétiteur. 

Méthode : F0#! 2)02#0/1+/-)0! 21)-,,+0/#! ';-0=-$-/#&1! #,/! /#,/<#! 4)&1!&0#!2)02#0/1+/-)0! >-3#! '#!

leucotoxine. Le logiciel GraphPad Prism® est utilisé pour établir un modèle de courbe de 

compétition au moyen du modèle « log(inhibitor) vs. normalized response - nonlinear 

regression ». Prism® ')00#!&0#!.+%#&1!';IC50. 
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ANALYSES STATISTIQUES 

ANALYSE STATISTIQUE JV!";W(MNoNMV!JVb!"FKS-PV MUTES 

W>-0! '#! 2)*4+1#1! %;+2/-.-/<! '#,! "&ab-PV mutés (fixation, activation des cellules, rupture de 

%;-0/<G1-/<!*#*$1+0+-1#), une analyse de la variance (ANOVA) a été réalisée au moyen du logiciel 

GraphPad Prism® !";WdhoW!4#1*#/!'#!2)*4+1#1!%#,!*)U#00#,!'#!S!,<1-#, ou plus ';<2=+0/-%%)0,!

indépendants, afin de répondre à la question : « toutes les populations ont-elles la même 

moyenne ? ». Si la valeur de p est faible (p < 0,05), il est peu probable que les différences 

observées soient dues au hasard, et au moins une des moyennes est significativement différente 

'#,!+&/1#, !";WdhoW!#,/!,&-.-#!';&0!4),/-/#,/!'#!J&00#//B!+>-0!'#!2)*4+1#1!'#&3!8!'#&3!%;+2/-.-/<!

des protéines mutées à celle de la protéine contrôle LukS-LoB!'#!%+!*_*#!*+0-D1#!:&;&0!/#,/!/!'#!

Student classique. Ces tests imposent que les échantillons suivent une répartition gaussienne, ce 

qui a été vérifié avec le test de Shapiro-Wilk sur les valeurs de fluorescence de n = 3000 cellules 

et une homogénéité des variances (test de Bartlett qui est fait automatiquement comme pré-test 

';WdhoW! '+0,! L1-,*®). Q&)-! :&;-%! #0! ,)-/B! 2=+:&#! *#,&1#! #0! 2U/)*</1-#! #,/! %+! *)U#00#! '#!

>%&)1#,2#02#!'#!SAAA!2#%%&%#,B!)1!%#,!/#,/,!/!'#!b/&'#0/!#/!%;WdhoW!,)0/!/1D,!1)$&,/#,!#0!2+,!'#!

répartition non gaussienne des échantillons si n est élevé.  

ANALYSE STATISTIQUE JV!";EFFICACITE DES CALIXARENES 

Les IC50 des différents calixarènes avant et après neutralisation ont été comparés grâce à un t-

/#,/ !F0!/#,/!WdhoW!,&-.-!';&0!4),/-test Tukey a été utilisé pour comparer les différents couples 

'#! 2+%-3+1D0#, ! V/! &0! /#,/! WdhoW! ,&-.-! ';&0 post-test Dunnett a été utilisé pour comparer 

%;#>>-2+2-/<!'#!'->><1#0/,!2+%-3+1D0#,!4+1!1+44)1/!+&!b(@  

EXPERIMENTATION ANIMALE 

ETHIQUE ET AUTORISATIONS 

"#,! 41)/)2)%#,! ';#34<1-*#0/+/-)0! )4=/+%*)%)G-:&#,! ,&1! %#! %+4-0! ,)0/! #0! 2)0>)1*-/<! +.#2! %#,!

procédures  '#!%;P Association for Research in Vision and Ophthalmology » (ARVO), et autorisés 

par le M-0-,/D1#! '#! %;Agriculture (autorisation n° A67-482-34). En complément, un traitement 

antalgique est  administré si des signes de douleurs apparaissent. Dans ce cas, un traitement 

antalgique est dispensé par injection intramusculaire de Buprénorphine (1 ampoule de 

1mL/"+4-0E!/)&/#,!%#,!@!8!Z?= !b#&%!Z!p-%!4+1!%+4-0!4#&/!,&$-1!&0#!-0]#2/-)0B!+>-0!'#!41<,#1.#1!%+!

.-,-)0!'#!%;+0-*+%  
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Tableau II. 2 : f<><1#02#,!#/!'),#,!'#,!'1)G&#,!&/-%-,<#,!4)&1!%;#34<1-*#0/+/-)0!+0-*+%# 

Principe actif Nom 

commercial  
Fournisseur Concentration stock 

 !"#$%"&'()"*+,'-." 

Dose injectée Indication 

Xylazine ROMPUN® Bayer Healthcare 2 % (p/v) 3 mg / kg  

 "/"0123L / lapin) 

Anesthésie 

générale 

Kétamine IMALGENE® Virbac Animal 

Health 

5% (p/v) 20 mg / kg  

 /" 4522" 36" $"

lapin) 

Anesthésie 

générale 

Lidocaïne XYLOCAINE® AstraZeneca 1 % (p/v) quelques gouttes 

 !"#$%& 

Anesthésie locale 

'(#&)$%& 

Buprénorphine  BUPRECARE® Axience 0,03 % (p/v) 1mL toutes les 8-

12h 

Antalgique 

Pentobarbital  DOLETHAL® Vétoquinol 20 % (p/v) 3-5 mL / lapin Euthanasie  
 

     

 

 !"#$#%"&#'"!()*+$ ,E CHEZ LE LAPIN 

 !"#$!#"%&'%&()*+( : Afin de comprendre le protocole, il est nécessaire de se familiariser avec les 

-./01.0/2-%32% 4&5647%806%-9:.%pratiquement 42-%;<;2-%1=2>% 4&=9;;2%2.% 42% 4?@6:%AFigure II.3 A). 

$&564%2-.%19;@9-B%3&0:2%1=?;C/2%?:.B/620/2%19:.2:?:.%4&=0;20/%?8020-27%46;6.B2%2:%?D?:.%@?/%

4?%19/:B27%2.%2:%?//6E/2%@?/%4&6/6-%2.%42%1/6-.?446:F%$?%1=?;C/2%@9-.B/620/2%19:.62:.%4&=0;20/ vitrée 

AG% H7I% ;$% 1=2>% 42% 4?@6:J7% 2.% 2-.% C9/3B2% @?/% 4?% 1=9/9K327% /61=2;2:.% D?-104?/6-B2F% $2-% LMN%

postérieurs de la choroïde sont recouverts par la rétine, responsable de la transformation du 

signal lumineux en information nerveuse. La rétine est composée de la superposition de 10 

couches (Figure II. 3.B), dont les 3 couches cellulaires principales sont :  

  la couche des cellules photoréceptrices (cônes et bâtonnets) 

  la couche des cellules bipolaires, qui forment une passerelle entre les cônes et les 

CO.9::2.-%3&0:%19.B%2.%42-%1244042-%P?:P469::?6/2-%32%4&?0./2 

  la couche des cellules ganglionnaires dont les axones se rassemblent pour former le nerf 

optique. 

 

Les différenc2-%2:./2%4&564%30%4?@6:%2.%4&564%=0;?6:%-9:.%L%;0-142-%9104?6/2-%?0%4620%32%I%2.%0:2%

membrane sus-conjonctivale rétractable qui est ancrée du côté sinusoïdal. 
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Figure II.3,&-./!01+%&'%&()*+(&2#1/+.&%!&'%&(/3+.&%!&'4!/+(&'%5&$0#$2%5&'%&(/&"4!+.% 

(A) coupe -?P6..?42%;B36?:2%3&0:%564F%$?%-2/6:P02%-1=B;?.6-2%42%@96:.%3&6:Q21.69:7%R%2:D6/9:%L%;;%30%C9/3%
de la cornée. Dessin traduit et adapté de Steve Tatler, 2007, http://illustration.stevetatler.co.uk. (B) 
structure histologique de la rétine, colorée R%4&=B;?.9ST46:2-éosine, en microscopie optique. 1 : fibres du 
nerf optique ; 2: couche des cellules ganglionnaires ; 3: couche plexiforme interne ; 4 : couche nucléaire 
interne ; 5 : couche plexiforme externe ; 6 : couche nucléaire externe ; 7 : cônes et bâtonnets ; 8 : 
épithélium pigmenté ; 9 : choroïde ; 10 : sclère. 

 

INJECTIONS INTRAVITREENNES 

Principe : les leucotoxines sont capables à elles seules de provoquer une inflammation des 

.6--0-%6:.2/:2-%32%4U5647%?@@24B2%2:39@=.?4;62F%$&6:Q21.69:%32%42019.9S6:2%3?:-%42%D6./B2%32%4&564%

32%4?@6:%@2/;2.%32%PB:B/2/%0:%;93E42%3&2:39@=.?4;62%:9:%6:V21.620-27%806%@20.%<./2%0.646-B pour 

tester le potentiel thérapeutique de molécules dirigées contre ces toxines. Elle permet également 

3&632:.6V62/%42-%1244042-%16C42-%32-%42019.9S6:2-%?0%:6D2?0%32%4?%/B.6:2.  

Méthode : les injections sont pratiquées sur des yeux de lapins New Zealand de 2,7 W 3 kg. Les 

?:6;?0S% -9:.% -B3?.B-% @?/% 6:Q21.69:% 6:./?;0-104?6/2% 3&0:%;B4?:P2% 32% XB.?;6:2 (20 mg/kg) + 

Xylazine (3 mg/kg) (référence des drogues : voir Tableau II. 2 II.2). Quelques gouttes de 

$6391?K:2% -0/% 4&564% @2/;2..2:.% 0:2% ?:2-.=B-62% 491?42F% Y:% D940;e de 50 µL est injecté dans le 

vitrée avec une aiguille 25-gauge, à environ 2 mm de la cornée, en évitant à la fois le cristallin et 

4?% /B.6:2F% $&?6P06442% 2-.% /2.6/B2% @/B1?0.69::20-2;2:.% @90/% BD6.2/% 0:% /2V40S% -0/% 4?% 19:Q9:1.6D2F%

Prévoir un contrôle négatif (50 µL de solution physiologique stérile) et positif (leucotoxine).  

Choroïde 

Rétine

Fovéa

Nerf optique

Sclère

Cornée

Pupille

Cristallin

Iris

Corps ciliaire

Chambre postérieure
(humeur vitrée)

Chambre antérieure
(humeur aqueuse)

lère

 !"#$%&!'(#)"!*'

+,$-$..$%#$/&!0!12
A B



 

 

88 

 

EUTHANASIE ET ENUCLEATION 

Principe Z%4&20.=?:?-62%et l&B:014B?.69:%sont effectuées @90/%4&B.032%immunohistologique 32%4&564F% 

Méthode Z%0:%1?.=B.2/%2-.%@9-B%R% 4&9/26442%30% 4?@6:%-90-%?:2-.=B-62%PB:B/?42F%(06-%N%R%[%;$%32%

Pentobarbital sont lentement injectés en intraveineuse. Cent µL de paraformaldéhyde sont 

injectés en intravitrée ?V6:% 3&Bviter le décollement de la rétine @06-80&2442 commence à 

-&?0.94T-2/%rapidement après la mort du lapin. Les yeux sont ensuite énucléés le plus rapidement 

possible et sont incubés dans 10 volumes de paraformaldéhyde pendant 30 min suite à une 

entaille à 2 mm de la cornée. Les yeux sont disséqués délicatement pour éviter le décollement de 

la rétine et seule la partie antérieure de la sclère où la rétine -&B@?6--62 est conservée. Les 

fragments des yeux conservés sont fixés dans du paraformaldéhyde pendant une nuit. 

CONGELATION ET COUPES 

Principe : +V6:%3&9btenir des coupes de tissu fixé, il doit être inclu 3?:-%0:%;64620%3&2:/9C?P2F%

L&!\*® 2-.%42%;64620%3&2:/9C?P2%14?--6802%pour des coupes en congélation. \&2-.%0:%P24%R%TA, qui 

se solidifie en dessous de -10°C. Les qualités morphologiques des coupes congelées sont moins 

bonnes que celles 9C.2:02-%@?/%3&?0./2-%.21=:6802-%32%190@2-, comme par exemple les coupes 

en paraffine. Cependant, la congélation permet la préservation des antigènes membranaires et 

cytoplasmiques, et permet de faire des immunomarquages par inmmunofluorescence. 

Méthode : Les fragments sont cryo-protégés dans des bains de PBS-sucrose 10%, 20% puis 

N]^F% $2-% V/?P;2:.-% -9:.% @?/% 4?% -06.2% 19:P24B-% 3?:-% 32% 4&!\*® par refroidissement progressif 

3?:-%32%4&?>ote liquide. Les blocs sont conservées à -80°C et transférées à -20°C, 24 heures avant 

3&2VV21.02/%42-%190@2-F%$2-%190@2-%32%H]%_;%-9:.%9C.2:02-%P/O12%R%0:%1/T9-.?. Leica CM 3050S 

refroidi à -20°C. Les coupes adhèrent sur des lames de microscopie Superfrost® Plus ou 

Superfrost® Ultra Plus, qui sont conservées à -L]`\%Q0-80&?0%;9;2:.%30%;?/80?P2F 

\!$!a+*,!'%+%$&)# +*!bc$,'#%#*%$&#!d,'#  

Principe : La coloration à 4&=B;?.9ST46:2%2.%4&B9-6:2 est une méthode employée universellement  

@90/% 4&2S?;2:%;61/9-19@6802%32-%.6--0-F%#442%@2/;2.% 4&632:.6V61?.69:%3&0:%.6--07%32% 4&B.032%32% 4?%

19;@9-6.69:%30%.6--0%2.%2442%:90-%@2/;2.%-0/.90.%32%-&?--0/2/%32%4?%80?46.B%32%:9-%190@2-%2.%32%4?%

morphologie et de la structure des coupes obtenues. Cette méthode est basée sur la coloration 

:014B?6/2%@?/%4&=B;?.9ST46:2%32%)?//6- et la contre coloration du cytoplasme et du collagène par 
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4&B9-6:2. L&6:19:DB:62:.%32- -21.69:-%32-%T20S%2:/9CB-%3&!\*® est que le tissu a tendance à se 

décoller de la lame durant la coloration. 

Méthode : $2-% 4?;2-% -9:.% 3&?C9/3% 4?DB2-% R% 4&2?0% @90/% 2:42D2/% 4&!\*% AH]-20 bains). Elles sont 

/2190D2/.2-% 3&0:2% -940.69:% 3&=B;?.9ST46:2% 32% )?//6-% @2:3?:.% [%;6:7% @06-% 4?DB2-% R% 4&2?0% AH]-

20 bains). Elles sont ensuite décolorées par une solution acide-alcool qui enlève le colorant du 

cytoplasme, tout en le maintenant dans le noyau (1-10 bains). La coloration est ensuite 

accentuée en trempant les lames pendant 30 secondes à 1 ;6:%3?:-%32%4&2?0%?;;9:6?80B2%@uis 

/6:1B2-% R% 4&2?0F% $2-% 4?;2-% -9:.% 2:-06.2% 19:./2-1949/B2-% 2:% 42-% /2190D/?:.% 3&0:2% -940.69:%

3&éosine 1% pendant 30 secondes, @06-%2442-%-9:.%4?DB2-%/?@632;2:.%R%4&2?0F%$2%.6--0%2-.%2:-06.2%

3B-=T3/?.B%@?/%H]%C?6:-%3&B.=?:94%H]]`F%Le seul but de cette coloration est de vérifier la qualité 

des coupes. 

IMMUNO-MARQUAGE 

But : $2%C0.%32% 4&6;;0:9-marquage sur les coupes de rétines est de localiser les leucotoxines 

6:Q21.B2-%3?:-%4&564%30%4?@6:%N]%;6:%?D?:.%-9:%20.=?:?-62%3?:-%42%1?-%32%420/%V6S?.69:%R%0:%.T@2 

@/B16-% 32% 1244042-7% ?V6:% 3&632:.6V62/% 42-% 1244042-% 32% 4?% /B.6:2% 806% @90//?62:.% <./2% 4?% 16C42% 32-%

leucotoxines. 

Méthode : $2-% 4?;2-% -9:.% 3&?C9/3% 4?DB2-% 3?:-% 30% (ed% @90/% 2:42D2/% 4&!\*®. Le tissu est 

perméabilisé suite à une incubation pendant 15 min dans du tampon de perméabilisation, puis 

lavé 10 min dans du PBS. Ensuite, les lames sont incubées pendant 1h avec des anticorps 

primaires anti-leucotoxines, puis elles sont lavées 10 min dans du PBS. Les lames sont incubées 

pendant 1h avec des anticorps secondaires marqués puis lavées 10 min dans du PBS. Puis, elles 

sont incubées avec du Hoescht (10µg/mL) pendant 15 min puis lavées 10 min dans du PBS. Les 

coupes sont enfin montées entre lames et lamelles avec du Mowiol®. Elles sont par la suite 

observées avec le microscope confocal cité ci-dessus.  



 

  



 

 

 

 

 

 

CHAPITRE III : 
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NOUVELLES CELLULES CIBLES DES LEUCOTOXINES ET M678&7)-9:;6<  

INTRODUCTION 

Les leucocytes formés par la lignée myéloide et la lignée lymphoïde comportent les premières 

cellules cibles décrites des leucotoxines. La f-hémolysine HlgC/HlgB est capable de cibler toute 

la lignée myéloïde humaine alors que la LPV cible les monocytes, les macrophages et les PMNs. 

Les PMNs constituent 42% .T@2% 124404?6/2% 42% @40-% 0.646-B% @90/% 4&B.032% 32% 12-% 42019.9S6:2-F%

Cependant, S. aureus peut infecter tous les tissus du corps humain7% 64%:&2-.%39:1%@?-%2S140%802%

3&?0./2-%1244042-%-962:.%-2:-6C42-%R%12-%toxines.  

"2-% 1?-% 3&6:V21.69:-% 30% -T-.E;2% :2/D20S% 12:./?4% Ad'\J% @?/% 32-% -901=2-% 32% S. aureus ont été 

décrits, même si ces infections restent rares (<5%) (Arora et al., 2012; David et al., 2012; 

Naesens et al., 2009; Sifri et al., 2007; Somand and Meurer, 2009; Taglietti et al., 2012). Dans les 

thromboses septiques des sinus caverneux et les abcès du cerveau, S. aureus est l'agent causal de 

60 à 70 et 20% des cas, respectivement (Ebright et al., 2001; Roche et al., 2003b). Ces infections 

du SNC peuvent provenir suite à une otite moyenne causée par S. aureus, qui entraîne des 

complications intracrâniennes7%-06.2%R%0:2%6:V21.69:%32:.?6/2%90%R%0:2%V/?1.0/2%32%4&9-%:?-?4%806%

conduit à une thrombose du sinus caverneux (Munckhof et al., 2008a). Une sinusite chronique, 

compliquée par S. aureus pourrait conduire à une diffusion hématogène, à travers le système 

veineux avalvulé du sinus paranasal, dans le sinus caverneux, et consécutivement dans le 

cerveau (Naesens et al., 2009)F%$2-% 6:V21.69:-%30%d'\%@20D2:.%BP?42;2:.%<./2% 42%/B-04.?.%3&0:2 

diffusion hématogène de sites d'infection périphériques (Wadhwa et al., 2012), y compris 

l'endocardite bactérienne ou l&abcès pulmonaire, 3&0:%./?0;?.6-;2%32%4?%1?49..2%1/O:62::27%90%32%

complications infectieuses suite à des interventions chirurgicales. Ils peuvent aussi toucher des 

patients immunodéprimés (Muzumdar et al., 2011).   

De plus, les infections à S. aureus -9:.%-90D2:.%390490/20-2-%3&9g%4?%802-.69:%32%4?%-2:-6C646.B%32-%

neurones aux leucotoxines. Pour détecter une activité cellulaire des leucotoxines sur les 

neurones, deux types cellulaires ont été choisis : les neurones en grains du cervelet et les 

neurones sensoriels des ganglions spinaux (DRG). Les premiers, représentants des neurones 

centraux, forment une population homogène e:% 104.0/2% 2.% -9:.% 3&?11E-% @40-% -6;@42% 802% .90.2%

autre population neuronale centrale. Les neurones des ganglions spinaux forment la population 

@B/6@=B/6802% 32% D6P64?:12% 1?@?C42% 3&?42/.2/% 42% d'\% 2:% ./?:-;2..?:.% 42-% @2/12@.69:-%

douloureuses. Il a paru important de vérifier la sensibilité de ces neurones à la présence des 

leucotoxines.  
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S. aureus 2-.% 4&0:% 32-% ?P2:.-% @?.=9PE:2-% @/6:16@?0S% 32-% 6:V21.69:-% 9104?6/2- (Freidlin et al., 

2007). Pour des infections comme les kératites et les endophtalmies, elles peuvent mettre en jeu 

les capacités initiales 32%4?%D6-69:7%D96/2% 4?%19:-2/D?.69:%32% 4&9/P?:2%;?4P/B%42%@/6D64EP2% 6;;0:%

qui normalement préserve 4&9264% 32% 4&6:V4?;;?.69: (Alexandrakis et al., 2000; Callegan et al., 

2002; Hanscom, 2004; Khanal et al., 2005; Streilein, 2003). Les leucotoxines induisent une 

réaction inflammatoire importante 3?:-% 4&564% Achambre postérieure, chambre antérieure, 

conjonctive, paupières et annexes), 49/-80&2442-%-9:.%@/B-2:.2-%2:%80?:.6.Bs proches de 10 pM, 

soit une activité importante au regard du nombre de bactéries pouvant être présentes (Bronner 

et al., 2000; Siqueira et al., 1997). Plusieurs leucotoxines provoquent une endophtalmie sévère 

dans un modèle d'oeil de lapin (Supersac et al., 1998), même en absence de la bactérie (Siqueira 

et al., 1997). Les activités de la myéloperoxidase et de la phospholipase A2 (PLA2) augmentent 

19:-B10.6D2;2:.%R%4&6:Q21.69:%32 C?1.B/62-7%3&?4@=?-toxine ou de leucotoxines (Girgis et al., 2005; 

O'Callaghan et al., 2007; Siqueira et al., 1997). Cependant, les lapins jeunes (6 - 8 semaines) 

-2;C42:.%@40-%-0-12@.6C42-%R%4&?4@=?-toxine que les individus âgés (30 mois) (O'Callaghan et al., 

2007). Ces toxines sont en fait sécrétées même pour des densités bactériennes faibles dans 

4&=0;20/%D6./B2%30%4?@6:%6:V21.B7%19//2-@9:3?:.%R%0:2%-6.0?.69:%32%-./2--%32%4?%C?1.B/62%19;;2%42 

manque de nutriments (Bronner et al., 2003). $&6:Q21.69:% 32% 4?% $(h induit une forte réponse 

inflammatoire dans la chambre antérieure 32%4&564%30% 4?@6:, masquant la chambre postérieure, 

une congestion vasculaire intense de l'iris et un infiltrat inflammatoire intense dans la choroïde, 

alors que la rétine perd son architecture et est remplacée par une lyse purulente (Laventie et al., 

2011)F%"&9g% 4&6;@9/.?:12%3&632:.6V62/% 42-%1244042-%32% 4?%/B.6:2%16C4B2-%@?/% 42-% 42019.9S6:2-%2.%32%

comprendr2%42%;932%3&?1.69:%-0/%12-%1244042-7%?V6:%32%@/BD2:6/%42-%39;;?P2-%6//B@?/?C42-%@90/%

4&564F 

RESULTATS 

NEURONES 

$&2VV2.%32%4&i-toxine, la LPV, HlgA/HlgB et de HlgC/HlgB a été étudié sur les neurones en grains 

du cervelet de rat, ainsi que sur les neurones sensoriels du ganglion spinal (DRG). Les deux types 

cellulaires se sont montrés sensibles à toutes ces toxines. Un test permettant de mesurer la 

sécrétion de glutamate par les neurones granulaires a permis de montrer que le signal induit par 

HlgC/HlgB est beaucoup plus intense que celui initié par les autres toxines. La libération de 

glut?;?.2%-2%V?6.%-06.2%R%4&?0P;2:.?tion de la [Ca2+]i 3&9g%4&6:.B/<.%32%19;@/2:3/2%42%;B1?:6-;2%

qui aboutit à cette augmentation. 
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Summary

Headache, muscle aches and chest pain of mild to

medium intensity are among the most common

clinical symptoms in moderate Staphylococcus

aureus infections, with severe infections usually

associated with worsening pain symptoms. These

nociceptive responses of the body raise the ques-

tion of how bacterial infection impinges on the

nervous system. Does S. aureus, or its released

virulence factors, act directly on neurones? To

address this issue, we evaluated the potential

effects on neurones of certain bi-component leu-

kotoxins, which are virulent factors released by the

bacterium. The activity of four different leukotox-

ins was verified by measuring the release of gluta-

mate from rat cerebellar granular neurones. The

bi-component g-haemolysin HlgC/HlgB was the

most potent leukotoxin, initiating transient rises

in intracellular Ca2+ concentration in cerebellar

neurones and in primary sensory neurones from

dorsal root ganglia, as probed with the Fura-2 Ca2+

indicator dye. Using pharmacological antagonists

of receptors and Ca2+ channels, the variations

in intracellular Ca2+ concentration were found

independent of the activation of voltage-operated

Ca2+ channels or glutamate receptors. Drugs tar-

geting Sarco-Endoplasmic Reticulum Ca2+-ATPase

(SERCA) or H+-ATPase and antagonists of the

store-operated Ca2+ entry complex blunted, or sig-

nificantly reduced, the leukotoxin-induced eleva-

tion in intracellular Ca2+. Moreover, activation of

the ADP-ribosyl cyclase CD38 was also required

to initiate the release of Ca2+ from acidic stores.

These findings suggest that, prior to forming a

pore at the plasma membrane, leukotoxin HlgC/

HlgB triggers a multistep process which initiates

the release of Ca2+ from lysosomes, modifies the

steady-state level of reticular Ca2+ stores and

finally activates the Store-Operated Calcium Entry

complex.

Introduction

Staphylococcus aureus is a common host in human flora
that asymptomatically colonizes one in three healthy indi-
viduals; children having higher persistent carriage rates
than adults (Wertheim et al., 2005). However, this bacte-
rium can be a serious pathogen, and is now the second
cause of hospital and community-acquired infections
worldwide (David and Daum, 2010; DeLeo et al., 2010;
David et al., 2011). The severity and locations of
S. aureus infections display broad variation. Contamina-
tion typically progresses from a local infection (furuncle,
cellulitis, wound infection) to systemic propagation
(bacteraemia) and metastatic infections (pneumonia,
endocarditis, osteomyelitis, septic arthritis). The emer-
gence and spread of community-acquired, drug-resistant
(CA-MRSA) and extremely virulent strains reinforces the
morbidity of S. aureus infections (Chambers and DeLeo,
2009; David and Daum, 2010). Pathogenesis of the
bacterium relies on an arsenal of virulence-associated
factors, some of which specifically produce toxin-induced
diseases (e.g. bullous impetigo, toxic shock syndrome,
staphylococcal scaled skin syndrome and food-borne
gastroenteritis) (Archer, 1998; Lowy, 1998).

One distinctive feature of CA-MRSA strains is the
bearing of genes for the Panton-Valentine leukocidin
(PVL), a bi-component toxin encoded by lukS-PV and
lukF-PV from an integrated bacteriophage, rarely carried
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by S. aureus strains prior to the 1990s (Woodin, 1960;
Finck-Barbançon et al., 1991; Rahman et al., 1992;
Kaneko et al., 1998). The activity of PVL plays a role in
pathogenesis under conditions involving host suscepti-
bility factors and infected tissues (Gillet et al., 2002;
Crémieux et al., 2009). Moreover, S. aureus has the
capacity to produce several homologous two-component
leukotoxins that contribute to the bacterium’s power of
infection, including the ubiquitous g-haemolysins (Hlg,
encoded by hlgA, hlgB and hlgC) (Prévost et al., 1995),
the leukotoxin LukE–LukD (Gravet et al., 1998), PVL,
LukM and LukF′-PV (Choorit et al., 1995). These toxins
assemble as pore-forming octamers on the surface of
susceptible target cells, such as neutrophils, monocytes
and macrophages, and can thereby alter host cell func-
tions or cause cytolysis (Prévost et al., 2001; Jayasinghe
and Bayley, 2005). Genes encoding several cytolytic
toxins, notably g-haemolysin subunits HlgA, HlgB and
HlgC, can be upregulated in human blood over time
(Malachowa et al., 2011).

Major advances have been achieved over the last
decade in the understanding of the structure and mecha-
nisms of pore formation by two-component toxins from
S. aureus and from other origins (Menestrina et al., 2003;
Gonzalez et al., 2008). In contrast, much less is known
regarding the overall cell targets and responses to
S. aureus leukotoxins. The increase in free intracellular
calcium or the loss of cellular potassium are examples of
early cellular reactions to the presence of pore-forming
toxins, an ion imbalance that may lead to the activation of
a variety of signalling cascades (Woodin and Wieneke,
1963; Staali et al., 1998; Kloft et al., 2009; Kao et al.,
2011).

In the present study, the question of the sensitivity of
neurones to bi-component leukotoxins of S. aureus is
addressed with the aim of deciphering the mechanisms
of cell response. Cell cultures from rat cerebellar cortex
and primary sensory neurones from dorsal root ganglia
were used to demonstrate the neurotoxic activity of PVL,
a-toxin and g-haemolysins. The four virulence-associated
factors maintained neuronal integrity while triggering a
[Ca2+]i increase in cerebellar neurones, which was fol-
lowed by the release of glutamate. The g-leukotoxin HlgC/
HlgB was found to be the most potent on both types of
cultured neurones. The leukotoxin-induced rises in free
intracellular ([Ca2+]i) were initiated by a discharge of Ca2+

from acidic stores and followed by a Ca2+-induced Ca2+

release from the reticulum. These effects were further
amplified by the activation of the store-operated Ca2+

entry complex. The initial signal linking leukotoxin binding
to the acidic stores was due to the activation of the ADP
ribosyl cyclase CD38. This cellular response to the pres-
ence of the leukotoxin in neuronal cells preceded the
formation of toxin pores into the plasma membrane.

Results

Staphylococcal leukotoxins trigger glutamate release

from cerebellar granular neurones

Cerebellar granular neurones have been shown to act in
response to the presence of certain pore-forming toxins
(Lonchamp et al., 2010). Thus, to examine whether
neurones sense and react to S. aureus leukotoxins,
glutamate release by cerebellar granular neurones was
quantified after a 10 min exposure to the toxins. Dose–
response curves for a-toxin, leukotoxins HlgC/HlgB and
HlgA/HlgB and the PVL are shown in Fig. 1A. HlgC/HlgB
was the most potent of the four leukotoxins, reaching a
half-maximal effect at a concentration of 3 nM and
maximum glutamate release at 0.1 mM. This maximum
was 2.4 times higher than the total release generated by
a 5 s depolarization pulse of 60 mM KCl, but only 35%
of the total-cell glutamate content, as assessed using
a 10 min osmotic shock in 10 mM Tris-HCl, pH: 7.4
(Fig. 1B). Alpha-toxin (0.1 mM), leukotoxin HlgA/HlgB
(0.1 mM) and PVL (0.1 mM) were less effective than HlgC/
HlgB, releasing equivalent amounts of glutamate as that
generated by the 5 s 60 mM KCl depolarization pulse
(Fig. 1A). The release due to leukotoxin HlgC/HlgB was
dependent on an increase in free [Ca2+]i, since pre-
incubation of neurones with the intracellular calcium che-
lator BAPTA-AM (10 mM) (30 min loading followed by
20 min hydrolysis) strongly reduced the amount of gluta-
mate released into the medium (Fig. 1B). The HlgC or
HlgB subunits separately failed to induce glutamate
release from granular neurones (Fig. S1a).

To determine whether HlgC/HlgB-treated neurones
undergo lysis, the amount of glucose-6-phosphate dehy-
drogenase (G6PDH) enzymatic activity released into the
medium was quantified. An example of G6PDH activity
measured after incubation at increasing concentrations of
HlgC/HlgB leukotoxin is illustrated in Fig. 1C. Significant
enzymatic activity was detected only after 20 min incuba-
tion with 0.1 mM leukotoxin, suggesting that high toxin
concentration treatment may have been fatal for some
cells. However, assessment of the number of pyknotic
nuclei in cultures labelled with Hoechst-33258 revealed
no significant difference between control (three inde-
pendent cultures, > 400 nuclei, 6.5% pyknotic) and 6 nM
leukotoxin-treated cells after a 15 min incubation period
(three independent cultures, > 400 nuclei, 5.8% pyknotic).
Membrane permeation of ethidium bromide has been pro-
posed for monitoring pore formation at the cell membrane
due to leukotoxin (Staali et al., 1998). Time-lapse video
microscopy was used to record the infiltration of ethidium
bromide in neurones incubated in the presence of 8 nM
leukotoxin HlgC/HlgB-Alexa-488. Visual inspection of
neurones incubated 30 min in the presence of toxin
revealed that ethidium bromide-related fluorescence
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remained low, constant and consistently extracellular
(Fig. S2). These results together with the reduction in
glutamate release due to the Ca2+ chelator BAPTA favour
the notion that leukotoxin-induced glutamate release is
triggered by a rise in free [Ca2+]i, independently of the
formation of a pore.

The leukotoxin-induced rise in [Ca2+]i is

concentration dependent

We monitored [Ca2+]i variations in cerebellar granular neu-
rones and in sensory neurones from dorsal root ganglia
(DRG), using the Fura-2 Ca2+ indicator dye, to analyse the
activity of leukotoxins HlgC/HlgB and HlgA/HlgB and PVL
(Fig. 2). The subunits HlgC or HlgB separately failed to
induce [Ca2+]i variations (Fig. S1b). Leukotoxin HlgC/HlgB
(2 nM) induced a rise in [Ca2+]i in 86% of granular neu-
rones (12 cultures, 618 cells, Fig. 2A) and in 65% of DRG
neurones at 4 nM (9 cultures, 191 cells, Fig. 2B). In con-
trast, leukotoxin HlgA/HlgB activated a rise in [Ca2+]i in
20% of granular neurones at higher concentration (20 nM;
three experiments, 130 cells). PVL (2 nM) was active in
24% of recorded granular neurones (13 cultures, 419

cells, Fig. 2C) and in 28% of DRG sensory neurones at
4 nM (three cultures, 84 cells, Fig. 2D).

The typical reaction of a neurone to the presence of
leukotoxin HlgC/HlgB was a progressive elevation in free
[Ca2+]i which led to a transient peak and returned to a new
[Ca2+]i, resting value (Fig. 2A and B). In a same culture
plate, the effect of the leukotoxin on different granular
neurones occurred at various unrelated moments.
However, the response of DRG sensory neurones was
both fast and synchronous for all responding cells of the
same plate. For comparison purposes, the response of
each neurone was characterized by the peak value of
[Ca2+]i (amplitude) and the time needed by the cell to
reach the [Ca2+]i peak after the addition of the leukotoxin
(latency). These values are shown in box plots with the
mean, the median and percentiles.

In granular neurones, the amplitude of the [Ca2+]i peak
was dependent on leukotoxin concentration, as illustrated
in examples in Fig. 3A–C. Moreover, the consolidation of
results from 44 independent experiments confirmed that
mean [Ca2+]i peak amplitude values increased, while the
latency of the response decreased with increasing con-
centrations of leukotoxin, as shown in Table 1 and Fig. 3D

Fig. 1. Staphylococcus aureus leukotoxins trigger glutamate release from cerebellar granular neurones.
A. Cultured cells were challenged for 10 min with the indicated concentrations of leukotoxin HlgA/HlgB ( ), leukotoxin HlgC/HlgB ( ), a-toxin
( ) or PVL ( ). Leukotoxin HlgC/HlgB was the most active, showing a half-maximum concentration effect at nanomolar concentrations. The
other three toxins triggered glutamate release at higher concentrations only; the glutamate measured in these instances was similar to the
amount measured after a 10 s pulse of 60 mM KCl depolarization.
B. Prior to addition of the toxin, cells were loaded with 10 mM of the membrane-permeable intracellular calcium chelator BAPTA-AM ( ), which
led to a significant decrease in the amount of glutamate release. Control leukotoxin HlgC/HlgB ( ). The upper reference value (6.51 mM, blue
dotted line) stands for the total-cell glutamate content.
C. Glucose-6-phosphate dehydrogenase enzymatic activity measured in culture media after a 10 min incubation of neurones in the presence
of leukotoxin HlgC/HlgB. Only the highest concentration (0.1 mM) demonstrated a significant amount of released enzymatic activity.
Results in (B) (glutamate) and (C) (G6PDH) are from of the same experiment. The brown dotted line represents glutamate (A and B) or
G6PDH activity (C) measured in the bathing media of control cells. The green dotted line in (A) and (B) corresponds to glutamate released by
a 10 s depolarization of neurones in 60 mM KCl. The blue dotted line in (B) and (C) stands for total glutamate (B) or total G6PDH (C) content
measured after a 10 min osmotic shock of neurones in 10 mM Tri-HCl buffer (pH 7.4).
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and E. However, the dispersion of both parameters was
high among neurones within a same plate, which sug-
gests that a multistep process may be necessary to
disrupt [Ca2+]i homeostasis and that its activation may
depend on a particular cell’s status.

The increase in free [Ca2+]i is independent of

voltage-operated Ca2+ channels or glutamate

receptor activity

Activation of any of the various types of voltage-operated
Ca2+ channels (VOCC) or glutamate receptors may lead
to rise in [Ca2+]i in granular neurones (Randall and Tsien,
1995; Brickley et al., 2001). To investigate whether leuko-
toxin HlgC/HlgB activates a Ca2+-permeable channel or
receptor, VOCC were antagonized with either 5 mM nifed-
ipine (L-Type channels), 0.1 mM w-GVI-A (N-Type chan-
nels) or 0.1 mM w-AgaTK (P/Q-Type channels) whereas

ionotropic glutamate receptors were antagonized with
10 mM CNQX (AMPA receptors) or 10 mM D-AP5 (NMDA
receptors) while recording [Ca2+]i variations induced by
leukotoxin HlgC/HlgB. Amplitude and latency of [Ca2+]i
variations are presented in Fig. 4A and B and in Table 2
(mean values). The presence of these drugs either alone
or in various combinations, prior to addition of the leuko-
toxin, did not considerably alter the amplitude of the [Ca2+]i
peak (Fig. 4A). However, blockade of all VOCC signifi-
cantly shortened the latency of the leukotoxin effect by
45% (P < 0.05), effect observed also when Na+ channels
and glutamate receptors were additionally blocked
(Fig. 4B, Table 2). When the P/Q-type Ca2+ channel
antagonist w-AgaTk was removed from the cocktail, the
latency of the response was four times longer (853 � 14 s
versus 210 � 20 s, P < 0.05). The selective blockade of
voltage-gated Na+ channels (0.3 mM TTX) doubled the
latency of the response (436 � 8 s versus 210 � 20 s,

Fig. 2. Leukotoxins induce [Ca2+]i changes in
cerebellar granular and in dorsal root ganglion
neurones.
A. Multiple examples of recordings of
cerebellar neurones challenged with 2 nM
leukotoxin HlgC/HlgB. The amplitude of the
[Ca2+]i peak induced by the leukotoxin was
variable as was the latency of the response.
Boxes along the axis show the median and
percentiles for both peak amplitude and
latency for 47 cells recorded simultaneously.
The mean is indicated by the red trace.
B. [Ca2+]i variation caused by leukotoxin
HlgC/HlgB in dorsal root ganglion neurones
(4 nM toxin). The box presentation
corresponds to 36 neurones from three
different dishes recorded the same day.
C. PVL (2 nM) induced [Ca2+]i changes in 25%
of recorded cerebellar neurones; in certain
instances, the same cell presented a few
[Ca2+]i transient peaks.
D. Responses of DRG neurones to different
applications of 2 nM PVL; contrary to the
g-leukotoxin HlgC/HlgB effects, PVL was able
to induce different responses within the same
cell during the recording period. Less than
25% of DRG cells from the same culture plate
were sensitive to the leukocidin. The vertical
stroke at approximately 200 s indicates the
time of addition of the toxin.
In (D), the three vertical strokes indicate three
independent additions of PVL. In (A)–(D), all
traces represent individual sample recordings.
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P < 0.05). Altogether, these results rule out both VOCC
and glutamate receptors as direct passageways for extra-
cellular Ca2+ influx induced by leukotoxin. However, given
the impact of the blockade of these channels on the

kinetics of the leukotoxin effect, a role for resting [Ca2+]i or
membrane potential cannot be excluded.

To ascertain the contribution of extracellular Ca2+, neu-
rones were equilibrated in buffers of various extracellular

Fig. 3. The mean of the [Ca2+]i peak amplitude and the response latency to leukotoxin HlgC/HlgB are concentration dependent.
A–C. Representative recordings of [Ca2+]i changes in cerebellar neurones challenged with three different concentrations of leukotoxin
HlgC/HlgB (A: 2 nM, B: 4 nM, C: 8 nM). The dot around 200 seconds in (A), (B) and (C) indicates the addition point of the toxin. These
examples suggest a toxin concentration-dependent effect that was further established by pooling the values from 44 independent experiments.
Boxes are the median and percentiles and include the mean value (red line). All other traces represent individual sample recordings.
D and E. (D) [Ca2+]i peak amplitude, (E) latency. The mean values are significantly different as determined by a Kruskal–Wallis analysis of
variance and Dunn’s Pairwise Multiple Comparison Procedures (***P < 0.005).

Table 1. Peak amplitude and latency values are dependent on toxin concentration.

HlgC/HlgB
Mean [Ca2+]
peak � SEM

Latency,
seconds � SEM

Secondary [Ca2+]
rise, % of cells

2 nM leukotoxin HlgC/HlgB (14 plates, 396 cells) 178 nM � 4 687 s � 21
4 nM leukotoxin HlgC/HlgB (24 plates, 862 cells) 355 nM � 8 551 s � 15 54% cells
8 nM leukotoxin HlgC/HlgB (6 plates, 178 cells) 416 nM � 17 221 s � 18 98% cells

Mean values of the peak amplitudes and latencies of the experiment shown in Fig. 3D and E. Dunn’s Pairwise Multiple Comparison shows that
the differences among all mean values are statistically significant.
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Ca2+ concentration ([Ca2+]e) prior to incubation with the
leukotoxin HlgC/HlgB. As shown in Fig. 5A, the mean
[Ca2+]i peak was reduced by 80% in 30 mM [Ca2+]e relative
to controls (43 � 2 nM versus 227 � 7 nM; n = 50,
P < 0.001), with no significant change observed for the
latency of the effect. Leukotoxin-induced [Ca2+]i changes
could still be observed in neurones incubated in 3 mM
[Ca2+]e but not in cells bathing in Ca2+-free buffer (0 mM
Ca2+, 5 mM EGTA), where resting [Ca2+]i remained
constant.

The contribution of Ca2+ stored in internal compart-
ments was assessed by incubating the neurones in the
presence of 1 mM thapsigargin (endoplasmic reticular
stores) or 0.2 mM bafilomycin A (acidic stores) (Fig. 5B)
prior to toxin application. In the presence of thapsigargin,
56% of the cells (mean of seven independent experi-

ments) responded to the presence of leukotoxin HlgC/
HlgB (4 nM) by displaying a transient peak of low
amplitude (Fig. 5B: 160 � 8 nM versus 362 � 37 nM;
n > 100, P < 0.001) whereas the latency of the response
was prolonged (1447 � 44 s versus 413 � 6 s; n > 100,
P < 0.001). Inhibition of vesicular H-ATPase by 0.2 mM
bafilomycin A abolished nearly all leukotoxin-induced
[Ca2+]i movements; approximately half of the recorded
cells showed delayed low-amplitude transient increases
in [Ca2+]i that barely reached twice the amplitude of resting
[Ca2+]i. To confirm that Ca2+ release from acidic organelles
indeed contributed to the leukotoxin effect, osmotic
lysosomal degradation was induced with Glycyl-1-
phenylalanine 2-naphthylamide (GPN) (Churchill et al.,
2002). Application of GPN (200 mM, 10 min) essentially
blunted the leukotoxin effect; only 11% of neurones

Fig. 4. The rise in free [Ca2+]i evoked by
leukotoxins in cerebellar neurones is
independent of voltage-operated Ca2+

channels or glutamate receptor opening. (A)
Peak amplitude and (B) latency of recordings
carried out in a: control (56 cells) or in the
presence of HlgC/HlgB (4 nM) and the
following blockers/antagonists: b: (5 mM
nifedipine + 0.1 mM w-GVI-A + 0.1 mM
w-Aga-TK; 88 cells), c: (0.3 mM TTX; 24 cells),
d: (5 mM nifedipine + 0.1 mM w-GVI-A +
0.3 mM TTX + 10 mM CNQX + 10 mM APV; 26
cells), e: (5 mM nifedipine + 0.1 mM w-GVI-A +
0.1 mM w-Aga-TK + 0.3 mM TTX + 10 mM
CNQX + 10 mM APV; 21 cells). None of the
differences in mean values for peak amplitude
were statistically significant when examined
by the Kruskal–Wallis analysis of variance. All
the differences in mean latency values were
statistically significant (P < 0.001) with respect
to the control value (box a); pairwise multiple
comparison showed a non-significant
difference among values for b and e.

Table 2. Mean values and statistical significance of recordings with blunted voltage-operated Ca2+ channels (VOCC) and voltage-gated Na+

channels (VGNC).

8 nM HlgC/HlgB
Mean [Ca2+]
peak � SEM

Latency
s � SEM

Pairwise comparison
of mean latencies
(Holm-Sidak method)

a: control (65 cells) 270 � 15 nM 210 � 20 s a versus b: P < 0.001;
a versus c: P < 0.001;
a versus d: P < 0.001;
a versus e: P < 0.001

b: blockade of L-, N- and P/Q-Type VOCC by 5 mM nifedipine + 0.1 mM
w-GVI-A + 0.1 mM w-Aga-TK (88 cells)

265 � 12 nM 116 � 4 s b versus c: P < 0.001;
b versus d: P < 0.001;
b versus e: P = 0.839

c: blockade of VGNC by 0.3 mM TTX (24 cells) 263 � 22 nM 436 � 8 s c versus d: P < 0.001;
c versus e: P < 0.001

d: blockade of L- and N-Type VOCC, VGNC and Glu-R by 5 mM nifedipine + 0.1 mM
w-GVI-A + 0.3 mM TTX + 10 mM CNQX + 10 mM D-AP5 (26 cells)

196 � 10 nM 853 � 14 s d versus e: P < 0.001

e: blockade of L-, N- and P/Q-Type, VGNC and Glu-R: 5 mM nifedipine + 0.1 mM
w-GVI-A + 0.1 mM w-Aga-TK + 0.3 mM TTX + 10 mM CNQX + 10 mM D-AP5; 21 cells

232 � 14 nM 111 � 6 s

Mean values and statistical significance of peak amplitudes and latencies of the experiment shown in Fig. 4. The pairwise comparison between
the means of the peak amplitude did not reveal significant statistical differences, whereas mean latencies were significantly different, but for
experiments b and e only.
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produced low-amplitude transient variations in [Ca2+]i
or displayed a late and moderate increase in [Ca2+]i
after addition of the leukotoxin (three cultures, 87 cells,
Fig. 5C). These observations suggest that Ca2+ released
from acidic compartments may couple with reticular stores
through a Ca2+-induced Ca2+ release (CICR) mechanism.
Moreover, the contribution of Ca2+ from both the external
medium and intracellular stores points towards the Store-
Operated Ca2+ Entry (SOCE) complex as a final outcome
of Ca2+ mobilization initiated by the leukotoxin.

Leukotoxin HlgC/HlgB alters the store-operated Ca2+

entry complex

Neuronal [Ca2+]i variations were monitored in the pres-
ence of drugs or ions known to interfere with SOCE (Bird
et al., 2008; Varnai et al., 2009). A highly effective neu-
tralization was observed when 100 mM Gd3+ was added a
few minutes prior to the leukotoxin (Fig. 6A). At lower
concentration, Gd3+ (50 mM) reduced the [Ca2+]i amplitude
by 44% (291 � 20 nM versus 519 � 20 nM; n > 50,
P < 0.001) and slightly affected the time of the response,

but totally abolished the second Ca2+ rise present in 96%
of control cells challenged with 4 nM leukotoxin (not
shown). The SOCE antagonist econazole (5 mM), totally
prevented the toxin-induced rise in [Ca2+]i (Fig. 6A).
In addition, incubation of cells for 15 min in 100 mM
2-aminoethoxydiphenylborane (2-APB), a cell-permeable
modulator of inositol (1,4,5)-P3-induced Ca2+ release tar-
geting SOCE, decreased the peak amplitude by 40%
(203 � 18 nM versus 335 � 17 nM; n > 20, P < 0.001)
and increased the latency of the response by more than
10-fold (1149 � 47 s versus 100 � 1 s; n > 20, P < 0.001)
(Fig. 6B). Cells maintained for 15 min in the presence
of 90 mM dentrolene, which also blocks ryanodine and
Ins(1,4,5)-P3 receptors, showed a 57% reduction in
amplitude (144 � 4 nM versus 335 � 17 nM; n > 40,
P < 0.001) and a sixfold delay in latency (608 � 25 s
versus 100 � 1 s; n > 40, P < 0.001) (Fig. 6B). The pyra-
zole derivative YM-58483 has been reported as an inhibi-
tor of the Ca2+ release-activated Ca2+ (CRAC) channels
(Ishikawa et al., 2003). Pre-incubation of neurones in
10 mM YM-58483 significantly modified the leukotoxin
effect by reducing the amplitude of the Ca2+ peak by 70%

Fig. 5. Both extracellular and intracellular Ca2+ stores contribute to leukotoxin-induced [Ca2+]i changes in cerebellar neurones.
A. Averaged traces of four recordings obtained at different extracellular Ca2+ concentrations ([Ca2+]e) showing that, in a Ca2+-free medium,
neurones (35 cells) do not react to the presence of the leukotoxin. In low [Ca2+]e (3 mM), an increase in free [Ca2+]i can be observed (mean
of 41 recorded neurones). Control recordings with 1.25 mM Ca2+ (34 cells) are shown as well as recordings with 30 mM Ca2+ (47 cells).
The boxes show the distribution values for control and 30 mM Ca2+ recordings.
B. Average traces of cells recorded upon interruption of reticular Ca2+ refilling by blockade of the SERCA pump (1 mM thapsigargin; two
experiments, 66 cells) or upon interruption of acidic compartment Ca2+ refilling through the blockade of H-ATPase (0.2 mM bafilomycin; two
experiments, 80 cells). The boxes show the distribution values for control and thapsigargin recordings.
C. Lysosomal destruction by 0.2 mM Glycyl-1-phenylalanine 2-naphthylamide (GPN) prevented leukotoxin-induced [Ca2+]i changes. Two
different experiments are shown where the mean of control traces are compared with the mean traces of neurones recorded after addition of
GPN. The boxes correspond to the values of control recordings (87 cells). In all panels, the addition point of the toxin is indicated by a vertical
stroke.
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(142 � 10 nM versus 458 � 31 nM; n > 26, P < 0.001),
while the latency of the effect remained unaltered. CRAC
channels are formed in the plasma membrane by the
association of Orai1 monomers, mediated by the reticular
protein STIM1 that senses the ER Ca2+ filling state
(Collins and Meyer, 2011 and references therein). The
interaction between STIM1 and Orai1 is regulated by
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) (Korzenio-
wski et al., 2009; Walsh et al., 2009). In order to verify
whether the disruption of the STIM1–Orai1 interaction
alters the leukotoxin effect, experiments were conducted
in which phosphatidylinositol kinases (PI3K and PI4K)
were inhibited by LY-294002 (50 mM, 15 min), thereby
potentially modifying the PIP2 content, while recording
leukotoxin-induced [Ca2+]i changes. Under these condi-
tions, only 6% of the 176 recorded cells (three independ-
ent experiments) responded to the leukotoxin through a
low amplitude rise in [Ca2+]I whereas in controls, 90% of
the 155 recorded cells mobilized [Ca2+]i (Fig. 6C).

Following the Ca2+ depletion, the translocation of STIM1
molecules to endoplasmic reticulum–plasma membrane
junctions activates the Orai1-formed CRAC channels;
simultaneously the formation of STIM1 puncta can be
observed using fluorescence labelling methods (Walsh

et al., 2009). The consequences of leukotoxin HlgC/HlgB
activity on the redistribution of interacting partners of the
SOCE complex were investigated through immunolabel-
ling of neurones with antibodies raised against STIM1
and Orai1. Figure 7 illustrates the differences in labelling
observed for STIM1 in control cells relative to cells incu-
bated for 10 min with 4 nM leukotoxin. In treated cells,
labelling became partially punctuated suggesting that a
redistribution of STIM1 is also an effect of leukotoxin
HlgC/HlgB. Taken together, the above results from phar-
macological manipulation as well as immunolabelling
allow to decompose [Ca2+]i movements induced by the
leukotoxin as a succession of events beginning by the
release of acidic Ca2+ stores and resulting in the stimula-
tion of the SOCE complex.

The HlgC/HlgB-induced rise in [Ca2+]i is initially

dependent on ADP-ribosyl cyclase CD38 signalling

We next focused on the early signalling which could be
activated by the leukotoxin in the plasma membrane and
induce the release of Ca2+ from acidic stores. Lysosomes
release Ca2+ through two-pore channels that are
opened by nicotinic acid adenine dinucleotide phosphate

Fig. 6. Disruption of the Store-Operated Ca2+ entry complex strongly inhibits the effect of leukotoxin HlgC/HlgB in cerebellar neurones.
A. Mean traces of cells recorded in the presence of 5 mM econazole (24 cells) and 100 mM gadolinium (38 cells). The control experiment
corresponds to the mean of 35 cells.
B. Mean traces of cells recorded in the presence of drugs that target SOCE by also interfering with Ins(1,4,5)-P3 Ca2+ mobilization (2-APB,
100 mM) or ryanodine receptors (dentrolene, 90 mM). Pre-treatment with these agents significantly reduced the effect of g-leukotoxin
HlgC/HlgB. Control experiment, 38 cells; 2-APB, 13 cells; dentrolene, 49 cells. This experiment was reproduced three times.
C. incubation of neurones in the presence of LY-294002 (50 mM), which inactivates phosphatidylinositol 3 and 4 kinase and modifies
membrane PIP2 content, thus strongly affecting the cellular response to leukotoxin action. Control boxes present the median of 110 recorded
cells and LY-294002 (red lines) recordings are the mean of 52 and 63 treated cells. The boxes in the three panels correspond to the values of
control recordings. Addition of the toxins is indicated by a vertical stroke in all panels.
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(NAADP), an intracellular messenger produced by the
ADP-ribosyl cyclase CD38 (Zhu et al., 2009; Cosker
et al., 2010). Although efficient antagonists of CD38 activ-
ity are not currently available, it is known that b-NAD
rapidly induces the internalization of the enzyme and
reduces its activity (Zocchi et al., 1999). Hence, we
assessed the potential effect of preventing granular neu-
rones from being activated by the leukotoxin by incubating
the latter for 10 min in the presence of 5 mM b-NAD prior
to the addition of the toxin. In four independent experi-
ments, only 26% of recorded cells showed a transient rise
in [Ca2+]i, along with a significant reduction in mean peak
amplitude (191 � 14 nM versus 444 � 18 nM; n = 23,
P < 0.001) and a delayed latency (1147 � 31 s versus
537 � 35 s; n = 23, P < 0.001) (Fig. 8A). Similar effects
were observed using 2.5 mM NADP or 1 mM NAADP
added 10 min prior to the toxin (Fig. 8A). NAADP likely
induces a desensitization of the lysosomal two-pore
channel (Zhu et al., 2009) that may prevent leukotoxin
signalling. Challenge of the granular neurones by 5 mM
b-NAD or 2.5 mM NADP did not produce [Ca2+]i peaks, but
induced a slight increase in [Ca2+]i level.

The enzymatic properties of CD38 can be altered by
antibodies directed against its C-terminal portion (Ferrero
et al., 2004; Hara-Yokoyama et al., 2008). When cells
where incubated for 20 min in the presence of an anti-
CD38 C-terminal goat polyclonal antibody (M-19 antibody,
Santa Cruz Biotechnology), the response to the leuko-
toxin was significantly delayed (842 � 25 s versus
378 � 27 s; n = 94, P < 0.001) along with a reduction in
the peak of [Ca2+]i (259 � 16 nM versus 430 � 18 nM;
n = 94, P < 0.001) (Fig. 8B).

Granular neurones incubated in Alexa 488-tagged
HlgC/HlgB leukotoxin (4 nM) were observed by confocal
microscopy after fixation and paired labelling the anti-

CD38 antibody or Alexa 594-conjugated Cholera toxin-B
subunit (Fig. 8C and D). The anti-CD38 labelling was
observed at the edge of the cells, showing a dotted aspect
that partially appeared superimposed with leukotoxin
labelling. However, the fluorescence of Alexa 488-HlgC/
HlgB leukotoxin appears located preferentially in the
cytosol. Labelling with the Alexa 594-Cholera toxin, which
binds membrane gangliosides, surrounded the cells and
was clearly segregated from the Alexa 488-leukotoxin
fluorescence. These results suggest that the leukotoxin
may be partially trapped in intracellular organelles
together with CD38.

Taken together, the results presented here can be
better understood if confronted to the mechanism pro-
posed for the endolysosomal Ca2+ signalling in a variety of
cells (Morgan et al., 2011). It is suggested that NAADP
initiates a multistep process by releasing Ca2+ from acidic
stores, which triggers the further release of reticular Ca2+

and finally causes the activation of CRAC channels. The
HlgC/HlgB leukotoxin could initiate the same signalling
pathway, as we suggest through the schematic represen-
tation of Fig. 9.

Discussion

S. aureus leukotoxins are a critical threat to the

nervous system

Staphylococcus aureus has been shown to efficiently
invade human brain microvascular endothelial cells,
which results in tissue damage, brain abscesses and
meningeal inflammation (Pedersen et al., 2006; Sheen
et al., 2010). We carried out this work in cerebellar granu-
lar neurones to assess whether leukotoxins may cause
damage to nervous tissue. Rat granular neurones have

Fig. 7. Distribution of STIM1 and Orai1
molecules of the SOCE complex before and
after incubation of neuronal cells with 4 nM
HlgC/HlgB-Alexa 488. Confocal acquisition
images of cerebellar neurones labelled with
the anti-Orai1goat polyclonal antibody D15
(A1, B1) and the anti-Stim1 mouse
monoclonal antibody A-8 (A2, B2). Panels A3
and B3 correspond to merged images with
Hoechst 33258-labelled nuclei. Cells in row A
were fixed prior to incubation for 10 min in the
presence of 4 nM leukotoxin HlgC/HlgB; cells
in row B were fixed after incubation with the
toxin.
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been used for cellular studies on bacterial toxins while
glutamate release assays have aided in investigating their
neurotoxicity (Foran et al., 2003; Lonchamp et al., 2010).
The use of these cells allowed us to establish that differ-
ent S. aureus leukotoxins can represent a serious threat
to neurones by inducing a rise in free intracellular Ca2+

and, as a consequence, the release of glutamate. The
increase in free [Ca2+]i was also measured in DRG neu-
rones, highlighting the fact that the activity of leukotoxins
is not restricted to a single class of neurones. The
g-haemolysin HlgC–HlgB was found to be the most
potent, both in cerebellar and in DRG neurones, inducing
important cellular effects while preserving the integrity of
the plasma membrane. The pharmacological manipula-
tions, which can prevent free [Ca2+]i movements through
the disruption of internal stores as well as acting on the
plasma membrane, together with the lack of permeability
to ethidium bromide, parallel to the [Ca2+]i increase,
strongly supports the notion that the formation of a pore is
not the first cellular effect induced by leukotoxins in
neurones. Cellular differences between neurones and
neutrophils may explain an expanded delay between

intracellular Ca2+ rise and pore formation as it has been
observed in neutrophils through the introduction of muta-
tions in PVL (Baba Moussa et al., 1999). Moreover, PVL
can confer an enhanced bactericidal capacity to human
neutrophils at very low concentrations, independently of
the formation of a pore (Graves et al., 2012). The activity
of the HlgC/HlgB leukotoxin is concentration dependent,
which may suggest that minute amounts of toxin can be
sensed by neurones and induce intracellular signalling. A
neuronal early response to leukotoxin could have the
positive outcome of initiating cellular protection (Aroian
and van der Goot, 2007), conceivably in association with
noxious stimuli.

Neurones preferentially use VOCC and ionotropic neu-
rotransmitter receptors as Ca2+ influx pathways, while for
neutrophils the SOCE complex is the main Ca2+ signalling
system. This difference could obscure the fact that both
cells types are sensitive to the leukotoxin. Interestingly,
the Ca2+ activated movement shown herein demonstrates
a reasonable link between internal Ca2+ stores and
membrane signalling proteins, through pathways which
are otherwise observed separately in neurones. The

Fig. 8. Leukotoxin-induced [Ca2+]i movements
in cerebellar neurones require ADP-ribosyl
cyclase CD38 activity.
A. CD38 internalization by addition of 5 mM
b-NAD prior to adding leukotoxin HlgC/HlgB
significantly reduced its effect. The results
combine data from three independent
experiments. Control line and boxes (101
cells); recordings of b-NAD pre-treated cells
are the mean of the 25% responding cells.
Recordings of cells pre-treated with 2.5 mM or
1 mM NAADP are also shown. The boxes
represent control and 5 mM b-NAD
recordings.
B. Effect of incubation of granular neurones in
the presence of the anti-CD38 goat polyclonal
antibody prior to addition of 4 nM leukotoxin.
The decrease in mean peak amplitude and
the reduction in response latency were
statistically significant (P < 0.001). Control,
190 cells; CD38 antibody, 94 cells.
C. Granular neurones labelled with
HlgC/HlgB-Alexa 488 and Cholera
toxin-B-subunit-Alexa 594 conjugated.
D. Neurones labelled with HlgC/HlgB-Alexa
488 and anti-CD38 goat polyclonal antibody
M-19 revealed by a donkey anti-goat Alexa
594-conjugated secondary antibody.
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ADP-ribosyl cyclase CD38 has been detected in rat brain
(Yamada et al., 1997; Ceni et al., 2003), where the sig-
nalling molecule NAADP has been proposed as a stimu-
lator of neurite outgrowth (Brailoiu et al., 2005). The
release of Ca2+ from either lysosomes or Ryanodine-
sensitive pre-synaptic stores has been shown to enhance
the efficiency of neurotransmitter release (Collin et al.,
2005; McGuinness et al., 2007). In cortical and hypocam-
pal neurones, differential regulatory roles of intracellular
Ca2+ levels have been observed for STIM1 and STIM2
(Gruszczynska-Biegala et al., 2011), and the depletion of
Orai1 impairs the rhythmic firing flight motoneurones in
drosophila (Venkiteswaran and Hasan, 2009). A further
question will be to ascertain whether endogenous activa-
tor(s) would be able to stimulate this ‘leukotoxin signalling
multistep process’ in the nervous system. The future iden-
tification of the molecular complex that binds the leuko-
toxins will help to find the answer, as it will contribute to
assess the consequences of the Ca2+ imbalance caused

by leukotoxins in neurones. It is of interest to note that in
mild S. aureus pathologies, such as chronic rhinosinusitis,
associated headaches and facial pain/pressure nega-
tively affect quality of life and impair daily activities
(Singhal et al., 2011).

A multistep Ca2+ signalling mechanism that could be

shared by other toxins

An increase in free intracellular Ca2+ has already been
described as an early response for the activity of different
pore forming toxins. Intracellular Ca2+ movements are
regarded as a prerequisite for the pre-pore to pore tran-
sition of membrane bound bi-component S. aureus leuko-
toxins (Woodin and Wieneke, 1963; Staali et al., 1998).
The a-haemolysin from Escherichia coli has been shown
to induce [Ca2+]i oscillations in renal epithelial cells that
are sensitive to L-type Ca2+ channel blockers (Uhlen et al.,

Fig. 9. Schematic representation of the multistep signalling mechanism triggered by g-leukotoxin HlgC/HlgB on neuronal cells. Upon binding
(1) to a receptor complex, likely associated with lipid rafts, the bi-component leukotoxin triggers the formation of NAADP by ADP-ribosyl
cyclase CD38. NAADP, acting on the two-pore Ca2+ channels of lysosomes (2) elicits the release of Ca2+ into the cytosol. Free [Ca2+]i can
further be increased (3) through a Ca2+-induced Ca2+ release mechanism from reticular stores. Finally, reticular Ca2+ depletion activates the
Store-Operated Ca2+ Entry complex formed by STIM1 and Orai1 (4).
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2000), although the contribution of the L-type channel
was subsequently challenged (Koschinski et al., 2006). In
the present study, the pharmacological neutralization of
voltage-operated Ca2+ channels, including L-type chan-
nels, as well as glutamate receptors revealed that these
channels are not a primary pathway for the S. aureus

leukotoxin-induced rise in [Ca2+]i. However, the latency to
reach the [Ca2+]i peak was affected by combinations of
drugs known to be active on voltage-operated channels,
which may suggest an influence of either the resting
[Ca2+]i, or the membrane potential, on the kinetics of leu-
kotoxin activity. The vacuolating cytotoxin A (VacA) from
Helicobacter pylori induces the oscillation of free cytosolic
Ca2+ through the mobilization of internal stores (De
Bernard et al., 2005). The leukotoxin HlgC–HlgB shares
the feature of mobilizing internal stores. Its activity was
significantly inhibited when reticular Ca2+ stores were
depleted. Even though the total reticular Ca2+ load
remains low, and free cytosolic [Ca2+]i slightly changes
upon blocking the SERCA pump with thapsigargin (Pinilla
et al., 2005), the reticulum is an important link for the
response process activated by the toxin. A drastic inhibi-
tion was observed when H-ATPase, which contributes to
the refilling of acidic Ca2+ stores, was blocked by Bafilo-
mycin A, or upon disruption of lysosomes by GPN. There-
fore, we propose that an initial release of Ca2+ from the
acidic stores may be followed by a Ca2+-induced Ca2+

release from the endoplasmic reticulum. The Ca2+ deple-
tion of the endoplasmic reticulum, sensed by the stromal
interacting molecule STIM1, subsequently leads to the
assembly of Orai1 molecules to form the store-operated
CRAC channel (Varnai et al., 2009). Noteworthy, listeri-
olysin O, produced by Listeria monocytogenes, mobilizes
Ca2+ from the extracellular milieu as well as from various
types of intracellular stores (Gekara et al., 2007) whereas
Streptolysin O, from Streptococcus pyogenes, induces
long-lasting intracellular Ca2+ oscillations through the acti-
vation of the SOCE complex, which are modulated by the
level of expression of STIM1 and Orai1 (Usmani et al.,
2012). Another leukotoxin, secreted by Actinobacillus

actinomycetemcomitans, induces free [Ca2+]i movements
if the molecules needed for its activity are previously
clustered into lipid rafts (Fong et al., 2006). In the present
study, the inhibition of S. aureus leukotoxin activity
through LY294002 inactivation of PI3K and PI4K may
suggest a similar prerequisite for leukotoxin HlgB/HlgC.
However, the relationship between membrane PiP2
content and the regulation of SOCE (Korzeniowski et al.,
2009; Walsh et al., 2009), could also be an alternative
explanation for such inhibition.

The contribution of intracellular acidic stores as an early
step of Ca2+ mobilization induced by a bacterial toxin is a
novel finding. It is worth mentioning that signalling mol-
ecules linking plasma membrane receptors to the release

of Ca2+ from internal stores are now starting to be identi-
fied (Cosker et al., 2010). The more potent of these mol-
ecules is NAADP, which is synthesized by the ADP-ribosyl
cyclase CD38 (Malavasi et al., 2008) and activates the
two-pore Ca2+ channels from lysosomes (Zhu et al.,
2009). Our various approaches in shutting down CD38
activity by mimicking published protocols (Zocchi et al.,
1999; Ferrero et al., 2004; Hara-Yokoyama et al., 2008),
successfully reduced or suppressed the leukotoxin effect,
strengthening the probable relationship between leuko-
toxin HlgC/HlgB binding and Ca2+ release from acidic
stores. Summarizing the pharmacological manipulations
that alter the granular neurones response to HlgC/HlgB
leukotoxin, Fig. 9A illustrates a multistep process evoked
by the endolysosomal Ca2+ signalling (Morgan et al.,
2011). The cell membrane molecule (or molecules) that
bind the toxin needs to be identified; here is represented
by a ‘schematic receptor’. The step ‘binding’ (1) must be
connected to the activation of the CD38 ADP-ribosyl
cyclase, since the toxin activity is significantly inhibited by
b-NAD acting on CD38 or the action of an anti-CD38-
specific antibody. Step 2 comprises the NAADP mediated
activation of Ca2+ release from the endolysosomal com-
partment, as suggested by the total inhibition caused by
Bafilomycin A or GPN. The local release of Ca2+ triggers
further Ca2+ release from the thapsigargin-sensitive reticu-
lar store (step 3). The final step (4) involves the activation
of CRAC channels induced by the Ca2+ reticular stores
depletion.

It would be of interest to determine whether other bac-
terial toxins mobilizing intracellular Ca2+ initiate a related
mechanism, regardless of other effects they may induce.
Similarly to S. aureus bi-component leukotoxins that
evoke intracellular Ca2+ rise in neurones, even though
they are known to discriminate between target cells
(Menestrina et al., 2003). Irrespective of their similarities,
the g-haemolysins HlgA–HlgB and HlgC–HlgB share their
F-component, the S-components HlgC and LukS-PV can
compete for a same binding site (Prévost et al., 1995;
Meyer et al., 2009), S. aureus leukotoxins share an initial
intracellular Ca2+ mobilization which may induce a vari-
able final outcome depending on the cell type or on the
specific toxin. A question to focus on will be how
bi-component bacterial toxins initiate cell signalling. It
is tempting to speculate about some multi-molecular
system, which should integrate the characterized cellular
responses that are independent of the pore forming
ability, such as cytotoxicity (Genestier et al., 2005; Zivko-
vic et al., 2011), enhanced bactericidal capacity (Graves
et al., 2012) and Ca2+ mobilization from acidic stores.
A comparative study of the responses of cultured
neurones, alveolar macrophage and neutrophils to the
S. aureus bi-component leukotoxins would be of valuable
interest.
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Experimental procedures

Ethic statement

All experiments have been conducted using protocols designed
according to the European and French guidelines on animal
experimentation and approved by the direction of the Bas-Rhin
veterinary office, Strasbourg, France; authorization number
67-312 to E.J.

Animals

Sprague-Dawley rats were obtained from the Institut des Neuro-
sciences Cellulaires et Intégratives (INCI) animal facilities
(French government agreement No. B-67-482-25). All proce-
dures regarding housing, feeding and sacrifice of the animals
were in accordance with approved European guidelines (No.
86/609/CEE) on animal care and experimentation.

Toxins

The S. aureus a-toxin, g-haemolysins HlgC/HlgB and HlgA/HlgB
and the Panton – Valentine leukocidin LukS-PV/LukF-PV where
purified as described previously (Werner et al., 2002). The fluo-
rescent derivatives for HlgB were prepared as previously
described (Finck-Barbançon et al., 1991).

Drugs and chemicals

All standard chemicals, the glutamate receptor antagonists
CNQX and APV, the calcium blockers and modulators nifedipine,
dantrolene, 2-Aminoethoxydiphenyl borate D-AP5, Bafilomycin
A1, Glycyl-1-phenylalanine 2-naphthylamide and the PI3Kinase
antagonist LY-294002 were purchased from Sigma-Aldrich
(Saint-Quentin Fallavier, France). N-[4-[3,5-Bis(trifluoromethyl)-
1H-pyrazol-1-yl]phenyl]-4-methyl-1,2,3-thiadiazole-5-carboxa-
mide (YM-59483) was from Tocris Bioscience (Bristol, UK).
The voltage-gated channel blockers Tetrodotoxin, w-Conotoxin
GVI-A, w-Agatoxin TK as well as ryanodine and thapsigargin
were from Alomone Labs (Israel). Fura2-AM was from TEFLabs
(Austin, TX), while Pluronic-127 and BAPTA-AM were from
Molecular Probes/Life Technologies (Saint Aubin, France). Stock
solutions of the drugs were prepared in their appropriate solvent
(ethanol, dimethyl sulfoxide or water) at 1000¥ the final working
concentration. The Ca2+-free bath solution used in selected
experiments was prepared by omitting CaCl2 from the standard
solution and adding 10 mM EGTA.

Cerebellar granular neurones

Cell culture media and reagents, enzymatic solutions and antibi-
otics were from Gibco/Life Technologies (Saint Aubin, France).
Insulin, progesterone, putrescine and human apo-transferrin
were from Sigma (Saint Quentin Fallavier, France). Cerebellar
cortices from postnatal day 5 (P5) rats were incubated for 5 min
at 37°C in trypsin 0.05%–EDTA 0.02% solution, followed by
20 min at 37°C in papain 10 U ml-1 and DNase (250 U ml-1).
Enzymes were inactivated by adding fetal calf serum (10%) and
removed by three successive washes in culture media. The
tissue was mechanically dissociated through polished Pasteur

pipettes of decreasing tip diameter. After removal of tissue debris,
cells were centrifuged and the pellet resuspended in culture
medium. Cells were seeded on either poly-L-lysine-coated
(10 mg ml-1) 24-well plates (Corning) at a density of 3.5 ¥ 105 cells
per well for glutamate release studies, in 35 mm glass bottom
Petri dishes for microfluorimetry, or on 11-mm-diameter glass
coverslips for immunocytochemical studies. Cells were then
incubated at 37°C in a 5% CO2-air humidified atmosphere. The
culture medium consisted of B27-supplemented Neurobasal
medium (Gibco/Life Technologies) and 25 mM KCl, 2 mM
L-glutamine and penicillin/streptavidin antibiotics. Growth
medium was further complemented with 1 mM insulin, 20 nM
progesterone, 0.1 mM putrescine, 80 mg ml-1 transferrin and
0.5 mM sodium selenite. Cultures were also supplemented with
5 mM cytosine b-D-arabinofuranoside 24 h after plating in order to
prevent glial proliferation; culture media were renewed every 3
days. Experiments were performed after 8-day differentiation in

vitro to allow neuronal stabilization of intracellular Ca2+ stores
(Mhyre et al., 2000).

Dorsal root ganglion neurones

Dorsal root ganglia from as many spinal levels as possible were
collected from euthanized P5 rats. The cells were dissociated
from the ganglia as described previously (Jover et al., 2005). The
cells were seeded on poly-L-lysine-coated bottom-glass Petri
dishes at a density of 1 ¥ 105 cells per dish. Culture media con-
sisted of complete Neurobasal medium supplemented with
100 ng ml-1 Nerve Growth Factor (Alomone Labs, Israel). The
culture medium was renewed 4 days after plating. Experiments
were performed using neurones cultured for 4–7 days.

Glutamate release and quantification

Prior to toxin incubation or KCl stimulation, the medium was
removed and the cell monolayer washed three times in Hanks
balanced salt solution (HBSS) pre-warmed at 37°C. The appro-
priate toxin concentration was added for an incubation of 10 min.
For KCl stimulation, cells were maintained in the depolarizing
buffer (same as incubation buffer but with 60 mM KCl and 73 mM
NaCl) for less than 10 s, before collecting the media for glutamate
determination.

Glutamate cycling assay was based on the Amplex Red
Glutamic Acid method (Chapman and Zhou, 1999). Typically,
reactions were performed in 96-well plates (Falcon). To 50 ml of
samples was added an equal volume of reagent mix containing
0.25 U ml-1 HRP, 0.08 U ml-1 glutamate oxydase, 0.5 U ml-1

glutamate pyruvate synthetase, 0.2 mM L-alanine and 100 mM
10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine (AnaSpec, Fremont, CA) in
0.1 mM Tris-HCl buffer pH 7.4. The cycling reaction was allowed
to proceed at 37°C for 30 min and the increase in resorufin
fluorescence was measured using a Mithras LB 940 fluorescence
plate reader (Berthold Technologies, Thoiry, France) at 530 nm
excitation and 590 nm emission.

Results are expressed as means � SEM from at least four
independent well measurements for each concentration of toxin.
Glutamate determination was performed in triplicate. Statistical
significance was determined by one-way analysis of variance
followed by a Student’s t-test using SigmaPlot for Windows
Version 11.0. Differences were considered significant at P < 0.05.
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Glucose-6-phosphate dehydrogenase

Quantification of cell death was performed using the
fluorescence-based micro-plate assay (Batchelor and Zhou,
2004) which measures glucose-6-phosphate dehydrogenase
(G6PD) activity released into the media. The same supernatant
collected for glutamate determination was also used for G6PDH
activity. Reactions were conducted in a 100 ml final volume (96-
well plates). Experimental samples were mixed 1:1 (v/v) with
reagent mix containing 15 mM resazurin, 2 mM Glucose-6-
Phosphate, 0.5 mM NADP and 0.5 U ml-1 diaphorase in 100 mM
Tris-HCl buffer, pH 7.5. The reaction was carried out at 37°C for
30 min and the increase in fluorescence was measured as
described for the glutamate assay.

Immunocytochemistry

The subcellular localization of leukotoxin in granular neurones
was detecting using the HlgB subunit tagged with Alexa Fluor 488
C5 maleimide (Life Technologies). Cells were incubated at room
temperature for 1–10 min in the presence of 1 nM native or 5 nM
tagged HlgC/HlgB. Neurones were then fixed in 4% (v/v) para-
formaldehyde and 4% (w/v) sucrose in phosphate-buffered saline
(PBS) for 15 min at room temperature and subsequently rinsed
with PBS. Neurones were permeabilized and non-specific
epitopes were blocked in PBS buffer containing 0.1% (v/v) Triton
X-100, 1% (w/v) bovine serum albumin and 5% (v/v) normal goat
serum (Chemicon-Millipore, Molsheim France) for 30 min prior to
2 h incubation at room temperature with antibodies diluted in the
same buffer. The following primary antibodies were used: the
anti-STIM1 (N-19) goat polyclonal antibody and A8 mouse mono-
clonal antibody; the anti-mouse CD38 (2Q1628) rat monoclonal
antibody and M-19 goat polyclonal antibody (Santa Cruz Biotech-
nology). The plasma membrane was labelled by the cholera toxin
B subunit conjugated to Alexa Fluor 594 (Life Technologies). After
three washes in PBS, secondary antibodies tagged with Alexa
488 or Alexa 546 (Molecular Probes/Life Technologies, 1:1000)
were incubated in PBS for 2 h at room temperature. After the
immunostaining process, cell nuclei were stained using Hoechst
32258 (Sigma) at a final concentration of 40 nM. After washing in
PBS, coverslips were stored at 4°C until observation. A Leica
SP5-II confocal microscope was used.

Microfluorimetry

Intracellular [Ca2+] recordings were performed on cells grown on
glass coverslips and loaded with 5 mM Fura-2 AM – 0.04%
Pluronic 127 for 30 min in the dark at 37°C, washed twice in
HBSS and transferred to an inverted epifluorescence micro-
scope (Axiovert, Zeiss, Germany) equipped with a UPlanFL
40/0.75 objective. The cells were alternatively illuminated at
350 nm and 380 nm and image pairs of the 520 nm light emis-
sion were recorded every 2 s for 30 min. Cells were bathed in
HBSS buffer containing 10 mM Hepes buffer (pH 7.2) or, if
needed, continuously superfused with the same buffer at a rate
of 1 ml min-1. The toxins were applied directly into the bath. For
DRG neurones, a solution of ATP (1 mM final concentration)
preceded of 1 min the administration of the toxin; this ATP
application never induced [Ca2+]i changes. The ratio of fluores-
cence intensities (Ex350 nm/Ex380 nm) was calculated on a

pixel basis for each image pair. The calcium concentration was
then estimated by the formula (Grynkiewicz et al., 1985):

Ca2
i d min max

+[ ] = × × −( ) −( )K R R R Rβ

where Kd is the dissociation constant of Fura-2 for Ca2+

(924 nM, calculated in our cultures), b = (I380 max)/(I380 min)
(2.08 � 0.03, n = 39). Values of Rmin and Rmax were
determined by periodical calibrations (Grynkiewicz et al.,
1985).

Statistics

Data are presented as box-plots with median, 10th, 25th, 75th
and 90th percentiles and the outlying points; the mean line
is also shown. Statistical significance was determined by
Kruskal–Wallis one-way analysis of variance (SigmaPlot for
Windows version 11.0). Differences were considered significant
at P < 0.05.
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Supporting information

Additional Supporting Information may be found in the online
version of this article:

Fig. S1. The HlgC or HlgB subunits separately fail to induce
glutamate release or free intracellular [Ca2+] changes in granular
neurones.
a. Dose–response curves of glutamate released by granular neu-
rones challenged for 10 min with the indicated concentrations of
leukotoxin HlgC/HlgB ( ), HlgC subunit alone ( ) or HlgB subunit
alone ( ). The green line shows the glutamate measured after a
10 s pulse of 60 mM KCl depolarization.
b. averaged traces of records obtained in the presence of 2 nM
HlgC/HlgB leukotoxin (51 cells, blue line), 2 nM HlgC subunit
alone (60 cells, green line) and 2 nM HlgB subunit alone (31 cells,
dark red line). The boxes show the distribution values of [Ca2+]
peak amplitude (vertical box) and peak latency (horizontal box)
from the control records.
Fig. S2. Confocal microscopy records of living granular neu-
rones incubated in 12 mM Ethidium bromide and Leukotoxin
HlgC/HlgB. Optical sections of 1.68 mm of cells bathing in HBSS
containing Ethidium bromide (12 mM) were observed on a Leica
SP5-II confocal microscope (fields of magnification ¥ 63, initial
pixel size 79.4 nm). Images of 1024 ¥ 1024 pixels were acquired
using 500–545 nm (green channel), 589–750 nm (red channel)
and Nomarsky-DIC. Line 1: sample images after 3 min incubation
in 12 mM Ethidium Bromide; 1A shows the living cells autofluo-
rescent signal in the green channel, 1B is the Ethidium Bromide
red fluorescence signal and 1C shows the recorded cells. Line 2
shows the same cells 15 min after the addition in the bath of
HlgC/HlgB-Alexa-488 tagged leukotoxin (4 nM final); 2A green
channel, 2B red channel and 2C Nomarsky-DIC image. Line 3
shows the same two cells after 20 more min incubation in 8 nM
final concentration of HlgC/HlgB-Alexa-488 tagged; 3A green
fluorescence, 2B Ethidium Bromide red fluorescence and 2C
Nomarsky-DIC image.
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RETINE DE LAPIN 

Nous avons conduit des expériences préliminaires destinées à identifier les cellules de la rétine 

sensibles aux leucotoxines. Nous avons privilegié les techniques de marquage fluorescent sur 

des coupes (10 µm) de rétine de lapin albinos de race New Zealand. Des images obtenues par 

microscopie confocale ont montré que les lapins albinos ne représentent pas le meilleur modèle 

 !"#$ %&' ()$*' +,' *"#-.%' /$' +,' 0)*#%' ,$#)0+$)*%&1%.1% de leur rétine (Figure III.1.a). Après 

-.1$2,#-).' %&' *"#-.%&' ,/%1' %&' +%$1)#)3-.%&'4,*5$"%&'(,*'1)$(+,6%' 7' +!8+%3,-488, les images 

obtenues ont montré une différence entre la fluorescence des coupes contrôles et les coupes 

incubées avec les leucotoxines (Figure III.1.b). Cependant, le marquage des leucotoxines par 

1)$(+,6%' ,/%1' +!8+%3,-9::' &!%&#' ,/"*"' -.&$00-&,.#' ()$*' (%*4%##*%' +!- %.#-0-1,#-).'  %&' 1%++$+%&'

ayant fixé la toxine de façon spécifique. Dans un deuxième temps, la fixation des leucotoxines a 

été révélée par des anticorps dirigés contre ces leucotoxines, mais cette alternative ne permet 

(,&' %'&!,00*,.1;-*' %'+!,$#)0+$)*%&1%.1%' $'#-&&$<' 

8-.&-='+,'&$-#%' %'+!"#$ %'5$-','"#"'-.-#-"%'&$*'des yeux de lapins albinos de la race New Zealand se 

poursuit sur des lapins pigmentés de la lignée HY79B de la race Argenté de Champagne par 

Pauline Heitz (Interne en Ophtalmologie)='%.'-.>%1#,.#'+,'?@A' ,.&'$.'B-+' %'+,(-.'CD'4-.',/,.#'

son euthanasie et 6,* ,.#' +%' %$3-E4%'B-+'1)44%'$.'1).#*F+%'."6,#-0<'?%&' +%$1)#)3-.%&' 0-3"%&'

sont marquées par immunohistochimie grâce aux anticorps spécifiques de LukS-PV et les 

premiers résultats obtenus récemment montrent que les leucotoxines se fixent spécifiquement à 

des cellules particulières de la couche neuro-ganglionnaire de la rétine. Ces résultats restent à 

1).0-*4%*'%#'(%*4%##*).#' !- %.#-0-%*'$.%'.)$/%++%'1-2+%' %&'+%$1)#)3-.%&',$'.-/%,$' %'+,'*"#-.%< 

 

 

 

 

 

 

Figure III. 1 : Coupes de rétine de lapin albinos de race New Zealand 

Les coupes de rétines montrent une très forte autofluorescence du tissu et surtout au niveau des cônes et 
des bâtonnets (a). Cependant, en présence de leucotoxines marquées (HlgC/HlgB*), la zone marquée 
correspond à la région ganglionnaire et des fibres du nerf optique (b).  
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POLYNUCLEAIRES NEUTROPHILES 

?!,1#-).' des leucotoxines impliquant des changements de la [Ca2+]i dans les hPMNs serait 

"6,+%4%.#'-. "(%. ,.#%' %'+!,1#-/-#"' %'0)*4,#-).'de pore (Baba Moussa et al., 1999; Nguyen et 

al., 2002). Il est donc intéressant de comprendre le mécanisme qui aboutit à des modifications de 

la [Ca2+]i dans les hPMNS et de le comparer au mécanisme intervenant dans les neurones en 

grains du cervelet de rat.  

Ce chapitre compare les effets des deux leucotoxines HlgC/HlgB et la LPV sur la [Ca2+]i dans les 

hPMNs. Récemment deux protéines de la famille des récepteurs couplés aux protéines G, C5aR et 

C5L2, ont été identifiés comme récepteurs de LukS-PV (Spaan et al., 2013). Cependant, C5aR est 

plus exprimé à la membranne des neutrophiles que C5L2, il est donc considéré comme le 

récepteur majeur de la LPV (Spaan et al., 2013). Des expériences de compétition entre LukS-PV 

marquée à la fluorescéine et HlgC non marquée ont permis de montrer que LukS-PV et HlgC 

partagent le même site à la surface des ;@GH&='1%'5$-'.!%&#'(,&'+%'1,&' %&'&)$&-unités de classe S 

des autres leucotoxines (Gauduchon et al., 2001)<' I%1-' &$66E*%' 5$%' +%' 4) %'  !,1#-).'  %' 1%&'

toxines est semblable, cependant, des différences sont observées concernant le profil de 

modification de la [Ca2+]i. 

Le récepteur C5aR est également exprimé sur les neurones du SNC (Davoust et al., 1999; Nataf et 

al., 1998; Stahel et al., 1997) et plus particulièrement au niveau des neurones en grains du 

cervelet de rat (Bénard et al., 2004). La signalisation induite par HlgC/HlgB pourrait donc être 

déclenchée suite à sa fixation à C5aR. Cependant, le rôle d'un récepteur GPCR est intimement 

associé au type de cellules sur lesquelles il est exprimé %#' %'+!,6).-&#%'5$-'&%'0-3%'7'1%'*"1%(#%$*. 

Lorsque le peptide dérivé du complément C5a se fixe sur le récepteur C5aR des neutrophiles, ce 

 %*.-%*' &$2-#' $.' 1;,.6%4%.#' 1).0)*4,#-)..%+' 5$-' +$-' (%*4%#'  !-.#%*,6-*' ,/%1' +,' (*)#"-.%' Ji2 

permettant son activation et la dissociation des sous-$.-#"&'K'%# LM<'?%&'&)$&-$.-#"&'LM',1#-/%.#'

+,' (;)&(;)+-(,&%' IL2 N@?IL2) (Camps et al., 1992) et la phosphoinositide 3-O-.,&%' M' N@PCQMR'

(Stoyanov et al., 1995)<' @PCQM' 1)./%*#-#' +%' (;)&(;)-.)&-#)+-4,5-biphosphate (PIP2) de la 

membrane plasmique en phosphoinositol-3,4,5-#*-(;)&(;,#%'N@P@CR<'@?IL2 hydrolyse le PIP2 en 

 -,1S+6+S1"*)+' NT8JR' %#' -.)&-#)+' #*-(;)&(;,#%' NP@CR<' ?!P@C' (%*4%#' +,' +-2"*,#-).'  $' 1,+1-$4'  %&'

&#)1O&' -.#*,1%++$+,-*%&' &$-#%' 7' +!,1#-/,#-).'  %&' *"1%(#%$*&'  %' +!P@C' NP@CUR'  $' *"#-1$+$4'

%. )(+,&4-5$%'NUVR'&$-/-%' !$.%'0,-2+%'%.#*"%' $'1,+1-$4'%3#*,1%++$+,-*%'(Rabiet et al., 2007). Le 

Ca2+ %#' +%'T8J'0,1-+-#%.#' +!,1#-/,#-).' %' +,'(*)#"-.%'O-.,&%'I'N@QIR'(%*4%##,.#' %'(;)&(;)*S+%*'

C5aR. 
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L'activation de plusieurs autres kinases est également impliquée dans la signalisation. Les 

kinases régulées par des signaux extracellulaires (ERK1/2) et la p38 MAPK sont activées par C5a 

dans les neutrophiles (Lopez-Ilasaca et al., 1997). Les effecteurs intracellulaires associés à la 

cascade de signalisation de C5aR comprennent, entre autres, la phospholipase A2-K (PLA2-K), la 

phospholipase D (PLD), des kinases activées par les protéines mitogènes (MAPK), et les kinases 

de la famille c-Src (Rabiet et al., 2007). PLA2-K est phosphorylée par des MAPKs et subit une 

translocation vers la membrane plasmique d'une manière dépendante du calcium (Lin et al., 

1993). La stimulation de C5aR conduit également à l'activation des petites protéines G de la 

famille Rho (Rho, Rac et Cdc42), par l'intermédiaire de l'activation des facteurs d'échange de 

guanine-nucléotide (GEFs) (Welch et al., 2002).  

?!-.,1#-/,#-).'  %' IW,U' 0,-#' &$-#%' 7' &,' (;)&(;)*S+,#-).' %#' &).' -.#%*.,+-&,#-).' (,*' +,' /)-%'

 !%. )1S#)&%' 1+,&&-5$%' 1+,#;*-.%' "(%. ,.#%' (Braun et al., 2003; Suvorova et al., 2005). Cette 

/)-%' !%. )1S#)&%',&&)1-%'+,'L-arrestin%'5$-'(%*4%#' %'1-2+%*'+%'*"1%(#%$*'0-3"'7'+!,6).-&#%' ,.&'

des puits pré-formés couverts de clathrine dont la fission sera assurée par la dynamine (Damke, 

1996; Scott et al., 2002)<' X.%' 0)-&'  ,.&' +!%. )&)4%' (*"1)1%=' IW,U' (%$#' Y#*%' *%1S1+"' /%*&' +,'

membrane plasmique ou dégradé dans le lysosome. Ce « sorting » semble dépendre du type 

cellulaire (Naik et al., 1997; Suvorova et al., 2005).  

@)$*' 1)4(*%. *%' +%'4"1,.-&4%'  !action de HlgC/HlgB et de la LPV sur les neutrophiles, les 

effets de ces deux leucotoxines ont été comparés à ceux de C5a.  

ARTICLE N°2 : INTERNALIZATION OF STAPHYLOCOCCAL LEUKOTOXINS THAT BIND 
THE C5AR IS REQUIRED FOR THE INITIATION OF INTRACELLULAR CA2+  
MOBILIZATION . 
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ABSTRACT. 

A growing number of receptors, often associated with the innate immune response, are being 

identified as targets for bacterial toxins of the pore-forming family. These findings raise the new 

question of whether the receptors are normally activated or merely used as docking points facilitating 

the formation of a pore. To elucidate whether the Staphylococcus aureus Panton-Valentine Leukocidin 

and the leukotoxin HlgC/HlgB act through the C5a receptor (C5aR) as agonists, antagonists or differ 

from the C5a complement-derived peptide, their activity was explored on C5aR-expressing cells. Both 

leukotoxins equally bound C5aR in neutrophils and in stable transfected cells and initiated mobilization 

of intracellular Ca
2+

. HlgC/HlgB required the presence of robust intracellular acidic Ca
2+

 stores in order 

to evoke a rise in free [Ca
2+

]i, while the LukS-PV/LukF-PV directly altered reticular Ca
2+

 stores. 

Intracellular target specificity was conferred by the F-subunit formign the complex. Furthermore, 

internalization of C5aR with the two leukotoxin components (S- and F-subunits) was required for the 

initiation of [Ca
2+

]i mobilization. Electrophysiological recordings on living cells demonstrated that LukS-

PV/LukF-PV did not alter the membrane resistance of C5aR-expressing cells, which was confirmed in 

planar lipid bi-layers and in liposomes. The present observations suggest that part of the pore forming 

process occurs in distinct intracellular compartments rather than at the plasma membrane. 

 

Keywords: Staphylococcus aureus, Panton and Valentine Leukocidin, HlgC/HlgB, human neutrophils, 

Fura-2, liposomes, electrophysiological recordings, immunocytochemistry, confocal microscopy. 
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Author Summary 

Staphylococcus aureus virulence is achieved by a large variety of cell-threatening activities carried out 

by a wide range of released factors. Among these, bi-component pore-forming leukotoxins are 

exhibiting greater sophisticated effects than previously reported. Two Staphylococcus aureus 

leukotoxins bind the C5a complement-derived peptide receptor, divert its internalization process and 

release intracellular Ca
2+

 from specific internal stores. The Panton and Valentine leukotoxin induces 

the release of Ca
2+

 from reticular stores whereas HlgC/HlgB, which acts more swiftly, triggers Ca
2+

 

release from acidic stores. While generally recognized to complete cell lysis through the formation of a 

pore in the plasma membrane, LukS-PV/LukF-PV is unable to alter the membrane resistance of 

C5aR-expressing cells or of planar lipid bilayers. Conversely, HlgC/HlgB can form pores in bilayers as 

well as alter cell membrane resistance, although its pore-forming activity competes with internalization 

process in the cells. The HlgB subunit determines the aptitude of the two associated components to 

insert and disrupt membranes. These newly-revealed properties thus provide a novel understanding of 

physiological effects observed for sublytic concentrations of leukotoxins. 

 

  



 

122 

 

INTRODUCTION 

Staphylococcus aureus has the ability to cause a large variety of human infections, from mild boils and 

subcutaneous abscesses to severe toxic shock syndrome, necrotizing pneumonia and sepsis, among 

others [1]. The bacterium colonizes mucosal and skin surfaces and escapes host immunity through 

the production of adhesion proteins [2,3], superantigens [4,5], cytolysins and pore-forming toxins [6,7]. 

Of the latter, !-toxin and the "-lysin assemble as single-component polymers to constitute a pore 

[8,9,10]; the  -toxin is a neutral sphingomyelinase that lyses erythrocytes [11], while the other toxins 

are members of the  -barrel pore-forming leukotoxin family and act through the combination of two 

subunits commonly known as the fast- (F) and slow-eluted (S) components [12]. To date the latter 

group includes six S. aureus class-S and five class-F proteins naturally assembling as: #-Hemolysins 

HlgA/HlgB or HlgC/HlgB, the Panton Valentine Leukocidin LukS-PV/LukF-PV, $%&'($%&)*-PV, 

LukE/LukD and LukA/LukB [13,14], which significantly differ in their specific cell targets [7,15,16]. The 

subunits of the  -barrel leukotoxins are secreted as separate molecules, which will act synergistically 

to alter a target cell [17]. It is currently acknowledged that the class-S component binds to +,-%./0%1,

receptor2 and that the subsequent binding of the F-subunit initiates the assembly of a pre-pore 

structure [18]. The class-S components LukS-PV and HlgC associate with human neutrophils by 

binding a membrane molecule expressed during differentiation to the metamyelocyte stage [19,20]. In 

addition, a link has been suggested between the toxin binding to the receptor and the activation of a 

Ca
2+

 conductance, which allows the oligomerization of S- and F-subunits and the formation of hetero-

octameric pores [21,22,23,24]. However, the characterization of intracellular Ca
2+

 movements induced 

by HlgC/HlgB [25] and the demonstration of human neutrophils activation by sublytic concentrations of 

LukS-PV/LukF-PV [26], both challenge the view of the formation of a membrane pore after activation 

of a Ca
2+

 conductance. 

In the past few years, various active membrane proteins have emerged as receptors for S. aureus 

virulence factors. The ADAM-10 metalloproteinase is the predominant high affinity receptor for !-toxin. 

ADAM-10 allows the initialization of the sequence of events by which the toxin is transformed into a 

cytolytic pore [27,28]. The CCR5 G protein coupled receptor is deemed to be necessary and sufficient 

for the killing of T cells, macrophages and dendritic cells by leukotoxin LukE/LukD, [29], although 
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when targeting neutrophils, the same leukotoxin binds the chemokine receptors CXCR1 and CXCR2 

[30]. Notwithstanding the above, the identification of steps leading to cell lysis and the process of pore 

formation after binding of the receptor remain elusive events. LukS-PV/LukF-PV-induced lung 

inflammation has been suggested to be mediated through its binding to the CD14/TLR2 complex [31], 

although this observation has recently been challenged by data showing that the human complement 

receptors C5aR and C5L2 act as host targets for LukS-PV, mediating both toxin binding and 

cytotoxicity [32].  

Herein, we confirm that the HlgC/HlgB and the Panton Valentine Leukocidin both bind to human 

neutrophils and to the stably-transfected U937-C5aR cell line. Conversely, their binding can be 

antagonized by the C5a peptide and their activity modified by the synthetic C5aR antagonist W-54011 

[33]. Moreover, after binding to C5aR, the toxins trigger a rise in intracellular Ca
2+

, which differs from 

that of C5a-induced Ca
2+

 mobilization. Notably, particular intracellular Ca
2+

-releasing compartments 

are related to each toxin, as suggested by the initial depletion of distinct Ca
2+

 stores preventing the 

345/.*6,177183. This compartment-associated Ca
2+

 specificity is supported by the F-subunit, since the 

LukS-PV/HlgB complex initiates Ca
2+

 release from acidic stores as is the case of HlgC/HlgB while the 

HlgC/LukF-PV complex initiates a rise in free [Ca
2+

]i from the same compartment as LukS-PV/LukF-

PV. Considering that both LukS-PV/LukF-PV and HlgC/HlgB are endocytosed shortly after binding of 

the F component, our results suggest that part of the pore forming process possibly occurs in distinct 

intracellular compartments rather than at the plasma membrane. 
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RESULTS 

LukS-PV/LukF-PV and HlgC/HlgB bind to the C5a Receptor. 

Previous work from our group showed that the leukotoxin HlgC S-subunit competes for the same 

binding site as the LukS-PV S-subunit of LukS-PV/LukF-PV [34]. The human complement receptor 

C5aR has been proposed to act as the host target of LukS-PV/LukF-PV, mediating both toxin binding 

and cytotoxicity [32]. In light of the above, binding properties of both leukotoxins S-subunits were 

verified on transfected U937-C5aR cells and compared with the affinity association constants in 

human neutrophils. The results, summarized in table 1, show that the affinity of the two leukotoxins for 

C5aR was highly similar in natural neutrophils and in transfected cells. Moreover, the presence of the 

natural ligand C5a or the antagonist W-54011, did not affect the binding properties of the leukotoxins. 

Non transfected cells U937 were unable to bind either of the toxins.  

Although the affinity of the toxins for the receptor was not affected by the presence of well-defined 

C5aR ligands, maximum binding was nevertheless reduced as summarized in table 2. The same 

concentrations of C5a (1.2 nM) or W-54011 (20 nM) reduced the binding of LukS-PV/LukF-PV by 

55 % in neutrophils and by 30 % in transfected cells. Interestingly, the binding of HlgC/HlgB was 

slightly increased in the presence of W-54011. The high affinity antagonist of the C3a receptor, SB-

290157 [35], had no significant effect on leukotoxins binding. 

Both LukS-PV/LukF-PV and HlgC/HlgB mobilize intracellular Ca2+ upon binding to C5aR. 

The association of C5aR to its natural agonist C5a leads to the activation of the trimeric G!i2 " 

complex, which in turn triggers phosphoinositide 3-kinase (PI3K) activity, amplifies the canonical 

phospholipase C 2-PI3K pathway and, finally, impinges on the release of reticular Ca
2+

 [36,37]. 

Herein, free [Ca
2+

]i movements were recorded in C5aR-expressing cells (human neutrophils and 

transfected U937 cells) in order to compare the activity of the C5a peptide with that of the two 

leukotoxins. We first verified the failure of isolated S-components to induce [Ca
2+

]i elevation (figure 1A: 

2.5 nM LukS-PV, orange trace; 5 nM HlgC, clear blue trace). When cells were challenged with 

concentrations slightly above the dissociation constant (Kd), all three active molecules induced a 

variation in free [Ca
2+

]i, although differing in shape, latency and buffering to resting [Ca
2+

]i values 
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(figure 1, A and B). The mobilization of [Ca
2+

]i due to 1.2 nM C5a was fast, transient and returned to 

the initial resting value within a few minutes (figure 1A and 1B, green trace). The free [Ca
2+

]i increase 

triggered by 0.5 nM HlgC/HlgB began after a short latency, reached a maximum at a slow rate and 

decreased to a new steady state value above the initial resting concentration (figure 1A and 1B, dark 

blue trace). Finally, the rise in free [Ca
2+

]i induced by 0.25 nM LukS-PV/LukF-PV was slow to start and 

gradually reached a long lasting plateau (figure 1A and 1B, red trace). 

These observations suggest that C5aR occupancy by each active molecule triggers activation of a 

distinct Ca
2+

 release mechanism. As a result, and to clarify how C5aR contributes to the leukotoxin 

effect, [Ca
2+

]i changes were recorded in the presence of the small molecules W-54011 (20 nM) or SB-

290157 (1µM), well-known antagonists of C5aR and C3aR respectively [38,39]. The effect of 1.2 nM 

C5a in neutrophils was completely abolished by the presence of 20 nM W-54011 (figure 1C, red trace) 

while reduced to 46.5 % ± 13.1 (n=3) in U937-C5aR cells (figure 1D, red trace). The presence of 1 µM 

SB-290157 slightly sharpened the C5a response in neutrophils, reducing the area under the curve by 

19.1 % ± 16 (n=3) (figure 1C, green trace). In the transfected cells, SB-290157 increased the 

amplitude of the C5a response (area under curve: +18.47 % ± 7.3, n=3) (figure 1D, green trace). 

When cells were pre-incubated with 1 µM thapsigargin (a SERCA inhibitor) or 1 µM ionomycin (a 

reticular Ca
2+

 ionophore), C5a signaling was completely abolished, both in neutrophils and in 

transfected cells, thus confirming the reticular origin of the Ca
2+

 increase (figures 1C and 1D). As 

expected, non-transfected U937 cells were entirely unaffected by the presence of 12 nM C5a, 0.1 µM 

LukS-PV/LukF-PV or 0.1 µM HlgC/HlgB (figure 1D insert). The C5aR antagonist W-54011 (20 nM) 

reduced the LukS-PV/LukF-PV effect by 71.7 % ± 7 in human neutrophils (n=3) (figure 1E, red trace) 

and by 34.9 % ± 15 in U937-C5aR cells (n=3) (figure 1F, red trace). A reduced latency of the LukS-

PV/LukF-PV effect was observed in the presence of 1 µM SB-290157 with a non significant alteration 

on the area under the curve, both in neutrophils (figure 1E, green trace) and in U937-C5aR cells 

(figure 1F, green trace). Surprisingly, 20 nM W-54011 amplified the activity of HlgC/HlgB up to 

149.3 % ± 23 of baseline level (n=3) in neutrophils and up to 181.3 % ± 23 (n=3) in U937-C5aR cells 

(figure 1G and 1H, red trace). A non significant reduction of the effect was always observed however 

in at least 3 independent experiments in the presence of 1 µM SB-290157 (figures 1G and 1H, green 

trace). These results strengthen the notion of C5aR fostering the cellular activity of the two 
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leukotoxins, although the outcome of their effects is significantly different in addition to being divergent 

from C5a activity. Hence, given that the activity of leukotoxins is reduced but not abolished in the 

absence of extracellular Ca
2+

 (supplementary figure 1), we hypothesized that the increase in free 

[Ca
2+

]i may stem from the release of Ca
2+

 from an unidentified intracellular compartment. This concept 

is also strengthened by the confirmation that a commonly-used test to assess membrane pore 

formation (i.e. ethidium bromide diffusion into the cell) was only achieved when cells were bathed in a 

Ca
2+

-free buffer [20] (supplementary figure 2). 

 

The leukotoxins HlgC-HlgB and LukS-PV/LukF-PV induce a rise in intracellular Ca2+ from 

diverse intracellular compartments 

In a previous study, we had described the effect of HlgC/HlgB in rat granular neurons, where the 

resulting complex triggers the release of Ca
2+

 from intracellular acidic stores [25]. Herein, a similar 

pharmacological analysis was conducted to identify putative Ca
2+

 stores targeted by staphylococcal 

leukotoxins in human neutrophils. In order to determine their participation, established Ca
2+

 

compartments [40] were pharmacologically altered, namely: i) the reticular store, which releases Ca
2+

 

through IP3 and ryanodine receptors, was emptied through the use of the SERCA blocker 

thapsigargin [41], ii) the action of ionomycin enabled to reveal a complementary neutral compartment 

[42] and iii) the contribution of acidic organelles was tested through the action of bafilomycin A1 (a V-

type H
+
-ATPase inhibitor) or glycyl-phenylalanine 2-naphthylamide (GPN), a cathepsin C substrate, 

which drives the blockade of lysosomes by altering their osmolarity [43]. 

As indicated above, the effect of C5a can be prevented by the presence of 1µM thapsigargin or 

ionomycin in the bath (figure 1C and D), which confirms the expected release of Ca
2+

 from reticular 

stores [44,45]. In neurons, HlgC/HlgB activity impinges on the acidic Ca
2+

 stores, which release Ca
2+

 

through a nicotinic acid adenine dinucleotide phosphate (NAADP)-activated mechanism [25]. Herein, 

in the presence of the NAADP competitor Ned-19 [46], the free [Ca
2+

]i change due to HlgC/HlgB was 

increased by 159.3 % ± 18 (figure 2A1) whereas the LukS-PV/LukF-PV effect was unaltered in the 

presence of the drug (figure 2A2), hence supporting a link between HlgC/HlgB and a specific acidic 

store. Moreover, H
+
-ATPase blockade by bafilomycin A reduced the rise in [Ca

2+
]i due to HlgC/HlgB by 
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66.6 % ± 21 (figure 2B1) while slightly accelerated the LukS-PV/LukF-PV response with no 

modification of the area under the curve (figure 2B2). Similarly, the alteration of lysosomal activity by 

GPN reduced the effect of HlgC/HlgB to 61.5 % ± 10 (n=3) (figure 2C1) but did not alter the LukS-

PV/LukF-PV effect (figure 2C2). The presence of 1 µM thapsigargin (figures 2D1 and 2D2) or 1 µM 

ionomycin (figures 2E1 and 2E2) significantly reduced the effect of both leukotoxins. The drop in 

HlgC/HlgB effect due to the blockage of SERCA by thapsigargin reached 59.9 % ± 2 (n=3) of the 

maximum and 55.7 % ± 8 (n=3) for LukS-PV/LukF-PV. Ionomycin completely abolished the effect of 

both toxins on internal stores. Finally, the pyrazole derivative YM-58483, a specific store-operated 

Ca
2+

 entry (SOCE) blocker [47], inhibited HlgC/HlgB activity to 71.9 % ± 17 (n=3) (figure 2F1) whereas 

it did not alter the effect of LukS-PV/LukF-PV, although the latency time was shortened (figure 2F2). 

All of these effects were similarly expressed when comparing maximum [Ca
2+

]i ratios between control 

and drug-treated cells as shown in table 3. These results confirm that, acting early through acidic 

intracellular compartments, HlgC/HlgB activity is similar in human neutrophils and in rat cerebellar 

neurons [25]. LukS-PV/LukF-PV, however, appears to target neutral stores leaving the acidic stores 

unaltered. Nevertheless, in order to understand how two leukotoxins which bind the same receptor 

differ with regard to the release of intracellular Ca
2+

 emanating from different compartments, we next 

focused our attention to the F-Subunits and their ability to target these various compartments. 

 

The F subunit of leukotoxins determines the intracellular compartment releasing Ca2+. 

Given that the two S-subunits, which directly associate with C5aR, can form active compounds with 

either LukF-PV or HlgB [48], the cellular activity of atypical subunit associations was verified in order 

to discriminate the specific contribution of the F-subunit to Ca
2+

 release. When 1.5 nM HlgC 

complemented with 15 nM Luk-F-PV was added to neutrophils, a delay in the increase in free [Ca
2+

]i 

was observed when compared with HlgC/HlgB (0.5 nM each), with an overall response profile similar 

to the usual reaction to LukS-PV/LukF-PV (figure 3A, compared to figure 1A blue and red traces). 

Moreover, when 0.5 nM LukS-PV was complemented with 1 nM HlgB, the free [Ca
2+

]i increase 

occurred much faster than the effect observed with LukS-PV/LukF-PV (0.25 nM for each subunit) 

(figure 3B, compared to figure 1A blue and red traces). Furthermore, the activity of HlgC/LukF-PV was 
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unaltered in cells incubated in the presence of GPN (figure 3C) as previously observed for the usual 

LukS-PV/LukF-PV response (figure 2C2). Finally, the association of LukS-PV with HlgB presented a 

sensitivity to GPN similar to that of HlgC/HlgB association (figure 3D, Table 3). These results 

strengthen the notion of a Ca
2+

-activating specificity displayed by leukotoxins and defined by the F-

subunit, in addition to suggesting the need of a particular environment for each F-subunit to act 

accordingly.  

 

Only HlgB confers pore forming capabilities to the leukotoxin complex. 

The pharmacological sensitivity that differentiates cell responses to each leukotoxin suggests that they 

also differ in the bearing of pore formation. We therefore investigated pore formation in planar lipid 

bilayers [49], in large unilamellar vesicles [48] and through determination of membrane resistance in 

living cells [50]. The S- and F-subunits of the leukotoxins were added in various associations to the 

cis-side of stable bilayers comprised of diphytanoyl-phosphatidylcholine (DPhPC) after which the 

current between the two separate chambers was measured. The HlgC/HlgB leukotoxin formed pores 

with a unitary conductance of 175.6 ± 15.8 pS (n=280), which is consistent with previously published 

values [49,51]; the LukS-PV/HlgB association also formed membrane pores of 184.8 ± 19.5 pS (n=16) 

unitary conductance (figure 4A and 4B). Conversely, the LukS-PV/LukF-PV and the association of 

HlgC with LukF-PV never assembled as transmembrane pores in this membrane lipid composition. 

The threshold concentration required to establish a pore was obtained in large unilamellar vesicles 

(100 nm in diameter), prepared with a 1:1 mixture of dioleoylphosphatidylcholine/cholesterol 

(DOPC/Ch), and containing 80 mM calcein (pH 7.0). The calcein-related fluorescence released from 

vesicles enabled to reveal the pores formed by the various associations of leukotoxin subunits. 

HlgC/HlgB triggered calcein release with a half-concentration effect of 0.5 nM while the combination of 

LukS-PV and HlgB also generated calcein release with a half concentration effect above 1.5 nM. 

Conversely, both the LukS-PV/LukF-PV and the HlgC/LukF-PV associations at high concentrations 

(100 nM) failed to induce calcein release from the vesicles (figure 4C).  

Lipid bilayers and liposomes do not include proteins; therefore, the above results apparently challenge 

the need of a specific protein receptor for the leukotoxins. Therefore, the trans-membrane resistance 
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(voltage-clamp, whole cell configuration) was recorded in C5aR-transfected cells and in the original 

U937 cell line in order to detect changes due to leukotoxin treatment, while maintaining the membrane 

potential at  60 mV. Membrane resistance (Rm = V/I, according to Ohms law) was monitored by 

analyzing the trans-membrane current traces (I) corresponding to changes in trans-membrane 

potential (V). After a control determination of Rm, the studied leukotoxin was applied to the bath and 

Rm determined every minute for a minimum of ten minutes. No significant changes were observed in 

Rm of U937-C5aR transfected cells bathed in a 2 nM solution of LukS-PV/LukF-PV. Figure 5A1 shows 

a typical example while figure 5A2 summarizes eight independent experiments before and after LukS-

PV/LukF-PV addition. In contrast, HlgC/HlgB induced an abrupt decrease in membrane resistance 

after a 5-min incubation of the cells in the presence of 2 nM of the toxin. Figure 5B1 illustrates an 

example of a cell treated with HlgC/HlgB while figure 5B2 depicts the resting membrane resistance 

values before and after addition of the toxin for eight independent cells. Furthermore, certain cells 

incubated in the presence of the combination of subunits LukS-PV and HlgB (4 nM each) also 

generated changes in membrane resistance of C5aR-expressing cells. Figure 5C1 illustrates a 

responding cell while figure 5C2 summarizes the results of resting membrane resistance recordings. 

Concentrations up to 10 nM HlgC/HlgB failed to induce any modification in membrane resistance in 

U937 cells (figure 5B1). These results highlight the need of a different environment for each F-subunit 

in order to efficiently induce the surge in free intracellular Ca
2+

 into the cytosol of a cell expressing the 

appropriate receptor for the S-subunit. 

 

Both HlgC/HlgB and LukS-PV/LukF-PV are internalized by neutrophils. 

Altogether, the above results suggest that the association of either LukS-PV or HlgC to C5aR fails to 

achieve intracellular Ca
2+

 movements while the association of the F-subunit to the complex initiates 

the release of Ca
2+

 from diverse internal compartments. To achieve this, the internalization of C5aR in 

a complex with leukotoxins could provide the latter the possibility of triggering Ca
2+

 release from 

internal stores. To verify this hypothesis, specific antibodies raised against each S-subunit were used 

to observe leukotoxin location in human neutrophils following various treatments. Cells incubated in 

the presence of leukotoxins were fixed and fluorescently stained with the appropriate antibodies, 
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together with the B-subunit of Cholera toxin (Alexa-488 labeled) to label the plasma membrane. A 

Leica SP5-II confocal microscope was used to acquire single optical slices of random areas from 

different preparations. The proportion of cells showing an intense labeling of the membrane was 

determined for S-subunits alone (figure 6A1: 2 nM LukS-PV and figure 6B1: 2 nM HlgC); cells 

presenting degradation (condensed nucleus) were discarded from the analysis. The labeling after 

addition of the corresponding F subunit (figure 6A2: 2 nM LukS-PV/LukF-PV and figure 6B2: 2 nM 

HlgC/HlgB) showed a translocation of membrane labeling towards the cytosol. A reduction in the 

proportion of cells with intense membrane labeling was also observed; from 82 % for LukS-PV alone 

to 52 % after 5 min in the presence of LukS-PV/LukF-PV and 31 % after 10 min. The labeling of cells 

treated with the HlgC/HlgB subunits followed a similar distribution pattern. However, cell degradation 

occurred more rapidly than during LukS-PV/LukF-PV incubation with plasma membrane degradation 

appearing first, as opposed to condensation of the nuclei. Clearly-damaged cells were not included 

and cells were never incubated for more than 5 min in the presence of the two components in Ca
2+

-

containing buffer. Nevertheless, a significant reduction in membrane-labeled cells was already present 

after a 5 min incubation with the toxin (figure 6C2). Conversely, cells incubated with the toxins in a 

Ca
2+

-free buffer displayed an intense labeling of the plasma membrane suggesting an absence of 

internalization (figure 6A3: 2 nM LukS-PV/LukF-PV and figure 6B3: 2 nM HlgC/HlgB).  
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Discussion 

It is widely accepted that staphylococcal leukotoxins form pores on particular lipid bi-layers or in 

unilamellar vesicles [52,53]. However, they specifically target certain cells of the myeloid lineage, while 

remaining harmless in other cells [19,20]. Moreover, of the two leukotoxins HlgC/HlgB and LukS-

PV/LukF-PV, which have been described as recognizing the same membrane receptor on human 

neutrophils [16], only HlgC/HlgB was able to form pores in lipid bi-layers [48]. This divergence is 

partially clarified by the finding of human complement receptors C5aR and C5L2 as mediators of 

LukS-PV/LukF-PV action in neutrophils [32]. C5aR also acts as a receptor for HlgC/HlgB and, by 

comparing its activity with that of LukS-PV/LukF-PV, we show herein that both leukotoxins induce a 

rise in intracellular free Ca
2+

 by diverting the C5aR signaling process. The two leukotoxin S-subunits 

recognize and compete with each other for C5aR expressed in human neutrophils and in stably 

transfected U937-C5aR cells. The presence of 1.2 nM C5a reduces their binding without altering their 

affinity for the receptor, which is in agreement with published data highlighting an interaction of the S-

subunit with the C5aR N-terminus [32]. There is also a second low-affinity site of interaction between 

the C5a C-terminus and the core region of the receptor which is critical for receptor activation and 

which can be challenged by the non peptide antagonist W-54011 [54]. The presence of 20 nM of the 

antagonist reduced the binding of LukS-PV while the binding of HlgC with the receptor remained 

unaltered, hence suggesting differences in the interaction of each leukotoxin with the receptor. Other 

known protein ligands for C5aR include the human ribosomal protein homodimer S19 (hRP S19) [55], 

a 17 kDa molecular chaperone of Gram-negative bacteria Skp [56] and the Chemotaxis Inhibitory 

Protein of S. aureus (CHIPS) [57]. C5a and hRP S19 act as chemo-attractants and secretagogues 

[55] while Skp behaves as a pure chemo-attractant factor [58] and CHIPS works as a potent 

antagonist [59]. Thus, the two leukotoxins expand the number of natural proteins that bind C5aR, 

while acting differentially on the receptor. It could be expected from binding data that isolated S-

subunits act as antagonists on C5aR, which is never the case for complete leukotoxins known to 

stimulate neutrophils and to cause the secretion of chemotactic factors [17,60]. Isolated S-subunits 

clearly bound C5aR and the addition of a F-subunit was required to observe changes in [Ca
2+

]i, which 

differed to changes due to C5a (figure 1A and 1B). However, combination of diverse concentrations of 

LukS-PV and LukF-PV led to the observation that 1 nM LukS-PV primed human neutrophils for the 
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intracellular production of H2O2 activated by fMLP or PMA, an effect reversed by LukF-PV in a 

concentration dependent manner (see figure 8 in [61]). Besides, the immunolabeling results showed 

that isolated S-subunits remain associated with the extracellular side of the membrane, while binding 

of both S- and F-subunits to C5aR brings about internalization of the toxin-receptor complex. All this, 

which is in keeping with the activation of an unexpected signaling pathway, calls for a careful attention 

to be given to a potential signaling triggered by the binding of a single leukotoxin S-subunit to C5aR. 

Herein we focused on intracellular Ca
2+

 concentration changes occurring when C5aR is 

simultaneously engaged by both S- and F- leukotoxin subunits which, as shown from the 

pharmacological analysis, differed from receptor activation by C5a. In instances where the C5aR 

antagonist W-54011 was in direct competition with the leukotoxins, the outcome on LukS-PV/LukF-PV 

was one of inhibition, while outcome on HlgC/HlgB was rather that of potentiation. Aside from the 

dissimilar kinetics between the rise in free [Ca
2+

]i induced by each toxin, the manipulation of distinct 

intracellular Ca
2+

 stores also differentiates these leukotoxins with regard to their outcome. The 

alteration of acidic store integrity resulted in a decreased activity of HlgC/HlgB, while leaving LukS-

PV/LukF-PV effect unaltered. Conversely, the modification of reticular stores influenced the effect of 

both leukotoxins. The block of SOCE markedly reduced the extent of HlgC/HlgB-induced Ca
2+

 

mobilization, while LukS-PV/LukF-PV-induced [Ca
2+

]i movements were accelerated. Interestingly, the 

targeting of either one of the internal Ca
2+

 stores relied on the F-subunit being present in the complex. 

As for HlgC/HlgB, the association of HlgB to LukS-PV required a robust acidic store to generate Ca
2+

 

changes, while the HlgC/LukF-PV combination necessitated a well Ca
2+

-loaded reticular compartment 

as in the case of LukS-PV/LukF-PV. As expected, homologous associations of leukotoxins resulting 

from individual genetic loci were the most potent, while heterogeneous associations worked at higher 

concentrations. The present results advocate for a reconsideration of the sequence of events leading 

to neutrophil lysis. It is generally acknowledged that after the first S-subunit binds to the receptor, the 

association of four pairs of S- and F-subunits form a pre-pore that will transform in a fully open pore if 

the latter is accompanied by an increase in free [Ca
2+

]i [19,24]. However, the unveiled relationship 

between a particular F-subunit and a distinct intracellular compartment, aimed to release Ca
2+

, impairs 

such frame of thinking. The presence of HlgB, associated to a generic S-subunit, was sufficient to 

induce membrane resistance reduction in artificial lipid membranes and in C5aR expressing cells. 
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Interestingly, the staphylococcal  -toxin and HlgB are closely related in their structure, both 

containing a rim domain with a preponderance of exposed aromatic residues and a binding site for 

phospholipid head groups located in a cleft,  which enables the fusion of these leukotoxins to lipids 

[62]. Likewise to  -toxin, which needs the presence of ADAM10 to initiate self assembly and to 

engage cell membrane damage [27,28], HlgB likely begins altering membrane integrity through its 

high affinity association with the C5aR-S-subunit complex. Nevertheless, a subsequent internalization 

may buffer the process and ultimately transfer the membrane damaging ability of HlgC/HlgB to the 

endosome. A comparable mechanism it has been suggested for the  -toxin, which could be internalize 

to prevent pore-complexes to be formed [63]. A similar intracellular progression is likely followed by 

the LukS-PV/HlgB association. However, inherent properties of LukS-PV/LukF-PV, due to LukF-PV 

association to a particular receptor [16], may preserve membrane integrity prior to accessing of the 

complex to a particular environment. This hypothesis, which calls for future studies to be confirmed, is 

consistent with i) the absence of pore formation in liposomes and cells carrying the receptor, ii) the 

internalization of LukS-PV/LukF-PV-C5aR complex and iii) the observed delay before the onset of free 

[Ca
2+

]i modifications and pharmacological block. The need for leukotoxins of a receptor that transport 

them into the cell sheds further light on the fact that sublytic concentrations activate human 

neutrophils, but fail to lyse the latter [26]. This is of critical importance since low concentrations of 

staphylococcal leukotoxins are likely those who support certain forms of virulence in S. aureus 

infections. The challenge remains to understand what becomes of a cell having internalized a few 

leukotoxin molecules after their respective binding to C5aR. This particular threat not only addresses 

blood cells, but all tissues expressing the C5a receptor, particularly neurons [25,64,65]. Furthermore, 

a pathogenic intracellular mechanism may start clarifying the controversy about LukS-PV/LukF-PV as 

a major virulence factor and stresses the need for finding new antivirulence therapies [66,67]. 
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MATERIALS AND METHODS 

Ethics statement. Buffy coats donators were adult volunteers that provided informed consent. Written 

!"#$%#&'()$'!"**%!&%+',-'&.%'/'0&),*1$$%2%#&'34)#5)1$'+6'7)#8'97&4)$,"648:'34)#!%;'<:'(.1!.'=%>&'&.%'

information confident. 

Drugs and chemicals. Thapsigargin, Ionomycin, Bafilomycin A1, Glycyl-1-phenylalanine 2-

naphthylamide and Triton X-100 were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, 

France). (YM-59483) and (trans-Ned-19) were from Tocris Bioscience (Bristol, United Kingdom). (W-

54011) and (SB-290157) were from Calbiochem (EMD Millipore, MA, United States) while Fura-2 

acetoxymethyl ester (Fura-2/AM) was from Molecular Probes-Invitrogen (Fisher Scientific, Illkirch, 

France). 

Human polymorphonuclear cell (hPMN) preparation. PMNs were prepared from buffy coats 

obtained from healthy donors of either sex within 24 hours after blood donation (Etablissement 

Français du Sang, Strasbourg, France) as previously described [68]. 

Undifferentiated U937 and U937-C5aR cell cultures. Undifferentiated U937 and U937-C5aR cells, 

which respectively do not express or stably express the C5aR  receptor [69], were a generous gift 

from Pr. J.A. van Strijp (Utrecht University, The Netherlands). Cells were cultured as 50 ml cultures at 

37°C under a 5% CO2 atmosphere in 250 ml flasks in RPMI-1640 medium supplemented with 10% 

(v/v) decomplemented fetal calf serum (Life Technologies, Carlsbad, USA) and 0.1% (w/v) of both 

penicillin and streptomycin (InVitrogen, Paisley, UK). 

Leukotoxin purification. The Staphylococcus aureus HlgC/HlgB and the Panton and Valentine 

leukocidin LukS-PV/LukF-PV were purified as previously described [70]. Leukotoxin mutations and 

purification were performed as previously described [34].  

Leukotoxin labeling. The mutated proteins HlgB S27C, LukS-PV G10C and LukF-PV-Cys were 

fluorescein-labeled to obtain HlgB*, LukS-PV* and LukF-PV*: 500 µL of 50 µM HlgB S27C, LukS-PV 

G10C or LukF-PV-Cys were mixed with a 20-fold excess of fluorescein 5-maleimide (Molecular 
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Probes, Eugene, OR) and were incubated for 1h 30 min in darkness at room temperature in a total 

volume of 500 µl in 0.1 M HEPES, 0.2 M NaCl, 1 mM EDTA (pH 7.8). The mixtures were then 

desalted and the coupling yield for HlgB*, LukS-PV* or LukF-PV* determined through the ratio of 

fluorescein 9?@AB nm = 80,000 cm
-1

 mol
-1

) concentration to protein concentration obtained from 

Bradford titration (Bio-Rad, Ivry sur Seine, France). Only leukotoxins with a coupling yield higher than 

0.95 but less than 1 were used in this study. 

Spectrofluorimetry. Variations in intracellular free Ca
2+

 levels were determined by recording the 

Fura-2 fluorescence contained in hPMNs as previously described [68]. Briefly, cells were loaded with 4 

µM Fura-2 AM (FluoProbes
®
, Interchim S.A., Montluçon) in EGTA buffer for 45 min in darkness, at 

room temperature. Thereafter, hPMNs were washed twice and then suspended (3.5 x 10
6
 cells/ml) in 

EGTA buffer. Two ml of hPMNs were incubated for 5 min with 1.1 mM CaCl2 in a 4-ml Polystyrene 

cuvette (1-cm light path). Variations in fluorescence intensity were recorded at 37°C with a dual-

excitation spectrofluorometer (Deltascan; PTI, United States) operated in a ratio mode for Fura-2 at 

excitation wavelengths of 340 and 380 nm (slit widths, 4 nm) and an emission wavelength of 510 nm 

(slit widths, 4 nm). To compare the effects of different toxins in various conditions, the fluorescent 

signal was standardized by giving the background, or zero value, before the addition of the toxin and 

the 100 % value to the fluorescence measured after the addition of Triton X-100 (0.05 %, final 

concentration) which equilibrates the internal Ca
2+

 concentration with that of buffer content. Results 

are expressed as percentage of the maximum, after subtraction of the background value. 

Planar lipid bilayer experiments. Solvent-free planar lipid bilayers were prepared by the apposition 

on both sides of a 0.1 mm )>%4&64%'2)+%'1#')'BC'D2'&.1!='E%F*"#'$%>&62'(pretreated with pentane:n-

hexadecane 20:1) of two monolayers of diphytanoylphosphatidylcholine (DPhPC, >99% pure from 

Avanti Polar Lipids) spread from a 5 mg/ml lipid solution in pentane, as described previously [71]. 

Bicomponent couples were added on one side only (called cis) to preformed bilayers; the voltage 

potential was applied on the cis side while the trans side was grounded. Macroscopic currents were 

recorded by a patch clamp amplifier (Axopatch 200; Axon Instruments). A PC equipped with a 

DigiData 1200 A/D converter (Axon Instruments) was used for data acquisition. Current traces were 
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filtered at 100 Hz and acquired at 500 Hz using the Axoscope 8 software (Axon Instruments). 

Measurements were performed at room temperature as described previously [72]. 

Permeabilization of lipid vesicles. Large unilamellar vesicles (LUV) comprised of a 1:1 molar ratio of 

dioleoyl phosphatidylcholine/cholesterol (DOPC/Ch) were prepared as previously described [48] by 

the extrusion method. A suspension of multilamellar liposomes prepared in the presence of 80 mM 

calcein (Sigma), pH 7.0, was extruded 31 times through polycarbonate membranes with 100 nm 

pores. Vesicle permeabilization was assayed in a fluorescence microplate reader (Fluostar Galaxy, 

BMG Germany) with excitation and emission filters at 480 and 540 nm, respectively. The two 

components of the complex, always at the same concentration, were serially 2-fold diluted in 10 mM 

Tris/HCl, 20 mM NaCl and 0.1 mM EDTA, pH 7.0 and dispensed into wells of a 96-well microplate, 

after which 100 Dl of calcein-loaded LUVs were added at a final lipid concentration of 5 DM. The time 

course of calcein release was recorded for 45 min at room temperature and expressed as the increase 

in fluorescence owing to the dequenching of the released dye when diluted in the external medium. 

Toxin-induced permeabilizing activity was calculated as: P(%) = 100(Ft-Fi)/(Fm-Fi) [73] where Fi is the 

initial fluorescence prior to adding the toxins, Ft the value at time t (i.e. 45 min), and Fm the maximal 

value after addition of 1 mM Triton X-100. Spontaneous release of calcein was negligible. 

Electrophysiological recording of passive plasma membrane resistance in U937-C5aR cells. 

For single cell electrophysiological recordings, a suspension of 10
4
 cells (30 µl) was transferred to 

poly-Lysine coated culture dishes; after 5 min, 2 ml of HBSS were added to the cells and the dish 

moved to the fixed stage of a Nikon upright microscope. Five-5 M! micro-electrodes were pulled from 

borosilicate glass capillaries (Clark Electromedical Instruments, Pangbourne, England), and filled with 

a solution containing: 135 mM CsMeSO4, 1 mM MgCl
2
, 5 mM NaCl, 10 mM Hepes/CsOH, 4 mM Mg-

ATP and 0.4 mM Na2-GTP, pH = 7.3 adjusted with CsOH. For the electrode approach, cells were 

observed through a 40x objective, DIC mode. Whole cell membrane currents were recorded at RT 

(22-24°C) using the patch-clamp technique (Axopatch 200A amplifier; Axon Instruments, Foster City, 

CA). Cell transmembrane potential was held at -60 mV, while passive transmembrane resistance (Rm) 

was determined from membrane current changes (GI) induced by a series of hyperpolarizing and 

depolarizing square pulses (GV, 200 ms duration, with stepwise 5 mV increments), under voltage-
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clamp. This protocol was repeated once every minute throughout the duration of the experiment. The 

recorded signals were digitized at 20 KHz using a Digidata 1320 (Axon Instruments) and stored on a 

PC hard drive. Off-line analyses were performed using pClamp-8 (Axon Instruments) software, with 

previously filtered at 1.5 KHz. For each set of data (i.e. one protocol), Rm was determined by 

averaging the GV/GI values.  

Flow cytometry determinations. Flow cytometry data were obtained using a FACSort cytometer 

(Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France) equipped with a 15-mW argon laser tuned to 488 nm. 

hPMNs were classically distinguished by forward and side light scatter. Binding of toxins on hPMNs 

was determined by measuring fluorescein fluorescence of labeled toxins. Fluorescence intensities 

were recorded in the FL1 channel (emission wavelength, 530 nm). The FACSort cytometer was 

adjusted in such a way that calibrated fluorescent microbeads (Immuno-Brite; Coulter Corporation, 

Hialeah, FL) displayed the same fluorescence intensity for each experiment. Resulting mean 

fluorescein fluorescence intensity was expressed in standardized fluorescence units. 

Immunocytochemistry. The subcellular localization of leukotoxins in hPMNs was detected using 

rabbit polyclonal antibodies independently raised against the HlgC, HlgB, LukS-PV and LukF-PV 

subunits [16,74]. Cells, attached to poly-lysine treated coverslips, were incubated at room temperature 

for 5 min in the presence of S-subunits alone or the complete leukotoxin and, after washing, were 

fixed in 4 % (v/v) paraformaldehyde and 4% (w/v) sucrose in phosphate-buffered saline (PBS) for 5 

min at room temperature. Cells were then incubated for 30 min in 150 mM glycine in PBS, (for 

reducing tissue auto-fluorescence), permeabilized for 5 min in chloroform at   20 °C and washed in 

ethanol before rehydration in PBS. Fixed cells were incubated overnight in blocking buffer (10 % FCS, 

5mg/ml BSA in PBS), then transferred for 60 min in a 1 µg/ml PBS solution of specific primary 

antibodies, containing 5 % FCS and 1 mg/ml BSA,. After repeated washings, cells were incubated with 

Alexa-labeled secondary antibodies (Life Technologies) for 60 min, then washed and incubated 30 

min in the presence of a 0.3 µg/ml solution of Alexa-488-labelled Cholera toxin B-subunit (Life 

Technologies) and 10 µg/ml Hoechst 32258 (Sigma) for labeling of the plasma membrane and cell 

nuclei, respectively. Coverslips mounted in Mowiol were stored at 4°C until observation with a Leica 

SP5-II confocal microscope. 
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Statistical analysis 

Results are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM) of at least three independent 

experiments. Microsoft Excel 2007 was used to calculate the mean of each experimental condition 

and GraphPad Prism (version 5 for Windows) for preparation of graphs and statistical analysis. 

Statistical significance of the difference between differently immunolabelled groups was evaluated by 

one-way Anova followed by Tukey multiple-group comparisons. Differences were considered 

significant at p < 0.05.  
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Figure legends 

 

Figure 1: After binding to C5aR, the leukotoxins trigger a rise in intracellular Ca2+ according to 

pathways that are distinct from the C5a peptide. 

All traces of the left panels (panels A-C-E-G) are from recordings in human neutrophils and traces in 

the right panels (panels B-D-F-H) were obtained in U937-C5aR transfected cells. The effects of 

1.2 nM C5a (green), 0.25 nM LukS-PV/LukF-PV (red) and 0.5 nM HlgC/HlgB (blue) are compared in 

panels A (human neutrophils) and B (U937-C5aR cells). Control recordings indicating the lack of 

activity of the isolated S-subunits are also shown in A (5 nM HlgC, light blue trace, 2.5 nM LukS-PV 

orange trace). The black trace in panels A and B depicts the recorded baseline in human neutrophils 

and U937-C5aR cells in the absence of toxins. Panels C to H show the response of human neutrophils 

(C, E and G) and U937-C5aR cells (D, F and H) to 1.2 nM C5a, 0.25 nM LukS-PV/LukF-PV or 0.5 nM 

HlgC/HlgB (dark blue), in the presence of 20 nM W-54011 (red) or 1 µM SB-290157 (green). The light 

blue trace in panels C and D represent the response to 1 µM thapsigargin and the grey trace in panel 

D to 1 µM ionomycin. The inset in panel D shows the lack of response of the non-transfected U937 

cell line to the presence of 12 nM C5a (orange), 0.1 µM LukS-PV/LukF-PV (green) or 0.1 µM 

HlgC/HlgB (red) and the control recording (blue). Results are normalized to the maximum Fura-2 

fluorescent signal obtained after bathing the cells in 0.05 % Triton X-100 to equilibrate [Ca
2+

]i with that 

of the buffer concentration, after which data are expressed as percentage of this value. 

Figure 2: The origin of free intracellular Ca2+ stems from separate compartments and depends 

on the identity of the leukotoxin. 

As indicated, the panels on the left show recordings of 0.5 nM HlgC/HlgB leukotoxin and panels on the 

right show recordings of 0.25 nM LukS-PV/LukF-PV in human neutrophils (blue traces in all cases). 

The red traces depict recordings in cells incubated with various drugs prior to addition of the 

corresponding leukotoxin: panels A 1-2 are for the NAADP antagonist Ned19 (100 µM), panels B 1-2 

the H
+
-ATPase blocker bafilomycin (100 nM), panels C 1-2 the lysosomal disrupter glycyl-

phenylalanine 2-naphthylamide GPN (50 µM), panels D 1-2 1 µM thapsigargin, panels E 1-2 1 µM 

ionomycin and panels F 1-2 the SOCE blocker pyrazole derivative YM-58483 (10 µM). Results are 

normalized to the maximum Fura-2 fluorescent signal obtained after bathing the cells in 0.05 % Triton 
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X-100 to equilibrate [Ca
2+

]i with that of buffer concentration, then expressed as a percentage of this 

value. 

Figure 3: The F-subunit of the HlgC/HlgB and LukS-PV/LukF-PV bicomponent leukotoxins 

carries the specificity for releasing Ca2+ from acidic stores (HlgB) or neutral stores (LukF-PV). 

A: HlgC/HlgB (both 0.5 nM, in blue) and HlgC/LukF-PV (1.5/15 nM, in red). B: LukS-PV/LukF-PV 

(both 0.25 nM, in blue) and LukS-PV/HlgB (0.5/1 nM, in red). C: control recording of 1.5/15 nM 

HlgC/LukF-PV (in blue) and GPN-treated cells prior to the addition of HlgC/LukF-PV (in red). D: 

control recording of 0.5/1nM LukS-PV/HlgB subunits (in blue) and GPN-treated cells prior to the 

addition of LukS-PV/HlgB (in red). Results are normalized to the percent maximum Fura-2 fluorescent 

signal obtained after bathing the cells in 0.05 % Triton X-100 to equilibrate [Ca
2+

]i with that of buffer 

concentration. The use of these concentrations highlights the similarity between the responses of 

HlgC/LukF-PV and the LukS-PV/LukF-PV and those between HlgC/HlgB and LukS-PV/HlgB. 

Figure 4: The presence of HlgB is necessary for pore formation in lipid bilayers. 

A: Time course of pore opening in diphytanoyl-phosphatidylcholine lipid bilayers challenged by the 

presence of 4 nM HlgC/HlgB (black trace) or LukS-PV/HlgB (gray trace) in the cis-side. Both 

leukotoxins were consistently able to form pores, although with a different time scale: during a longer 

recording period, the current measured for LukS-PV/HlgC was 10 to 20 times lower that for the 

HlgC/HlgB combination. Buffer composition was 100 mM KCl, 20 mM Hepes, pH 7.0. Final 

concentration of the toxin was 4 nM for each component; applied voltage was +40mV. B: Histograms 

of a single pore conductance (G) for HlgC/HlgB (black bars) and LukS-PV/HlgB (grey bars). The mean 

conductance was 175.6±15.8 pS (n=280 pores) and 184.8±19.5 pS (n=16 pores) for HlgC/HlgB and 

LukS-PV/HlgB respectively. C: calcein was released from dioleoylphosphatidylcholine/cholesterol (1:1 

molar ratio) vesicles by increasing concentrations of HlgC/HlgB (squares), LukS-PV/HlgB (circles) and 

HlgC/LukF-PV (triangles). P% (y axis) is the permeabilizing activity, as defined in material and 

methods. 

Figure 5: The HlgB F-subunit confers to the two-component leukotoxins the capability of 

dropping the membrane resistance of U937-C5aR transfected cells. 

A: the membrane resistance of C5aR-transfected cells recorded in the presence of 2 nM LukS-

PV/LukF-PV remained constant over a 10-min incubation period. A1 shows the Rm recording of a 
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representative cell. The histogram in A2 assembles the Rm values of eight independently recorded 

cells prior to and 10 min after the addition of 2 nM LukS-PV/LukF-PV. B: the Rm of C5aR-transfected 

cells dropped dramatically in the presence of 2 nM HlgC/HlgB, whereas it remained elevated in non-

transfected U937 cells. B1 shows the membrane resistance recording of a C5aR cell incubated in the 

presence of 2 nM HlgC/HlgB (black) compared to a representative recording of a non-transfected 

U937cell (in red) recorded in the presence of 10 nM HlgC/HlgB. B2 summarizes membrane resistance 

values for ten independent experiments prior to and after the addition of 2nM HlgC/HlgB (10 min). C: 

C5aR-transfected cells were challenged by a 4 nM solution of LukS-PV/HlgB combination. Membrane 

resistance dropped in 50 % of the cells after an 8-min incubation with the latter combiantion while in 

the remaining half, membrane resistance remained unchanged for more than 10 min. C1 shows the 

Rm recording a C5aR cell incubated in the presence of the LukS-PV/HlgB combination and C2 the Rm 

values prior to addition of LukS-PV/HlgB and after a 10-min incubation in seven independent 

experiments. 

Figure 6: The association of the F-subunit to the S-subunit attached to the C5a receptor 

facilitates the internalization of the resulting complex. 

After a 10-min incubation of human neutrophils in the presence of 2 nM of isolated S-subunits, labeling 

with toxin-specific antibodies against Luk-S PV (panel A1) and HlgC (panel B1) was associated with 

the plasma membrane. The addition of the normally-associated F-subunit for 2 to 5 min induced an 

attenuation of membrane labeling likely due to the internalization of the complex. A2: representative 

example of cells labeled after a 5-min incubation in a 2 nM solution of LukS-PV/LukF-PV; A3: cells 

labeled after a 10-min incubation in a 2 nM LukS-PV/LukF-PV solution in Ca
2+

 free buffer. B2: 

representative example of cells labeled after a 5-min incubation in 2 nM HlgC/HlgB; B3: cells labeled 

after a 10-min incubation in a 2 nM HlgC/HlgB solution in Ca
2+

 free buffer. The labeled neutrophils 

presented in panels A1 and B1 are representative of the aspect of counted cells included in the 

histograms presented in C1 and C2, which summarize the percentage of human neutrophils exhibiting 

fluorescent staining with the specific antibodies associated with the plasma membrane under various 

incubation conditions indicated under each column. Antibodies are specific for the S-subunits. 
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Supplementary figure 1: Leukotoxins that bind C5aR do not require extracellular Ca2+ to induce 

[Ca2+]i increase. Recordings of LukS-PV/LukF-PV (A) or HlgC/HlgB-induced (B) rise in [Ca
2+

]i in 

human neutrophils in 1 mM Ca
2+

-containing buffer (blue traces) or in Ca
2+

-free-EGTA buffer (red 

traces). 

Supplementary figure 2: Extracellular Ca2+ is required for the permeated leukotoxin membrane 

to allow Ethidium Bromide leaking into human neutrophils. Mean fluorescence intensity of human 

neutrophils staining by Ethidium bromide diffusion due to LukS-PV/LukF-PV (A) or HlgC/HlgB (B) 

incubation. Blue traces illustrate recordings in Ca
2+

-free-EDTA buffer, while red traces were obtained 

in 1 mM Ca
2+

 containing buffer. Data were obtained using a FACSort cytometer equipped with a 15-

mW argon laser tuned to 488 nm. Ethidium bromide fluorescence was recorded at a 650 nm 

wavelength. 
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Tables 

Human Neutrophils: Control 1.2 nM C5a 20 nM W-54011 

LukS-PV-Fluorescein labeled 0.21 ± 0.04 nM 0.35 ± 0.05 nM 0.49 ± 0.08 nM 

LukS-PV-Fluorescein/ Luk-F-PV 0.17 ± 0.02 nM 0.30 ± 0.02 nM 0.48 ± 0.02 nM 

LukS-PV / LukF-PV-Fluorescein labeled 15.35 ± 1.78 nM 15.17 ± 2.44 nM 18.3 ± 2.44 nM 

Ki HlgC competition / LukS-PV-Fluorescein labeled 0.16 ± 0.05 nM irrelevant irrelevant 

HlgC / HlgB Fluorescein labeled 0.87 ± 0.12 nM 1.16 ± 0.15 nM 0.68 ± 0.10 nM 

U937-C5aR : Control 1.2 nM C5a 20 nM W-54011 

LukS-PV-Fluorescein labeled 0.32 ± 0.13 nM 0.43 ± 0.17 nM 0.37 ± 0.16 nM 

LukS-PV-Fluorescein/ LukF-PV 0.29 ± 0.05 nM 0.38 ± 0.08 nM 0.58 ± 0.12 nM 

LukS-PV / LukF-PV-Fluorescein labeled 35.34 ± 9.13 nM 35.16 ± 0.42 nM 29.22 ± 8.05 nM 

Ki HlgC competition / LukS-PV-Fluorescein labeled 0.18 ± 0.14 nM irrelevant irrelevant 

HlgC / HlgB Fluorescein labeled 2.16 ± 0.42 nM 2.21 ± 0.45 nM 1.33 ± 0.24 nM 

 

Table 1. - Dissociation constants of the S-subunits of LukS-PV/LukF-PV and HlgC/HlgB in human 

neutrophils and in the U937-C5aR cell line alone or in the presence of the C5a peptide and the W-

54011 antagonist. 

 

Human Neutrophils 
 C5a 1.2 nM W-54011 20 nM SB-290157 1µM 

0.25 nM LukS-PV-Fluorescein labeled 45 ± 9 % (4) 42 ± 8 % (5) 103 ± 6 % (2) 

0.25 nM LukS-PV-Fluorescein labeled + 0.25 nM LukF-PV  69 ± 3 % (3) 67 ± 9 % (5) 100 ± 6 % (2) 

0.5 nM HlgC + 0.5 nM HlgB Fluorescein labeled 75 ± 6 % (4) 111 ± 3 (5) % 100 ±0.8 % (2) 

U937-C5aR 

1 nM LukS-PV-Fluorescein labelled 71 ± 4 % (4) 72 ± 4 % (4) 99 % (1) 

1 nM LukS-PV-Fluorescein labeled + 1 nM LukF-PV  83 ± 5 % (5) 73 ± 5 % (5) 98 ± 0.8 % (2) 

0.5 nM HlgC + 0.5 nM HlgB-Fluorescein labeled 92 ± 3 % (3) 109 ± 5 % (7) 103 ± 3 % (2) 
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Table 2. - Effect of the C5a peptide and the antagonist W-54011 on leukotoxin binding to C5aR in 

human neutrophils and in the U937-C5aR cell line. The high affinity antagonist of the C3a receptor, 

SB-290157 [35], had no significant effect on leukotoxin binding. 

 

  HlgC/HlgB 
LukS-

PV/LukF-PV 
LukS-

PV/HlgB 
HlgC/LukF-

PV 

Drug Target Compound     

Acidic Endo-
lysosome 

Bafilomycin 
52,9 +/- 5,8 

(n=2) 
92,7 +/- 2,6 

(n=2) 
  

GPN 
61,9 +/- 2,0 

(n=4) 
95,2 +/- 4,8 

(n=3) 
82,8 +/- 11,4 

(n=3) 
110,3 +/- 8 

(n=3) 

Two-pore channel 
Endosome  Ned-19 

155,3 +/- 12,0 
(n=3) 

102,5 +/- 7,5 
(n=3) 

  

Neutral reticulum 

Thapsigargin 
50,4 +/- 3,5 

(n=3) 
55,1 +/- 4,8 

(n=4) 
  

Ionomycin 
18,3 +/- 5,5 

(n=5) 
29,8 +/- 8,2 

(n=4) 
  

SOCE  YM-58483 
64,9 +/- 13,1 

(n=3) 
87,6 +/- 5,8 

(n=3) 
  

 

Table 3. - Effect of internal Ca
2+

 stores alteration by various drugs on the leukotoxins-induced rise in 

free intracellular [Ca
2+

]. The results represent the mean values +/- SEM of the percentage of the 

maximum [Ca
2+

]i in cells incubated with the respective drugs versus untreated cells in the same 

experiment. SOCE: store-operated Ca
2+

 entry. 
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Dans cette publication,  !"#!$$!%"#&!#' ()*' (+#!%#&!# ,#-./#01%#"02 3(14#52!# ,#$067,%301#&821#

906!#:#  ,#7!7;6,1!#9 ,"7352!#1!#6!964"!1%!#9,"# 8!$$!%#7,<!26#&!#=!"#  !2=0%0>31!"#;39,6%3%!"?#

Bien que le récepteur de la sous-213%4#&!#= ,""!#@#"03%# !#)A,BC# ,#$3>,%301#&821!#"!2 !#"ous-unité 

18!"%#9026%,1%#9,"#"2$$3",1%!#9026#&4= !1=D!6#21!#"3(1, 3",%301#523#14=!""3%!#  ,#964"!1=!#&!#  ,#

sous-unité de classe F. De plus, les deux leucotoxines pouvant partager le même récepteur ne 

déclenchent pas les mêmes voies de signalisations calciques, ce qui a été montré par les effets 

différents des inhibiteurs sur la signalisation calcique déclenchée par les deux leucotoxines. La 

sous-unité de classe F semble être la clé pour définir la voie suivie. Enfin, ces leucotoxines 

semblent être internalisées, mais des analyses plus détaillées suivent ces travaux.  

EFFET DE LA [CA2+] EXTRACELLULAIRE SUR -8E)FGHI# JK# '-L)*'-LB ET DE LA LPV 
SUR LES HPMNS  

Nous avons montré que les leucotoxines HlgC/HlgB et la LPV induisent la libération du Ca2+ des 

stocks intracellulaires, ce qui nous a conduit à nous interroger sur le rôle du Ca2+ extracellulaire 

"26# 8!$$!%#&!"# !2=0%0>31!"? 

-8,;"!1=!# &!# ),2+ !>%6,=!  2 ,36!# 64&23%# &821!# 7,13M6!# %6M"# 37906%,1%!#  ,# 70&3$3=,%301# &!#  ,#

[Ca2+] libre dans le cytosol (Figure III.2), ce qui montre que le Ca2+ extracellulaire joue un rôle 

important qui pourrait influencer la fixation de la toxine sur les hPMNs qui nécessiterait la 

présence du Ca2+ extracellulaire. 

 

Figure III. 2 : Effets de HlgC/HlgB et la LPV sur la variation de la [Ca2+]i libre en présence et en 

absence de Ca2+ extracellulaire. 

Augmentation de la [Ca2+]i "23%!#:# 8,=%301#&!# ,#-./#N(,2=D!O#!%#&!#' ()*' (+#N&603%!O#en présence (bleu) 
et en absence (rouge) de Ca2+ extracellulaire. 
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Ceci a été approfondi par cytométrie en flux en mesurant la fluorescence des toxines marquées 

fixées sur la membrane des hPMNs. En présence de Ca2+ extracellulaire, la fixation de LukS*-

PV/LukF-./# !%# ' ()*' (+P# =D2%!# ,96M"# QR# 731# "23%!# :#  8,<02%# &!"#  !2=0%oxines alors que la 

fluorescence atteint un plateau et reste stable en absence de Ca2+ extracellulaire. Cependant, en 

absence de la sous-unité de classe F, la fluorescence de LukS*-PV atteint le maximum et reste 

stable indépendamment du Ca2+ extracellulair !"#$%&' !((()*+)!, -$!. '/ 0!1 !' 2&0 '!3456.70589 !

de la fixation des leucotoxines dépendante du Ca2+ extracellulaire. Mais, cette diminution de la 

23&7' 9- :- ! -7''83 ! ;< -! 3 9! '=9&30;09! /7:0';:0! 34$:0 ':;3$9;0$7:! 1 9! 3 &-707>$: 9! .;'!

microscopie confoc;3 )!?4 :17-6079 !=0;:0!&:!/=-;:$9/ !1=. :1;:0!1&!-;3-$&/@!3;!2$>;0$7:!1 9!

deux sous-&:$0=9! $:1&$0! 34$:0 ':;3$9;0$7:! 1 ! 3;! 3 &-707>$: ! ;< -! 97:! '=- .0 &'!  :! .'=9 :- ! 1 !

calcium, diminuant ainsi le nombre de récepteurs accessibles sur la membrane plasmique et 

empêchant une fixation supplémentaire de toxines marquées.  

 

Figure III. 3 : Effet du Ca2+ extracellulaire sur la fixation des leucotoxines 

Fixation de LukS*-PV (A), de LukS*-PV/LukF-PV (B) et de HlgC/HlgB*(C) en absence (bleu) et en présence 
(rouge) de Ca2+ extracellulaire. 

 

A !.3&9@!34$:0 ':;3$9;0$7:!1 9!3 &-707>$: 9!9 /B3 !;<7$'!&:!;&0' ! 22 0!9&'!3 &'!/71 !14;-0$7:)!C:!

effet, en présence de Ca2+  >0';- 33&3;$' @!34 :0'= !1 !B'7/&' !14=05$1$&/!"DCE+!1;:9!3 9!- 33&3 9!

so&9! 34 22 0! 1 9! 3 &-707>$: 9! 1$/$:& ! 1 ! /;:$8' ! ' /;'F&;B3 ! "#$%&' ! ((()G+)! ? ! DCE!  90! &:!

marqueur des acides nucléiques qui ne peut rentrer dans les cellules que suite à 

34 :17//;% / :0! 1 ! 3;! / /B';: ! .3;9/$F& ! 97&9! 34 22 0! 1 9! 3 &-707>$: 9)! , 9! '=9&30;09!

suggèrent que la présence de Ca2+  >0';- 33&3;$' !' 0;'1 !34;30=';0$7:!1 !3;!/ /B';: !.3;9/$F& @!

et impose peut-être un autre chemin cellulaire aux leucotoxines.  
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Figure III. 4 : Effet du Ca2+  >0';- 33&3;$' !9&'!34 :0'= !1 !DCE!1;:9!3 9!5HIJ9 

En présence de Ca2+ extracellulaire (rouge), la fluorescence du BET dans les hPMNs chute complètement 
pour LukS-PV/LukF-PV (A) et fortement pour HlgC/HlgB (B) par rapport aux courbes en abscence de Ca2+ 
extracellulaire (bleu).  

Ainsi, en absence de Ca2+ extracellulaire, la variation de la [Ca2+]i est inhibée alors que la 

dégradation de la membrane plasmique est amplifiée. La contradiction entre ces résultats 

7B0 :&9! 14&: ! .;'0! 9&'! 3;! <;'$;0$7:! 1 ! 3;! K,;2+]i 3$B' !  0! 14;&0' ! .;'0! 9&'! 3;! 2$>;0$7:! 1 9!

leucotoxines et la perméabilisation de la membrane plasmique au BET, nous a amené à faire une 

analyse plus complète de la signalisation calcique des leucotoxines. 

LA SIGNALISATION DES LEUCOTOXINES EST DIFFERENTE DE CELLE DU FMLP 

A<;:0!34$1 :0$2$-;0ion de C5aR comme récepteur de LukS-PV, il a été montré que les protéines G 

97:0! $/.3$F&= 9! 1;:9! 34;-0$<$0=! 1 9! 5HIJ9! 0';$0=9! ;< -! 3;! ?HL! (Hensler et al., 1994), ce qui a 

7'$ :0=!:70' !' -5 '-5 !1;:9!3 !9 :9!14&:!'M3 !.70 :0$ 3!14&:!NH,O!1;:9!3;!9$%:;3$9;0$7:!-;3-$F& !

des leucotoxines. Alors, les effets des leucotoxines ont été comparés à ceux du N-formyl-

methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP), un peptide bactérien, connu pour son effet sur la [Ca2+]i 

libre dans le cytosol des : &0'7.5$3 9! 0!17:0!3 !/71 !14;-0$7:! 90!3;'% / :0!=0&1$=)!E7&0!-7// !

le C5a, le fMLP est un chimoattractant qui sur les neutrophiles reconnait deux récepteurs : le 

« N-formyl peptide receptor » (FPR) et le « FPR like-1 » (FPRL1) (Rabiet et al., 2007). Ces 

récepteurs sont la cible des peptides formylés sécrétés par S. aureus, qui ont un effet activateur, 

 0! 3;! .'70=$: ! ,P(HQ@! F&$! ;! &:!  22 0! $:5$B$0 &')! ?4;-0$<;0$7:! 1 ! - 9! NH,O9! : ! 1=-3 :-5 ! .;9!

exactement les mêmes voies de signalisation empruntées 37'9! 1 ! 34;-0$<;0$7:!1&!C5aR (Figure 

III.5). Lorque le fMLP se fixe sur FPR, il induit une augmentation de la [Ca2+]i de la même manière 

que C5a. Cependant, 37'9F&4$3!9 !2$> !sur FPRL1, cette augmentation de la [Ca2+]i provient surtout 

1&! /$3$ &!  >0';- 33&3;$' !  0!  90! 1=. :1;:0 ! 1 ! 34;1 :79$: ! R4-diphosphate ribose cyclique 

(cADPR) qui est produit par la cyclase CD38 avec une faible libération du Ca2+ intracellulaire 
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(Rabiet et al., 2007))!A !.3&9@!9&$0 !S!34$:0 ':;3$9;0$7:@!#HO! 0!#HO?T!97:0!' -6-3=9!S!3;!/ /B';: !

plasmique et ne sont pas dégradés dans le lysosome.  

 

Figure III. 5 : ,7/.;';$97:! 1 ! 34 22 0!

de 1 µM de fMLP (bleu) et 1,2 nM de 

C5a (rouge) sur les hPMNs 

La signalisation calcique induite par le 
fMLP montre un premier « pic » 
correspondant à une libération des stocks 
intracellulaires et un deuxième « pic » 
-7'' 9.7:1;:0! S! 34 :0'= ! 1&! ,;2+ 
extracellulaire. Le C5a induit également la 
libération des stocks intracellulaires mais 
34 :0'= ! 1&! ,;2+  >0';- 33&3;$' ! :4 90! .;9!
observée. 

 

? 9!'=9&30;09!7B0 :&9! :!.'=9 :- !14$7:7/6-$: !"T µM) ou de thapsigargine (1 µM), qui inhibent 

-7/.380 / :0! 34;&%/ :0;0$7:!1 ! la [Ca2+]i induite par C5a, montrent que le fMLP est capable 

14$:1&$' !&: ! :0'= !1 !,;2+ extracellulaire dans les hPMNs même après la déplétion de tous les 

-7/.;'0$/ :09! $:0';- 33&3;$' 9! "#$%&' ! ((()U+)! ? 9! 3 &-707>$: 9! P3%,VP3%D!  0! 3;! ?HL! :4;-0$< :0!

donc pas les mêmes voies que C5a ou le fMLP. 

Figure III. 6 : Effets du fMLP et du C5a dans les hPMNs en présence de thapsigargine ou 
14$7:7/6-$:  

Effet de 1µM fMLP (bleu)(A) ou 1,2 nM de C5a (bleu)(B) en présence de 1 µM de thapsigargine (rouge) ou 
1 WI!14$7:7/6-$: !"< '0+!9&'!3;!/7B$3$9;0$7:!1 !K,;2+]i libre. La 05;.9$%;'%$: !$:5$B !34 22 0!1&!2I?H! 0!1&!

,R;)! ?4$7:7/6-$: @! .;'! -7:0' ! $:5$B ! 3;! 3$B=';0$7:! 1 9! 907-X9! $:0';- 33&3;$' 9!/;$9! :7:! 34 :0'= ! 1&! ,;2+ 
extracellulaire.  
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LES LEUCOTOXINES METTENT EN JEU DES VOIES DE SIGNALISATIONS COMPLEXES 

? !0';<;$3!.'=9 :0=!1;:9!34;'0$-3 !: 2 a permis de mettre en évidence des différences importantes 

1;:9! 3 9! /=-;:$9/ 9! 14;-0$7:! 1 9! 3 &-707>$: 9! P3%,VP3%D!  0! 3;! ?HL)! ?4$1 :0$2$-;0$7:! 1 9 

différents compartiments intracellulaires impliqués dans leur signalisation calcique nous a incité 

S!.7&'9&$<' ! 34;:;369 ! :!&0$3$9;:0@!1 9! $:5$B$0 &'9!-$B3;:0!1$< '9 9!<7$ 9! 0!-;:;&>!1;:9! 3 !B&0!

14;22$: '! 3;! -7/.'=5 :9$7:! 1&! /=-;:$9/ ! /$9!  :! Y &)! J7&9! ;vons analysé la participation 

éventuelle des canaux réticulaires sensibles à la ryanodine, des canaux présents à la membranne 

plasmique (Store Operated Channels : SOC) et à diverses phospholipases et protéines kinases 

17:0!34;-0$<$0=! :Z6/;0$F& !. &0!;<7$' des coséquences sur les différents canaux (Tableau III.1). 

La Ryanodine est un alcaloïde qui inhibe des canaux calciques présents à la membrane du RE à 

27'0 9! -7:- :0';0$7:9! "7'1' ! 1&! /$-'7/73;$' @! $-$! R[! WI+@! 9;! .'=9 :- ! :4;! ;&-&:!  22 0! 9&'! 3;!

variation de la [Ca2+]i due à HlgC/HlgB (Figure III.7). Ceci suggère que la libération du Ca2+ du RE 

ne se fait pas par les RyRs. Elle pourrait se faire par les ca:;&>!;-0$<=9!.;'!34(H*! 0!3 !,;2+, mais 

$:1=. :1;/ :0!1 !34(H*!-;'@!3;!.'=9 :- !1 9!$:5$B$0 &'9!1 !3;!H?,@!34\-Tricyclo-[5.2.1.02, 6]-dec-

9-yl dithiocarbonate (D609, 50 µM) et le U-73122 (10 µM) (Adibhatla et al., 2012; Bleasdale et 

al., 1990)@!;$:9$!F&4&:!$:5$B$0 &'!1 !3;!H(*]@!3 !^-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-

one (LY-294.002, 50 µM) (Vlahos et al., 1994), amplifient légèrement le signal calcique induit par 

les leucotoxines dans des conditions physiologiques (Figure III.7).  

H;'! -7:0' @! 3;! .'=9 :- ! 14$:5$B$0 &'9! 1 9! .579.573$.;9 9! _^! "H?_^+! -7// ! 34;-$1 ! N-(p-

Amylcinnamoyl) anthranilique (ACA, 10 µM) et le Bromoenol lactone (BEL, 25 µM)(iPLA2) 

(Ackermann et al., 1995; Harteneck et al., 2007)@! $:5$B ! 34;&%/ :0;0$7:! 1 ! 3;! K,;2+]i due à 

HlgC/HlgB montrant que les PLA2 et plus particulièrement la phospholipase A2 indépendante 

du Ca2+ (iPLA2) sont impliquées dans la signalisation calcique de HlgC/HlgB. En effet, 34activité 

de la PLA2 est nécessaire à la fusion des vésicules le long de la voie d'endocytose, et ceci serait 

médié, au moins en partie, par la libération de l'acide arachidonique (Mayorga et al., 1993). 

Ainsi, la PLA2 pourrait jouer un rôle dans la signalisation calcique de HlgC/HlgB grâce à son rôle 

1;:9!34$:0 ':;3$9;0$7:) 

A 9!$:5$B$0 &'9!0'89!3;'% / :0!&0$3$9=9! :!0;:0!F&4;:0;%7:$90 9!1 !3;!-almoduline (CaM) comme 

le Trifluoperazine dihydrochloride (TFP, 50µM), le N-(6-aminohexyl)-5-chloro-1-

naphthalenesulfonamide (W7, 100 µM) et le calmidazolium chloride (CMZ, 1 µM) induisent une 

;/.3$2$-;0$7:!1 !34 22 0!1 !P3%,VP3%D!"#$%&' !((()7), montrant que la calmoduline pourrait réguler 

certains effecteurs activés par HlgC/HlgB (DeRiemer et al., 1985). Parmi le large spectre de 
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.'70=$: 9!;-0$<= 9!.;'!3;!-;3/71&3$: @! 33 !'=%&3 !34;-0$<$0=!1 !.3&9$ &'9!X$:;9 9!F&$!. &< :0!`0' !

$/.3$F&= 9! 1;:9! 3 ! /=-;:$9/ ! 14$:0 ':;3$9;0$7:! -7// ! 3;! ,;/]((! (Guetg et al., 2010; 

Tulapurkar et al., 2006), ce qui pourrait rejoindre notre hypothèse. 

Figure III. 7 : Effets de divers inhibiteurs sur la signalisation calcique de HlgC/HlgB. 

? !0';-=!B3 &!-7'' 9.7:1!S!34 22 0!1 !P3%,VP3%D![@R!:I et 3 !0';-=!'7&% !S!34 22 0!1 !P3%,VP3%D 0,5 nM en 
présence des différents inhibiteurs.  

 

Le KB-OabG*!"^R!WI+@!&:!$:5$B$0 &'!1 !34=-5;:% &'!Q71$&/-Calcium de la membrane plasmique 

"J,c+!F&$!. '/ 0!34=-5;:% !14&:!,;2+ contre 3 Na+ (Iwamoto et al., 1996)@!:4;!;&-&:! 22 0!9&'!3;!
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signalisation calcique de HlgC/HlgB éliminant le rôle de cet échangeur cationique dans la 

9$%:;3$9;0$7:!1 !P3%,VP3%D)!, !'=9&30;0! >-3& !3456.70589 !14&: !;&%/ :0;0$7:!$:0';- 33&3;$' !1&!

Na+ libre pouvant passer par un pore formé par la leukotoxine. Enfin le Gadolinium (Gd3+, 

100 µM), souvent utilisé comme inhibiteur des canaux SOCs (Store-Operated Channels) inhibe 

34;-0$7:! 1 ! P3%,VP3%D! 9&%%=';:0! 34 :0'= ! 1 ! ,;2+ extracellulaire par des SOCs. Néanmoins, 

34C-7:;Z73 ! "^[! WI+!  0! 3 ! Q]#-96365 (100 µM) qui inhibent les canaux SOCs, mais aussi 

empêchent le remplissage des stocks calciques intracellulaires (Harper and Daly, 1999; Mason et 

al., 1993; Wang, 2003), amplifient le signal provoqué par HlgC/HlgB (Figure III.7), ce qui rend 

.3&9!1$22$-$3 !34;:;369 !1e 3;!.;'0$-$.;0$7:!1 9!Q\,9!S!34 22 0!1 9!3 &X707>$: 9)! 

Tableau III. 1 : E;B3 ;&!'=-;.$0&3;0$2!1 9! 22 09!1 9!1$22=' :09!$:5$B$0 &'9!9&'!34;&%/ :0;0$7:!1 !

la [Ca2+]i .;'!';..7'0!S!34 22 0!1 !3;!07>$: )  

Les hPMNs (3,5 millions/mL) sont incubés 5 min en présence de Ca2+ (1mM), puis un temps T avec les 

$:5$B$0 &'9!;<;:0!34;Y7&0!1 9!3 &-707>$: 9) ND :  non déterminé. 

Inhibiteur Cible 
HlgC/HlgB 

(0,5/0,5 nM) 
LukS-PV/LukF-PV 

(0,25/0,25 nM) 

Ryanodine (50 µM) 

T= 5 min 
RyRs 

H;9!14 22 0 
(n=1) 

 

ND 

D609 (50µM) 

T= 10 min 
PLC 

Faible amplification 
(n=1) 

H;9!14 22 0 
(n=1) 

U73122 (10 µM) 
T= 10 min 

PLC 
Faible amplification 

(n=1) 
Amplification 

(n=1) 

LY-294.002 (50 µM) 
T= 10 min 

PI3K 
Faible amplification 

(n=3) 
ND 

ACA (10 µM) 

T= 5 min 
PLA2, TRPs 

Inhibition 
(n=2) 

Inhibition 
(n=1) 

BEL (25 µM) 

T= 5 min 
iPLA2 

Inhibition 
(n=2) 

Inhibition 
(n=2) 

TFP (50 µM) 
T= 10 min 

CaM 
Amplification 

(n=1) 
ND 

W7 (100 µM) 
T= 5 min 

CaM 
Amplification 

(n=1) 
ND 

CMZ (1 µM) 

T= 5 min 
CaM 

Amplification 
(n=1) 

ND 

Gd3+ (100 µM) 

T= 5 min 
SOCs 

Inhibition 
(n=2) 

Inhibition 
(n=2) 

Econazole (20 µM) 
T= 5 min 

SOCs, Stocks 

intacellulaires 
Amplification 

(n=2) 
ND 

SKF-96365 (100 µM) 
T= 10 min 

SOCs, Stocks 

intracellulaires 
Amplification 

(n=2) 
ND 

KB-R7943 (25 µM) 

T= 30 min 
NCX 

H;9!14 22 0 
(n=1) 

ND 
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?4 22 0!1 !?HL@! 90!;&99$!$:5$B=!.;'!3 !B37-F&;% !de PLA2 par ACA et BEL. Le blocquage des SOCs 

par le Gd3+ 1$/$:& ! ;&99$! 34 22 0 1 ! 3;! ?HL)!C:! ' <;:-5 ! 34;-0$<;0$7:!1 !F& 3F& 9!H?,!.7&'';$0!

$:0 '< :$'! 1;:9! 34;-0$<$0=! 1 ! - 00 ! 07>$: , car bien que le D609 :4;! ;&-&:!  22 0@! le U-73122 

amplifie le signal calcique. Ces résultats doivent être complétés, car le travail présenté ici a été 

réalisé à une concentration de 0,25 nM de chaque sous-unité pour obtenir une réponse calcique 

14;/.3$0&1 !=F&$<;3 :0 !S!- 33 !.'7<7F&= !.;'![@R!:I!1 !-5;F& !97&9-unité de HlgC/HlgB. En 

 22 0@!3 !/71 !14;-0$7:!1 !3;!?HL!.7&'';$0!;&99$!<;'$ '! :!27:-0$7:!1 !3;!-7:- :0';0$7:!1 !?&X#-PV 

.'=9 :0 ! 1;:9! 3 ! /$3$ &!  >.='$/ :0;3)! _$:9$@! 34$7:7/6-$: ! F&$! $:5$B ! -7/.380 / :0! 3;!

signalisation calcique de LukS-PV/LukF-HL!S![@^R!:IV[@^R!:I!:4;!aucun effet sur celle de LukS-

PV/LukF-PV à 0,1 nM/1 nM (Figure III.8). 

 

Figure III. 8 : C22 0!1 !34$7:7/6-$: !9&'!3;!9$%:;3$9;0$7:!1 !3;!?HL  

La préincubation des cellules en présence d4$7:7/6-$: ! "T! WI+! $:5$B ! 34 22 0! 1 ! 3;! LPV à 0,25 nM de 
chaque sous-unité (A) (n=4), alors qu !-4 90!9;:9!effet sur la signalisation de la LPV à 0,1 nM de LukS-PV et 
1 nM de LukF-PV (B) (n=2))! ? 9! 0';-=9! -7'' 9.7:1 :0! S! 34;&%/ :0;0$7:! 1 ! 3;! K,;2+]i due à la LPV en 
;B9 :- !"B3 &+! 0! :!.'=9 :- !"'7&% +!1 !34$7:7/6-$: )  
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EFFETS CELLULAIRES DE HLGC/HLGB ET DE LA LPV  

Suite à la fixation de ces leucotoxines à la membrane plasmique des hPMNs et suite à 

34;&%/ :0;0$7:!1 ! 3;! [Ca2+]i qui se fait pendant les 10 premières minutes, la morphologie des 

cellules change en fonction du temps. La taille des cellules augmente et la complexité 

intracellulaire diminue en présence de Ca2+ extracellulaire (Figure III.9).  

 

Figure III. 9 : A70!.3709!1 9!5HIJ9!97&9!34 22 0!1 !P3%,VP3%D! 0!3;!?HL!S!*[! 0!U[!/$: 

En cytométrie en flux, les paramètres de FSC (tailles des cellules, en abscisse) et SSC (complexité interne 
des cellules, en ordonné) permet de visualiser la morphologie des cellules, et connaitre leur viabilité. 
Chaque point correspond à une cellule (n = 3.000). Les cellules en rouge 97:0!3 9!- 33&3 9!<$;B3 9!:4;6;:0!
.;9! $:-7'.7'=!1 !B'7/&' !14=051$&/! (BET)  0!17:0! 34=<73&0$7:! 90!9&$<$ !97&9! 34;-0$7:!1 9! 3 &-707>$: 9) 
Leur taille augmente tandis que leur granularité diminue. A T=0, les hPMNs forment une population 
homogène de cellules vivantes (rouge). A T=30 et 60 min, cette population, que ce soit dans le cas de 
HlgC/HlgB ou de la LPV, se divise en 2, dont une population de cellules mortes qui ont intégrées le BET 
(noir). Les cellules viables (rouge) ont alors  une morphologie différente, leur complexité intracellulaire a 
diminué et le nuage de points est plus bas dans le dot plot. 

 

La LPV permet la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires par les neutrophiles comme 

34$:0 '3 &X$: ! (?-8 et le leucotriène B4 (König et al., 1995; Werner et al., 2002) et les d-

hémolysines . &< :0! ;%$'!  :! 96: '%$ ! ;< -! ! 34hémolysine e e0! 34hémolysine f! .7&'! ;-0$< '!

34$:23;//;97/ !J?OH*! 0! 3;!-;9.;9 -1 dans les macrophages (Munoz-Planillo et al., 2009). De 

.3&9!3 !-5;:% / :0!1 !3;!-7/.3 >$0=!$:0';- 33&3;$' !1 9!5HIJ9!9&$0 !S!34;-0$7:!1 !P3%,VP3%D! 0!3;!
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LPV pourrait correspondre à une dégranulation. Pour cela, la sécrétion de 11 cytokines (IL-1b, 

IL-1ra, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17, IFN-d, MIP-1e, MIP-1f, TNF-e) 9&$0 ! S! 34;-0$7:! 1 9!

leucotoxines ;! =0=! ' -5 '-5= ! .;'! &:! 179;% !/&30$.3 > )! Q &3 ! 34(?-8 est sécrétée de manière 

1=0 -0;B3 ! 9&$0 ! S! 34 22 0! 1 ! P3%,VP3%D!  0! 3;! ?HL! "#$%&' ! ((()T[+)! (?T-ra est sécrétée par les 

hPMNs, mais de manière indépendante de ces leucotoxines.   

 

Figure III. 10 : Effets de 

HlgC/HlgB (CB) et la LPV (SF) sur 

3;! 9=-' 0$7:! 1 ! 34(?g!  0! 34(?T-ra 

par les hPMNs 

La s=-'=0$7:! 14(?-8 induite par 
HlgC/HlgB et la LPV est 
concentration dépendante (n=1). La 
<;'$;0$7:!1 ! 3;! 9=-'=0$7:!14(?-1ra en 
absence et en présence de ces deux 
3 &-707>$: 9!:4 90!.;9!9$%:$2$-;0$< )  
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IDENTIFICATION DES RESIDUS ESSENTIELS A LA FIXATION DE LUKS-PV A C5AR  

Pour la liaison de C5a à C5aR, un modèle de liaison à deux sites a été proposé, dans lequel les 

résidus basiques dans le noyau de C5a interagissent d'abord avec les résidus acides dans 

l'extrémité N-terminale de C5aR, suivie de l'interaction de l'extrémité C-terminale de C5a avec 

une poche de liaison formée par des résidus hydrophobes des domaines transmembranaires et 

des résidus chargés à la base des ECLs du récepteur. Cette deuxième interaction est essentielle 

pour l'activation du récepteur (Monk et al., 2007; Postma et al., 2005; Siciliano et al., 1994; 

Zhang et al., 1997). 

Spann et al. ont montré que LukS-PV interagit à la fois avec la région N-terminale de C5aR et la 

.;'0$ !- :0';3 ! 0!F& !- 00 !1 ':$8' ! 90!:=- 99;$' !S!34;-0$<$0=!1 !27'/;0$7:!1 !.7' !(Spaan et al., 

2013). Concernant LukS-PV, &: !90';0=%$ !14h!_3;:$: !Q-;::$:%!i!.;'!/&0;%=:89 !1$'$%= !a été 

utilisée, afin de délimiter un domaine structural responsable de la fixation de LukS-PV à C5aR. 

Cette technique vise à déterminer 3;! -7:0'$B&0$7:!14&:! '=9$1&!9.=-$2$F& !  :! 3 !/&0;:0)! ?4;-$1 !

;/$:=! 1 ! 9&B90$0&0$7:!  90! %=:=';3 / :0! 34_3;:$: @! 17:0! 3;! -5;$: ! 3;0=';3 !  90! &:! /=0563 !

relativement peu réactif et peu encombrant. Cette opération est répétée, afin de cribler des 

domaines entiers de la protéine. Les boucles du domaine Rim de LukS-PV ont été ciblées puisque 

-4 90!3 !17/;$: !F&$! :0' ! :!-7:0;-0!;< -!3 9!/ /B';: 9!1 9!- 33&3 9) Les acides aminés à muter 

ont été choisis suite à la comparaison de séquence de LukS-PV avec les autres protéines de 

classe S, et notamment HlgC qui entre en compétition au même site membranaire.  
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France, 2 Institut de Pharmacologie et Biologie Structurale (IPBS), Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS), Toulouse, France, 3Université de Toulouse,
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Abstract

Panton-Valentine leukocidin (PVL), a bicomponent staphylococcal leukotoxin, is involved in the poor prognosis of
necrotizing pneumonia. The present study aimed to elucidate the binding mechanism of PVL and in particular its cell-
binding domain. The class S component of PVL, LukS-PV, is known to ensure cell targeting and exhibits the highest affinity
for the neutrophil membrane (Kd,10

210 M) compared to the class F component of PVL, LukF-PV (Kd,1029 M). Alanine
scanning mutagenesis was used to identify the residues involved in LukS-PV binding to the neutrophil surface. Nineteen
single alanine mutations were performed in the rim domain previously described as implicated in cell membrane
interactions. Positions were chosen in order to replace polar or exposed charged residues and according to conservation
between leukotoxin class S components. Characterization studies enabled to identify a cluster of residues essential for LukS-
PV binding, localized on two loops of the rim domain. The mutations R73A, Y184A, T244A, H245A and Y250A led to
dramatically reduced binding affinities for both human leukocytes and undifferentiated U937 cells expressing the C5a
receptor. The three-dimensional structure of five of the mutants was determined using X-ray crystallography. Structure
analysis identified residues Y184 and Y250 as crucial in providing structural flexibility in the receptor-binding domain of
LukS-PV.
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Introduction

Staphylococcus aureus largely relies on the secretion of toxins and

other virulence factors such as superantigens and proteases for its

virulence, targeting various actors of innate immunity [1,2].

Staphylococcal leukotoxins, a subfamily of pore-forming toxins,

appear to simultaneously confer to S. aureus high virulence and

protection against the host’s immune system. With the exception

of a-hemolysin, which is homo-heptameric [3], leukotoxins are

bipartite toxins, formed by the non-covalent association of two

distinct proteins, a class S and a class F component of

approximately 31 and 34 kDa, respectively, into a likely octameric

species [4,5,6,7]. To date, 7 bipartite leukotoxins have been

identified in S. aureus: Panton-Valentine leukocidin [8], LukM/

LukF’-PV [9], two c-hemolysins [10,11], LukE/LukD [12] and a

variant thereof [13], and more recently, LukH/LukG [14] also

named LukAB [15]. S. intermedius has also been shown to express a

LukS-I/LukF-I leukotoxin, [16], while certain related genes can be

found in other Staphylococcus species.

Four of these leukotoxins are involved in human pathogenicity.

Panton-Valentine leukocidin (PVL) is associated with necrotizing

skin infections, such as boils [17,18], and plays an important role

in the poor prognosis of necrotizing pneumonia [19,20,21]. While

the two c-haemolysins HlgA/HlgB and HlgC/HlgB are not

associated with a specific disease, they are nonetheless expressed

by over 99% of S. aureus strains [22,23] and are thought to increase

the severity of the infection [24,25]. LukE/LukD has been

reported as a dermonecrotic toxin and involved in bullous

impetigo [26]. The toxic action of leukotoxins results from a

complex mechanism which has been described in the case of

HlgA/HlgB [7,27,28,29] and is characterized by: (i) binding of the

S class component on the target cell membrane, which requires

the presence of a specific receptor, (ii) recruitment of the F class

component, (iii) dimerization possibly accompanied by conforma-

tional rearrangement, (iv) formation of an octameric prepore, and

(v) pore formation across the membrane. During this process, both

class S and F proteins are faced with a dual environment: a

hydrophilic milieu, when secreted by the bacteria upon infection,

and a hydrophobic milieu, when forming the pore in the
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membrane. Independently of pore formation, leukotoxins are able

to rapidly activate cellular signalization [30,31], including an

increase in intracellular calcium concentration and chemokine

secretion [32].

At the molecular level, sequence identity varies from 55 to 79%

within a given class, when excluding LukH (LukA) or LukG

(LukB). When these proteins are included in the comparison,

sequence identities drop to about 30–34% [14]. Similarity across

classes remains below 30%. The three-dimensional structure of the

soluble forms of several leukotoxin components are known

[33,34,35,36] and display a similar fold, organized around a

central domain formed by two six-stranded antiparallel b-sheets
(Fig. 1). This so-called cap or core b-sandwich domain is the most

conserved region, and is the location where most protein-protein

interactions found in the pre-pore and pore occur. Two additional

structural domains are also found: the rim domain anchors the

protein to the membrane surface [7,37,38,39], while the stem

domain, closely apposed to the core b-sandwich in the soluble form,

contributes two b-strands to the pore b-barrel. Interestingly, the
rim domain is the least conserved domain, possibly resulting in

variable cell specificities, depending on the leukotoxin involved.

PVL displays a narrow cellular spectrum, restricted to human

and rabbit polymorphonuclear neutrophil leukocytes, PMNs,

monocytes, and macrophages [31]. The binding of LukS-PV has

been shown to be a prerequisite for LukF-PV binding and the

subsequent activation of PMNs. Native or recombinant LukS-PV

displays a Kd as low as 0.07 nM on neutrophils and 0.02 nM on

monocytes [31] which is the highest known affinity for leukotoxins.

Since the binding of LukS-PV to the membrane is a saturable

process, the necessary presence of a LukS-PV receptor on the cell

surface was thus proposed [31,40]. This was recently confirmed by

Spaan et al. who showed that the C5a receptor is required for the

binding of LukS-PV to human neutrophils [41]. This receptor is

also likely involved in the binding of HlgC, since both LukS-PV

and HlgC were shown to compete for a common receptor [31]. In

the case of LukE, receptors CCR5, CXCR1 and CXCR2 have

been identified as binding partners on the cell surface [42,43],

whereas LukH/LukG (LukA/LukB) binds to the CD11b subunit

of the integrin Mac-1 [44].

In order to identify the LukS-PV residues involved in binding to

the C5a receptor at the cell surface, an alanine scanning site-

directed mutagenesis strategy was adopted. Indeed, mutation into

alanine is considered to allow good conservation of molecular

structures, whereas the removal of polar or charged residues often

alters the interacting capacity of proteins. Charged or polar

residues from the rim domain or residues that are conserved in

LukS-PV and HlgC, but not in S component of other leukotoxins,

were more specifically targeted. Nineteen residues were selected

and investigated for their ability to bind to neutrophils as well as

activate the latter and form a functional pore. Five of the most

impaired mutants were crystallized and their three-dimensional

structure determined.

Results

Selection of mutated positions
LukS-PV and HlgC were previously shown to display similar

cellular spectra and to compete for a common membrane site

when binding to cells [31]. Moreover, the rim domain was shown

to likely interact with the cell membrane within the pore [7,45].

Therefore, the sequences of the rim domains of class S components

were compared, in order to identify conserved positions in LukS-

PV and HlgC, but not in other class S proteins (Fig. 1A). The rim

domain encompasses three stretches of residues: S56–F76, A160–

S204 and M234–R263, with the least conserved regions being

Y60–R73, F163–E197 and T240–V261, corresponding to loops in

the LukS-PV structure (Fig. 1B, C). Positions corresponding to

polar or charged residues, with their side-chain oriented towards

the exterior of the protein (as depicted on the structure of wild-type

LukS-PV (PDBID 1T5R), Fig. 1C), were thus selected for

mutation as these residues are more likely to be involved in

interactions either with the target cell membrane or with a

receptor at the cell surface.

Production, purification and characterization of LukS-PV
mutants
With the exception of the D195A and R241A mutants, all

proteins were produced and purified to homogeneity, as assessed

by Coomassie-blue stained SDS-PAGE. For the D195A and

R241A mutants, production yields were too low to allow for

purification, likely due to mutation-induced aggregation of the

fusion protein.

Binding capacities of LukS-PV mutants
Binding capacities of wild-type or mutant LukS-PV to hPMNs

were evaluated by competition experiments with a functional

fluorescein-labeled LukS-PV G10C mutant (LukS-PV*). The Kd of

LukS-PV* for hPMNs was measured at 0.06660.005 nM using

flow cytometry (Fig. 2A), which is in good agreement with

previously published data [31]. The concentration of wild-type or

LukS-PV mutants required for 50% inhibition of labeled

competitor binding (EC50) was calculated, allowing to derive Ki
values (Fig. 2B and Table 1).

Among the 17 tested mutations, twelve did not significantly alter

LukS-binding to hPMNs, with the corresponding proteins

displaying a binding capacity only affected by a factor smaller

than 25-fold. The mutants exhibiting significantly decreased

binding abilities with respect to wild-type LukS-PV were: R73A,

Y184A, T244A, H245A, and Y250A, with Ki values ranging from

1.8 to 6.2 nM, i.e. a 69- to 238-fold increase compared to the Ki
value of wild-type LukS-PV. No single mutation was found to

completely prevent binding of LukS-PV (Table 1).

Undifferentiated U937 cells were mostly insensitive to the

binding of LukS-PV, for concentrations of LukS-PV* up to

500 nM, yielding a calculated Kd.20 mM. By contrast, U937 cells

expressing C5aR, the LukS-PV receptor, bound LukS-PV* with a

Kd of 0.32 nM, thus 5-fold higher than for hPMNs. Furthermore,

the five LukS-PV mutants R73A, Y184A, T244A, H245A and

Y250A were strongly affected in their binding to U937-C5aR with

calculated Ki ranging from 4 to 12 nM, compared to 1.12 nM for

wild-type LukS-PV, thus confirming comparable influences of

these mutations to those tested with hPMNs.

Ability of LukS-PV mutants to activate neutrophils
Activation of Fluo3-loaded hPMNs was evaluated by the ability

of LukS-PV mutants to induce variations in intracellular calcium

concentration [40,46]. A limiting concentration of wild-type LukS-

PV or mutants was used (0.02 nM) with an excess of LukF-PV

(10 nM). This concentration of LukF-PV was chosen as it is closed

to the reported Kd value for the binding of LukF-PV to LukS-PV

[47] Wild-type LukS-PV and mutants led to an almost immediate

increase in intracellular calcium concentration. Only four mutants,

R73A, Y184A, T244A and Y250A, displayed an increased lag-

time prior to calcium entry and a significantly reduced calcium

entry slope, i.e. less than 55% of the LukS-PV control (p,0.001,

one-way ANOVA) (Fig. 3 and Table 1). LukS-PV mutants Y181A,

K182A, Y246A and N248A also had a significantly decreased

Leukocidin S Component Essential Binding Residues
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Figure 1. Positions selected for mutations in LukS-PV. A. Sequence alignment of the three stretches of residues constituting the rim domain of
class S components of leukotoxins. Numbering corresponds to the mature LukS-PV protein. Red asterisks indicate positions selected for mutation.
Strictly conserved residues are indicated on a red background, while similar residues in group 1 (LukS-PV and HlgC) or in group 2 (all others) are

Leukocidin S Component Essential Binding Residues

PLOS ONE | www.plosone.org 3 March 2014 | Volume 9 | Issue 3 | e92094



calcium entry slope, from 65% to 75% of the control (p,0.05,

one-way ANOVA). LukS-PV Y191A was the only mutant to

display a significantly increased ability to activate neutrophils, with

a calcium entry slope of 135% of the control (p,0.01, one-way

ANOVA).

Pore-forming capacity of LukS-PV mutants
The pore-forming ability of the LukS-PV mutants was

investigated by the measurement of ethidium entry through the

pore using flow cytometry. All tested mutants formed pores, most

with a slightly decreased ability (Fig. 4 and Table 1). Four mutants,

R73A, Y184A, T244A and Y250A, had a significantly affected

pore-forming activity, with at least a 50% reduction in ethidium

bromide entry at 30 min. All other mutants had a pore forming

activity close to that observed with wild-type LukS-PV. Interest-

ingly, the LukS-PV Y191A mutant, which already exhibited

increased hPMN activation, also displayed a slightly increased

pore-forming capacity (111%) compared to LukS-PV.

Structure determination of LukS-PV mutants
Six of the seventeen studied mutants were subjected to

structural analysis: Y184A, T244A, H245A, Y246A, N248A,

and Y250A. Crystals were obtained for all of the above but those

obtained for the H245A LukS-PV mutant diffracted very poorly

and were systematically split; therefore, the structure of this

mutant could not be solved.

The T244A, Y246A and N248A mutated proteins crystallized

in identical conditions (50% PEG 200, 0.1 M MES-NaOH,

pH 7.50). The corresponding crystals belonged to the P43212
space group, with similar cell parameters (a = b,94 Å and

c,308 Å) and 4 molecules per asymmetric unit. These crystals

diffracted X-rays at medium resolution (2.50 to 2.80 Å). Crystals

indicated with red letters. The secondary structure of LukS-PV is indicated above the alignment, colored according to the corresponding structural
domain: b-sandwich (cyan) and rim (purple). GenBank accession numbers are LukS-PV: CAA51251.1, HlgC: AAA26638.1, HlgA: AAA26637.1, LukE:
CAA73667.1, LukE-V: BAB47174.1, LukS-I: CAA55782.1, LukM: BAA97866.1. B. Schematic representation of the three dimensional structure of LukS-PV
[35], PDB entry 1T5R, highlighting the three structural domains: b-sandwich (cyan), stem (orange) and rim (purple). C. Stereo view of the Ca trace of
wild-type LukS-PV. Residues selected for mutations are displayed as sticks and labeled.
doi:10.1371/journal.pone.0092094.g001

Figure 2. Binding properties of LukS-PV* and LukS-PVmutants to hPMNs and U937-C5aR cells. A. Flow cytometry measurement of LukS-
PV* and fluorescein-labeled LukS-PV G10C binding to human PMNs and U937-C5aR cells (n=3). B. Graphic representation of the Ki values obtained
for wild-type or mutant LukS-PV. The dotted line corresponds to the value of wild-type LukS-PV. Error bars represent the 95% confidence interval.
Statistical analysis: **: p,0.01, ***: p,0.001 (n=3).
doi:10.1371/journal.pone.0092094.g002
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Table 1. Binding properties as well as cellular and pore-forming activities of wild-type and LukS-PV mutants1.

Mutation Ki695% (pM) ± confidence interval

Relative affinity

to LukS-PV

Ca2+ entry slope

(% of max/s) ± SEM

Ethidium entry (30 min)

(% of control) ± SEM

LukS-PV 2661.1 - 1.460.05 100

(120623) -

T244A2 6,1906560 238 0.5060.093 2565.9

(11,00062,000) (92)

R73A2 5,08061,000 195 0.6660.065 41611

(12,00065,200) (100)

Y250A2 2,9706370 114 0.7760.17 46614

(5,7006680) (48)

Y184A2 1,8006110 69 0.3160.056 1164.3

(4,1006470) (34)

H245A2 1,8006260 69 1.160.059 8066.7

(4,2006900) (35)

R242A 619692 24 1.260.076 8364.3

F260A 427630 16 1.260.11 8862.2

Y246A 365647 14 1.060.098 8066.7

Y181A 155612 6 0.956 0.045 5465.2

N248A 7468.2 2.8 0.9360.078 7767.6

K182A 6865.2 2.6 1.060.062 7963.4

H257A 5664.5 2.2 1.360.12 9665.5

H173A 4561.3 1.7 1.260.073 7365.8

D190A 4462.6 1.7 1.360.04 9063

Q186A 4360.67 1.7 1.160.072 8064.4

Y191A 4162.9 1.6 1.960.16 11162.4

R263A 3861.3 1.5 1.460.068 9062.8

1Ki values, calcium entry slope and ethidium entry at 30 min were obtained for wild-type LukS-PV and all mutants with hPMNs. Ki values with U937-C5aR cells were
obtained for wild-type LukS-PV and for the most affected mutants (values given in parenthesis).
2Mutations causing a significant decrease in LukS-PV affinity for hPMNs (p,0.001, one-way ANOVA with Dunnett’s post test).
doi:10.1371/journal.pone.0092094.t001

Figure 3. Biological activity of LukS-PV and corresponding mutants: rise of cytoplasmic calcium concentration due to human
neutrophil activation. Values represent the calcium entry slope expressed in percent of maximum calcium fluorescence (after neutrophil lysis with
Triton X-100 0.05% v/v) per second. Statistical analysis: ns, non-significant; *, p,0.05; **, p,0.01; ***, p,0.001 (one-way ANOVA with Dunnett’s post
test, n= 6).
doi:10.1371/journal.pone.0092094.g003
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of the Y184A mutant were obtained at a lower pH 6.50, but the

conditions were otherwise identical. The latter belonged to the

P41212 space group with cell parameters a = 104.86 Å and

c= 106.87 Å, 1 molecule per asymmetric unit, and diffracted up

to 2.33 Å. The Y250A mutant crystallized in 5% PEG 6000,

0.1 M sodium citrate, pH 4.0. Crystals were orthorhombic, space

group P21212, with cell parameters a = 85.30 Å, b = 84.29 Å and

c= 38.09 Å and 1 molecule per asymmetric unit. Crystals

diffracted up to 1.55 Å. Since no crystal was isomorphous to the

crystals of wild-type LukS-PV [35], molecular replacement was

performed in all cases. This allowed the identification of a clear

and unique solution. Refinement statistics are provided in Table 2.

The overall three-dimensional structures of the mutants were

very similar to the wild-type structure. Indeed, all secondary

structure elements were preserved and local differences were only

observed in certain loops (Fig. 5A). The b-sandwich domain was the

most conserved, with r.m.s. deviations after superposition of

equivalent Ca atoms below 0.63 Å. The stem domain appeared

more flexible with r.m.s. deviations ranging from 0.21 Å to

2.21 Å.

In the case of the rim domain, wild-type LukS-PV and mutants

T244A, Y246A and N248A displayed only small differences, with

r.m.s. deviations comprised between 0.20 Å and 0.30 Å, whereas

the structure of the rim domain of the Y184A and Y250A mutants

were markedly different, with r.m.s. deviations of 1.10 Å and

1.28 Å, respectively, when compared to the wild-type LukS-PV

structure (Fig. 5). These differences were mostly concentrated in

the V169–Q186 and T244–N248 loops, with mutants Y184A and

Y250A being the most divergent. Of particular note, the rim region

was generally associated with weak electron density, and could not

be completely built in most structures, except in the case of the

Y250A mutant.

Discussion

Specific binding of LukS-PV to the surface of human

neutrophils has been shown to require the presence of a functional

C5a receptor [41], and occurs with an apparent affinity varying

between 0.06 to 6 nM depending on the protein purification tag

and the methodology used [31,40,41]. Non-specific binding to

cellular or artificial membranes has also been shown to occur,

however only when using micromolar concentrations of LukS-PV

[48]. All of the experiments described in the present study were

performed at nanomolar concentrations of wild-type or mutant

LukS-PV, ensuring that only specific binding to the surface of

neutrophils, i.e. to the C5a receptor, could occur. This was

confirmed through the use of undifferentiated U937 cells that do

not naturally express C5aR and do not significantly bind LukS-

PV* even at protein concentrations up to 500 nM, whereas this

binding was observed with a Kd of 320 pM with U937 cells

expressing human C5aR.

Among the seventeen LukS-PV mutants investigated, eight

mutants (H173A, Q186A, D190A, Y191A, R242A, H257A,

F260A and R263A) displayed only marginally altered biological

properties. Five mutants (Y181A, K182A, H245A, Y246A and

N248A) were partially affected. Four LukS-PV mutants (R73A,

Y184A, T244A, and Y250) displayed significant alterations for all

measured parameters, i.e. at least 50-fold decrease in affinity for

hPMN membranes, 2-fold decrease in the slope of Ca2+ influx and

2- to 10-fold reduction in pore-forming capacity. The most

dramatically reduced affinity of the LukS-PV mutants for the

hPMN membrane led to a reduced amount of bound leukotoxin,

which resulted in a decreased number of both activated hPMNs

and functional pores. However, none of the studied mutants was

completely inactive. Indeed, the Ki of wild-type LukS-PV was

0.03 nM and even mutants displaying a 200-fold degradation in

binding still displayed a Ki of about 10 nM, resulting in a

dramatically reduced but still recordable biological activity.

Comparable variations of Ki were observed when LukS-PV

mutants were tested for binding to recombinant undifferentiated

U937-C5aR (Figure 2). The absence of measurable binding to

undifferentiated U937 cells indicates that the presence of the C5a

receptor is required for the initial binding of LukS-PV and for

subsequent events of toxin formation.

The rim domain is known to be responsible for the interaction of

leukotoxins with target cell membranes while the structure of the

c-hemolysin pore [7] indicates that the loops extending at the

bottom of the rim domain are likely involved in this interaction. In

LukS-PV, this area would correspond to residues 181–186 and

241–251. Three of the four most sensitive residues (Y184, T244

and Y250) are found in this region, at close distance from each

Figure 4. Pore-forming activity of LukS-PV and corresponding mutants. Flow cytometry analysis of ethidium entry in neutrophils 30 min
after addition of LukS-PV (wild type or mutant, 0.02 nM) in combination with an excess of LukF-PV (10 nM). Neutrophils were incubated with 4 mM
ethidium bromide prior to toxin addition. Values of ethidium entry are expressed as percent of the control (wild type LukS-PV) activity. Statistical
analysis: ns, non-significant; *, p,0.05; **, p,0.01; ***, p,0.001 (one-way ANOVA with Dunnett’s post test, n=3).
doi:10.1371/journal.pone.0092094.g004

Leukocidin S Component Essential Binding Residues

PLOS ONE | www.plosone.org 6 March 2014 | Volume 9 | Issue 3 | e92094



other (Fig. 1C). Residue R73, the fourth most affected residue, is

located close to the b-sandwich domain (Fig. 1C). In close

proximity to residues Y184, T244 and Y250, residues R242, H245

and Y246 also induced altered biological activities when mutated

to alanine, albeit to a somewhat lesser extent. Binding affinities of

LukS-PV Y184, T244 and Y250 mutants underwent a 14- to 61-

fold decrease with respect to the value obtained for the wild-type

protein. These results hence identify the bottom loop 240–250 as

well as residue Y184 as being crucial for LukS-PV binding to the

target cell membrane. Residues Y184, T244, Y250, R242, H245,

and Y246 are located on poorly conserved regions among

leukotoxins, except between LukS-PV and HlgC. Residues R73,

H245, Y246 and N248 are specific to the two proteins, whereas

Y184 of LukS-PV is replaced by a histidine residue in HlgC

(Figure 1A). In these two proteins, a four-residue insertion is found

in the loop T240–Y250 compared to other class S components.

This loop has furthermore been shown to be essential for c-
hemolysin activity [49] which has a different cell-target spectrum,

although its direct role in LukS-PV and HlgC activity has never

been demonstrated until now. Indeed, our study provides clear

evidence that the corresponding segment in LukS-PV is crucial for

its binding to the C5a receptor. In this region, the only differences

in sequence between Luks-PV and HlgC are located at positions

240 (Thr in LukS-PV and Ile in HlgC), 241 (Arg in LukS-PV and

Lys in HlgC) and 243 (Thr in LukS-PV and Ser in HlgC). This

T240-T243 stretch is strictly conserved among 40 known variants

of LukS-PV. Such differences between LukS-PV, HlgC and other

class S components may contribute to differences in their target

cell spectrum as well as the binding capacities of PVL and HlgC/

HlgB.

The three dimensional structures of five of the seventeen

investigated LukS-PV mutants were obtained: Y184A, T244A,

Y246A, N248A, and Y250A. This provided a unique opportunity

to correlate their altered biological behavior to structural

properties. In order to sample all possible conformations of

LukS-PV, all structures, including the multiple structures resulting

from non-crystallographic symmetry, were superimposed onto the

A-chain of the wild-type LukS-PV structure (PDB entry 1T5R).

With the 13 structures provided by this study, and since there are 8

molecules in the asymmetric unit of the wild-type crystals, 21

structures could be compared (Fig. 5A). The comparison clearly

enabled to identify regions with the highest structural flexibility:

the stem region and the three loops of the rim domain. In the

structure of the soluble form of both S and F leukotoxin

components, the stem region is comprised of a 3-stranded

antiparallel b-sheet and a connecting loop (residues P121–F129

Table 2. Crystallographic data and refinement statistics of the LukS-PV mutants1.

Y184A T244A Y246A N248A Y250A

Crystallization condition

40% PEG 200 NaMES

0.1 M pH 6.50

40% PEG 200 NaMES

0.1 M pH 7.50

40% PEG 200 NaMES

0.1 M pH 7.50

40% PEG 200 NaMES

0.1 M pH 7.50

5% PEG 6000 NaCitrate

0.1 M pH 4.00

Data collection and processing

Beamline ID29 ID23-EH2 ID14-EH1 ID23-EH2 ID14-EH4

Spacegroup P41212 P43212 P43212 P43212 P21212

Cell parameters (Å) a = 104.87 c = 106.89 a = 94.47 c = 310.31 a = 94.19 c = 306.44 a = 93.99 c = 309.39 a = 85.30 b = 89.29 c = 38.09

Resolution limits (Å) 47.60–2.20 (2.30–2.20) 46.70–2.75 (2.80–2.75) 47.05–2.50 (2.64–2.50) 46.99–2.80 (2.90–2.80) 30.84–1.55 (1.60–1.55)

Nb. of observations 222,233 (27,688) 231,080 (4,712) 213,925 (28,588) 291,382 (8,514) 299,073 (22,054)

Nb. of unique reflection 30,803 (3,759) 36,657 (1,606) 46,924 (6,622) 34,936 (3,263) 43,049 (3,855)

Multiplicity 7.2 (7.4) 6.3 (2.9) 4.6 (4.3) 8.3 (2.6) 6.9 (3.6)

Completeness 99.8 (99.7) 97.3 (83.0) 96.9 (95.7) 99.1 (94.6) 99.7 (99.9)

Rsym 0.070 (0.915) 0.110 (0.834) 0.149 (0.827) 0.122 (0.649) 0.067 (0.753)

I/s 16.2 (2.7) 15.1 (2.0) 10.0 (1.8) 16.0 (1.9) 18.8 (3.2)

Refinement

Resolution limits (Å) 47.60–2.20 46.70–2.75 47.05–2.50 46.99–2.80 30.84–1.55

Nb. of reflections 30,803 36,656 46,908 34,936 43,037

Rfactor 0.210 0.198 0.185 0.224 0.167

Rfree 0.218 0.246 0.228 0.245 0.189

Nb. of molecules/A.U. 1 4 4 4 1

Nb. of atoms

Protein 2,171 8,804 8,761 8,719 2,242

Water 106 319 473 96 297

Others 12 none none none 30

R.m.s. deviations

Bond lengths (Å) 0.010 0.010 0.010 0.008 0.009

Bond angles (u) 1.12 1.21 1.17 1.09 1.06

Peptide v angles (u) 4.14 3.34 3.69 2.79 4.37

PDB ID 4IYT 4IYC 4J0O 4IZL 4IYA

1Numbers in parentheses report statistics for the highest resolution shell.
doi:10.1371/journal.pone.0092094.t002
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in LukS-PV), closely apposed against the b-sandwich domain. Our

comparison of all available structures of the LukS-PV proteins

indicates that this connecting loop is highly flexible. In all

structures, except for the Y250A mutant, electron density was very

weak in this region and the loop could not be built completely.

This structural flexibility is not surprising since the stem region has

to undergo major structural rearrangement when it deploys into

the membrane and contributes two b-strands to the b-barrel pore.

The rim domain is built from three stretches of residues: S56–

P75, A160–H203, and N233–H257 [35]. Both S56–P75 and

N233–H257 segments are comprised of b-strands that extend

from/into the b-sandwich domain. They form a 4-stranded b-sheet

onto which residues A160–H203 are apposed. This latter stretch

of residues includes a small 2-stranded b-sheet (N161–T165 and

G168–G172) and a long loop (H173–H203) that includes three

short helical segments (P188–Y191, D195–E197, and P200–

H203). The conformation of this loop is stabilized by several intra-

loop hydrogen bonds, whereas only a few interactions with the

other regions of the rim domain were found (Fig. 5B). In most

structures of LukS-PV, the rim domain conformation is well

conserved, with the exception of the R241–A250 loop where

certain local variations were observed (Fig. 5A). Other significant

variations in the conformation of the rim domain were only found

in the structure of the Y184A mutant, where residues V179–Q186

were affected (Fig. 5C), as well as in the conformation of the

Y250A mutant, where two loops (V179–Q186 and R241–A250)

showed structural variations (Fig. 5D). For both Y184A and

Y250A mutants, crystallization was achieved in different condi-

tions than those for wild-type LukS-PV and the other mutants,

resulting in a different crystal packing. This alone suggests that the

structures of mutants Y184A and Y250A differ from the others,

preventing crystallization in similar conditions. As the result of the

Y184A mutation, the hydrogen bond found in the wild-type LukS-

PV structure between Y184OH and S249OG was lost, and the

loop was reorganized with a displacement of 6.0 Å for the CA

atom at position 184 (Fig. 5C). In the Y250A mutant structure, the

removal of the tyrosine side chain allowed the displacement of the

N248 side chain, which in turn drove the reorganization of

residues R241–Y250. Space was therefore provided for the

displacement of the V179–Q186 loop, which adopted a confor-

mation close to that observed in the case of the Y184A mutant

(Fig. 5D).

The structural variations observed in this study suggest that the

rim domain of LukS-PV may have the ability to easily adapt its

conformation in order to bind to the C5a receptor present in the

target cell membrane. Our results show that the rim domain of

LukS-PV likely displays the required plasticity for these events,

and that tyrosine residues 184 and 250 may be of paramount

importance in this process, since the corresponding mutants are

among the most affected. Moreover, the functional studies

performed herein indicate that loop 240–250 is crucial for the

binding of LukS-PV to C5aR. Indeed, three of the five most

sensitive residues identified (T244, H245 and Y250) are located in

this loop and form a surface that could represent the principal

binding site for the receptor (Figure 6). The fourth most affected

residue, Y184, also interacts with this loop. To date, no natural

mutation of LukS-PV has been reported that would affect its

specific binding to the membrane receptor. Recent results

obtained with LukE have identified regions Q180–A193 and

L234–R268 as essential for LukE/LukD cytotoxicity, but only

region Q180–A193 as being required for binding to CXCR1 and

CXCR2 [43], whereas in the case of LukH (LukA), residue 323

was found to be crucial for binding to CD11b [50] This suggests

that the mechanism of receptor recognition may not be unique

among all leukotoxins. Moreover, binding of the S component of

leukotoxins to its cognate receptor is not sufficient in itself to result

in pore formation, which requires the recruitment of the F

component and the formation of the adequate hetero-oligomer in

order to form the prepore and, eventually, the pore. All of these

steps, which potentially require specific and major interactions of

LukS-PV with the extracellular region of C5aR, remain to be

characterized at the molecular level. Such data along with a better

understanding of these critical steps involved in LukS-PV binding

are of crucial importance for pharmacological purposes.

Experimental Procedures

Bacterial strains and vectors
Escherichia coli XL1 Blue cells [recA1 endA1 gyrA96 thi1 hsdR17

supE44 relA1 lac (F9 proAB lacIqZDM15 Tn10 (tetr))] (Stratagene,

Agilent Technologies, Massy, France) were used as recipient cells

for transformation with recombinant pGEX-6P-1,Panton-Val-

entine leukocidin genes (Genbank:X72700) (GE Healthcare Life

Science, France, [5]). E. coli BL21 [F2, ompT, hsdS (rB2, mB2), gal]

was used for over-expression of the glutathione-S-transferase

(GST),leukotoxin fusion genes, according to the manufacturer’s

instructions (GE-Healthcare).

Alanine scanning site-directed mutagenesis
LukS-PV mutants were constructed by means of the Quick-

Change mutagenesis protocol (Stratagene) using Phusion Hot

Start DNA polymerase (Finnzyme, Espoo, Finland) and dedicated

oligonucleotides as previously described [5]. All mutated genes

were verified by DNA sequencing.

Expression and purification of leukotoxins
Wild-type and mutant leukotoxins were expressed and purified

as previously described [30]. Briefly, recombinant BL21 E. coli cells

were grown in 26TY medium (bacto-tryptone 17 g/l, bacto-yeast

extract 10 g/l, NaCl 5 g/l), and protein expression was induced

with 0.2 mM IPTG. GST-fusion proteins were purified by affinity

chromatography on glutathione-Sepharose 4B (GE Healthcare),

followed by a SP-sepharose cation-exchange run on a Fast Protein

Liquid Chromatography AKTAPurifyer, after removal of the

glutathione S-transferase tag with PreScission protease (GE

Healthcare). The identity and purity of proteins were confirmed

by radial gel immunoprecipitation against native antigens (0.6%

(w/v) agarose in phosphate buffered saline) and 10–15% (w/v)

SDS-PAGE. Proteins were stored at 280uC.

Figure 5. Structural variations of LukS-PV upon mutations in the rim domain. A. Superposition of the Ca trace of all available structures of
LukS-PV proteins, wild-type or mutants. The Y184A mutant structure is represented in green and the Y250A mutant structure in blue. For the other
structures, the three structural domains are highlighted: b-sandwich (cyan), stem (orange) and rim (purple). B. Close-up stereo view of the rim domain
of the LukS-PV wild-type structure, shown as stick (thin for main-chain and thick for side-chains). Residues labeled in red correspond to the most
sensitive position as identified in this work. C. Stereo view of portion of the rim domain of wild-type LukS-PV (purple) and of the Y184A mutant
structure (green). D. Stereo view of portion of the rim domain of wild-type LukS-PV (purple) and of the Y250A mutant structure (blue). Panels B to D,
hydrogen bonds are represented as grey dots, the orientation of the image is the same as in A. Panels C and D, mutated positions are labeled in italic.
doi:10.1371/journal.pone.0092094.g005
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hPMN purification and activation
Blood samples of anonymous healthy volunteer donors were

purchased at the ‘‘Etablissement Français du Sang, Strasbourg,

France’’ in accordance with convention nuSG-CLI-003. Human

polymorphonuclear neutrophil leukocytes (neutrophils) were puri-

fied from buffy coats as previously described [47], and suspended

at 56105 cells/ml (unless specified otherwise) in 10 mM HEPES,

140 mM NaCl, 5 mM KCl, 10 mM glucose, 0.1 mM EGTA

pH 7.3. Human PMN activation was monitored by following the

variation in intracellular free Ca2+. Calcium changes were

determined by recording the variations in emitted fluorescence

of Fluo3-loaded neutrophils as previously described [31]. Briefly,

neutrophils were incubated with 2 mM Fluo3-AMH (Molecular

Probes, Eugene, USA) for 45 min at room temperature, then

washed and resuspended twice in HEPES buffer. Five minutes

prior to toxin addition, 1.1 mM CaCl2 was added to hPMN

suspensions (66106 cells/ml). Variations in fluorescence intensity

of Fluo3 were recorded with a spectrofluorometer (Deltascan, PTI,

USA) at lEx=488 nm and lEm=530 nm.

Undifferentiated U937 and U937-C5aR cell cultures
Undifferentiated U937 and U937-C5aR cells, which respec-

tively do not express or stably express the C5aR receptor [51],

were a generous gift from Pr. J.A. van Strijp (Utrecht University,

The Netherlands). Cells were cultured as 50 ml suspension at

37uC under a 5% CO2 atmosphere in 250 ml flasks in RPMI-

1640 medium supplemented with 10% (v/v) of decomplemented

fetal calf serum (Life Technologies, Carlsbad, USA) and 0.1% (w/

v) of both penicillin and streptomycin (InVitrogen, Paisley, UK).

Pore formation measurements
Pore formation was revealed by the penetration of ethidium into

cells [52]. Neutrophils (56105 cells/ml) were pre-incubated for

10 min with 4 mM ethidium bromide. Measurements were

initiated directly after the simultaneous addition of 0.1 nM of

the S component and 10 nM of LukF-PV. Ethidium fluorescence

of 36103 hPMNs was measured using a FacSort flow cytometer

(Becton-Dickinson, Le Pont de Claix, France) equipped with a 15-

mW, 488-nm, argon-ion laser. Data were acquired using

CellQuest Pro software (Becton-Dickinson). Ethidium fluorescence

of hPMNs after a 30-min incubation with PVL was calculated and

normalized with respect to the wild-type LukS-PV control. The

results for 3 different donors were averaged and expressed as

percentages of fluorescence values recorded with dead cells.

Baseline values were obtained for each series of data from a

control without addition of toxin, and were systematically

subtracted from the results of other assays.

Leukotoxin binding assays
Kd determination. The dissociation constants, Kd, were

determined using a binding saturation experiment with increasing

concentrations of fluorescein-labeled LukS-PV* (0.01 nM to

10 nM for hPMNs; 0.1 nM to 500 nM for U937 cells), as

previously described [31]. The amount of labeled protein bound to

the cell surface was measured by flow cytometry as cell

fluorescence at lEm=530 nm and expressed as the percentage

of maximum fluorescence obtained at the highest concentration of

LukS-PV*. Experimental data were fitted using GraphPad Prism

version 5.04 for Windows (GraphPad Software, San Diego, USA).

Kd values were calculated by a non-linear regression using the

‘‘One site - Specific binding’’ equation.

Ki determination. Fluorescein-labeled LukS-PV* (1 nM)

was displaced by increasing concentrations of various non-labeled

LukS-PV or mutants (0.03 nM to 500 nM). The amount of LukS-

PV* bound to the cell surface was measured by flow cytometry as

the amount of cell fluorescence at lEm=530 nm. Fifty percent

effective concentrations (EC50) were calculated by GraphPad

Prism using the non-linear regression ‘‘one site binding’’ equation.

The equation of Cheng and Prusoff [53] was used to calculate the

inhibition constant, Ki, from the EC50 value (parameters: Kd LukS-

PV*=0.066 nM; [LukS-PV*] = 1 nM).

Figure 6. Molecular surface of the rim domain of LukS-PV. Residues identified in this study as important for the binding of LukS-PV on the C5a
receptor (Ki increased more than 50 fold upon mutation to Ala) are depicted in red. Mutated residues affecting binding to a lesser extent (i.e. increase
in Ki by a factor between 5 and 50) are depicted in pink whereas residues for which no effect on binding was found upon mutation (increase in Ki less
than 3 fold) are depicted in blue (Table 1). Two orthogonal views around a vertical axis are presented, with the orientation on the left being the same
as in figure 5.
doi:10.1371/journal.pone.0092094.g006
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Protein crystallization and structure determination
Proteins were conditioned in 50 mM MES-NaOH buffer,

50 mM NaCl, pH 6.5 at approximately 10 mg/ml. Crystallization

trials were implemented using the sitting drop method and a

NanoDrop ExtY automated crystallization platform (Innovadyne)

at 285 K. Drops were generated by mixing 200 nL of protein

solution to the same volume of crystallization solution (Table 2).

Crystals were cryo-protected by brief immersion in the

crystallization solution supplemented with 20% (v/v) ethylene

glycol before being transferred into a gaseous nitrogen flux at

100 K. All data collections were performed at the European

Radiation Synchrotron Facility (ESRF, Grenoble, France). Data

processing was initially performed using autoPROC [54], and

optimized with XDS [55] and SCALA [56] (Table 2). All

subsequent operations were performed using the CCP4 program

suite [57].

Structures were solved using the molecular replacement

method, using Phaser 2.3 [58], with the structure of the wild-

type LukS-PV as starting model [35]. Refinement was performed

with Buster (GlobalPhasing, UK) and Coot softwares [59]

(Table 2).
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DISCUSSION 

CONCLUSION 

Les leucotoxines 7:0! ' j&! - ! :7/! .;'- ! F& ! 347:! ;! 37:%0 /.9! -7:9$1='=! F& ! 3 &'9! -$B3 9!

primaires sont les leucocytes, pourtant ces molécules peuvent aussi agir sur plusieurs autres 

cibles cellulaires. Les neurones en grain du cervelet représentent une des ces cibles où la LPV, 

 !"-#$%&'()(#)  *)+-hémolysine HlgA/HlgB paraissent plus faiblement actives que HlgC/HlgB, qui 

provoque une forte libération de Glutamate.  

Ces différences rendaient intéressant de comparer les effets de HlgC/HlgB à ceux de la LPV, 

considérée la plus active sur le type cellulaire le plus sensible. Notre étude a montré que malgré 

,(-).(--(/0 *'1(-2)1(-),(3%) (31$#$%&'(-2)'!$'#)4*-)(%*1#(/('#) ()/5/()/$,(),!*1#&$'6) 

7 ) *8*&#) 9#9)/$'#.9):3()  !*1#&$'),(-)  (31$#$%&'(-)1$//('1()4*.)  *) ;&%*#&$'),()  *) -$3--unité de 

classe S à la membrane plasmique des cellules cibles (Colin et al., 1994). Récemment, une 

*44.$1<()0*-9() -3.)  *)'(3#.* &-*#&$')4*.),(-)*'#&1$.4-) -491&;&:3(-)*)4(./&-)  !&,('#&;&1*#&$'),()

C5aR, comme récepteur de LukS-PV (Spaan et al., 2013). De plus, HlgC entre en compétition avec 

LukS-PV sur le même site de fixation (Gauduchon et al., 2001), ce qui fait de C5aR un récepteur 

4$#('#&( ),()= >?)9>* (/('#6)@$#.()9#3,()4.9-('#9(),*'-) !*.#&1 ()'AB)'$3-)*)4(./&-),()8* &,(.)

cette hypothèse. En effet, HlgC et LukS-PV sont en compétition pour le même récepteur dans des 

cellules exprimant C5aR après transfection, mais aucune des deux ne fixe les cellules de la lignée 

U937 non transfectée. 

C!*44.$1<() ,() /3#*>('D-() ,&.&>9() -( $')  *) #(1<'&:3e ,!E) Alanine Scanning » a permis de 

montrer que les résidus R73, Y184, T244, H245 et Y250 de LukS-PV sont importants pour la 

fixation à son récepteur. Le résidu Y184 et la boucle T240-Y250, et plus particulièrement Y250, 

sont nécessaires à la plasticité du domaine Rim de LukS-PV lui permettant de changer de 

conformation lors de sa fixation à C5aR. C!&'#(.*1#&$') ,() C3FG-PV avec, à la fois, la région N-

terminale et la partie centrale de C5aR est nécessaire à son action (Spaan et al., 2013). 

?(4(',*'#2) !&'#(.*1#&$'),&.(1#()('#.()1(-).9-&,3-)1 9-),()C3FG-HI)(#) !3'()$3) !*3#.(),(-).9>&$'-)

N-#(./&'* () $3) 1('#.* () ,() ?J*K) '!*) 4*-) 9#9) ,9/$'#.9() ,&.(1#(/('#6) L() 4 3-2) ,!*3#.(-)

1$'-#&#3*'#-),() !('8&.$''(/('#) &4&,&:3(),()?J*K)4$3..*&('#)M$3(.)3').N (),*'-) !&'#(.*1#&$'),()

la sous-3'&#9),()1 *--()G)(#)  ().91(4#(3.2)1$//(),*'-)  ()1*-),()  !"-toxine (Valeva et al., 2006). 

C!&'#(.*1#&$')('#.()= >?)(#)?J*K)'!*)4*-)9#9)*'* O-9()(#) (-).9-&,3-)1 9-),()= >?)4(./(##*'#)1(##()

&'#(.*1#&$') '!$'#) 4*-) 9#9) &,('#&;&9-6) P*&-2)  (-) (%49.&('1(-) ;*&#(-) (') 4.9-('1() ,() Q-54011, un 
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*'#*>$'&-#() -491&;&:3() ,()  !*1#&$') ,() ?J*) -3.) ?J*K2) -3>>D.('#) ;$.#(/('#) :3()  !&'#(.*1#&$') ,()

LukS-PV et de HlgC avec C5aR ne se fait pas de la même manière. Il ne nous est pas possible au 

-#*,() *1#3( ) ,!('8&-*>(.)  *) 1$'-9:3('1() ,!3'() ;&%*#&$') 1$/49#&#&8(, mais différente au même 

récepteu.6)L*'-)'$-)(%49.&('1(-)'$3-)'!*8$'-)4*-)/(-3.9)3'()*1#&8*#&$'),()?J*K)4*.) !3'()$3)

 !*3#.(),(-)-$3--unités (HlgC ou LukS-PV) bien que cette possibilité ait été proposée par Colin et 

Monteil dès 2003 (Colin and Monteil, 2003). Pour aboutir aux effets définis ici la présence de la 

sous-unité de classe F est nécessaire. Un récepteur membranaire pour LukF-PV a été décrit par 

Meyer et al., qui ont proposé que LukF-PV pouvait se fixer à la fois à son récepteur et au 

complexe LukS-PV-récepteur (C5aR) (Meyer et al., 2009). Ceci pourrait expliquer la différence 

,()  !(;;(#) ,()  *) CHI) (') ;$'1#&$') ,()  *) 1$'1('#.*#&$') ,() C3FR-PV, qui pourrait déclencher une 

signalisation à travers C5aR, le récepteur de LukS-PV, ou à partir du récepteur de LukF-PV. 

Enfin, bien que HlgC se fixe sur C5aR, cette leucotoxine cible un spectre cellulaire plus large que 

LukS-HI2) -3>>9.*'#) -$&#)  *) 4.9-('1() ,!3') *3#.() .91(4#(3.) 4.$#9&:3() -$&#)  *) 4.9-('1() ,!3')

environnement lipidique permettant sa fixation en absence de C5aR. 

La deuxième étape est la fixation de la sous-unité ,()1 *--()R):3&)8*)4(./(##.()  !*1#&8*#&$'),(-)

changements en Ca2+ libre intracellulaire et la formation du pré-4$.()$1#*/9.&:3(6)C!*--$1&*#&$')

,()'!&/4$.#():3(  ()sous-unité S avec une sous-unité F peut former une leucotoxine active avec 

des affinités plus ou moins élevées. En échangeant les sous-unités de classe F de HlgC/HlgB et la 

LPV, nous avons pu démontrer que la présence de la sous-3'&#9) R) (-#) 1.31&* () S)  !*1#&$') ,(-)

leucotoxines puisque les voies intracellulaires activées suite à leur association sont définies par 

la sous-3'&#9),()1 *--()R2),$'#) ().N ()9#*&#)M3-:3!S)4.9-('#)/* )(-#&/96) 

Dans un troisième temps et dans des conditions physiologiques, HlgC/HlgB et la LPV semblent 

être internalisées, et cela va permettre une augmentation de la [Ca2+]i. Cependant le mécanisme 

,!&'#(.'* &-*#&$') (-#) ('1$.() &'1$''32) (#) '$#.() *##('#&$') (-#) *##&.9() 4*.)  (-) ,&;;9.('1(-) :3&) -()

manifestent rapidement entre les deux leucotoxines et qui suggère un adressage différent de 

celles-ci.  

Bien que C5aR soit considéré comme le récepteur majeur de la LPV et :3!& )-$&t le récepteur le 

plus fréquent à la membrane des neutrophiles, le récepteur C5L2 a également été décrit comme 

récepteur de LukS-PV (Spaan et al., 2013). Le rôle de C5L2 est toujours énigmatique et 

controversé. Il '!&',3&#)*313ne signalisation calcique suite à la liaison de C5a. Cependant, Hsu et 

al. ont montré qu!3'() interaction entre C5L2 et C5aR est nécessaire pour une internalisation 

optimale de C5aR suite à la fixation de C5a et l'activation des ERKs (Hsu et al., 2014). La 
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possibilité que C5L2 intervienne ,*'-) !&'#(.'* &-*#&$'),(-) (31$#$%&'(-)'!*)4*-)9#9)recherchée, 

/*&-)-(.*&#)4&-#(),!&'8(-#&>*#&$' une intéressante. 

?$//()'$3-)*8$'-)43) ()89.&;&(.2) !augmentation de la [Ca2+]i, ne suit pas le même schéma que 

1(  ()&',3&#()4*.)?J*)$3) ();PCH2) !*3#.()4(4tide chimio-attractant analysé dont le récepteur est 

également un GPCR pourtant le récepteur des leucotoxines est bien le C5aR. Ces divergences 

rappellent la signalisation biaisée qui a été décrite pour plusieurs GPCR (Khoury et al., 2014), où 

,(-) *>$'&-#(-) ,!3') /5/() .91(4#(3.)  !*1#&8('#) ,!3'() /*'&D.() ,&;;9.('#(6) Et puisque les voies 

activées par les deux leucotoxines sont différentes, HlgC/HlgB et la LPV pourraient détourner 

C5aR différemment, *8(1) !*&,(),() *)-$3--unité de classe F. 

HlgC/HlgB, que ce soit sur les hPMNs ou les neurones en grain du cervelet de rat, permet la 

libération du Ca2+ des compartiments acides (endosomes-lysosomes) en impliquant 

probablement le NAADP (ou « Nicotinic Acid Adenine Dinucleotide Phosphate »), un messager 

intracellulaire produit par CD38 qui est une ADP-ribosyl cyclase. Cette libération locale de Ca2+ 

déclenche la libération des stocks réticulaires par un mécanisme de « Calcium Induced Calcium 

Released » (CICR). La diminution de la concentration du Ca2+ ,*'-)  () KT) 4(./(#) ,!*1#&8(.)  (-)

canaux CRACs déclenchant une entrée de Ca2+ (%#.*1(  3 *&.(6) T')(;;(#2)  !*1#&8*#&$'),(-) 1*'*3%)

CRACs fait intervenir deux partenaires : (1) les protéines « STromal Interaction Molecule 1 » 

(STIM1), initialement dispersées au niveau du RE, qui jouent le rôle de détecteurs de Ca2+ grâce à 

un domaine de fixation au Ca2+ dans leur partie N-terminale (Roos et al., 2005; Zhang et al., 

2005) et (2) les protéines « Calcium release-activated calcium channel protein 1 » (ORAI 1), 

présentes initialement au niveau de la membrane plasmique sous forme de dimères inactifs 

(Zhang et al., 2006). Suite à la libération des stocks réticulaires, des protéines STIM1 se 

multimérisent et se concentrent dans des régions de jonction entre le RE et la membrane 

plasmique où ils entrent en contact avec ORAI1 permettant leur activation suite à la formation 

de canaux tétramériques (Soboloff et al., 2012). La colocalisation de ces protéines a été observée 

par microscopie confocale en présence de HlgC/HlgB au niveau des neurones en grains du 

cervelet de rat. L'activation de  !ADP-ribosylcyclase CD38, /$'#.9() -3.) 1(-) '(3.$'(-) '!*)

pourtant pas été montrée pour les hPMNs. La LPV, quant à elle, déclenche la libération du Ca2+ à 

partir de stocks neutres et p 3-) 4*.#&13 &D.(/('#) ,3) KT6) C!&'<&0&#(3.) ,(-) 1*'*3%) ?KU?-2) VP-

JWXWY2) '() /$,&;&() 4*-)  !&'#('-&#9) ,()  !(;;(#) ,()  *) CHI2) /*&-)  !(;;(#) ,() 1(##()  (31$#$%&'() (-#)

,91 ('1<9)4 3-) .*4&,(/('#6) C!&'#(.4.9#*#&$'),() 1(-) .9-3 #*#-)'()4(./(#)4*-),() 1$/4.(',.()  ()

rôle des CRACs dans la signalisation de la LPV. 
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C!*'* O-()4<*./*1$ $>&:3().9* &-9(),*'-) ()03#),!*;;&'(.) *)1$/4.9<('-&$'),3)/$,(),!*1#&$'),()

1(-) ,(3%)  (31$#$%&'(-) -3.)  (-) <HP@-) -!(-#) *89.9() 1$/4 (%(6) L(-) $0-(.8*#&$'-) -*'-) */0&>3&#9)

nous ont permis de conclure que  (-),(3%) #$%&'(-2)4(3#)5#.()S) 1*3-(),!*,.(--*>(-) -491&;&:3(-2)

mobilisent le Ca2+ à partir de compartiments différents. Nous avons utilisé certaines drogues 

4$3.) *'* O-(.)  (3.) &/4*1#) -3.)  !(;;(#) ,(-) #$%&'(-) (') ;$'1#&$') ,()  (3.) 1&0 () .943#9()  *) 4 3-)

spécifi:3(6) C(-) .9-3 #*#-) :3() '$3-) *8$'-) $0#('3-) '() -!&'#D>.('#) 4*-) ;*1& (/('#) *8(1) #$3-)  (-)

autres résultats, probablement parce que ces molécules exercent aussi un effet agoniste ou 

*'#*>$'&-#()-3.),!*3#.(-)1&0 (-6)U&'-&2  !U?U)(')4 3-),()-$')(;;(#)-3.)  (-)HCUB, pourrait bloquer 

différents canaux calciques de la famille des TRPs (Harteneck et al., 2007; Kraft et al., 2006), le 

BEL en plus de son effet sur la iPLA2 peut agir comme un inhibiteur de sérine protéase (Daniels 

et al., 1983) et le TFP ne peut pas être considéré comme un inhibiteur sélectif des interactions de 

la calmoduline (Luthra, 1982). Le Gd3+ est un inhibiteur de canaux cationiques non-sélectifs 

(Chakfe and Bourque, 2000), l!T1$'*Z$ ()(#) ()G[R-96365 peuvent également inhiber des canaux, 

autres que les SOCs, avec des plages de concentration similaires (Franzius et al., 1994). De plus, 

certains inhibiteurs, comme le TFP, peuvent avoir un effet plus ou moins toxique sur les cellules, 

1():3&) .(',),&;;&1& (),(),&;;9.('1&(.)('#.()  !(;;(#),!&'<&0&#&$')-491&;&:3()-3.)  *) 1&0 ()(#)  !(;;(#),()

fragilisation des cellules.  

U&'-&2)/* >.9) ()/*':3(),!&'<&0&#(3.-)-491&;&:3(-)4$3.)&,('#&;&(.) (-)8$&(-)*1#&89(-)4*.) (-),(3%)

leucotoxines, HlgC/HlgB et la LPV semblent faire intervenir des voies complexes où les iPLA2 

jouent un rôle ainsi que des canaux cationiques membranaires qui pourraient être des TRPs. En 

effet, plusieurs canaux de la famille des TRP (transient receptor potential) ; des TRPCs (Brechard 

and Tschirhart, 2008; Heiner et al., 2003; Itagaki et al., 2004; McMeekin et al., 2006), des TRPVs 

(Heiner et al., 2003; Itagaki et al., 2004), et TRPM2 (Brechard and Tschirhart, 2008) ; ont été 

identifiés sur les hPMNs. Certains de ces TRP sont considérés, comme les canaux CRACs, des 

SOCs (Brechard and Tschirhart, 2008). Au stade actuel, & )(-#),&;;&1& (),!9#*0 &.)3') &(')('#.()1(-)

effets pharmacologiques (#) 1() :3() '$3-) 1$''*&--$'-) ,()  !*1#&$') ,(-) #$%&'(-6) L!*3#*'#) :3()

 !&'#(.4.9#*#&$'),()'$-).9-3 #*#-)4*.#),() !*--$1&*#&$'),!3'()-$3--unité S avec le récepteur C5aR, 

/*&-)'!*'* O-()4*-)('1$.(),()/*'&D.(),9#*&  9() !*44$.#),() *)-$3--3'&#9)R6)?$//()'$3-) !*8ons 

/&-)(')98&,('1(2) !*--$1&*#&$'),()C3FG-PV avec HlgB a des conséquences cellulaires qui semblent 

 &9(-) S)  !&,('#&#9) ,()  *) -$3--3'&#9) R2) 1() :3&) 4$3..*&#) -3>>9.(.)  !*1#&8*#&$') ,!3'() -&>'* &-*#&$')

différente. 

Ces observations ouvrent la question de la form*#&$') ,!3') 4$.() /(/0.*'*&.() 4*.) 1(-)

leucotoxines. Elles ont toujours été décrites comme des PFTs, mais dans les conditions 
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4<O-&$ $>&:3(-2) $\)  !&'#(.'* &-*#&$') *) 43) 5#.() $0-(.89(2)  !&'#9>.&#9) ,()  *) /(/0.*'() *) 9#9)

conservée plus longtemps, surtout pour la LPV. Ceci est en accord avec le comportement de la 

LPV sur les membranes synthétiques qui, contrairement à HlgC/HlgB, ne forme pas de pore 

perméable aux ions. Il serait probable que, en présence de Ca2+ à concentration physiologique, 

une internalisation rapide de HlgC/HlgB et/ou de  *)CHI)43&--();*1& &#(.) *)1$'-#&#3#&$'),!3')4$.()

,*'-) (-)89-&13 (-)&'#.*1(  3 *&.(-)S) !&/*>(),!*3#.(-)#$%&'(-)1$//() *)-<&>*-toxine (Bergan et al., 

2012) ou le facteur PA de Bacillus anthracis (Lowe and Glomski, 2012).  

C!*1#&8*#&$') ,(-) <HP@-) &',3&#() 4*.) = >?]= >^) (#)  *) CHI) 1$',3&#) S)  *)  &09.*#&$') ,() 1O#$F&'(-2)

4.$0*0 (/('#) S) 1*3-() ,()  !*3>/('#*#&$') de la [Ca2+] ,*'-)  () 1O#$-$ 6) C!7C-8 a été la première 

cytokine à être détectée pour ces deux leucotoxines, mais la recherch() ,!*3#.(-) /$ 913 (-)

inflammatoires semble une piste intéressante. La LPV induit la libération de cytokines et 

 !*1#&8*#&$'),()  !&'; *//*-$/()-3.)  (-)/*1.$4<*>(-) (Perret et al., 2012)6)L!*3#.(-)/91*'&-/(-)

pourraient également être déclenchés par les leucotoxines ou les produits libérés par le hPMNs. 

@$3-) *8$'-) .9>3 &D.(/('#) $0-(.89) :3!(') 4.9-('1() ,(-)  (31$#$%&'(-)  () '$O*3) 4$ O $09) ,(-)

'(3#.$4<& (-) -() 1$',('-(2) 1() :3&) (-#) *11$/4*>'9) ,!*3#.(-) 1<*'>(/('#-) /$.4<$ $>&:3(-) :3&)

peuvent rappeler la NETose, qui consiste à former des NETs (Neutrophil Extracellular Traps) non 

 !"#$%&'()*+&'" %,)-./0,#'-&)1&)1.2&,'&)1&) +#--%,#".)#,née assuré par les neutrophiles (Cheng and 

Palaniyar, 2013), 34)1&) +567),%/ .0#8&)/3%9&8"):08)1&')-3 ./% &')0,"#-#/83;#&,,&')&'")&<:% '.)10,')

le milieu extracellulaire via 1&')9.'#/% &'):3%8)#--3;# #'&8) +0=&,")#,2&/"#&%<( En effet en présence de 

S. aureus, le noyau polylobé des PMNs devient rapidement arrondi et condensé, les membranes 

nucléaires internes et externes se séparent en même temps que la formation de vésicules, et se 

remplissent d'ADN nucléaire. Puis les vésicules sont extrudées intactes dans l'espace extracellulaire où 

elles libèrent la chromatine. Ce processus indépendant du mécanisme oxydatif, est très rapide (5-60 

min), et ne nécessite pas la lyse des neutrophiles ou même la rupture de la membrane plasmique 

(Pilsczek et al., 2010). La LPV, comme LukG/LukH (Malachowa et al., 2013), semble induire ce 

mécanisme, ce qui pourrait être approfondi et recherché pour les autres leucotoxines (Pilsczek et al., 

2010). 

Enfin, la poursuite de la recherche des cellules cibles des leucotoxines permettrait de 

1$/4.(',.()  (-) /91*'&-/(-) ,!*1#&$') (#) ,() .94$'-() ,(-)  (31$#$%&'(-) -3.) ,(-) 1(  3 (-)

spécialisées, et pourrait prévenir des dommages irréversibles des tissus comme la rétine. Le 

travail sur les yeux de lapins pigmentés, de race Argenté de Champagne, se poursuit, ce qui a 

permis de montrer que LukS-PV se fixe sur un type cellulaire situé dans la couche neuronale de 

la rétine. 
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PERSPECTIVES 

@$#.()9#3,()-3.) ()/$,(),!*1#&$'),()= >?]= >^)(#),() *)CHI2)*)4(./&-),!9 31&,(.)1(.#*&'-)*-4(1#-)

des différentes étapes : la fixation, la signalisation calcique et les autres effets cellulaires. 

Cependant, les détails de ce-),&;;9.('#(-)9#*4(-)-$'#) $&'),!5#.()1$/4 D#(/('#)1$/4.&-6 

La fixation de HlgC sur C5aR devrait être clarifiée en déterminant à la fois les régions de HlgC 

importantes pour sa fixation et la région de C5aR nécessaire à cette fixation. Ceci permettra de 

comprendre comment ces deux leucotoxines de classe S interagissent différemment avec C5aR 

pour générer des activités cellulaires différentes.  

H*.)  *) -3&#(2)  *) 8$&() ,!(',$1O#$-() ,(-)  (31$#$%&'(-) ,$&#) 5#.() 9#3,&9( aussi bien sur les 

neutrophiles que sur les neurones. En effet, C5aR activé par les leucotoxines pourrait 

-!&'#(.'* &-(.)4*.) *)8$&()1 *#<.&'(),94(',*'#()1$//(),*'-) ()1*-),()?J*)$3)4*.)3'()*3#.()8$&()

,()-&>'* &-*#&$')1$//() *)8$&(),94(',*'#(),!U.;_)$3)/5/() *)8$&(),94(',*'#(),() *)1*89$ &'()

bien que  !(%4.(--&$'),()  *)1*89$ &'(),*'-)  (-)<HP@-)-$&#)1$'#.$8(.-9() (Sengelov et al., 1998; 

Yan et al., 1996)2) $3)0&(')  ()/91*'&-/(),!&'#(.'* &-*#&$')4$3..*&#),94(',.(),3) #O4()1(  3 *&.(6 

C(-) ,&;;9.('#(-) 8$&(-) ,!&'#(.'* &-*#&$') ;$'#) &'#(.8('&.) 3') >.*',) '$/0.() ,!(;;(1#(3.-) ,$'#)

certains ne sont pas encore identifiés. Mais des approches pharmacologiques ou de « silencing » 

de certains effecteurs bien caractérisés pourraient incriminer ou écarter certaines de ces voies.  

Puis, cette internalisation déclenche une variation de la concentration de Ca2+ libre dans le 

cytosol. Ces mouvements calciques font intervenir une machinerie complexe, probablement un 

ensemble de kinases et de canaux calciques spécifiques de chaque type cellulaire, dont 

 !&,('#&;&1*#&$') '() -(/0 () 4*-) -&/4 (6) L*'-) 1() 1$'#(%#(2) & ) *) 9#9) /$'#.9) :3() le PMA inhibe la 

fixation de LukS-PV sur les hPMNs mais cette inhibition peut être restaurée par la staurosporine, 

un inhibiteur de la PKC (Gauduchon et al., 2001). Avec la découverte du C5aR comme récepteur, 

3'() <O4$#<D-(2) :3&) /9.&#(.*&#) ,!5#.() 89.&,&9(2) 4(3#) 5#.() 9/&-(6 Le PMA permet la 

phosphorylation de C5aR en activant la voie de la PKC (Rabiet et al., 2007), ce qui induit son 

internalisation, diminuant ainsi le nombre de sites de fixation de la leucotoxine accessibles à la 

membrane. C!&,('#&;&1*#&$') ,(-) 1*'*3%) 1* 1&:3(-) '91(--&#(.*&# de trouver des inhibiteurs 

spécifiques des différents canaux calciques ou utiliser des approches de « silencing », mais qui ne 

pourront être faites que sur des lignées cellulaires. 

Enfin, il serait intéressant de comprendre les autres effets cellulaires de ces leucotoxines, 

1$//('`*'#)4*.) !*4optose et la nétose qui ont déjà été décrits pour la LPV, pour comprendre 

,*'-):3(  (-)1$',&#&$'-)1(-),(3%)4<9'$/D'(-)$'#) &(3)(#) (3.)(;;(#)-3.) !&'#9>.&#9)/(/0.*'*&.()
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des hPMNs (Genestier et al., 2005; Pilsczek et al., 2010). Les leucotoxines permettent également 

,(),91 ('1<(.)  ()03.-#)$%&,*#&;2)  !*/$.`*>(),(-)<HP@-)4$3.)4(./(##.()  !*1#&$'),3) ;PCH) (Colin 

and Monteil, 2003)2) *&'-&):3()  *)  &09.*#&$'),()1O#$F&'(-6)?(-)/91*'&-/(-),()  !&//3'&#9) &''9(, 

qui peuvent avoir des effets aussi 0&(') -3.)  (-) 0*1#9.&(-) :3() -3.)  (-) #&--3-) ,()  !<N#(, doivent 

également être étudiés et contrôlés.  
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DES LEUCOTOXINES DE 
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LES CALIXARENES 

INTRODUCTION 

C$.-) ,!3') criblage de molécules cycliques ayant un rayon hydrodynamique, une forme, une 

symétrie et des charges potentiellement compatibles avec la lumière des pores des leucotoxines, 

afin de les bloquer, une famille de molécules a été retenue. Entre cyclodextrines, doxorubicine 

peptides cycliques et calixarènes2)1()-$'#)1(-),(.'&(.-):3&)$'#) !(;;(#)&'<&0&#(3.) ()4 3-)&/4$.#*'#)

sur les leucotoxines. 

C(-)1* &%*.D'(-);$./('#) !une des plus grandes classes de composés organiques macrocycliques 

synthétiques de la chimie supramoléculaire. Ils ont été découverts en 1872 par von Bayer, puis 

leur structure macrocyclique a été confirmée en 1944 par Zinke et Ziegler (Perret et al., 2006). 

Le mot « calixarène » est dérivé de « calix » ou calice en raison de la ressemblance de ce type de 

molécule à un vase et du mot « arène » qui fait référence à l'élément de base aromatique. Ils sont 

facilement préparés à partir de la réaction de tert-butyl-phénol et de formaldéhyde, avec le choix 

de la base, du solvant et de la température de réaction qui permettent la synthèse sélective des 

macrocycles contenant 4, 6 ou 8 unités phénoliques (Figure IV.1). La modification chimique est 

relativement simple grâce aux groupements différents au niveau de la fonction phénolique et de 

la position para sur le cycle aromatique. Ceci permet de les modifier de manière sélective avec 

des degrés variables de substitution à chaque face et d'une manière contrôlée (Perret and 

Coleman, 2011). Ainsi, certaines substitutions (ex : sulfonates -SO3H) permettent la 

solubilisation des calixarènes qui sont e') >9'9.* ) 4(3) -$ 30 (-) ,*'-)  !(*32) 1() :3&) 4.9-('#() 3')

avantage pour leur application en biologie.  

 

 

Figure IV. 1 : G#.31#3.()#O4(),!3')1* &%c'd*.D'(,  

avec n = 4, 5, 6, 7, 8 ou 9 
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Les calixarènes sont utilisés dans des domaines très variés comme la chimie, la physique 

nucléaire, les nano#(1<'$ $>&(-2) !&/*>(.&()(#) *)0&$ $>&(]/9,(1&'(6)L*'-)1(),(.'&(.),$/*&'(2) (-)

calixarènes peuvent être utilisés soit pour leur activité biologique propre soit comme squelette 

sur lequel sont greffés des pharmacophores (Perret and Coleman, 2011). La première activité 

biologique des calixarènes a été décrite en 1955 (Cornforth et al., 1955)2) $\)  !*1tivité 

,!*'#&#30(.13 eux ,(-)1* &%*.D'(-)*)9#9)/$'#.9(6)e3*.*'#()*'-)4 3-)#*.,2),!*3#.(-)*1#&8&#9-)*'#&-

bactériennes (Ben Salem et al., 2011; Dibama et al., 2009; Formosa et al., 2012; Grare et al., 

2010; Grare et al., 2007; Grare et al., 2006; Lamartine et al., 2002a; Mourer et al., 2009; Mourer 

et al., 2006; Mourer et al., 2012), anti-fongiques (Lamartine et al., 2002a) et anti-virales (Geller 

et al., 2010; Mourer et al., 2010; Tsou et al., 2010) ont été décrites. Les calixarènes ont également 

été utilisés : pour leurs propriétés anticoagulantes et anti-thrombotiques (De Silva et al., 2005), 

dans le mimétisme ,!('ZO/(- (Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (Shinkai et al., 

1986), ATP-ase (Tian-Ming et al., 2002)), dans le m&/9#&-/(),!&'<&0&#(3.-),!('ZO/(- (inhibition 

de la phosphatase alcaline (Vovk et al., 2004)), 1$//()*1#&8*#(3.-),!('ZO/(-)f1$//() *)HCU2) 

(Korchowiec et al., 2013), comme modulateurs de canaux membranaires (pompe sodium 

(Labyntseva et al., 2007; Veklich et al., 2006), canaux chlore (Droogmans et al., 1999; Droogmans 

et al., 1998; Singh et al., 1995)), le m&/9#&-/(),!*'#&1$.4- (;&%*#&$'),() !=94*.&'()(Mecca et al., 

2006)), pour la formation de canaux ioniques (Jin et al., 1998; Kobuke and Nagatani, 2000), la 

t.*'-;(1#&$'),!UL@ (Lalor et al., 2007), et pour leurs propriétés anticancéreuses (Fujimoto et al., 

2000; Menger et al., 2004). 

U&'-&2)  !(;;(#),()#.$&-)1* &%*.D'(-),()0*-()fR&>3.( IV.2), le para-sulfonato-calix[4]arène (SC4), le 

para-sulfonato-calix[6]arène (SC6) et le para-sulfonato-1* &%cWd*.D'() fG?Wg2) -3.)  !*1#&$') ,(-)

leucotoxines a été évalué (Laventie et al., 2013). Ces calixarènes s$'#)1*4*0 (-),!&'<&0(.)  !(;;(#)

<9/$ O#&:3() ,() = >U]= >^) (#) ,!&'<&0(.)  !*1#&8&#9) ,() ;$./*#&$') ,() 4$.() -3.) ,(-) /(/0.*'(-)

synthétiques (liposomes) et les membranes lipidiques planes (PLM). Sur les hPMNs, ces 

1* &%*.D'(-) &'<&0('#)  !*1#&$') ,(-)  (31$#$%&'(-2)  *) ;&%*#&$'2)  !*3>/('#*#&$') ,()  *) c?*2+]i et la 

perméabilisation de la membrane au BET et ceci pour toutes les leucotoxines testées, bien :3!à 

des concentrations différentes. Bien que le but initial fût de trouver des molécules capables 

,!$0#3.(.)  ()4$.() ;$./9)4*.)  (-)  (31$#$%&'(-2)  (-)1* &%*.D'(-) &'<&0('#)  !*1#&$'),(-)  (31$#$%&'(-)

différemment. Une interaction directe avec un ratio 1 :1 entre les toxines de classe S et les 

calixarènes a été montrée par résonance plasmonique de surface (RPS) et par spectrométrie de 

masse par ionisation Electrospray (nanoESI-MS). Les calixarènes se fixent donc sur les toxines 

de classe S et les empêchent de se fixer sur leurs récepteurs et ainsi inhibent leurs effets, ils 

peuvent également détacher la sous-unité S déjà fixée à la membrane en absence de sous-unité 
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de classe F. Ces calixarènes sont efficaces sur les différentes leucotoxines testées (l*)CHI2) (-)+-

hémolysines HlgA/HlgB et HlgC/HgB et LukE/LukD) avec des affinités différentes en fonction 

des différentes toxines de classe S. Mais aussi,  !&'#(.*1#&$') de ces 3 calixarènes avec les 

leucotoxines est ,&;;9.('#()(') ;$'1#&$'),(-)1* &%*.D'(-2)1!(-#)G?W):3&)*)  !(;;(#) &'<&0&#(3.)  ()4 3-)

important suivi par celui de SC6, et un effet beaucoup plus faible pour SC4 (SC8 > SC6 >> SC4). 

L()4 3-2)1(-)1* &%*.D'(-)'!$'#)4*-),!(;;(#)<9/$ O#&:3()'&) (31$1O#$#$%&:3()S),(-)1$'1('#.*#&$'-)

inférieures à 500 µM. Le SC8 est également efficace in vivo2)& ),&/&'3() !&'; *//*#&$'),3()S)3'()

injection de leucotoxines dans les yeux de lapins (Laventie et al., 2013).  

 

 

 

Figure IV. 2 : Structure de SC4, SC6 et SC8 (Perret et al., 2006). 

Abréviations: SC4, 6 ou 8 : para-sulfonato-calix[n]arène avec n = 4, 6 ou 8. Echelle : liaison C C = 1,54 Å. 

 

Les effets inhibiteurs de SC4, SC6 et SC8 sur les leucotoxines nous ont poussés à tester de 

nouveaux dérivés de calixarènes synthétisés par le Dr. Zouhair Asfari (Laboratoire de Chimie 

analytique et Sciences séparatives, UMR 7178, Cronenbourg, France). Le cycle de base des calix-

[n]-arène avec n faible étant plus stable (#),()1$';$./*#&$')3'&:3(),*'-) !(-4*1(, les nouveaux 

calixarènes testés sont des dérivés du SC4. 
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Sept dérivés du para-sulfonato-calix[4]arène (SC4) $'#)9#9)-O'#<9#&-9-),*'-)  ()03#),!*8$&.)3'()

3'()/(&  (3.()(;;&1*1&#9),!&'<&0&#&$'),() !(;;(#),(-) (31$#$%&'(-2)8&-*'#),(-)(;;(#-)-(/0 *0 (-)8$&.)

meilleurs que le SC8 qui est plus difficile à synthétiser et surtout à modifier. Pour le « thia-

calix[4]arène » (Thia-SC4), les atomes de carbone entre les cycles du calix[4]arène ont été 

substitués par des atomes de souffre (Figure IV.3). Le 1,3-dicarboxyméthoxy-para-sulfonate du 

sodium-calix[4]arène (DCM-SC4) comporte deux groupements carboxyméthoxy (-CH2-COOH) 

qui ajoutent des charges négatives au SC4. La molécule de base qui forme ce calixarène, le 

« carboxyméthoxy-para-sulfonate phénol », a été testée comme contrôle.  

Aux 5 autres calixarènes des couronnes carbonées plus complexes ont été ajoutées. Le 1,3-

dicarboxyméthoxy-2,4-monocouronne-6-para-sulfonate du sodium-calix[4]arène 

(MonoCouronne-SC4 ou MC-SC4) porte en plus du DCM-SC4 une couronne qui augmente la taille 

et stabilise la structure de ce dérivé du SC4 (Figure IV.3). Le para-sulfonate du sodium-bis-

benzo-couronne-6-calix[4]arène (Bis-Benzo-SC4), le para-sulfonate du sodium-bis-naphto-

couronne-6-calix[4]arène (Bis-Naphto-SC4) (Asfari et al., 1995), le para-sulfonate du sodium-bis-

esculetin-couronne-6-calix[4]arène (Bis-Esculetin-SC4) et le para-sulfonate du sodium- bis-

(dibenzo)-couronne-6-calix[4]arène (Bis-Dibenzo-SC4) comportent quant à eux deux couronnes 

avec un groupement benzo, naphto, esculétin()f1$''3)9>* (/('#)-$3-) ()'$/),!*(-13 (#&')$3),()

6,7-dihydroxycoumarine) ou deux groupements benzo sur chaque couronne, respectivement 

(Figure IV.4g6)C!*M$3#),(-)B)1$3.$''(-)*3>/('#() *)#*&  ()(#) *).&>&,&#9),(-)/$ 913 (-6) 
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 para-sulfonate du sodium-thia-calix[4]arène (Thia-SC4) 

 

 

 

 

carboxyméthoxy-para-sulfonate phénol 

 

 

 

 

 

1,3-dicarboxyméthoxy-para-sulfonate du sodium-calix[4]arène 
(dicarboxyméthoxy-SC4 ou DCM-SC4) 
 

 

 

 

 

 
1,3-dicarboxy-méthoxy-2,4-monocouronne-6-para-sulfonate du sodium- calix[4]arène 

(MonoCouronne-SC4 ou MC-SC4) 

Figure IV. 3 : Structures planes (gauche) et 3D (droite) du Thia-SC4, du carboxyméthoxy-p-
sulfonate phénol, du DCM-SC4 et du MC-SC4.  
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Para-sulfonate du sodium-bis-benzo-couronne-
6-calix[4]arène (Bis-Benzo-SC4) 

para-sulfonate du sodium-bis-naphto-couronne-
6-calix[4]arène (Bis-Naphto-SC4) 

Para-sulfonate du sodium- bis-(dibenzo)-
couronne-6- calix[4]arène (Bis-Dibenzo-SC4) 

Para-sulfonate du sodium-bis-esculetin-couronne-
6-calix[4]arène (Bis-Esculetin-SC4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure IV. 4 : Structures planes (gauche) et 3D (droite) du Bis-Benzo-SC4, du Bis-Naphto-SC4, 

du Bis-Dibenzo-SC4 et du Bis-Esculetin-SC4.  
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RESULTATS 

7@=7^7a7b@)LT)C!U?a7ON DES LEUCOTOXINES SUR LES HPMNS 

C!(;;(#) &'<&0&#(3.) des nouveaux calixarènes a été testé au niveau des différentes étapes de 

l!*1#&$'),(-)  (31$#$%&'(- h)  *) ;&%*#&$'2)  !*1#&8*#&$'),(-)<HP@-) f*3>/('#*#&$'),()  *) c?*2+]i) et la 

perméabilisation de la membrane au BET. Des gammes de concentration de calixarènes ont été 

testées pour chaque leucotoxine permettant de calculer des concentrations inhibitrices de 50% 

,() !(;;(#),(-) (31$#$%&'(-)f7?Jig)(#),()1$/4*.(.) !(;;&1*1&#9),(-),&;;9.('#-)1* &%*.D'(-6)Les IC50 

,(-)1* &%*.D'(-)-$'#),9#(./&'9-)S)Yi)/&'3#(-)-3&#()S) !*44 &1*#&$'),(-) (31$#$%&'(-)4$3.) (-)#(-#-)

de fixa#&$') (#) ,() 4(./9*0& &-*#&$') *3) ^Ta6) H$3.)  () #(-#) ,!*1#&8*#&$') ,(-) <HP@-2)  (-) 7?Ji) -$'#)

,9#(./&'9-)-3&#()S) *)/(-3.(),() *)4('#(),() !*3>/('#*#&$'),()c?*2+]i. 

HlgC/HlgB ET LA LPV 

La molécule de base, le carboxyméthoxy-p-sulfonate phénol, utilisée comme 1$'#.N (2)'!*)*313')

(;;(#) -3.)  !*1#&$') ,() = >?]= >^) (#)  *) CHI) -3.)  *) 4(./9*0& &-*#&$') ,(-) <HP@-) *3) ^Ta) '&) -3.)  *)

fixation de LukS*-HI)S),(-)1$'1('#.*#&$'-)*  *'#)M3-:3!S)j/P),()1(##()/$ 913 (6 

H*./&) (-)k)*3#.(-)/$ 913 (-2)-(3 (-)Y)4(./(##('#),!*8$&.),(-)(ffets inhibiteurs proches du SC8 

pour HlgC/HlgB et la LPV que ce soit au niveau de la fixation, de la variation de la [Ca2+]i, ou de la 

perméabilisation de la membrane des hPMNs au BET. Les différentes IC50 sont représentées 

dans les tableaux en fonction des leucotoxines et des tests effectués et les calixarènes sont 

1 *--9-)4*.)$.,.(),!(;;&1*1&#9 (Tableau IV.1). Deux SC8 (SC8 Acros et SC8 ZA(1)) synthétisés par 

deux laboratoires différents ont été utilisés comme contrôles, *;&') ,!98* 3(.)  (-) (;;(#-) ,(-)

nouveaux calixarènes. En effet, le Bis-Benzo-SC4, le Bis-Naphto-SC4 et le Bis-Dibenzo-SC4 ont 

des IC50 inférieures à 1 µM dans le cas de HlgC/HlgB pour les trois tests effectués. Ces IC50 sont 

légèrement inférieurs à ceux des SC8 pour les tests de fixation e#),!*1#&8*#&$' des hPMNs. Puis, le 

MonoCouronne-SC4 et le DCM-G?X)$'#),(-)7?Ji),!('8&.$')B)lP)4$3.) ()#(-#),()4(./9*0& &-*#&$')

,(-)/(/0.*'(-),(-)<HP@-)(#)(';&') !T-13 (#&'-SC4 et le Thia-SC4 ont des IC50 plus importantes 

f_2J)(#)m2J)lP)4$3.) !T-13 (#&'-SC4 et 15 et 30 µM pour le Thia-SC4 selon le test effectué).  

Pour la LPV, le SC8 reste le calixarène le plus efficace avec des IC50 variant entre 2 et 16 µM 

selon le test effectué (Tableau IV.1). Cependant, le Bis-Benzo-SC4, le Bis-Naphto-SC4 et le Bis-

Dibenzo-SC4 ont des IC50 variant entre 6 et 25 µM selon le test effectué et le calixarène utilisé. 

En absence de LukF-PV les IC50 de ces calixarènes sont encore plus faibles, ce qui est en accord 

avec les résultats publiés par Laventie et al /$'#.*'#):3!(')*0-(nce de LukF-PV, les calixarènes 
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sont même capables de libérer une partie des LukS*-PV déjà fixée à la membrane. Le 

MonoCouronne-SC4, le DCM-SC4 et le Thia-SC4 viennent par la suite avec des IC50 entre 70 et 

100 µM pour le test de fixation, 100 et 200 µM po3.) ()#(-#),!*1#&8*#&$')(#),()4(./9*0& &-*#&$')

,(-) <HP@-6) C!T-13 (#&') (#)  () G?X) -$'#)  (-) 1* &%*.D'(-)  (-) /$&'-) (;;&1*1(-) *8(1) ,(-) 7?Ji)

supérieures à 300 µM pour le test de fixation de LukS*-PV/LukF-HI)(#)  () #(-#),!*1#&8*#&$'),(-)

hPMNs. Ainsi, le Bis-Benzo-SC4, le Bis-Naphto-SC4 et le Bis-Dibenzo-SC4 présentent des 

résultats encourageants, vu leur efficacité sur les deux leucotoxines. La Figure IV.5 montre les 

1$3.0(-),!&'<&0&#&$'),() *)4(./9*0& &-*#&$'),() *)/(/0.*'(),(-)<HP@-)4*.)= >?]= >^)(#) *)CHI6)

Les c$3.0(-) 1$..(-4$',*'#(-) S) 1(-) #.$&-) 1* &%*.D'(-) -!*44.$1<('#) ,(-) 1$3.0(-) ,(-) ,(3%) G?W)

3#& &-9-)*3)1$'#.*&.(),() !T-13 (#&'-SC4 qui a un effet moins important. 

 

Figure IV. 5 : Effet des calixarènes sur la perméabilisation des hPMNs au BET due à HlgC/HlgB 

et la LPV. 

La perméabilisation des hPMNs au BET est /(-3.9() Yi) /&') -3&#() S)  !*44 &1ation des leucotoxines en 
présence de concentrations croissantes de calixarènes. La fluorescence du bromure ,!9#<&,&3/) (-#)

mesurée en cytométrie en flux. Les courbes sont tracées grâce au logiciel PRISM par la formule de 
régression non linéaire « dose-response inhibition » permettant de calculer les IC50 (n = 3). Les barres 
,!(..(3.-).(4.9-('#('#) !(..(3.)-#*',*.,),() *)/$O(''()fGTP)$3)-#*',*.,)(..or of the mean). 
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Tableau IV. 1 : Résumé des IC50 des différents calixarènes sur HlgC/HlgB et la LPV 

Les tableaux à gauche représentent le test de fixation des leucotoxine
des hPMNs, les tableaux du milieu re4.9-('#('#) ()#(-#),!*1#&8*#&$'),(-)<HP@-)-3&8&)4*.) !*3>/('

de la [Ca2+]i et les tableaux à gauche représentent le test de perméabilisation
au BET. LukS*-PV et HlgB* : leucotoxines marquées à la fluorescéine. ** : n=1, 

 

 

 

Fixation HlgC/HlgB*  
(0,2nM/0,5nM)  

Bis-Benzo-SC4 0,18 +/- 0,01 µM 
Bis-Naphto-SC4 0,27 +/- 0,01 µM 
Bis-DiBenzo-SC4 0,59 +/- 0,02 µM 
SC8 Acros 0,90 +/- 0,08 µM 
SC8 ZA(1) 1,63 +/- 0,16 µM 
Bis-Esculetin-SC4 9,46 +/- 0,50 µM 
Thia-SC4 31,94 +/- 2,10 µM 

[Ca2+]i HlgC/HlgB  
(0,2nM/0,5nM)  

Bis-Benzo-SC4 0,20 +/-0,01 µM 
Bis-DiBenzo-SC4 0,58 +/- 0,04 µM 
Bis-Naphto-SC4 0,62 +/- 0,09 µM 
SC8 ZA(1)** 1,34 µM             
SC8 Acros *** 1,83 +/- 0,13 µM 
Bis-Esculetin-SC4 6,70 +/- 0,32 µM 
Thia-SC4 34,62 +/- 4,52 µM 
MC-SC4 ND 
DCM-SC4 ND 

BET 

Bis-Benzo-SC4 

SC8 Acros **

Bis-Naphto-SC4 

SC8 ZA(1) 

Bis-DiBenzo-SC4 

MC-SC4 

DCM-SC4 

Bis-Esculetin-SC4 

Thia-SC4 

Fixation LukS*-PV/LukF-PV 

(0,1nM/5nM)  

SC8 Acros*** 6,19 +/- 0,87 µM 
Bis-Naphto-SC4 14,09 +/-1,1 µM 
Bis-DiBenzo-SC4** 15,6 µM            
Bis-Benzo-SC4 23,68 +/- 1,44 µM 
DCM-SC4 ** 73,64 µM         
Thia-SC4** 85,3 µM            
MC-SC4** 104 µM             
Bis-Esculetin-SC4*** 347,1+/-8,75 µM  

[Ca2+]i LukS-PV/LukF-PV 

(0,1nM/5nM)   

SC8 Acros 15,8 +/- 1,2 µM 
Bis-Naphto-SC4 16,9 +/- 2,1 µM 
SC8 ZA(1) *** 17,6 +/- 1,3 µM   
Bis-DiBenzo-SC4 21,55 +/- 1,3 µM 
Bis-Benzo-SC4 24,59 +/- 2,0 µM 
Thia-SC4 188,4 +/- 14,9 µM 
SC4 *** 347 +/- 52,13 µM 
Bis-Esculetin-SC4 360,7 +/- 40,27 µM 
MC-SC4 ND 
DCM-SC4 ND 

BET 

SC8 Acros**

SC8 ZA(1) 

Bis-Naphto-SC4 

Bis-DiBenzo-SC4 

Bis-Benzo-SC4 

DCM-SC4 

Thia-SC4 

MC-SC4 

Bis-Esculetin-SC4 

SC4** 
Fixation LukS*-PV  

(0,1nM) 

SC8 Acros *** 2,59 +/- 0,2 µM 
SC8 ZA(1) *** 4,15 +/- 0,3 µM 
Bis-Naphto-SC4 6,28 +/- 0,3 µM 
Bis-DiBenzo-SC4 8,83 +/- 0,7 µM 
Bis-Benzo-SC4 8,13 +/- 0,5 µM 
Thia-SC4 49,12 +/- 2,4 µM 
Bis-Esculetin-SC4 170,8 +/- 11,9 µM 
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LES AUTRES LEUCOTOXINES 

Les effets des calixarènes, Bis-Benzo-SC4, Bis-Naphto-SC4, Bis-Dibenzo-SC4, SC8 Acros et SC8 

ZA(1), sur la perméabilisation de la membrane des hPMNS au BET par HlgA/HlgB et LukE/LukD 

ont été recherchés. Les IC50 du Bis-Benzo-SC4, Bis-Naphto-SC4, Bis-Dibenzo-SC4 et SC8 Acros 

ne sont pas significativement différente-)f#(-#)U@bIU2)4$-#)#(-#)a3F(O2)"ni2iJg)4$3.)= >U]= >^6)

Pour LukE/LukD, Bis-Benzo-SC4, Bis-Naphto-SC4, Bis-Dibenzo-SC4 sont plus efficaces que les 

SC8. Le Bis-Benzo-SC4, le Bis-Naphto-SC4 et le Bis-Dibenzo-SC4 sont donc également efficaces 

4$3.) !&'<&0&#&$'),() !(;;(#),()= >U]= >^)(#)C3FT]C3FL avec des IC50 inférieures à 1 µM (Figure 

IV.6).  

 

 

 

Figure IV. 6 : Effets des calixarènes sur HlgA/HlgB et LukE/LukD 

C*) 4(./9*0& &-*#&$') ,(-) <HP@-) *3) ^Ta) (-#) /(-3.9() Yi) /&') -3&#() S)  !*44 &cation des leucotoxines 
HlgA/HlgB (à gauche) et LukE/LukD (à droite) en présence de concentrations croissantes de calixarènes. 
La fluorescenc(),3)0.$/3.(),!9#<&,&3/)(-#)/(-3.9()(')1O#$/9#.&()('); 3%6)C(-)1$3.0(-)-$'#)#.*19(-)>.o1()

au logiciel PRISM par la formule de régression non linéaire « dose-response inhibition » permettant de 
calculer les IC50. Les IC50 correspondantes à chaque graphe sont présentées en dessous de ce dernier par 
$.,.(),91.$&--*'#),!(;;&1*1&#96)C(-)0*..(-),!(..(3.-).(4.9-('#('#) *)GTP6)C()^&--Benzo-SC4, le Bis-Naphto-
SC4 et le Bis-Dibenzo-SC4 sont aussi efficaces que SC8 pour HlgA/HlgB et plus efficaces pour LukE/LukD. 
* : n=1 sinon n=2. 

Bis-Benzo-SC4 0,21 +/- 0,03 µM 
Bis-Naphto-SC4 0,27 +/- 0,04 µM 
SC8 Acros 0,35 +/- 0,04 µM  
Bis-DiBenzo-SC4 0,38 +/- 0,04 µM 
SC8 ZA(1)* 0,49 µM 

Bis-DiBenzo-SC4 0,35 +/- 0,05 µM 
Bis-Naphto-SC4 0,39 +/- 0,07 µM 
Bis-Benzo-SC4 0,68 +/- 0,06 µM 
SC8 ZA(1)* 2,24 µM 
SC8 Acros 2,86 +/- 0,2 µM 
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TIUCpUa7b@)LT)C!TRRTT HEMOLYTIQUE DES CALIXARENES 

C()#(-#),!<9/$ O-()*)9#9)(;;(1#39)S),(-)1$'1('#.*#&$'-),()1* &%*.D'(-)*  *'#),()j)lP)S)B)/P)(')

doublant à chaque fois la concentration du calixarène. Le Bis-DiBenzo-SC4 et le Bis-Esculetin-

SCX)'()4.9-('#('#)*313')(;;(#)<9/$ O#&:3()M3-:3!S)B/P6)C()^&--Benzo-SC4 et le Bis-Naphto-SC4 

'()-$'#)4*-)<9/$ O#&:3(-)M3-:3!S)3'()1$'1('#.*#&$'),()j/P)/*&-2)S)B/P2)& -)-$'#).(-4$'-*0 (-)

,() Bkq) ,!<9/$ O-(6) C() a<&*-SC4 commence à être hémolytique à 250 µM, SC8 Acros et SC8 

ZA(1) à 500 µM, ce qui est en accord avec les résultats déjà publiés (Laventie et al., 2013) (Figure 

IV.7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure IV. 7 : a(-#),!<9/$ O-(),(-)1* &%*.D'(-6 

Le Thia-SC4 présente une hémolyse à 250 µM, le SC8 Acros et le SC8 ZA(1) à 500 µM, et le Bis-Benzo-SC4 
et le Bis-Naphto-SC4 à 2 mM. C(-)0*..(-),!(..(3.-).(4.9-('#('# les SEM (n=3 sauf pour Bis-Dibenzo-SC4, 
n=2 et SC8 Acros, n=1).  

 

?(4(',*'#2)3'()4.91&4&#*#&$'),() !<9/$> $0&'()*)9#9)$0-(.89()S)4*.#&.),()Jii)lP)4$3.) e Thia-

SC4 et 1mM de SC8 Acros et SC8 ZA(1). Ceci indique une acidification du milieu ce qui a été 

montré suite à la mesure du pH des dilutions de calixarènes. SC4, les deux SC8, le Thia-SC4 et le 

DCM-SC4 ont un pH inférieur à 2, le Bis-Naphto-SC4 a un pH de 4,8, le Bis-Benzo-SC4 a un pH de 

4,6, le MC-SC4 et le Bis-Esculetin-SC4 ont un pH de 5,5 ; le Bis-Dibenzo-SC4 a un pH de 6,3 et le 
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carboxyméthoxy-p-sulfonate phénol a un pH basique supérieur à 9. Les solutions de calixarènes 

à pH acide ont alors été neutralisées par de la soude (pH final allant de 7,1 à 7,6g)(#)  !*1#&8&#9)

hémolytique a été retestée. Ainsi, après neutralisation, tous ces calixarènes ne sont pas 

-&>'&;&1*#&8(/('#)<9/$ O#&:3(-) M3-:3!S)B/P2)-*3;)  ()G?W) Acros et le SC8 ZA(1) qui présentent 

respectivement 10 q)(#)YY)q),!<9/$ O-()S)B mM.  

 TIUCpUa7b@)LT)C!TRRTT LEUCOCYTOTOXIQUE DES CALIXARENES 

Le Bis-Benzo-SC4, le Bis-Naphto-SC4, le Bis-Dibenzo-SC4 et le Thia-SC4 ne montrent aucun effet 

 (31$1O#$%&:3() M3-:3!S)Yii)lP)-3&#() S)3'() &'130*#&$')*  *'#) M3-:3!S)B)< (Figure IV.8). Le SC8 

ZA(1) est responsable ,!3')1<*'>(/('#),() *)/$.4<$ $>&(),()9 % des cellules à 300 µM suite à 

3'() &'130*#&$') ,!j<2) (#) ,() 4 % à 100 µM et 47 % à 300 µM après une incubation de 2 h. 

?(4(',*'#2)1(-)1$'1('#.*#&$'-).(-#('#)ji)S)Yi)%)-349.&(3.(-)S) !7?Ji),3)G?W)rUfjg6 

 

Figure IV. 8 : Effets du Bis-Dibenzo-SC4 et du SC8 ZA(1) sur les hPMNs. 

C!(;;(#) ,(-) 1* &%*.D'(-) -3.)  es hPMNs a été suivi par cytométrie en flux en présence de BET, FL3-H 
correspond à la fluorescence du BET intégré dans les cellules (an abscisse) et SSC correspond à la 
complexité interne (en ordonné) (cellules n = 3.000). Le Bis-Dibenzo-G?X)S)Yii)lP)'!*)4*-),!(;;(#)-3.)

 *) /$.4<$ $>&() ,(-) 1(  3 (-) *4.D-) j<) (#) B<) ,!&'130*#&$'2) * $.-) :3()  () G?W) rUfjg) 4(.#3.0()  *)

morphologie des cellules.  

 

 



 

 

205 

 

KTTIUCpUa7b@)LT)C!TRFET INHIBITEUR DES CALIXARENES 

^&('):3!3')(;;(#)<9/$ O#&:3()'()-$&#)4*-),9#(1#9)S),(-)1$'1('#.*#&$'-)*  *'#)M3-:3!S)Ji);$&-) (3.)

IC50 pour le Bis-Benzo-SC4 et le Bis-Naphto-G?X2)(#)BJ);$&-)4$3.) (-)G?W2) !(;;(#),(-)1* &%*.D'(-)

neutralisés ou non sur la fixation de LukS*-PV (1 nM) sur les hPMNs a été retesté (Tableau IV.2).  

Tableau IV. 2 : IC50 des calixarènes sur la fixation de 1 nM de LukS*-PV sur les hPMNs avant et 

après neutralisation des calixarènes.  

LukS*-PV IC 50 (µM) 
avant neutralisation 

IC 50 (µM) 
après neutralisation 

SC8 Acros 4,89 (n=1) 7,87 +/- 0,59 µM (n=2) 

SC8 ZA (1) - 11,45 +/- 0,98 µM (n=3) 

Bis-Dibenzo-SC4 26,32 (n=1) 18,48 +/- 2,17 µM (n=4) 

Bis-Naphto-SC4 19,13 +/- 1,3 µM (n=2) 30,32 +/- 1,79 µM (n=3) 

Bis-Benzo-SC4 46,63 (n=1) 40,88 +/- 4,96 µM (n=3) 

Thia-SC4 193,8 (n=1) 164,3 +/- 46,13 µM (n=3) 

SC4 ZA - 262,2 +/- 12,7 µM (n=2) 

DCM-SC4 138 +/- 5,16 µM (n=3) 371,7 +/- 26,63 µM (n=2) 

Bis-Esculetin-SC4 - 405,5 +/- 231,29  µM (n=2) 

MC-SC4 211,8 +/- 8,21 µM (n=3) 481 +/- 25,65 µM (n=2) 

SC4 Acros 345,5 (n=1) 496,9 +/- 24,72 µM (n=2) 

 

C(-)/(&  (3.-)1* &%*.D'(-)4$3.) !&'<&0&#&$'),() *);&%*#&$'),()C3FGs-PV sont toujours les SC8, suivis 

par le Bis-DiBenzo-SC4, le Bis-Naphto-SC4, le Bis-benzo-SC4 qui sont bien plus efficaces que le 

reste des calixarènes. Les IC50 du SC8 Acros, le Bis-DiBenzo-SC4, le Bis-Naphto-SC4, le Bis-

benzo-SC4 et le Thia-SC4 ne sont pas significativement différents avant et après neutralisation 

(t-#(-#2)"ni2iJg, alors que les IC50 du DCM-SC4 et MC-SC4 augmentent suite à la neutralisation 

(t-test, "ni2iJg6) 

C!(;;(#) ,3) SC8 ZA(1), Bis-DiBenzo-SC4, Bis-Naphto-SC4, Bis-Benzo-SC4, Thia-SC4 et SC4 

neutralisés sur la perméabilisation de la membrane de hPMNs au BET par les différentes 

leucotoxines a été également vérifié (Tableau IV.3). Les nouveaux calixarènes, le Bis-DiBenzo-

SC4, le Bis-Naphto-SC4 et le Bis-Benzo-SC42)-$'#)*3--&)(;;&1*1(-):3()  ()G?W),*'-)  !&'<&0&#&$'),()

 !(;;(#) ,(-)  (31$#$%&'(-) = >?]= >^2) = >U]= >^) (#) C3FT]C3FL) f#(-#) U@bIU2) 4$-#) #(-#) L3''(##2)
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"ni2iJg2)1():3&)'!(-#)4*-) ()1*-),3)a<&*-SC4 qui a pourtant un effet inhibiteur meilleur que le SC4. 

Pour la LPV, le SC8 reste le calixarène le plus efficace, mais le Bis-DiBenzo-SC4, le Bis-Naphto-

SC4 et le Bis-Benzo-SC4 4.9-('#('#)3')(;;(#):3&)-!*44.$1<(),3)G?W)(#)& -)-$'#)4 3-)(;;&1*1(-):3() ()

Thia-SC4 qui a son tour présente une amélioration par rapport au SC4. 

 

Tableau IV. 3 : Effet des calixarènes sur la perméabilisation de la membrane de hPMNs au BET. 

Les IC50 sont calculées grâce au logiciel PRISM par la formule de régression non linéaire « dose-response 
inhibition ». Les calixarènes sont classés pour chaque leucotoxine 4*.)$.,.(),91.$&--*'#),() (3.) !(;;&1*1&#96)

C!(..(3.)1$..(-4$',)S) *)GTP6 * : n=4 sinon n=3. 

 

KT?=TK?=T)L!p@)TRRTa  ANTIBIOTIQUE DE CES CALIXARENES 

Une activité antibactérienne de certains calixarènes sur Corynebacterium (Lamartine et al., 

2002b), Mycobacterium (Mourer et al., 2012), Staphylococcus (Ben Salem et al., 2011) (#),!*3#.(-)

genres bactériens (Grare et al., 2010) ont été décrits. Une éventuelle activité antibactérienne des 

nouveaux calixarènes a été recherchée. Le Bis-Benzo-SC4, Bis-DiBenzo-SC4, Bis-Naphto-SC4, Bis-

Esculetin-SC4 et G?W)rUfjg2)3#& &-9-)S)Ji)l>2)'!$'#)*313')(;;(#)-3.) *)1.$&--*'1(),()Staphylococcus 

aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae, Enterococcus faecalis, Enterobacter 

cloacae, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Morganella morganii, Klebsiella 

pneumoniae et Serratia marenscens.   

BET LukS-PV/LukF-PV 
(0,2nM/2nM)  

SC8 ZA (1) 8,08 +/- 0,38 µM 
Bis-Naphto-SC4 27,09 +/- 4,2 µM 
Bis-DiBenzo-SC4 37,21 +/- 4,7 µM            
Bis-Benzo-SC4 56, 73 +/- 5,2 µM 
Thia-SC4 208,3 +/- 9,03 µM            
SC4 ZA 448,8 +/- 21,19 µM            

BET HlgC/HlgB  
(0,5nM/0,5nM) 

SC8 ZA(1)* 0,24 +/- 0,02 µM 
Bis-Benzo-SC4* 0,31 +/- 0,03 µM 
Bis-Naphto-SC4 0,56 +/- 0,04 µM 
Bis-DiBenzo-SC4* 0,80 +/- 0,09 µM 
Thia-SC4* 25,18 +/- 3,32 µM 
SC4 ZA* 34,52 +/- 3,16 µM 

BET HlgA/HlgB  

(2nM/2nM) 

Bis-Benzo-SC4 0,17 +/- 0,02 µM 
Bis-Naphto-SC4 0,24 +/- 0,01µM 
SC8 ZA(1) 0,35 +/- 0,02 µM 
Bis-DiBenzo-SC4 0,56 +/- 0,03 µM 
Thia-SC4 14,00 +/- 0,77 µM 
SC4 ZA 37,57 +/- 2,28 µM 

BET LukE/LukD 

(5nM/20nM)  

SC8 ZA (1) 0,31 +/- 0,004 µM 
Bis-Benzo-SC4 0,42 +/- 0,01 µM 
Bis-Naphto-SC4 0,75 +/- 0,06 µM 
Bis-DiBenzo-SC4 0,90 +/- 0,06 µM            
Thia-SC4 8,14 +/- 0,56 µM            
SC4 ZA 18,61 +/- 1,55 µM             
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CONCLUSION 

G3&#()*3%).9-3 #*#-),() !98* 3*#&$'),() !(;;(#),(-)1* &%*.D'(s commercialisés SC4, SC6 et SC8 sur 

 !*1#&$') ,(-)  (31$#$%&'(-) ,() S. aureus (Laventie et al., 2013), de nouveaux calixarènes plus 

efficaces ont été recherchés. Bien que le SC8 soit le plus efficace, ce sont des dérivés du SC4 qui 

ont été synthétisés puisque ce dernier 4.9-('#()  !&'#9.5#) ,!3'() /*--() ;*&0 (2 ,!3'() -#.31#3.()

rigide, ,!3'()*'#&>9'&1&#9)4.$0*0 (/('#)4 3-);*&0 ()('1$.(2)-*'-)* #9.(.);$.#(/('#) (-)4$--&0& &#9-)

de dérivation et une énantiomérie simple comparée à SC6 ou SC8 ; et surtout sa structure ne 

4(./(#)  *) ;$./*#&$'),*'-)  !(-4*1():3(),!3'();$./()9'*'#&$/9.&:3(2),$'1)3'() &'#9.*1#&$')4 3-)

simple à caractériser. Ainsi, le carboxyméthoxy-p-sulfonate phénol et 7 dérivés du SC4, le Thia-

SC4, le Dicarboxymétoxy-SC4 (DCM-SC4), le MonoCouronne-SC4 (MC-SC4), le Bis-Benzo-SC4, le 

Bis-Dibenzo-SC4, le Bis-Naphto-SC4 et le Bis-Esculetin-SC4, ont été testés et leurs effets ont été 

comparés à ceux du SC4 et du SC8.  

Le carboxyméthoxy-p-sulfonate phénol '!*)*313')(;;(#) -3.)  !*1#&8&#9),(-)  (31$#$%&'(-6) C( Thia-

SC4, le DCM-SC4, le MC-SC4 et le Bis-Esculetin-G?X)4.9-('#('#)3'()*/9 &$.*#&$'),*'-) !&'<&0&#&$')

,() !(;;(#),(-) (31$#$%&'(-)4*.).*44$.#)S)G?X, mais restent moins efficaces que le SC8. Cependant, 

le Bis-Benzo-SC4, le Bis-Dibenzo-SC4, le Bis-Naphto-SC4 présentent des résultats comparables 

au SC8 (tests ANOVA, 4$-#)#(-#)L3''(##2)"ni2iJg. Ces trois nouveaux calixarènes sont capables 

,!&'<&0(.)  !*1#&on des leucotoxines HlgA/HlgB, HlgC/HlgB, LukE/LukD et la LPV, sachant que 

 !&'<&0&#&$') ,()  *) ;&%*#&$') (#) ,()  !*1#&8&#9) ,() 1(##() ,(.'&D.() '91(--&#() ,(-) 1$'1('#.*#&$'-) 4 3-)

9 (89(-6)C!(;;&1*1&#9),()1(-)1* &%*.D'(-)*)43)5#.()/$'#.9()4*.)#.$&-)#(-#-),&;;9.('#s : la fixation des 

 (31$#$%&'(-)S) *)/(/0.*'(),(-)<HP@-2) !*3>/('#*#&$'),() *)c?*2+]i et la perméabilisation de la 

/(/0.*'()4 *-/&:3(),(-)<HP@-)*3)0.$/3.(),!9#<&,&3/2)$\) (-)7?Ji),(-),&;;9.('#-)1* &%*.D'(-)

sont du même ordre de grandeur. Les IC50 du Bis-Benzo-SC4, Bis-Dibenzo-SC4, Bis-Naphto-SC4 

1$//() ()G?W)-$'#)t)S)jlP)4$3.)= >U]= >^2)= >?]= >^2)C3FT]C3FL2)(#)u)S)Ji)lP)4$3.) *)CHI2)

* $.-) :3()  !7?Ji) ,3) a<&*-SC4 est < à 15 µM pour HlgA/HlgB, HlgC/HlgB, LukE/LukD, et < à 

200 µM pour la LPV. Ainsi, pour HlgA/HlgB, HlgC/HlgB, LukE/LukD, le Bis-Benzo-SC4, le Bis-

Dibenzo-SC4 et le Bis-Naphto-SC4 sont aussi efficaces que le SC8 et sont 30 x plus efficaces que 

le SC4 alors que le Thia-G?X)'!(-#):3()B)%)4 3-)(;;&1*1():3() ()G?X6)T#)4$3.) *)CHI2) ()G?W).(-#() ()

calixarène le plus efficace mais le Bis-Benzo-SC4, le Bis-Dibenzo-SC4 et le Bis-Naphto-SC4 sont 8 

à 16 fois plus efficaces que le SC4 alors que le Thia-G?X) '!(-#) :3() B) fois plus efficace que ce 

dernier. 

Bien que le Bis-Benzo-SC4, le Bis-Dibenzo-SC4 et le Bis-Naphto-SC4 ne soient pas aussi efficaces 

:3() ()G?W)4$3.) !&'<&0&#&$'),(-)(;;(#-),() *)CHI2)& -)4.9-('#('#)4 3-&(3.-)*8*'#*>(-)4*.).*44$.#)S)
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ce dernier. Le Bis-Benzo-SC4, le Bis-Dibenzo-SC4 et le Bis-Naphto-SC4 sont très solubles ce qui 

'!(-#) 4*-)  () 1*-) ,3) SC8. Le pH de la solution de SC8 est inférieur à 2, alors que celui du Bis-

Dibenzo-SC4 est neutre et ceux du Bis-Benzo-SC4 et du Bis-Naphto-SC4 sont de 5. De plus, le Bis-

Benzo-SC4, le Bis-Dibenzo-SC4 et le Bis-Naphto-SC4 ne présentent aucun effet hémolytique ni 

 (31$#$%&:3() M3-:3!S),(-)1$'1('#.*#&$'-),()B)/P)(#)j/P, respectivement. Tandis que, le SC8 

4.9-('#()3'()<9/$ O-()S)4*.#&.),!3'()1$'1('#.*#&$'),()Jii)lP)$3)S)4*.#&.),()B)/P)-&) *)-$ 3#&$')

est neutralisée et un effet leucotoxique à 300 µM même après neutralisation de la solution de 

SC8.  

Ainsi, les nouveaux calixarènes testés sont solubles, neutres, non toxiques, moins coûteux en 

synthèse (#) *3--&) (;;&1*1(-) :3()  () G?W) -3.) #$3#(-)  (-)  (31$#$%&'(-) #(-#9(-6) C!&'#9.5#) ,() 1(-)

/$ 913 (-) 1!(-#) :3!(  (s peuvent être utilisées (') #*'#) :3!*3%& &*&.(s de  !*'#&0&$#<9.*4&() $3)

comme prévention vis-à-vis de populations à risque6) T') (;;(#2)  !3#& &-*#&$') ,() 1(-) 1* &%*.D'(-)

pourrait diminuer fortement la réponse inflammatoire causée par certains facteurs de virulence, 

sachant que cette dernière nuit S)  !(;;&1*1&#9),!3'e thérapie antibiotique dédiée et peut causer 

des dégâts à des tissus, ou des organes. De plus, ces calixarènes, vu leur masse, peuvent 

présenter une meilleure diffusion cellulaire par rapport à des anticorps dirigés contre les 

leucotoxines. Enfin, le SC4 présente une antigénicité très faible (Grote Gansey et al., 1999), ce qui 

pourrait être le cas des nouveaux dérivés, contrairement aux antibiotiques. 

PERSPECTIVES 

SC4, SC6 et SC8 interagissent directement avec la sous-unité de classe S des leucotoxines, avec 

une stoechiométrie de 1 :1 mesurée par des méthodes de nanoESI-MS et SPR. De plus, des 

,!(%49.&('1(-),()E)/$ (13 *.),$1F&'>)v)ont montré :3() !3'),(-)-&#(-)prob*0 (-),!&'#(.*1#&$'),(-)

SC6 et SC8 (-#)-&#39)4.D-),!3'()-*&  &()<O,.$4<$0(),() *)-#.31#3.()#.&,&/('-&$''(  ()-94*.*'#) ()

domaine beta-sandwich du domaine rim de la face externe de ce qui deviendra le pore, mais 

toujours et uniquement sur les composés S des leucotoxines6) C!&'#(.*1#&$') 4<O-&:3() (#)  *)

stoechiométrie des nouveaux calixarènes, Bis-Benzo-SC4, Bis-Dibenzo-SC4 et Bis-Naphto-SC4, 

avec leurs cibles doivent être ainsi définies. L!&/4*1#) ,()  !&'#(.*1#&$') ,(-) 1* &%*.D'(-) *8(1)  (-)

composés S des leucotoxines staphylococciques sera évalué par la technique de Differential 

Scanning Fluorescence (DSF) et les 1$'-#*'#(-) ,!*;;&'&#9]di--$1&*#&$') ,()  !&'#(.*1#&$') ,() 1(-)

calixarènes avec leurs cibles moléculaires vont être déterminées par microcalorimétrie, 

molecular docking et ESI-MS.  
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Le modèle expérimental développé par Laventie et al. (Laventie et al., 2013) sera réactivé et 

amélioré pour évaluer les propriétés inhibitrices des nouveaux calixarènes. Par ailleurs, la 

stabilité de ces calixarènes ,*'-)  !(*3 et dans le sérum, 4*.)  *) 1$'-(.8*#&$') ,()  !*1#&8&#9)

inhibitrice et la conservation de la masse initiale, sera évaluée. 

Enfin, tous les dérivés du SC4 testés ci-dessus ont permis au moins une amélioration de  !(;;(#),3)

SC4, ce qui est un encouragement à la recherche de dérivés efficaces de masse plus faible. Une 

mouvelle molécule, le para-sulfonate-bis-DiBenzo-couronne-6-thia-calix[4]arène qui regroupera 

les propriétés du Thia-SC4 et du Bis-DiBenzo-SC4 sera synthétisée et son effet sur les 

leucotoxines sera évalué. 

 



 

 

 

 



 

 

 

 

CHAPITRE V : 
CONCLUSION 

  



 

 

 



 

 

213 

 

PATHOLOGIES ASSOCIEES A HLGC/HLGB ET A LA LPV 

Les +-hémolysines sont décrites comme des facteurs de virulence aggravant la sévérité de 

 !&';(1#&$')S)S. aureus (#)4*.#&1&4('#)*3)4.$1(--3-),!&'; *//*#&$')(Girgis et al., 2005; Supersac et 

al., 1998). ?(4(',*'#2) *313'() *--$1&*#&$') 1 &'&:3() 4.91&-() '!(-#) ,91.&#() (') .*&-$') ,()  *)

prévalence élevée de ces leucotoxines qui empêche les études épidémiologiques et l'évaluation 

de leurs rôles dans les maladies humaines spécifiques ou leur association avec des critères de 

gravité. Néanmoins, leur prévalence élevée suggère que ces facteurs jouent un rôle clé dans la 

colonisation et/ou les maladies (Vandenesch et al., 2012). 

Le rôle de la LPV dans les infections CA-MRSA expérimentales est encore controversé (Bubeck 

Wardenburg et al., 2007; Labandeira-Rey et al., 2007). Cependant, de par son épidémiologie et 

son histoire, la LPV a été associée à des infections de la peau et des tissus mous (comme les 

;3.3'1 (-2)  !*'#<.*%2)(#)  (-)4*'*.&-)S)-#*4<O $1$:3(g(Lina et al., 1999; Prévost et al., 1995b), la 

formation d'abcès (Munckhof et al., 2008b; Tong et al., 2010)2)  !$-#9$/O9 &#() 1<(Z)  (-) (';*'#-)

(Bocchini et al., 2006), la septicémie (Adem et al., 2005; Mongkolrattanothai et al., 2003) et la 

pneumonie nécrosante (Gillet et al., 2008; Gillet et al., 2002; Gillet et al., 2007; Li et al., 2011). En 

effet, la LPV augmente la faculté de S. aureus à causer une nécrose sévère des poumons, un 

w,D/()43 /$'*&.(2)3'()<9/$..*>&()* 89$ *&.(, une hémoptysie et le décès (Diep et al., 2010; 

Diep et al., 2013). La LPV joue aussi un rôle dans la dissémination hématogène de S. aureus dans 

 (-)4$3/$'-) $.-),!3'()-(4#&19/&()-98D.()(Crémieux et al., 2014). 

De nombreuses études ont rapporté une association entre le locus de la LPV et les maladies 

&'8*-&8(-2)1():3&)*);*&#),() *)CHI)3')/*.:3(3.)94&,9/&$ $>&:3(),() *)-989.&#9),() !&';(1#&$'6)?(1&)*)

conduit Shallcross et al. à passer en revue les données internationales publiées avant octobre 

Bijj2):3&) -3>>D.('#)  !*--$1&*#&$')('#.()  (-)>D'(-),()  *)CHI)(#)  *) 1$ $'&-*#&$'2)  *)/* *,&(2) (#)  ()

rétablissement suite à une pneumonie, bactériémie, infection musculo-squelettique, et les 

maladies de la peau et des tissus mous causées par S. aureus (Shallcross et al., 2013). Les 

rés3 #*#-),()1(##()9#3,()$'#)/$'#.9):3() !*--$1&*#&$'),() *)CHI)*3%)&';(1#&$'-),() *)4(*3)(#),(-)

#&--3-)/$3-)(-#);$.#()(#)&',94(',*'#(),3)#O4(),()-$31<():3!(  (-)-$&('#),(-)MRSA ou des MSSA 

(Methicillin-Sensitive Staphylococcus Aureus ) (Holmes et al., 2005; Mesrati et al., 2010; Otter 

and French, 2010; Shallcross et al., 2010), et que ces infections sont plus susceptibles de 

nécessiter une intervention chirurgicale que ne le sont celles causées par des souches LPV(-). 

L*'-)  ()1*-),!&';(1#&$'-)1*3-9(-)4*.),(-)-$31<(-)CHI(+) 1<(Z)  (-)-3M(#-)*,3 #(-2) & )'!O)*)4*-),()

vraie possibilité de prédire le résultat clinique pour une pneumonie à staphylocoques, pour les 

maladies musculo-squelettiques, ou pour les bactériémies. Au contraire, chez les enfants atteints 
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de maladies musculo-squelettiques, les souches LPV+ sont associées à un traitement chirurgical, 

un long séjour à l'hôpital et à une ostéomyélite chronique. La LPV n'est cependant pas un 

,9#(./&'*'#)4.&'1&4* ),() *)-989.&#9)$3) x98$ 3#&$'),() !&';(1#&$'2)$3),3).9#*0 &--(/('#)(Bae et al., 

2009; Lalani et al., 2008; Sharma-Kuinkel et al., 2012).  

L!*3#.(-) ;*1#(3.-) ,() 8&.3 ('1() ,() S. aureus ont été également corrélés à des pathologies. La 

toxine " est un facteur de virulence essentiel dans les abcès de cerveau (Kielian et al., 2001), les 

infections de la peau et des tissus mous (Kobayashi et al., 2011) et les pneumonies (Bubeck 

Wardenburg et al., 2007). Elle joue un rôle dans la dissémination hématogène de S. aureus dans 

les poumons et augmente significativement la mortalité  $.-),!3'()-(4#&19/&()-98D.()(Crémieux 

et al., 2014). LukA/LukB semble jouer un rôle important dans la survie de S. aureus dans le sang 

<3/*&')(#)4(./(#) !*3>/('#*#&$'),() *)1<*.>()0*1#9.&(''(),*'-) (-).(&'-),*'-)3')/$,D ()/3.&')

d'infection de la circulation sanguine (Dumont et al., 2010). De même LukE/LukD augmente la 

virulence de S. aureus et la létalité dans un modèle murin ,!&';(1#&$'),() *)1&.13 *#&$')-*'>3&'()

(Alonzo et al., 2012). Les modulines solubles dans le phénol sont considérées comme des 

facteurs associés à la virulence qui jouent un rôle important dans la pathogenèse de S. aureus. 

Ces peptides induisent la production de cytokines pro-inflammatoires, recrutent, activent et 

lysent les PMNs, lysent les érythrocytes et facilitent la structuration et le détachement des 

0&$;& /-)(#)4(./(##('#) *),&--9/&'*#&$'),() !&';(1#&$')(Li et al., 2014). 

Cependant, les études in vivo pour évaluer l'impact des leucotoxines sur les infections à S. aureus 

ont été effectuées sur les lapins et les souris comme modèles animaux, ce qui a aboutit à des 

résultats controversés. En fait, la LPV est très peu cytotoxique sur les cellules murines (Loffler et 

al., 2010), ce qui remet en question les résultats montrant un effet de la LPV dans des modèles 

/3.&'-),()4'(3/$'&()(#),!&';(1#&$'-),() *)4(*3)(#),(-)#&--3-)/$3-)(Brown et al., 2009; Bubeck 

Wardenburg et al., 2007; Labandeira-Rey et al., 2007; Otto, 2010a; Tseng et al., 2009; 

Vandenesch et al., 2010). En effet, il semble que les C5aR des murins et des macaques ne sont 

pas reconnus 4*.)  *) CHI2) *3) 1$'#.*&.() ,(-) ?J*K) ,()  *4&') (#) ,()  !<3/*&' (Spaan et al., 2013). 

Cependant, dans certains cas, des modèles d'infection chez le lapin ont également conduit à des 

résultats controversés concernant le rôle de la LPV (Crémieux et al., 2009; Diep et al., 2008; 

Kobayashi et al., 2011; Lipinska et al., 2011). Ainsi, ces phénotypes peuvent être liés à un fort 

inoculum utilisé dans ces études (Vandenesch et al., 2012)2) *3) /$,() ,!*,/&'&-#.*#&$') ,(-)

0*1#9.&(-2) *3) .(-4(1#) ,3) ,9.$3 (/('#) ,()  !&';(1#&$'2) 4(3#) 5#.() aussi à un contrôle génétique 

.&>$3.(3%) ,(-) -$31<(-) /3#9(-) 3#& &-9(-) (#) *3) #O4() ,!&';(1#&$') :3&) 4(3#) 5#.() 4 3-) $3) /$&'-)

corrélable à la clinique. 
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ROLE DES LEUCOTOXINES DANS LES PATHOLOGIES 

La plupart des facteurs de virulence de S. aureus $'#) 3'() *1#&8&#9) ,*'-)  !98*-&$') ,3) -O-#D/()

&//3'&#*&.(2)  *) 1$ $'&-*#&$') $3)  *) ,&--9/&'*#&$'6) U3) 1$'#.*&.(2)  (-) #$%&'(-) -!*##*:3*'#)

,&.(1#(/('#)*3)-O-#D/()&//3'&#*&.()(#)*3%)1(  3 (-),() !<N#(6 

Dans la mesure où les PMNs sont la composante cellulaire la plus importante du système 

immunitaire inné et donc, le principal moyen de défense contre les infections à S. aureus. Il a été 

proposé que la LPV contribue à la virulence de la bactérie en provoquant la lyse des PMNs et 

d'autres cellules myéloïdes. Ceci cond3&#)S)  *)  &09.*#&$'),!(-4D1(-).9*1#&8(-),()  !$%O>D'()f=2O2, 

O2-) et de protéases qui vont provoquer une nécrose du tissu environnant et la libération par les 

leucocytes de cytokines pro-inflammatoires qui amplifient le recrutement, et au final la nécrose 

(Diep et al., 2010; Tseng et al., 2009).  

Cependant, certaines études ont montré que la cytolyse des PMNs in vitro nécessite une 

concentration de LPV qui ne peut pas être obtenue in vivo (Badiou et al., 2008; Badiou et al., 

2010; Graves et al., 2010), pourtant la LPV induit la libération de molécules pro-inflammatoires 

4*.) (-)HP@-6)C!(;;(#),() *)CHI)-(/0 ()5#re causé par l'activation des voies de transduction du 

signal plutôt que par la cytolyse. En plus, à des concentrations sub-lytiques, les leucotoxines 

4(38('#)*/$.1(.)  (-)HP@-)4(./(##*'#)3'() &09.*#&$'),!(-4D1(-).9*1#&8(-),()  !$%O>D'()4*.),(-)

peptides formylés (Colin and Monteil, 2003; Graves et al., 2012). Ces PMNs amorcés par la LPV 

montrent une meilleure capacité à se lier et à tuer S. aureus (Graves et al., 2012). Toutes ces 

observations soulignent que, malgré la somme des connaissances acquises, les mécanismes 

pouvant rendre S. aureus particulièrement virulent doivent encore être mis en lumière. 

@$#.()9#3,() -3.)= >?]= >^)(#)  *) CHI)'$3-)*)4(./&-),() 1$';&./(.):3()  !*1#&8&#9)4.&'1&4* (),(-)

leucotoxines ne réside pas forcément dans leur capacité de former des pores et que leurs 

activités cellulaires sont beaucoup plus larges. De plus, les résultats obtenus suggèrent que les 

leucotoxines pourraient déclencher des mécanismes de défenses cellulaires chez les PMNs. Ces 

leucotoxines sont 1*4*0 (-) ,() 1&0 (.) ,!*3#.(-) #O4(-) 1(  3 *&.(-) :3()  (-)  (31$1O#(-2) mais à des 

1$'1('#.*#&$'-)4 3-)9 (89(-6)C(-)1$',&#&$'-):3&)4(./(##.*&('#),!*##(&',.()1(-)1$'1('#.*#&$'-) in 

vivo ne sont pas encore connues.  

b3#.()4 3-&(3.-)(-4D1(-),()-#*4<O $1$:3()S)1$*>3 *-()'9>*#&8(2),!*3#.(-)(-4D1(-)0*1#9.&(''(-)

produisent des leucotoxines, notamment des bactéries Gram- comme Mannheimia (Pasteurella) 

haemolytica, Actinobacillus actinomycetemcomitans et Fusobacterium necrophorum (Brown et al., 

1997; Johansson, 2011; Lally et al., 1999; Tan et al., 1996). Ces bactéries sont des commensaux 
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des voies respiratoires, gastro-intestinaux, des organes reproducteurs ou des cavités orales des 

animaux et des humains. Certaines leucotoxines de ces bactéries sont des PFTs de la famille des 

RTX (repeats-in-toxin), qui peuvent, à faible concentration, activer les PMNs en augmentant la 

[Ca2+]i, en stimulant le burst oxydatif, la dégranulation et la libération du contenu des lysosomes, 

 !* #9.*#&$') ,3) 1O#$-:3( (##() (#) (  (-) 4(38('#) *3ssi induire une mort cellulaire programmée 

1$//() !*4$4#$-()(Narayanan et al., 2002)6)?(-) (31$#$%&'(-)-(/0 ('#)*3>/('#(.) !(;;(#)8&.3 ('#)

,() 1(-) 0*1#9.&(-) (')  (3.) 4(./(##*'#) ,!91<*44(.) *3) -O-#D/() &//3'&#*&.() ,()  !<N#() et en 

détruisant les leucocytes ,!3'()4*.#2)(#),!*3#.()4*.#2)(')/$,3 *'#)  *).94$'-() &'; *//*#$&.(),()

l'hôte de manière à ce que les médiateurs de l'inflammation et des cellules immuno-effectrices 

activées finissent par jouer un rôle central dans la physiopathologie de la maladie (Narayanan et 

al., 2002). 

CONCLUSION GENERALE 

HlgC/HlgB et la LPV de S. aureus ciblent le récepteur C5aR du système du complément, un 

 ! "#$%&'()&*%&(+,$$-.,")&,..)%/&01&'2. )3-%.'%&*%&'%&',4(15%&% "&672414(%$%."&*%&*)8,%7&-.%&

réponse cellulaire qui pourrait être fatale à la bactérie, comme dans le cas de la protéine CHIPS 

3-,&,.9,4%&(%&'9,$,2"1'", $%&%.&',4(1."&(% &$:$% &7)'%6"%-7 /&;%&6(- <&'% &"2=,.% &4,%.&3-+%((% &

appartiennent à la même famille de facteurs de virulence, agissent de manière différente et ont 

-.&,$61'"&*,>>)7%."<&672414(%$%."&62-7&1-5$%."%7&(+%>>,'1',")&*%&(1&41'")7,%&(27 &*% &,.>%'",2. /& 

;+-.& 1-"7%& '?")<& (% & *,>>)7%."% & ,.>%'",2. & 3-,& "2-'9%."& (+92$$%& 2."& 6%7$, & *%& >275%7&  2.&

immunité à travers les millénaires. Ainsi, la présence des leucotoxines semble activer les PMNs 

pour un meilleur effet bactéricide (Graves et al., 2012). Cependant, une forte activation des 

PMNs peut avoir un effet néfaste sur les tissus adjacents et apporter des nutriments essentiels à 

la bactérie.  

@,. ,<&%."7%&(+1""13-%&%>>%'"-)%&617&S. aureus %"&(1&*)>%. %&$, %&%.&6(1'%&617&(+,$$-.,")&,..)%<&,(&

% "&*,>>,',(%&*%&67)*,7%&(%&7) -("1"&*+-.%&,.>%'",2.&3-,&*)6%.*&*%&6(-sieurs facteurs. En tout cas, la 

présence des leucotoxines pendant les infections joue un rôle dans le dommage tissulaire même 

%.&14 %.'%&*%&(1&41'")7,%<&*+2A&(%&7?(%&*% & "71")5,% &1.",-staphylococciques qui se développent 

ces dernières années vers la vac',.1",2.& %"& (+,$$-.2"9)716,%/& B2-"% & (% & *%-=& ',4(%."& *% &

facteurs de virulence.  

C%""%& "9# %& 1& 6%7$, & *+16672>2.*,7& (% & '2..1,  1.'% & >2.*1$%."1(% & *-& $2*%& *+1'",2.& *% &

leucotoxines et surtout de mettre en avant des mécanismes indépendants de la formation du 

pore. Dans la suite de la thèse de Benoît-D2 %69&018%.",%<&3-,&1&$2."7)&(1&67) %.'%&*+-.%&7)5,2.&
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de LukS-EF& .)'%  1,7%& G&  1& >,=1",2.& 1-=& 9EHI <& J+1,& $2."7)& 6(- & 617",'-(,#7%$%."& 3-%& '%""%&

région est nécessaire à la fixation de LukS-PV aux récepteurs C5aR sur les cellules U937 

tansfectées avec le C5aR, sachant que LukS-PV ne se fixe pas sur les cellules U937 non 

transfectées.  

Nous avons pu montrer aussi que HlgC/HlgB et la LPV ont un effet activateur sur les hPMNs 

,.*)6%.*1$$%."& *%& (1& >27$1",2.& *+-.& 627e. En effet, ces deux leucotoxines induisent une 

augmentation de la [Ca2+]i suite à leur internalisation. Malgré les grandes similarités entre ces 

deux leucotoxines et la fixation de leur sous-unité de classe S sur le même récepteur, les sous-

unités de cla  %&K&6%7$%""%."&G&'913-%&(%-'2"2=,.%&*+1'",8%7&*% &82,% &*,>>)7%."% /&@,. ,<&(1& 2- -

unité de classe F semble déterminer la formation de pores %"& (+1'",81",2.&*% &'%((-(% &LB14(%1-&

V.1).  

C%""%& "9# %& 1& 6%7$, & )51(%$%."& *%&$2."7%7& 3-+2-"7%& (% & (%-'2'!"% <& les leucotoxines peuvent 

avoir de nombreuses cibles cellulaires comme les neurones en grain du cervelet et les DRG. 

Ainsi, lors des infections, certains effets, comme la douleur par exemple, pourraient être dus à 

(+1'",81",2.&*% &.%-72.% &617& (% & (%-'2"2=,nes. Cependant, ces mêmes effets pourraient être le 

résultat de la réaction inflammatoire déclenchée. Il est donc important de comprendre tous les 

effets des leucotoxines sur les neurones pour pouvoir les contrer.  

Cela suggère de nouvelles investigations tant à propos des interactions avec la membrane, des 

cascades de signalisation qui incluront probablement des kinases, que sur le traffic 

intracellulaire des leucotoxines. Par ailleurs, en considérant que la programmation cellulaire 

entre un leucocyte polynucléaire et un neurone est très dissemblable, cela accroît encore le 

champ des recherches futures. 

01& '2$67)9%. ,2.& *-&$2*%& *+1'",2.&*%& '% & >1'"%-7 & *%& 8,7-(%.'%& %"& (M)(14271",2.& *%&$% -7% &

pour contrer leur activité sont essentielles dans le traitement des infections par S.aureus. Dans la 

suite du travail de Benoît-D2 %69& 018%.",%<& 3-,& 1&$2."7)& (+%>>%"& ,.9,4,"%-7& *% & para-sulfonato-

'1(,=17#.% &  -7& (% & (%-'2"2=,.% <& '%""%& "9# %& 1& 6%7$, & *+)81(-%7& (+%>>%"& ,.9,4,"%-7& *%& .2-8%1-=&

calixarènes. Ces nouveaux calixarènes dérivés du SC4 sont solubles, neutres, non toxiques, moins 

coûteux en synthèse et pourraient montrer un potentiel à être utilisés comme auxiliaires aux 

antibiothérapies suite à des tests supplémentaires in vivo/&@&'%""%&>,.<&(%&*)6?"&*+-.&47%8%"&%st en 

cours de préparation. 
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Tableau V. 1 : Effets cellulaires des différents couples de leucotoxines. 

Malgré les grandes similarités entre HlgC/HlgB et la LPV, les sous-unités de classe F permettent 
à chaque leucotoxine *+1'",8%7& *% & 82,% & *,>>)7%."%  et semblent déterminer la formation de 
pores %"& (+1'",81",2.& *% & '%((-(% . Les effets cellulaires des couples HlgC/HlgB, HlgC/LukF-PV, 
LukS-PV/LukF-PV et LukS-PV/HlgB sont résumés dans ce tableau. (ND : non déterminé) 

 HlgB LukF-PV 

HlgC 

  Internalisation 

  Mobilisation du Ca2+ des stocks 

acides et du RE  

  N.9,4,"%-7 & *%& OPC <& ,.9,4%."& (+%>>%" 

calcique de la leucotoxine   

  Formation de pores sur les 

membranes lipidiques synthétiques 

  Formation de pores sur les 

liposomes 

  Formation de pores sur les U937-

C5aR 

  E1 & *+1$27Q15%& *% & EHI & 62-7& (%&

burst oxydatif 

  ND 

  Mobilisation du Ca2+ du RE 

 

  ND 

 

  Pas de formation de pores sur les 

membranes lipidiques synthétiques 

  Pas de formation de pores sur les 

liposomes 

  Pas de formation de pores sur les 

U937-C5aR 

  Amorçage des PMNs pour le burst 

oxydatif 

LukS-PV 

  ND 

  Mobilisation du Ca2+ des stocks 

acides et du RE  

  ND 

 

  Formation de pores sur les 

membranes lipidiques synthétiques 

  Formation de pores sur les 

liposomes 

  Formation de pores sur les U937-

C5aR 

  Pas *+1$27Q15%& *% & EHI & 62-7& (%&

burst oxydatif 

  Internalisation 

  Mobilisation du Ca2+ du RE 

 

  N.9,4,"%-7 &*%&OPC <&1'')(#7%."&(+%>>%" 

calcique de la leucotoxine  

  Pas de formation de pores sur les 

membranes lipidiques synthétiques 

  Pas de formation de pores sur les 

liposomes 

  Pas de formation de pores sur les 

U937-C5aR 

  Amorçage des PMNs pour le burst 

oxydatif 
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Résumé 

La  -hémolysine HlgC/HlgB et la leucocidine de Panton et Valentine (LPV) sont deux toxines formant des pores de 
la famille des leucotoxines bipartites (formées de deux sous-unités de classe S et F) sécrétées par S. aureus qui 
ciblent directement les polynucléaires neutrophiles humains (hPNNs) et qui augmentent le pouvoir pathogène de 
la bactérie. !"#$%"&'()(*+,"#$#(,)$-./%"0",)$'/1/2%"#$3"$'+2%"4$35/&)4"#$)61"#$'"%%&%/+4"#$'(00"$%"#$,"&4(,"#$",$

grain du cervelet de r/)$")$ %"#$789:$75/2(43;$ %"$ '(01(#-$3"$'%/##"$<$3"$'"#$ %"&'()(*+,"#$ #"$ =+*"$>$&,$4-'"1)"&4$

membranaire, le C5aR. Des substitutions en Alanine par mutagénèse dirigée ont 1"40+#$ %/$ '/4/')-4+#/)+(,$35&,$

'%&#)"4$35/'+3"#$/0+,-#$"##",)+"%#$1(&4$%/$=+*/)+(,$3"$?&@<-PV à C5aR, localisé sur 2 boucles du domaine « Rim ». 
Puis, suite à la fixation de la sous-unité de classe F, HlgC/HlgB et la LPV semblent être internalisées, permettant 
une augmentation de la [Ca2+]i. Malgré les grandes similarités entre ces deux leucotoxines les sous-unités de classe 
A$ 1"40"))",)$ >$ 'B/C&"$ %"&'()(*+,"$ 35/')+D"4$ 3"#$ D(+"# calciques différentes. Des dérivés du para-sulfonate-
calix[4]arène ont un effet inhibiteur de ces toxines et pourraient montrer un potentiel à être utilisés comme 
auxiliaires aux antibiothérapies. 

Mots clés : Staphylococcus aureus, Leucocidine de Panton et Valentine,  -hémolysine, neutrophiles humains, 
neurones en grain du cervelet, DRG, signalisation calcique, inhibiteurs, para-sulfonato-calix[n]arènes. 

 

 

Abstract 

EB"$ -hemolysin HlgC/HlgB and the Panton and Valentine leukocidin (PVL) are two pore-forming toxins of the 
family of bicomponent leukotoxins secreted by S. aureus that directly target human neutrophils (hPNNs) and 
increase the pathogenicity of the bacteria. These leukotoxins also are capable of targeting other cell types such as 
rat cerebellar granular neurons and DRG. First, the compound of the class S binds to a membrane receptor, C5aR. 
Alanine-scanning mutagenesis allowed the characterization of a cluster of amino acids localized on two loops of 
)B"$F8+0G$3(0/+,$"##",)+/%$=(4$?&@<-PV binding to C5aR. Then, after the class F subunit binding, HlgC/HlgB and 
PVL appear to be internalized, allowing an increase in [Ca2+]i. Despite the similarities between these two subunits, 
the class F component allows each leukotoxin to activate different pathways. Derivatives of para-sulfonato-
calix[4]arene have an inhibitory effect on these toxins and may offer a potential to be used as auxiliary to 
antibiotherapy. 

Keywords: Staphylococcus aureus, Leucocidin of Panton and Valentine,  -haemolysin, human neutrophils, primary 
sensory neurones, DRG, calcium pathways, inhibitors, para-sulfonato-calix[n]arenes. 

 

 

 


