


UNIVERSITE LOUIS PASTEUR - STRASBOURG 1
UNIVERSITE NATIONALE DU BENIN
1999
N°0671712X

THESE EN COTUTELLE

présentée a

L>UNIVERSITE NATIONALE DU BENIN - COTONOU

pour obtenir le grade de

DOCTEUR DE L’UNIVERSITE LOUIS PASTEUR
DOCTEUR DE L’UNIVERSITE NATIONALE DU BENIN

Domaine : MICROBIOLOGIE - BIOLOGIE MOLECULAIRE
par

Lamine Said BABA-MOUSSA

MECANISME D’ACTION DES LEUCOTOXINES A DEUX COMPOSES DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS : OLIGOMERISATION ET DECOUPLAGE DE
L’ACTIVITE FORMANT DES PORES.

APPROCHE EPIDEMIOLOGIQUE DES INFECTIONS A STAPHYLOCOCCUS
AUREUS EN AFRIQUE DE L’OUEST

Soutenue le 15 Juillet 1999, devant la commission d’examen :

M. H. MONTEIL Université Louis Pasteur Directeur de Thése
M. A. SANNI Université Nationale du Bénin Directeur de Thése
M. C. HOUNTONDJI  Université Paris VI Rapporteur

M. J. SETONDJI Université Nationale du Bénin Rapporteur

M. J. H. WEIL Université Louis Pasteur Rapporteur

M. G. PREVOST Université Louis Pasteur Examinateur

Institut de Bactériologie, LTAB, UPRES EA 1318, 3, rue Koeberlé, F-67000 STRASBOURG
Département de Biochimie et de Biologie Cellulaire, Fa.S.T-UNB (04 BP 0320 COTONOU-Bénin



Je dédie cette Theése :

A mon frére Ismaél BABA-MOUSSA

3 Octobre 1973 - 25 avril 1999.

Que ton 4me repose en paix !

A ma mére Ramatou BABA-MOUSSA qui n’a ménagé aucun effort pour soutenir mes études

en France. Que Dieu te préte longue vie et bonne santé pour que tu nous accompagnes aussi

loin que possible.

A mon pére Sidicou BABA-MOUSSA pour la rigueur et le gotit du travail que tu nous a

donné. Que le Seigneur t’accorde longévité, santé et bonheur pour que tu nous accompagnes

aussi loin que possible.

A mes fréres :

Abib Mohamed 4 qui je présente mes félicitations pour son nouveau-né (Akyle).

Abdel Rahamane : j’espére que tu pourras soutenir ta thése en décembre comme prévu.

Abdel Kader a qui je souhaite beaucoup de courage pour sa soutenance. Je suis de tout

coeur avec toi.

A Mlle Aboudou Nadia et sa famille pour leur soutien moral et leur amitié.

A tous les miens.



REMERCIEMENTS :

A Monsieur le Professeur H. Monteil, Directeur de L’Institut de Bactériologie : je vous
remercie pour I’accueil que vous m’avez réservé dans votre laboratoire. Vous avez accepté de
diriger ce travail malgré vos multiples responsabilités. Je vous remercie de votre bienveillance

et de votre disponibilité d’esprit. Veuillez trouver ici I’expression de ma profonde gratitude.

A Monsieur le Professeur Ambaliou Sanni, Chef du Département de Biochimie et de Biologie
Cellulaire de L’UNB : vous avez accepté de co-diriger ce travail en m’accueillant dans votre
laboratoire. Je vous remercie pour votre disponibilité et pour ’encadrement enthousiaste dont
j’ai bénéficié lors de mes différents séjours & Cotonou. Trouvez dans ce travail ma

reconnaissance profonde.

A Monsieur le Professeur J. H. Weil, Directeur de 1’Institut de Biologie Moléculaire des
Plantes : vous nous faites 1’honneur d’étre rapporteur de ce travail, nous vous en remercions.
Sans votre engagement d’enseignement au Bénin cette thése en cotutelle n’aurait pas été
possible. Vos enseignements et vos travaux dans le domaine de la Biochimie sont pour nous

une référence.

A Monsieur le Professeur C. Hountondji : nous vous remercions d’avoir accepté de juger ce

travail et de nous faire I’honneur de siéger dans ce Jury de thése.

A Monsieur le Professeur J. Seétondji : I’initiative des relations entre Strasbourg et Cotonou

vous revient. Nous vous remercions d’avoir accepté de participer 4 ce Jury de thése.

A Monsieur G. Prévost : je te remercie d’avoir encadrer cette thése du début 2 la fin avec toute
la rigueur scientifique qui te caractérise. Je te remercie pour le soutien moral et matériel que tu
m’as apporté pendant les moments difficiles que j’ai traversés. Ton amitié et tes

encouragements ont éteé trés précieux pour ’accomplissement de cette thése. J’espére que ce



travail sera le point de départ d’une longue et fructueuse collaboration scientifique entre notre

laboratoire au Bénin et I’Institut de Bactériologie.

Au Professeur Yves Boulanger, Directeur de 1’Ecole Supérieure de Biotechnologie : vous avez
contribué au développement de la Biochimie et de la Biologie Moléculaire au Bénin. Je vous
remercie pour votre engagement d’enseignement au Bénin sans lequel cette thése en cotutelle

n’aurait pas été possible.

Mme Daniéle Prévost pour sa gentillesse et sa sympathie.

A mon oncle Mohamed BABA-MOUSSA de La Rochelle et sa famille pour tout le soutien

qu’ils nous ont apporté lors du décés de notre frére Ismagl.

A Mesdames Elsie BOHR, Sylvianne Randane et la famille Fichter pour leur assistance durant

tout mon séjour en France.

A Monsieur D. A. Colin, pour ses conseils précieux dans le domaine de la cytométrie en flux

et sa disponibilité dans ’analyse des mutants.

A Stéphane Bronner, pour sa sincére amitié et pour les bons moments que nous avons passés
pendant ces dix années. Je pars avec beaucoup de regrets, mais j’espére t’accueillir trés

prochainement & Cotonou.

A Sandra Wermer, pour sa collaboration pendant ces deux derniéres années. Je te remercie
particuli¢rement pour I’aide que tu m’as apportée pendant ce dernier mois. J’espére que d’ici
la fin de ta thése notre collection de mutants aura doublé. Je te souhaite une bonne

continuation et beaucoup de réussite pour ton avenir.

A Daniel Keller, pour sa collaboration efficace et pour ses conseils techniques et sa perpétuelle

gentillesse.



A Raymonde Girardot dite “ Rosemonde® pour ton aide dans la réalisation de certaines

expériences de cytométrie en flux, et pour ton humour.

A Leila Staali 4 qui je souhaite beaucoup de courage et de la patience.

A Julie, pour sa bonne humeur. Je te souhaite bonne continuation.

A Mme Colette Harf-Monteil pour sa gentillesse et ses conseils avisés.

A Mimi Haubensack pour sa sympathie.

A Alain Gravet pour son aide dans le diagnostic et la mise en forme de la bibliographie.

A Monsieur Philippe Riegel pour les longues discussions sportives. J’espére que nous
continuerons a échanger nos points de vue sur le championnat de France. Le monde devient
petit grace a I’internet.

A Mme Véronique Blanloeil du secrétariat scientifique pour sa patience.

A Monsieur Pierre Dietz du service photo de I’Institut de Bactériologie.

A tout le personnel de I’Institut de Bactériologie.

A Nicodem Chabi pour ton aide technique et ta disponibilité lors de mes différents séjours a

Cotonou et surtout pour I’amitié sincére que tu me portes.

A tout le personnel du Laboratoire de Biochimie et de Biologie cellulaire de Cotonou : Edorh,

Ahissou, Richard, Mme Ayi, Mme Kpassou, Cina, Clarisse, Madjid.



Mes remerciements particuliers a tout le personnel du Laboratoire National, de la Clinique
Saint Luc et du CNHU a Cotonou pour leur collaboration & la collecte des souches de

staphylocoques.

Nos remerciements 8 Mme Prince David et au Dr Dagnra du CHU de Lome-Tokoin pour leur

participation & la réalisation de I’enquéte épidémiologique.

Nos remerciements 3 Mr et Mme Befort et au Professeur Edoh d’Abidjan pour la collecte des

souches de staphylocoque en Cote d’Ivoire.

Enfin, nous remercions le Gouvernement Béninois et I’Ambassade de France au Bénin pour

leur soutien financier.



TABLE DES MATIERES

TABLE DES MATIERES.......cccitiiiiietirernsenncncecnns N 1
ABREVIATIONS.........c...... teseesesesssanscseses cesesnne Ceesesesscesensessrsnenae 7
INTRODUCTION GENERALE.....cccittititeinseccarencscenses tecerstscnsantanes 9
I. GENERALITES SUR STAPHYLOCOCCUS AUREUS .......ovviieiuiiniiiniiiniiiieiiiiniinieitieeinens. 11
L1. Identification ..............cc.cc.ceoevvnn.. fe et e aeeheet et eaa et eer e et ea e e araaaaan 11

) A els ) 7 4 T2 PN 12
1.3. Les infections a StaphyloCOCCUS QUFEUS. .............ouveereiieteiiiiiiinieninaieenananins 12
1.3.1. Les suppurations 10CaliSEEs ..........euiiereiiieriineiniiiiiiieiciieerieenreanans. 12
1.3.2. Les staphylococCies SyStEmMiqUes. . ......o.vvvrieireeniiiineriiieirreereeieirenrnaanns. 13
1.3.3. Les manifestations digestiVes. ......ceuiuiiieieientereiireeieeeaneeeitnreneeeennennannens 13

II. FACTEURS DE PATHOGENICITE DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS * «..eeuviiiieneiiaseesennennennanns, 13
IL1. Facteurs de VIFULENCE. . ..............ccoeuueniiiiia ittt e et e reeenins 13

| 100 00 O T (0> 41 1 U O 13
IL1.1.1. L’ AIpha-toXine .........ccciiiiiieiiiiiiiiiiiiiiii e e 13

IL1. 1.2, La Beta-tOXINe. ouuniitieit ettt e er e eaenenn 13
I1.1.1.3. La Gamma-h€moOlySine ..........cocoviieiieiiiiiiii i eenenn 13
IL1.1.4. La Delta-toXine . ....o.oiuiiititiiie i ettt e ete e e et eeeeeneaeans 13
IL.1.1.5. Les LEUCOLOXINES ......oueuririntitiniiieteiet ettt et ter e aanans 13
IT.1.1.6. Les EntérotOXines. ......u.evtiuintiriniieee et eeeeee et eeeeeeneenenanean, 15
I1.1.1.7. Toxine du Syndrome de choc Toxique (TSST-1) ......coeoviviiniiinininin.... 15
I1.1.1.8. Les Epidermolysines Aet B(ETA,ETB) ....c.ooviviiviiiiiininineananin, 15
I1.1.1.9. La Coagulase........o.euiuiniininininieiiiet et e e enaanas 16

I1.2. Les Facteurs d'QdRESION ................cc.cooviiiiiiniie i e 16
IL2.1.LaProtéine A ..ot e e 16
I12.2. Les AdRESINES ...ouvneninit i, 16
I1.2.3. Les “Fibronectin binding protein®................c.covvieiiviniiiineniiieeeeennn, 17
I1.2.4. Les “Laminin binding protein® ..............cooiiiiiiniriieonee e 17
I1.2.5. La "Collagen binding protein”...............c.oevuiiniiniininiisieeee e 17
I1.2.6. Les "Fibrinogen binding protein” .............cccoooiiiiiiiiiiii e 17



II. PRINCIPAUX TYPES DE TOXINES FORMANT DES PORES ET LES EVENEMENTS CONDUISANT A LA

PERMEABILITEMEMBRANAIRE .. . ..e.ututtutiaensenteaentetennesteees et eteeeetieneeneeneanenss 17
Il 1. Les toxines formant des pores: introduction. ....................ooooiiiviiiiiiniiiiinnnnn. 17
II1.2. Les toxines a hélices alpha hydrophobes et amphipatiques............................... 18

MI2.1.LaColicine A’ E. COli .......ocuiiuiiiiiniiiiiiiii i 20
I11.2.1.1. Interaction avec la membrane plasmique...............ooooiviiiiiiiinn., 20
I11.2.1.2. Insertion dans la membrane plasmique.:.............cocouviviiiiiniiniicniin. 20
II.2.1.3. Formation du POTE.........ovtiuiuiiiiniiit it 23

II1.3. Les toxines a feuillets B prépondérants ..................ccoovcveviiiiiiiiiiiiniinininann.. 23

II1.3.1. L’ o-toxine de Staphylococcus Qureus ..............c.coovoiiiiiiiiiiiiiniiiniinnnnn. 25
II.3.1.1. Structure de I'O-toXINe. ... .c..oviviiiiniiiiiiiiiiii 25
M1.3.1.2. Mode d’action de 1a tOXINe...........oeeieiiiiniiiiiiiniiiiiiiei e 25

I11.3.2. Les Leucotoxines & deuX COMPOSES. .......cuvuerentenerniiiitiinieiiaeinaenaneanniens 28
I1.3.2.1. PrincCipaux membIes..........covviireiiiiiiiiiiiiiiiii e 28

111.3.2.1.1. La Leucocidine de Panton et Valentine.........cc.ccccoevuvveeiiniieniicnenennenieeenan. 28
I11.3.2.1.2. La Gamma-h€molySine...........ceerveeviicierrereeteeenieniiiciiieriee s e e eeriinneeeae s 31
111.3.2.1.3. La leucotoxine LukM-LukF-PV like (ou LukF’)....c.cccoevvrirmminiineiieerennnnnn. 31
I11.3.2.1.4. La leucotoxine LUKE-LukD......cc.ccococurmrrmmiimmimimiriiinniiiicicnnieceeneiee e 32
I11.3.2.1.5. La leucotoxine LukS-I-LukF-I de Staphylococcus intermedius................. 32
II1.3.2.1.6. La Leucotoxine R........cccccoviiiiiieiiiiiniiiiiiiiiciiiiiniien e 32
MI.3.2.2. Mode d’action des leucotoXines.........ccoevevuiiiiiiiiniiiiiiniiineenenenn., 32
I11.4. Conclusion sur les toxines formant des pores...................c.ccvovviiiiiiiiinninin... 35

IV NOS TRAVAUX. ...ttt ittt ettt et taee et et et e et e et sr e teeaaenesans 36

MATERIELS ET METHODES ........cciiiiititiiinncncncns Cetecesesesesisannsanas 37

MATERIELS .............. Ceeseseeensacatecesstaetastanenttsrattnsrasesetasrensnenss 38

1. LES SOUCHES BACTERIENNES ......uuuuiuuitiiiitineitenintitenineetiseneeteseseeiteteseaeisasenenns 38

T LES VECTEURS. ..ottt ittt et ettt ettt st a e e et eaa e aeneas 40
IL1. Les vecteurs pUCID et PCUL).....cc.onineiiiieiiiiiiiii it 40
IL2. Le vecteur pCR™II ............coovviiiiiieiiiee et 40
I1.3. Le vecteur d’expression pGEXOP-1 .........c.cccooiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiienn, 40

JTUI B Y 1181510).€ 02X 618 55 1 U)o P 42

METHODES RELATIVES A L’ETUDE DE L’ADN..cciiiiiiiiiiiiiencinennnnnes 44

1. LES METHODES DEPREPARATIONDEL’ADN ........cooooiiiiiii 44
L1. Préparation d’ADN génomique de S. aureus ......................ccccooviiiiiiiiiiniiin.. 44
L.2. Les méthodes de préparation d’ADN plasmidique..........................ooooviiinin... 44

1.2.1. Maxipréparation d’ ADN par la méthode chromatographique (Plasmid Combi kit,

L0211 44



1.2.2. Maxi-préparation d'ADN plasmidique sur gradient de chlorure de césium ......... 45

1.2.3. Minipréparation d’ADN plasmidique a partird’E. coli ................................ 45

1.3. Préparation d’ADN bactérien total intact en vue de 1’électrophorése en champs pulsés 45
II. MODIFICATIONS ENZYMATIQUESDEL’ADN.......cciiiiiiiiiiiiii e 46
1. Hydrolyses Ae TeSIFICHON ...\ttt 46
I1.2. Déphosphorylation des extrémités 5'-phosphate d’un plasmide............................ 46
I1.3. Ligation de deux fragments d’ADN................ E PP 46
ITT. ELECTROPHORESE DEFRAGMENTS D’ADN.......oooiiiiiiiiiiiiie 47
II1.1. Séparation des fragments d’ADN sur gel d'agarose.................c.ccooovvvvevinnnn.... 47
I11.2. Electroélution d'un fragment d'ADN a partir d'un gel d'agarose........................ 47
I11.3. Electrophorése en champs DUISES..............cccouvuuiueiiieineniiiiieineiiiieniinenannnn, 47
II.3.1. Préparation de PADN..........cooviiniriiiiiiiii it 47
I1.3.2. Hydrolyse de PADN. .......cciiiiiiiiiiiii i it aea 47
I11.3.3. Electrophorése en champ pulsés.............cceoeiiiiiiiiiiniiiiiiinniniaeenn, 47

IV. AMPLIFICATION D'UN FRAGMENT D'ADN PAR LAMETHODEDEPCR .................oooiill. 49
IV.1. Principede laméthode....................ccocouiiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiinianan, 49
TV.2. LATEACHON. ........c.ccvviiiiiniiiiiiiiiiii ittt et e e et e e anes 49
IV.3. PCR asymétrique, megaprimer et application a la mutagénese dirigée................... 49
V. MUTAGENESE DIRIGEE PAR LA METHODE “QUICK CHANGE™ SITE DIRECTED MUTAGENESIS® ...... 51
V.1. Principe de la MEthode ...............cc.ouvvuiuinininiiiiiiieeet e 51
V2. LATEACHION. ......c.cociiiiiiiiii ittt e e et e e e e e e et earenenns 51
V.3. Le criblage des MUIANLS ..............coouiiueniiiiiiieie et ce e ienaeas 52
V1. SEQUENGCAGE D’UN ADN PAR LA METHODEDE SANGER ......uuviitiiinnnetirneeeenannsesnaesnnnenn 52
VI 1. Principe et applicationde laméthode ...............c.ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiininannn.. 52
VI.2. Gel de séquence selon Sanger ................c.cccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennnn. 52
VII. TRANSFORMATION DES BACTERIES .......uuererinenereeernenenrueneneneetansnensesenenenenseneenes 52
VIL 1. Transformation d'Escherichia coli NM522............cccccooiiiiiiiiiiiniinininnnnn, 52
VII.1.1. Obtention des bactéries COMPELENLES........cueuruererinreriinenererirenenenenenen. 52
VIIL.1.2. Transformation de 1a souche NM522 par le plasmide pCUI ...................... 53
VIL.2. Transformation de cellules Epicurian coli XL-1 Blue supercompétentes .............. 53
VIL.3. Transformation de E. coli BL21 par électroporation .........................ccc......... 53
VIL3.1. Obtention des bactéries compétentes................... e 53
VI1.3.2. Electroporation d’E. coli BL21 par le vecteur pGEX6P-1......................... 53
VII.4. Transformation des souches de S. aureus par électroporation .......................... 54
METHODES RELATIVES A L’ETUDE DES PROTEINES..........cccvvueen... 54
1. PURIFICATION DES LEUCOTOXINES . .. .. ettt eitteseieeaesenaienenenesesenenensneneenenenenennns 54
L 1. Purification de leucotoxines a partir de souches de S. aureus.............................. 54

L2. Purification des leucotoxines sous forme de protéines fusion a partir d’E. coli BL2] 54
L2.1. Principede laméthode...............oooii 54
1.2.2. Obtention du lysat bact€rien. ............oovviiiiiii e 55



1.2.3. Dosage de I’activité enzymatique de Ja GST ...........covviiiiiiiinn . 55

1.2.4. Purification de la protéine de fusion sur colonne de Sépharose 4B .................. 56
1.2.5. Clivage de la protéine de fusion par la PreScission®Protease. ................c........ 56

II. TECHNIQUES D’ ANALYSE DES PROTEINES . ......euvuuinittininineniteneasennasentesenseienneneanens 56
I1.1. Immunoréplique (Western Blot) sur membrane de nitrocellulose.......................... 56
I1.1.1. Préparation du lysat bactérien..............c.cocvviiiiiiiiiiiiiii 56
I1.1.2. Séparation et transfert sur membrane de nitrocellulose ......................ooui. 57
I1.1.3. Détection des Protéines ..........ccoueveiiuiiiniiiiineoiiiiiii it iereieenas 57

I1.2. Electrophorése dénaturante des protéines : méthode PhastSystem™ ..................... 57
I1.3. Immunoprécipitation des leucotoxines par une diffusion radiale en gel des protéines 58
I1.4. Dosage de protéines par la méthode de Bradford. ...........................ocooioi 58
III. DETECTION DE LA PRESENCE D’ UN RESIDU CYSTEINE EN SURFACE D’UNE PROTEINEMUTEE . .......... 59
IILL1. Principe de la réaction...................cccooevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie s 59
IIL2. MOde OPETALOIre. . .......coouenee ettt et et 59
II1.3. Réaction d’oxydation : formation de ponts disulfure...............................ooei. 59
IV. MARQUAGES DEPROTEINES ... ..t utuutstttuanenenenenensninesesenensuoneneneeneusneeetenseeneonines 59
IV.1. Marquage aléatoire d’une protéine a la fluorescéine....................ccooooviiiiinin 59
IV.2. Marquage d’une protéine contenant une cystéine a la fluorescéine ...................... 60
IV.3. Marquage d’une protéine contenant une cystéine a 'AMSD ............................. 60

V. ACTIVITES BIOLOGIQUES DES LEUCOTOXINES DE S. AUREUS «....vvviiitiiiitiniiiniieaiieiiiinianns 61
V.1. Activité leucocytotoxique sur les polynucléaires humains ................................. 61
V.1.1. Principe de laméthode..............coeiiiiiiiiiiiiiii 61
V.1.2. Préparation des polynucléaires humains............oocooeiiiiiiiiiiiiiin, 61
V.1.3. Activité leucocytolytique des leucotoxines.............c.cooeviiiiiiiL 61

V.2. Activité hémolytique sur les hématies d’homme etde lapin ............................... 63
VI. ANALYSEPAR CYTOMETRIEEN FLUX .. ..t tvuensnentisninenitineainentinenaneeneinansininaeanens 63
VI.1. Principe du CYIOMEIre . .........cuvuuiineeeiniriineii vttt iiev et eeeeaenees 63
VI.2. Description du cytometre en flUX ............ccoeouiuiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiinanaens 63
VI.3. Chargement des cellules par le Fluo-3/FIUO-4.............ccccoceiviiiviiniiniiiiiinnnnn.. 65
VI1.4. Détermination de la formation de pores aspécifiques en présence d’éthidium. ......... 65
V1.5. Observations des modifications subies par les cellules..................................... 65
VL.6. Détermination de la taille des pores formés par les leucotoxines......................... 66
VL7. Etude de la capacité de Fixation des leucotoxines mutantes .............................. 66
VII. DOSAGE DE L’ INTERLEUKINE 8 (JL-8) HUMAINE . ...t veeuereeetvannneneeeneneeeneemnrseeseeesesees 67
AY2 LU (09218209 25,45 5120171551 VA 0. QRO P 67
VIII.1. Dermonécrose chez le lapin.................ccvuiuiiiiiiiiiiiiiii i e, 67
VIII.2. Injections de toxines dans I’humeur vitréedulapin ..................................... 67



RESULT AT S . itieiiiitiiiiiiaitiiiiietisetrareressessstssssssstessstccssssncensccess 69

CHAPITRE I..................... feeeecestecessacaasssceressesatacsesasaraneresrnaes 70

IMPORTANCE D’UN FEUILLET B PREDIT DANS LES COMPOSES DE CLASSES DES

LEUCOTOXINES DES. AUREUS. . ... ....ccuvvvneinvinninainnnnnnnns e 70
L INTRODUCTION ......utiuiiiiiinieitiriiieie e eniee e 72
IL ARTICLE NPT ...ttt ettt 73
TIL DISCUSSION. ...ttt ittt ettt ane s 86

IV. APPROFONDISSEMENTS DE L’ETUDE DU B-FEUILLET PREDIT A L’ EXTREMITE N-TERMINALE DES

COMPOSES DECLASSE S.. ..ot itttittittattntrttieeatt et eatttttteetnneteeetetneteeatieeieeaeraeness 87
AT B0 ] 7o 1) 2 PP 87
IV.2. Choix de nouvelles MULALIONS . .............coviieieiniiiiiiiii i aeeeans 89
IV.3. Activités biologiques des protéines mutées LukS-PV Glyl0Cys et Ser22Cys......... 89
IV.4. Etude de l'accessibilité des résidus cystéineau DTNB.................cccooveiviinin.n. 92
IV.5. Dimérisation des mutants LukS-PV Glyl0Cys et Ser22Cys.........cccccveeveinennnnns 92
IV.6. Activités biologiques de certains mutants de LukS-PV ...............ccoovviiivnini.an. 94

V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES ......ciiiiiiiiiiiiiiiiiiriie et eeete e e e s aaaas 94

CHAPITRE 1I......... ceesans tiescecetetesntaananes Ceshesssesrtnsesescsenes ceesssese 97

RESOLUTION DE LA STRUCTURE DES PROTEINES COMPOSANT LES

LEUCOTOXINES.....cccittviitirniernnenns seenese tecvesetanccsnse teeeetcscessisnanns 97
LINTRODUCTION ..ot et a 98
IL ARTICLEN Z . ..ot ettt a e eanans 99

ITI. CONCLUSION ET PERSPECTIVES OFFERTES PAR LA RESOLUTION DE LA STRUCTURE 3D DELUKF-PV112

CHAPITRE III...... tevevcsessscsns S eesassscascesascsasssasancasansasensaassencanes 115

TENTATIVE DE DECOUPLAGE DE L’ACTIVITE CALCIUM-INDUCTRICE
DE L’ACTIVITE FORMANT DES PORES DES LEUCOTOXINES A DEUX

COMPOSES SUR LES POLYNUCLEAIRES HUMAINS. . .vteeeceeceoaccnnes 115
L INTRODUCGTION ..« e it ittt ittt ettt et et e et et e e e et e e e e e s e e e e e e e eaes e 116
JL ARTICLE N 3 .. e e e e 117
TIL. DISCUSSION ... cettetettet ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 137
| A 2 8 o4 ) A S R 138
CHAPITRE IV o itiiiiiiitititteenneeeseseeseossensessesesocssssssssnssonnnsanen, 140

APPROCHE EPIDEMIOLOGIQUE DES INFECTIONS A STAPHYLOCOCCUS
AUREUS EN AFRIQUE DE L’OUEST



L PRESENT ATION ..ot e e e e e 141
| § N2y 4 (0 B 23 e S TR 142
HI. CONCLUSION ET PERSPECTIVES ...ttt ittt ettt annans 161
CONCLUSION GENERALE....coitteteeeeeeosescescesonssasesssssssscsscassense 162
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES .. .ciitittettetetcecesceccscsecscsonanss 165
LISTE DES FIGURES ET DES TABLES.....ocotetttteetsaeesorocssecsssnssaes 184



AMSD
BBP
Bet
BFP
BSA
Ci

CIP
CNDB
dATP
dCTP
ddNTP
DEAE
dGTP
dNTP

DTAF
DTNB

dTTP
E. coli
EDTA

EGTA

FITC

GST

FnBP

hlg

HlgA, B, C
IPTG

kb

LPV
luk-PV

ABREVIATIONS

Acide désoxyribonucléique
4-Acetamido-4’-maleimidylstilbene-2,2’disulfonic acid disodium salt
Bleu de bromophénol

Bromure d'éthidium

BSA, Ficoll, PVP

Sérum albumine bovine

Curie

Calf Intestinal Phosphatase

1-Chloro-2,4-dinitrobenzene

Désoxyadénosine triphosphate

Désoxycytosine triphosphate
2',3'-Didésoxyribonucléotide triphosphate
Diéthylaminoéthyl

Désoxyguanosine triphosphate

Désoxyribonucléotides S' triphosphate

Densité optique

4,6 Dichlorotriazinyl amino-fluorescein
Dithionitrobenzoate

Dithiothréitol

Désoxythymidine triphosphate

Escherichia coli

Ethyléne diamine tétraacétate

Ethyléne glycol-bis (B-amino éthyl éther) N, N, N' tétraacétate
Fluorescein 5, isothiocyanate

Glutathion-S-transférase

Fibronectin binding protein

Locus codant la gamma-hémolysine

Composés A, B, C, constituants de la gamma-hémolysine

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside

Kilobase

Kilodalton

Leucocidine de Panton et Valentine

Locus codant la leucocidine de Panton et Valentine



[ukS-PV, lukF-PV

MOPS
pb

PEG
PBS
PCR

PM

PN

p/v

PVP
RNase A
rpm

S. aureus
SDS
SDS-PAGE
SMM
SMMP
SSC
SSPE
TEMED
tet

uv

viv

X-Gal

Genes codant les composés S et F de la LPV, respectivement
Acide 3-[N-morpholino] propane sulfonique

Paire de base

Polyéthyleneglycol

Phosphate buffered saline

Polymerase Chain Reaction

Poids moléculaire

Leucocytes polynucléaires neutrophiles
Poids pour volume

Polyvinyl pyrolidone

Ribonucléase pancréatique

Révolution par minute

Staphylococcus aureus

Dodécylsulfate de sodium
SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis
Saccharose, acide malique, magnesium
Saccharose, acide malique, magnésium, Penassay broth
Saline Sodium Citrate

Saline Sodium Phosphate EDTA

N, N, N', N'-tétraméthyl-éthyléne diamine
gene codant la résistance 2 la tétracycline
Ultraviolet

Volume pour volume

5-bromo 4-chloro 3-indolyl BD-galactopyranoside









I. Généralités sur Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S.aureus) appartient a la famille des Micrococcaceae (Avril et al.,
1992). Ce sont des cocci a Gram positif producteurs d’une catalase, d’acétoine et de coagulase,
utilisant le mannitol mais dépourvus de P-galactosidase. C’est une espéce saprophyte,
ubiquitaire, et présente chez I'homme a I'état commensal. Vingt-cinq & 50% des individus sont
des porteurs sains de ce germe dans leurs fausses nasales et sur les surfaces humides de la peau.
Lorsque les conditions physiologiques deviennent favorables, S. aureus peut coloniser des
organess profonds tels que les os, les valves cardiaques, les poumons, le liquide céphalo-
rachidien, le tube digestif, etc... Cet agent est responsable d'environ 20% des infections
nosocomiales (Emori and Gaynes, 1993) et la multirésistance de nombre de ces souches aux
différentes familles d’antibiotiques est une cause d’échecs thérapeutiques et de morbidité en
milieu hospitalier. Ces aléas augmente les séjours et les cofits d'hospitalisation.

S. aureus est une bactérie d’un intérét médical important. Elle pose un probléme de santé
publique tant en raison des infections communautaires qu'en raison des risques de
dissémination de certaines souches qui sont de plus en plus multi-résistantes aux antibiotiques et

antiseptiques, a I’origine d’un grand nombre d’infections nosocomiales.

S. aureus est responsable de plusieurs types d'infection chez I'homme et les animaux avec
de nombreux syndromes et signes cliniques différents : épidermolyse, impétigo, syndrome de
choc toxique, abces, furoncles (Couppié et al., 1997), dermatoses, ostéomyélites, atteintes
polyviscérales, septicémies, infections respiratoires et neuroméningées, toxi-infections
alimentaires (Bergdoll, 1983). Cette bactérie produit une variété de facteurs de survie et de
virulence (toxines, enzymes, facteurs d'adhésion et d'opsonisation) qui sont impliqués dans sa
pathogénie (Figure 1). La diversité et le nombre de ces facteurs de virulence expliquent
certainement le polymorphisme des lésions provoquées par cette bactérie.

Les modalités de I’infection par les souches de Staphylococcus aureus ne sont pas encore
trés bien connues. Il est donc important pour nous d’éwdier les différents mécanismes par
lesquels ces bactéries provoquent les infections, afin de pouvoir mieux les combattre, de fagon
préventive ou curative. Des études épidémiologiques combinées a la toxinotypie permettent
d’établir des associations entre les syndromes cliniques et la production des différents facteurs

de virulence.

I.1. Identification

Apres la coloration de Gram qui révele des bactéries coccoides groupées en amas dont
I’épaisse paroi retient le violet de gentiane, Iidentification de S. aureus se fait souvent en
laboratoire sur le milieu de Chapman qui contient du mannitol. S. aureus utilise le mannitol et
acidifie le milieu qui vire du jaune au rouge en présence d’un indicateur de pH : ce milieu est
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également riche en sel, ce qui permet de sélectionner ce germe légérement halophile (Flandrois
et al., 1997).

Les staphylocoques se distinguent des streptocoques par la production d’une catalase.
D’autres caractéristiques biochimiques comme la production d’enzymes telles que les DNases,
les protéases et surtout la coagulase permettent d’identifier S. aureus. La présence de protéine A
peut également étre recherchée.

1.2. Ecologie

C’est une bactérie ubiquitaire qui colonise I’homme dés sa naissance, au niveau des zones
humides de la peau, du tube digestif et des régions périnéales, mais se trouve également dans
les sols, I’air, et I’eau.

S. aureus vit A 'état commensal au niveau des muqueuses de I'homme et des animaux.
Elle peut étre cultivée en conditions aérobie ou anaérobie et s'adapte facilement a de grandes
variations de pH (4,8-9,4) et de température de croissance (10-45°C) (Flandrois et al., 1997).

Staphylococcus aureus peut survivre longuement dans I’environnement et croitre en
milieu salin[ 7,5 % (p/v) NaCl] ce qui permet l'utilisation de milieux sélectifs. Leur paroi est
constituée en particulier de peptidoglycane et d’acide teichoique. Cette paroi joue un role dans
l'induction de cytokines produites par les lymphocytes. La plupart des souches perdent leur
capsule en culture sur milieux riches.

1.3. Les infections a Staphylococcus aureus

Le polymorphisme des infections est une caractéristique que 1’on rencontre que pour des
bactéries comme Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli souvent responsables d’infections
nosocomiales. Les infections & S. aureus concernent la plupart des organes a des degrés
variables et sont souvent suppuratives et nécrotiques. Ces derniéres peuvent se classer de la
maniére suivante :

1.3.1. Les suppurations localisées (Maleville et al., 1990)

Elles peuvent €tre cutanées. Les plus fréquentes sont les furoncles, les panaris, les abces,
les escarres, les anthrax, et I'impétigo. Ce dernier syndrome peut exister, sous plusieurs formes
cliniques dont les principales sont: le syndrome de la peau ébouillantée contagieux qui
intervient essentiellement chez 1’enfant ou la forme bulleuse rencontrée le plus souvent chez le
nouveau-né. Ces différentes infections cutanées atteignent spécifiquement certaines structures
telles que I'épiderme, le derme, ’hypoderme, les glandes sudorales, les follicules pileux
(Cribier et al., 1992b).....

On distingue aussi des infections des séreuses et des visceres telles que les ostéomyélites
(souvent post-chirurgicales), les abcés du poumon, des méningites, de rares endocardites.
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1.3.2. Les staphylocdccies systémiques

Elles présentent plusieurs tableaux cliniques. Elles peuvent étre secondaires a n’importe
quel foyer infecté. Elles sont caractérisées par d’importantes métastases. On distingue :

- les pleuropneumonies, les ostéomyélites, les méningites, les endocardites

- les septicémies aigu€s fulminantes

- le syndrome de choc toxique.

1.3.3. Les manifestations digestives

Les plus fréquentes sont les toxi-infections alimentaires causées par les entérotoxines (A
ou B) produites par S. aureus (Bergdoll, 1983). Les signes cliniques sont le vomissement
rapide apres l'ingestion d’aliments souillés, des douleurs abdominales, un malaise, des
diarrhées.

On distingue aussi des entérocolites aigués pseudomembraneuses qui sont peu
fréquentes, mais aussi des diarthées post-antibiothérapie, qui doivent étre documentées en
tenant compte de la forte fréquence d’isolement de Clostridium difficile (Surgalla and Dack,
1955).

I1. Facteurs de pathogénicité de Staphylococcus aureus :
I1.1. Facteurs de virulence
I1.1.1. Les Toxines
II.1.1.1. L’ Alpha-toxine (cf III.3.1)
I1.1.1.2. La Béta-toxine

Clest une hémolysine thermostable (29 kDa) qui résiste aux variations physico-
chimiques. Elle a une activité phospholipase de type C (sphingomyélinase) qui déstabilise les
membranes des cellules de mouton, de chévre et de beeuf (Fleurette, 1989). Elle est surtout
produite par les souches d'origine animale (94 %), alors que la production est plus rare (18 %)
chez les souches d'origine humaine (Méllby, 1989).

I1.1.1.3. La Gamma-hémolysine (cf II1.3.2.1.2)
I1.1.1.4. La Delta-toxine

Cette toxine de 26 acides aminés a une structure en hélice-alpha amphiphile et agit comme
un détergent (Linder and Bernheimer, 1991). Elle n'a pas de spécificité cellulaire, mais détruit
surtout Jes €rythrocytes d’homme et de cheval. Son action est totalement inhibée par le sérum
sanguin, le fibrinogéne, les globulines sériques alpha et béta et les phospholipides. Elle est
synthétisée par 93 % des souches animales contre 40 % des souches humaines (Mollby, 1989),

I1.1.1.5. Les Leucotoxines (cf II1.3.2)
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Figure 2 : Modtle de I'interaction des superantigénes (sAg) et des antigénes (Ag) avec les
récepteurs des cellules T et les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (Hla DR)
de classe I (MHC) portées par les cellules présentatrices de 1’antigéne (APC).
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II. 1.1.6. Les Entérotoxines

Les entérotoxines sont des protéines thermostables (26-30 kDa) qui comprennent
plusieurs types antigéniques : A, B, C1, C2, C3, D, E, G, H et J. Deux tiers environ des
souches de Staphylococcus aureus produisent indifféremment une ou plusieurs de ces
entérotoxines (Bergdoll, 1983; Bergdoll et al., 1981; Jaulhac et al., 1992). Les types A et B
sont souvent impliqués dans les toxi-infections alimentaires a Staphylococcus aureus. Ces
intoxications alimentaires se produisent lors de la consommation de produits laitiers non
pasteurisés, de patisseries, de sauces, de charcuteries et de viandes contaminées par les toxines
ou les bactéries productrices. Elles semblent induire une excrétion locale de diverses cytokines
qui pouraient avoir un role dans I’apparition des symptdmes observés (Fleurette, 1989).

En bloquant ’interaction entre le complexe majeur d’histocompatibilité I et le récepteur
cellulaire du lymphocyte T (Figure 2), les entérotoxines stimulent l'activation de plusieurs
sous-classes lymphocytaires VB-dépendant, ce qui entraine la libération de médiateurs de
I’'inflammation tels que des cytokines, des interleukines et des interférons qui sont impliqués
dans l'apparition des symptémes du choc staphylococcique.

I1.1.1.7. Toxine du Syndrome de choc Toxique (TSST-1)

Cette toxine fut retrouvée dans plus de 90% des souches de Staphylococcus aureus
impliquées dans des chocs toxiques dont ’origine est une contamination par des tampons
vaginaux (Todd, 1988) ou des souches contaminant des plaies d’apparence bénigne.
Cependant, une enquéte a révél€ que 11 % des porteurs sains a S. aureus posseéde une souche
qui peut produire la TSST-1 (Jaulhac et al., 1991). Les chocs toxiques se caractérisent par des
maux de téte, la diarrhée, la conjonctivite, mais les trois symptomes déterminants sont une forte
fievre (< 39°C), une hypotension artérielle, et une érythrodermie desquamative diffuse ou
limitée.

I1.1.1.8. Les Epidermolysines A et B (ETA, ETB)

Encore appelées Exfoliatines, ces toxines sont responsables chez le nouveau-né et le jeune
enfant, du syndrome staphylococcique de la peau ébouillantée et de I'impétigo bulleux (Piémont
et al., 1988; Ritter von Rittershain, 1878). Elles ont un tropisme cutané et se fixent sur certaines
protéines intracellulaires des kératinocytes (Brian et al., 1993), ce qui se traduit par un clivage
intra-épidermique entre le stratum granulosum et le stratum spinosum entrainant ainsi des
lésions bulleuses (Piémont et al., 1988; Wuepper et al., 1975). Seulement 5% des souches de
Staphylococcus aureus produisent ces toxines (Piémont et al., 1984).

La toxine ETA a ét€ cristallisée et sa structure tridimensionnelle déduite (Cavarelli et al.,
1997). Elle semble étre I’'unique membre d'une nouvelle famille de protéases a sérine active de
type trypsine. Toutefois, certains auteurs proposent un rdle de superantigéne qui ne semble pas
lié¢ aux symptomes cliniques majeurs, observés lors de la maladie (Choi et al., 1989).
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Deux autres types d’exfoliatine ont été décrits, I'un chez S.aureus (Sato et al., 1994) et I’autre
chez Staphylococcus hyicus (Sato et al., 1994). La séquence et la caractérisation du mode
d’action de ces toxines n’est pas encore connu.

I1.1.1.9. La Coagulase

C’est I'un des principaux facteurs qui permettent de distinguer Staphylococcus aureus des
autres especes de staphylocoques. Elle provoque la coagulation du plasma de lapin citraté. Elle
peut également agir sur la prothrombine. Son action consiste & protéger le staphylocoque de la
phagocytose en I’englobant de fibrine et favoriserait ainsi sa multiplication et son essaimage.

I1.2. Les Facteurs d'adhésion
I1.2.1. La Protéine A

C'est une protéine de 48 kDa de masse molaire, produite par la grande majorité (95%) des
souches de Staphylococcus aureus rencontrées chez 'homme, mais existant sous forme de
variants (Finck-Barbancon et al., 1992; Lofdahl et al,, 1983; Patel et al., 1987). Elle est
généralement intégrée a la paroi des bactéries. Elle se lie aux fragments Fc de toutes les sous
classes d'immunoglobulines G sauf les IgG3. Toutefois, des variants tronqués fixent

préférentiellement a certaines sous-classes d’IgG (Finck-Barbangon et al., 1992). Cette protéine
joue donc un rdle dans le syst¢me de défense de la bactérie en empéchant la phagocytose et
P’activation du complément (Gemmell et al., 1990; Peterson et al., 1977). La protéine A est
souvent utilisée en chromatographie d'affinité et pour I’immunodiagnostic.

I1.2.2. Les Adhésines

Ce sont des protéines transpariétales situées a la surface de la bactérie et qui interagissent
avec les protéines cellulaires de I’hdte. Elles peuvent reconnaitre des éléments de la matrice
extracellulaire de I’hote. C’est pourquoi elles sont appelées MSCRAMMSs (Microbial Surface
Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules) (Patti et al., 1995) (Foster and Ho6k,
1998). Ces adhésines jouent un réle important dans la pathogénie de Staphylococcus aureus,
car elles sont impliquées dans I’initiation et I’évolution de la plupart des infections & S. aureus
en permettant I’adhésion de 1a bactérie sur les différents tissus cellulaires (Patti et al., 1994). On
distingue les Adhésines associées aux endocardites a S. aureus (Baddour, 1994), les Adhésines
associées a4 des ostéomyélites et & des cas d’arthrite (Switalski et al., 1993), mais des
recherches exhaustives restent a effectuer. S. aureus se fixe au niveau des cartilages grice a des
MSCRAMM s qui se lient au collagéne favorisant le développement d’arthrites septiques (Patti
et al., 1994). Dans le cas des ostéomyélites, des MSCRAMM s reconnaissent une sialoprotéine
osseuse (Ryden et al., 1989).
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I1.2.3. Les “Fibronecﬁn binding protein*

Kuusuela fut le premier 2 montrer dés 1978 que S. aureus se lie a la fibronectine (Fn) qui
joue un role trés important dans 1’adhésion des cellules eucaryotes au substrat (Kuusuela,
1978). Cette fixation s’effectue griace a deux molécules, clonées et séquencées, appelées FnBP
A (Foster and H6ok, 1998) et FnBP B (Jonsson et al., 1991; Signas et al., 1989). Grice a ces
protéines, S. aureus se lie directement aux tissus par la fibronectine insoluble qui leur est
associée ou indirectement par la fibronectine soluble qui se fixe sur les tissus par des
interactions fibronectine - fibrine, fibronectine - collagéne, ou fibronectine - fibronectine
(Kuypers and Proctor, 1989). Cette fixation de la fibronectine constitue une étape cruciale dans
la colonisation des tissus de 1’hdte et le développement des infections a Staphylococcus aureus.

I1.2.4. Les “Laminin binding protein*

Staphylococcus aureus se fixe sur la laminine grice a des molécules appelés "laminin
binding protein” situées a la surface de la bactérie (Lopes et al., 1985). Ces molécules
permettraient I’interaction de S. aureus avec les membranes basales et la traversée des tissus
selon le méme processus que les cellules cancéreuses métastatiques, les macrophages ou les
leucocytes qui possédent également des récepteurs & la laminine.

I1.2.5. La "Collagen binding protein"

Le collagéne est un constituant majeur des matrices extracellulaires. Il existe plusieurs
formes de collagéne : le type I rencontré dans la dentine, le type II (cartillage), type IV
(membranes basales). La bactérie Staphylococcus aureus se fixe au collagéne (Holderbaum et
al., 1986; Speziale et al., 1986) grice a une adhésine codée par le géne cna (Patti et al., 1994).
Cette adhésine est nécessaire et suffisante pour permettre & S. aureus d’adhérer aux cartilages
(Switalski et al., 1993) et étre a I’origine d’arthrites septiques (Patti et al., 1994).

I1.2.6. Les "Fibrinogen binding protein"

S. aureus se fixe au fibrinogéne gréce a plusieurs types de ligands : deux coagulases de
poids moléculaires respectifs 87 kDa et 60 kDa (Boden and Flock, 1992), le «clumping factors
de 130 kDa appelé encore facteur d’adhésion au fibrinogéne (FAF) (McDevitt et al., 1992) et
une protéine de 19 kDa (Boden and Flock, 1994). Ce sont des molécules extracellulaires
présentes dans les surnageants de culture de staphylocoque.

III. Principaux types de toxines formant des pores et les événements
conduisant a la perméabilité membranaire
III.1. Les toxines formant des pores: introduction

Les bactéries pathogénes possédent un arsenal de toxines qui vont favoriser I’acquisition
des nutriments, permettre la multiplication bactérienne, et favoriser le contournement des
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défenses de 1’hdte. Parmi celles-ci, les toxines formant des pores constituent le groupe de
toxines bactériennes le plus important puisqu’au nombre actuel de plus de 150, elles sont
produites par la plupart des bactéries pathogénes. Leurs sites d’action peuvent étre situés a deux
niveaux, ce qui permet de les classer en deux grands groupes :

- le premier groupe est constitué par les toxines qui agissent au niveau des membranes des
cellule-cibles pour rompre la perméabilité membranaire ou pour les activer en mettant en jeu des
éléments de la transduction du signal (Li, 1992)

- le deuxiéme groupe est constitué par les toxines qui s’insérent dans la membrane, pour
pénétrer éventuellement dans le compartiment intracellulaire ou permetire la pénétration d’une
protéine comparse (Montecucco et al., 1994) dont l’activité enzymatique peut annihiler le
métabolisme cellulaire (Collier, 1990).

Ces toxines sont des protéines sécrétées sous forme de molécules hydrosolubles. Cet état
parait incompatible avec leur rdle d’interaction avec les membranes constituées de bicouches
lipidiques hydrophobes. Quel que soit leur site d’action, ces toxines doivent forcément interagir
avec la membrane, afin d’atteindre leurs cibles. Elles doivent pouvoir évoluer d’un état soluble
a un état hydrophobe grice a4 des modifications conformationnelles concertées permettant de
redéployer les structures.

Ces toxines sont souvent sécrétées sous forme de monomeres (Lesieur et al., 1997), qui
apres la fixation s’oligomérisent a la surface de la membrane pour former des pores grice a
I’insertion transmembranaire d’une structure présentant une surface hydrophobe et modifier sa
perméabilité. Ces monomeres peuvent étre identiques dans de nombreux cas comme pour
I’alpha-toxine de Staphylococcus aureus, ou différents par leur structure primaire dans le cas
des leucotoxines. (Prévost et al., 1998; Song et al., 1996).

Parmi les toxines formant des pores on peut également inclure la toxine diphtérique
(hélice o), la toxine LT d’E. coli et I’exotoxine A de Pseudomonas aeroginosa dont la/les sous
unités B permettent au fragment A de passer du phagolysozome dans le cytoplasme. De méme
le facteur PA (Protective Antigen) (Petosa et al., 1994) qui est une protéine a feuillet B, permet
I’entrée des facteurs cedémateux (EF) et léthal (LF) de la toxine de !’anthrax (charbon).
L’aérolysine d’Aeromonas hydrophyla (Chakraborty et al., 1990) est synthétisée sous la forme
d’un protomere de 51 kDa. Elle est ensuite activée a la surface de la cellule par une protéase de
type furine avant de créer un pore heptamérique dans les membranes de nombreuses cellules.

Les mécanismes d’action de ces toxines formant des pores different selon leur
composition structurale et leurs sites d’action, on peut distinguer deux sous-groupes en
fonction de leurs structures secondaires.

IIL.2. Les toxines a hélices alpha hydrophobes et amphipatiques.

On rencontre dans ce groupe de protéines, I'exotoxine A de Pseudomonas aeruginosa,
nombre de bactériocines comme les colicines d'E. coli, la Cri 8-endotoxine de Bacillus
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Figure 3 : Schéma de formation des pores par les colicines. La structure exacte du canal
ouvert n'est pas encore déterminée, de méme que le pombre d’hélices qui pénétrent la
membrane sous I'influence du potentiel de membrane (D’apres Lesieur et al. 1997, # 168).
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thuringiensis. (Li et al., 1991). II existe une grande similitude entre les domaines d’interaction
avec la membrane de ces différentes protéines (Parker and Pattus, 1993). Ces domaines sont
constitués de plusieurs hélices-a : disposées en trois couches soit 10 pour la colicine A d'E. coli
(6 pour I’exotoxine A de Pseudomonas aeruginosa). Les couches externes sont constituées par
au moins deux hélices-o amphipatiques et antiparalléles qui encadrent le plan interne constitué
par une ou deux hélices a hydrophobes (Cramer et al., 1995). Cette disposition permet a la
protéine de pouvoir traverser la bicouche lipidique de la membrane par des phénomenes de
repliement et de dépliement qui lui permettent d’exposer tantét les structures hydrophobes tant6t
les structures hydrophiles en fonction de I’environnement. On observe de multiples
changements conformationnels jusqu’a I’insertion dans la membrane (Parker et al., 1990). Ces
changements conformationnels augmentent la flexibilité de la protéine, mais n’affectent pas sa
structure secondaire (Bychkova and Ptitsyn, 1993). Les fortes variations de pH, des
températures €levées ou la présence de charges négatives a la surface de la membrane favorisent
le repliement de la protéine (London, 1992; van der Goot et al., 1992). Nous allons illustrer le
mode d’insertion de ces protéines dans la membrane en prenant pour exemple la colicine A de E.

coli.

II1.2.1. La Colicine A 4’E. coli

C’est une toxine formant des pores, codée par un plasmide. Le domaine responsable
de la formation des pores a un poids moléculaire de 21 kDa et est constitué d’un paquet de 10
hélices o : 2 hélices o hydrophobes (hélices 8 et 9) et 8 hélices o amphipatiques (1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, et 10) (Parker et al., 1989; Wiener et al., 1997). Elle a pour cibles les membranes
bactériennes et son action se traduit par la formation de canaux voltage dépendant au niveau de
la membrane interne (Cramer et al., 1995; Lakey et al., 1994). Cette protéine s’insére dans la
membrane en trois étapes (Figure 3) :

II1.2.1.1. Interaction avec la membrane plasmique

La toxine interagit de fagon électrostatique avec les charges négatives des groupements
phosphate des lipides de la bicouche (Cramer et al., 1995; Lakey et al, 1994) par
I’intermédiaire des hélices hydrophobes 8 et 9 (Figure 3). On observe alors une baisse locale
du pH qui crée un environnement favorable & une flexibilité de la protéine.

I11.2.1.2. Insertion dans la membrane plasmique

Cette flexibilité de la protéine permet I’insertion des hélices 8 et 9. Il y a formation d’une
boucle hélicoidale qui peut adopter deux orientations possibles : soit elle s’insére parallélement
au plan de la membrane (modéle “penknife’) (Lakey et al., 1993), soit elle s’insére
perpendiculairement au plan de la membrane (modgle du “parapluie™) (Parker et al., 1990).

20



Figure 4 : Structure tridimensionnelle de la proaérolysine obtenue a 2,8 A de résolution
D’aprés Parker, 1994). Cette protéine de 52 kDa sera activée et perdra son
domaine I par une protéolyse de type furine. La structure du pore formé par cette
toxine n’est pas encore élucidée.
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II1.3.1. L’ca-toxine de Staphylococcus aureus
II1.3.1.1. Structure de I’a-toxine

L’ o-toxine est une exotoxine sécrétée sous forme de monomére soluble constitué de 293

acides aminés d’une masse totale de 33,4 kDa (Bhakdi et al., 1996). L’analyse par protéolyse
limitée a montré que le monomere de I’o-toxine est constitué de deux régions de masses
apparentes égales séparées par une région riche en glycine située entre la lysine 110 et la
tyrosine 148 (K110-Y148) et formant ainsi une boucle (Gouaux et al., 1998). Cette boucle
devient inaccessible 2 la protéolyse lorsque 1’a-toxine se lie a2 la membrane et elle semble
pénétrer dans la bicouche lipidique. Ceci a ét€ mis en évidence par la perte de fluorescence du
mutant cystéine de I’ a-toxine (G130C) (Ward et al., 1994). Chaque protomere est constitué de
16 brins B antiparalleles et de 4 hélices o (Gouaux et al., 1998). Le reste de la structure est
formé d’hélices non a et des éléments non B (Gouaux et al., 1998). L’oligomérisation de ces
protomeéres aboutit 3 une structure qui ressemble a2 un champignon haut de 100 A et dont le
diamétre de la surface supérieure est de 100 A. L’observation de cette structure vue du haut
donne I'image d’un canal ionique dont le diamétre varie de 46 2 15A en s’enfongant vers
I’espace intracellulaire (Song et al., 1996). Cette structure en champignon (Figure 6) peut étre
divisée en 3 régions principales (Song et al., 1996) :

1- le Cap (chapeau) qui représente la surface supérieure du champignon. Chacun des 7
protoméres participe A cette région par la contribution d’un B sandwich. Le cap comprend donc
7 B sandwich. C’est une région hydrophile.

2- le Rim a une hauteur de 70 A et constitue la couronne. Elle représente la face inférieure de
chapeau. Cette région est riche en structure non B et non o. Cette région pourrait étre impliquée
dans les changements conformationnels qui conduisent a I'oligomérisation. Elle semble s’ancrer
dans la face externe de la membrane

3- le Stem constitue le pied du champignon a une hauteur de 52 A et un diamétre externe de 26
A. 1 définit le canal ionique transmembranaire formé par I’association de 14 brins B

antiparalléles formant ainsi un tonneau f.

La fente située entre le Stem et le Rim constitue une zone riche en acides aminés
aromatiques et en acides aminés basiques. Elle constituerait un site d’interaction avec les tétes
phospholipidiques de la bicouche lipidique, voire avec des ligands membranaires.

I11.3.1.2. Mode d’action de la toxine

L’o-toxine a une action sur une large gamme de cellule-cibles. C'est une hémolysine
importante dans la pathogénie de Staphylococcus aureus. Elle a une forte activité hémolytique
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I’isoleucine, I’arginine, la sérine et la thréonine conduit a des protéines inactives (Walker and
Bayley, 1995)

- L'utilisation de mutants cystéine marqués a ’acrylodan a mis en évidence un peptide de 15
acides aminés (126-140) essentiel pour la formation du pore transmembranaire (Valeva et al.,
1995) ol un certain nombre d’acides aminés passe d’un environnement hydrosoluble 4 un
environnement hydrophobe. ~

I11.3.2. Les Leucotoxines a deux composés
I11.3.2.1. Principaux membres

Ce sont des toxines a deux composés, I'un dit de classe "S" (31-32 kDa) et I'autre dit de
classe "F" (34-35 KDa) qui sont sécrétés de fagon non associée dans le surnageant de culture
(Prévost et al., 1995c; Supersac et al., 1993). Sur le plan structural les composés de la méme
classe possédent 60 3 75% d’identité de séquence alors que les composés de classes différentes
ont des identités de séquence de 15 4 25 % (Figure 7, Figure 8) (Prévost et al., 1995c).
Elles agissent en synergie sur la membrane des cellule-cibles en activant le métabolisme du
calcium et en créant des pores de taille ionique dans des cellules de défense de l'organisme
(Colin et al.,, 1994) (Polynucléaires, monocytes, macrophages etc...). Ces protéines sont
insolubles dans les solutions usuelles a une concentration supérieure a 7,5 mg/ml, thermolabiles
et sensibles 3 un pH < 5,5. La spectroscopie a Infrarouge en Réflectance Atténuée par
Transformée de Fourrier (ATR-FTIR) révele une prédominance de feuillets B (70 a 75%) dans
les structures secondaires de ces leucotoxines (Meunier et al., 1997) ce qui les différencie des
colicines a hélices o (Lesieur et al., 1997). Les principaux membres de cette famille de toxines
staphylococciques sont :

I11.3.2.1.1. La Leucocidine de Panton et Valentine

Le terme leucotoxine a d’abord été évoqué en 1894 par Van de Velde (Van der Velde,
1894). 1l avait constaté que l'injection de la bactérie Staphylococcus aureus dans la cavité
pleurale de lapin produisait un effet leucotoxique.

Pendant trés longtemps la LPV a ét€ confondue avec les hémolysines. Ce n'est qu'en
1932 que Panton et Valentine (Panton et al., 1932) ont identifié I'activité leucocytolytique de la
LPV a partir de I'étude de 22 souches de Staphylococcus aureus isolées de diverse infections
staphylococciques. Les surnageants de culture obtenus & partir de ces souches avaient une
activité hémolytique sur les globules rouges de lapin et pouvaient aussi détruire les leucocytes
humains. IIs ont constaté que l'activité hémolytique et l'activité leucocytolytique ne sont pas
forcement liées (Julianelle, 1922; Panton et al., 1932). Certaines souches isolées i partir de
furoncles ou de complications de furoncles possédaient une forte activité leucocytolytique alors
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que l'activité hémolytique était trés faible. Panton et Valentine ont ainsi conclu a I’existence
d'une leucotoxine différente des hémolysines qui sera dénommée en 1936 par Wright :
Leucocidine de Panton et Valentine (Wright, 1936).

Cette leucotoxine a été purifiée pour la premiere fois en 1960 par Woodin (Woodin,
1960) a partir de la souche V8 (ATCC49775) de S. aureus. 11 a démontré qu'elle était constituée
de deux composés séparables en chromatographie : 1'un de 32 kDa dit de classe F (fast-eluted)
parce qu'il est élué plus rapidement sur une colonne de carboxymethyl-cellulose, alors que
l'autre de 38 kDa dit de classe "S" (Slow-eluted) est retardé. Les genes codant ces deux
composés ont été clonés et séquencés et un nouveau protocole de purification a ét€ proposé
(Prévost et al., 1995¢). Ces deux composés appelés respectivement LukF-PV et LukS-PV sont
sécrétés séparément dans les surnageants de culture et n'ont aucune activité biologique
lorsqu'ils sont analysés individuellement. IIs agissent en synergie sur la membrane des cellule-
cibles provoquant la formation de pores de taille ionique, ce qui augmente la perméabilité
membranaire aux ions. Notre laboratoire, griace a des tests d’immunoprécipitation radiale en gel
(Finck-Barbangon et al., 1991), a pu montré que la LPV est produite par 2% des souches de
S. aureus isolées en clinique humaine (Couppi€ et al., 1994). Ces souches sensibles aux
antibiotiques sont étroitement liées 2 des infections cutanées primaires et nécrosantes comme les
furoncles (Cribier et al., 1992a; Cribier et al., 1992b; Cribier et al., 1992c; Prévost et al.,
1995b). Les souches productrices de la LPV isolées de furoncles sont responsables dans
certains cas de septicémies et d’abcés pulmonaires (Couppié et al., 1997).

Les effets de cette leucotoxine sont vari€s et ont fait l'objet de plusieurs études.
Gladstone et Van Heyningen ont montré que la LPV avait une spécificité¢ cellulaire. Elle est
active in vitro sur les granulocytes d'homme et de lapin alors que ceux de mouton, de cobaye et
de souris sont insensibles. Ils confirmérent I’absence d’activité hémolytique de la LPV
(Gladstone and Van Heyningen, 1957).

Woodin fut le premier a étudier ’effet de la LPV sur les cellule-cibles. I1 montrait que
cette toxine modifiait les échanges ioniques et le métabolisme cellulaire (Woodin, 1972b). En
fonction de la dose de toxine, il observait une activation des pompes Na*/K* (Woodin and
Wieneke, 1968) et une excrétion de protéines (Woodin, 1962), puis une accumulation de Ca*
intracellulaire (Woodin and Wieneke, 1963a). II observait également une stimulation de
activité¢ adénylate cyclase (Woodin, 1972a) et une augmentation du métabolisme cellulaire
(Woodin and Wieneke, 1963b; Woodin and Wieneke, 1964). Enfin, il observait que la LPV
provoquait une accélération du renouvellement des phospholipides membranaires et plus
précisement des phosphoinositides (Woodin and Wieneke, 1967).

Lorsqu'on injecte la LPV purifiée dans les veines d’un lapin, on observe d’abord une
baisse transitoire des polynucléaires monocytes dans le sang périphérique et 1a moelle osseuse
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Protéines - classe S Protéines - classe F

(32 kDa - pI 8.9 - 9.9) (35kDa - pI 7.5 - 9.2)
79 - 599% 79 - 711%
LukS-PV LukF-PV
LukM LukF’-PV
HigA 20-27 % HlgB
HlgC LukD
LukE LukF-1
LukS-I

12 - 17% 24 - 26%
o.-toxine

Figure 8 : Identités de séquence entre les protéines de classe S et les protéines de classe F des
leucotoxines & deux composés de staphylocoques, et I’ o-toxine.
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ainsi que le nombre de lymphocytes circulants. Aprés quelques heures persiste une
augmentation (Szmigielski et al., 1966; Szmigielski et al., 1968) comparable avec I’effet des
d’agents cytostatiques (Szmigielski and Jeljaszewicz, 1976). L'activité leucotoxique se traduit
par des modifications morphologiques des macrophages. On observe une baisse de la
réfringence des cellules, le noyau multilobé des macrophages se rassemble et occupe une place
importante dans la cellule.

L’effet de souches productrices de LPV sur la peau de lapin a également ét€ étudié
(Cribier et al., 1992b; Ward and Turner, 1980). Au début des années 90, Bernard Cribier
(Cribier et al., 1992b) a montré que I’injection intradermique de la LPV provoquait chez le lapin
des lésions nécrosantes et la lyse des leucocytes. La taille de ces 1ésions est dose et temps
dépendants. L'injection de cette LPV dans I'humeur vitrée de lapin provoque des réactions
inflammatoires (Couppié€ and Prévost, 1997) qui s'étendent & tout I'ecil. La barri¢re hémato-
rétinienne est rompue apres 24 heures. La distribution de la LPV radiomarquée dans les organes
de souris a été étudiée par Grojec (Grojec, 1979).

I11.3.2.1.2. La Gamma-hémolysine

Il s’agit également d’une leucotoxine a deux composés isolée a partir de la souche de
Staphylococcus aureus Smith SR (Plommet, 1988; Taylor and Bernheimer, 1974). C’est la
prmiére leucootoxine a étre clonée et séquencée a partir de souche de S. aureus méthicilline-
résistante (Kamio et al., 1993; Rahman et al., 1991; Rahman et al., 1992). Elle est produite par
la quasi totalit€ des souches de Staphylococcus aureus isolées en clinique humaine. En réalité,
elle comprend deux protéines de classe S (HIgA : 31,5 kDa; HlgC : 32 kDa) et une protéine de
classe F (HIgB : 34 kDa) (Prévost et al., 1995c; Taylor and Bernheimer, 1974). Elle représente
donc deux couples possibles de leucotoxines HigA + HlgB et HlgC + HlgB. Chacun des deux
couples possede une activité cytolytique sur les leucocytes polynucléaires, les monocytes et les
macrophages de plusieurs espéces animales. Le couple HIgA + HlgB posséde en plus une
activité hémolytique sur les érythrocytes et certains lymphocytes humains. Malgré une identité
avoisinant 65%, les génes codant la gamma-hémolysine sont génétiquement maintenus par les
souches possédant également ceux codant la LPV (Cooney et al., 1993). Toutes les
combinaisons entre un composé de classe S et un composé de classe F sont leucotoxiques avec
des spectres spécifiques d’activité cellulaire.

II1.3.2.1.3. La leucotoxine LukM-LukF-PV like (ou LukF’)

Elle est isolée a partir de la souche P83 d'origine bovine (Choorit et al., 1995). Elle est
constituée de deux composés de classe S et F qui possedent des parentés antigéniques avec
ceux de la leucocidine de Panton et Valentine. (Kaneko et al., 1997b). Cette toxine n’est
produite par aucune des souches d’origine humaine testées jusqu’a maintenant. Seules deux
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souches sur 20 isolées de mammites bovines la produisaient. C’est donc une leucotoxine
apparemment trds rare. Son activité biologique est faible sur les hématies et les polynucléaires
humains. Elle est cependant dermonécrotique pour la peau du lapin (Gravet et al., 1998a).

111.3.2.1.4. La leucotoxine LukE-LukD

La leucotoxine LukE + LukD a récemment été caractérisée dans notre laboratoire (Gravet
et al., 1998a; Gravet et al., 1998b). Elle fut mise en évidence a partir du surnageant de culture
de la souche de Newman de S. aureus par la présence de matériel réagissant de maniére croisée
avec tous les anticorps déja disponibles. Elle est produite par environ 30 % des souches de
Staphylococcus aureus isolées en clinique humaine et concerne tous les types d’infection
(Gravet et al., 1998a). Cependant, elle est produite par 90% (N = 46) des souches (méthi-R)
isolées en culture dominante dans des diarrh€es post-antibiotiques chez les patients 4gés (Gravet
et al., 1998a).

Cette leucotoxine est fortement dermonécrotique lorsqu’on 1'injecte par voie intradermale
chez le lapin. La plupart des souches produisant les épidermolysines A et B isolées dans les cas

d’impétigo bulleux et de syndrome de la peau éboullantée sont également productrices de la
toxine LukE/LukD.

I11.3.2.1.5. La leucotoxine LukS-I-LukF-I de Staphylococcus intermedius

C’est une leucotoxine isolée a partir des surnageants de culture fortement leucotoxiques
de Staphylococcus intermedius (Prévost et al., 1995a). Cette bactérie n’ appartient pas 2 la flore
habituelle de I’homme, mais est elle responsable de dermites chez les petits carnassiers. Elle est
constituée de deux protéines dont l’activité cytolytique est synergique sur les leucocytes
humains. Lorsqu’elle est injectée par voie intradermique cette leucotoxine est responsable de
nécrose cutanée chez le lapin.

II1.3.2.1.6.La Leucotoxine R

La leucotoxine R fut caractérisée a partir de la souche P83 de S. aureus isolée d’une
mammite bovine (Soboll, 1971). Cette leucotoxine semble avoir une spécificité cellulaire
différente de LPV. La remise en cause de cette caractérisation par le clonage de (Supersac et al.,
1993) démontrera qu’il s’agissait certainement de la gamma-hémolysine. Elle est active sur les
leucocytes bovins et humains et sur les globules rouges de lapin.

II1.3.2.2. Mode d’action des leucotoxines

Le mode d'action des leucotoxine est encore mal connu. Dans les années 80, Noda et al
(Noda et al., 1980) proposaient que les récepteurs des leucotoxines seraientt le ganglioside
GM1 sur lequel se fixerait le composé LukS-PV permettant ensuite la fixation de LukE-PV
(Noda et al., 1981), entrainant ainsi une entrée de Ca* suivie d'une ADP-ribosylation de
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A. Fixation séquentielle des composés de classe S puis de classe F
‘@
o @ sl
S
g} ligand membranaire

m

Transduction du signal

B. Oligomérisation, formation du prépore, activation des canaux calciques
Mn?**, Zn**, Mg**, Ca®* a Prépore

C. Multiplicité des perturbations cellulaires

éthidium, Na* K*

Caz+

° o
Enzymes (lysozyme, hexosaminidase,...)
Histamine o o Protéines G hétérotrimériques
Leucotri¢ne B4 Protéines kinases (C,...)
Interleukine-8 o Métabolisme des phospholipides
Métabolites oxygénés o
Synthéses

Figure 9 : Mode d’action des leucotoxines & deux composés de staphylocoques.
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plusieurs protéines cellulaires (Kato and Noda, 1989; Noda et al., 1980). Notre laboratoire n'a
pu reproduire ces résultats. Contrairement a ce qu'on observe pour la toxine cholérique le
traitement des cellule-cibles par les neuraminidases n'atténue pas leur sensibilité a la toxine et il
n'existe pas de précipitation en gel entre LukS-PV ou LukF-PV et le GM1. D'autre part, la
fixation des composés de classe S sur les PN humains n'est pas sensible & un traitement par les
O- et N-glycosidases.

Notre laboratoire a entrepris dés les années 90, I'étude de I’action cellulaire des
leucotoxines sur des polynucléaires. Des travaux effectués grice a ’utilisation des techniques
telles que la cytométrie en flux, la spectrofluorimétrie et I’utilisation de sondes fluorescentes,
comme le Fura2, Mag-Fura2 et le bromure d’éthidium (Bet), ont permis de mieux comprendre
le mécanisme d’action de ces toxines (Figure 9). Les premiers résultats montraient que le
composé S se fixe en premier sur un ligand membranaire avant que le composé F ne se fixe
secondairement (Colin et al., 1994) pour former des pores de taille ionique [Finck-Barbangon,
1993 #23]. Les ions Ca?* joue un role important dans la formation de ces pores. Dans les
conditions physiologiques (1 mM Ca*"), la fixation du couple de protéines provoque d’une part
I'ouverture de canaux calciques perméables aux ions divalents (Mn**, Ca*, Zn*, Mg*) et
d’autre part la formation de pores qui perméabilisent les cellules a I’éthidium (Finck-Barbangon
et al., 1993; Meunier et al., 1995). Mais en absence de Ca?* extracellulaire on observe une
entrée plus importante de Bet et de cations monovalents comme Na*, K* (Staali et al., 1998).
Ces pores semblent spécifiques aux ions monovalents sont probablement formées par la
fixation du couple de protéines. Cependant, les flux de cations divalents débutent dans les
cellules activées avant ’entrée de Bet. L’utilisation de différents inhibiteurs a permis de
démontrer que ces deux phénoménes sont indépendants (Staali et al., 1998). Ces canaux
calciques sont préexistants et sont ouverts par un phénoméne d’activation qui résulte de
'interaction du couple de protéines S et F avec un ligand membranaire qui n’est pas encore
défini. La réponse cellulaire se traduit aussi par I'activation de protéines G hétérotrimériques
(Hensler et al., 1994a), d’au moins une protéine kinase C, de la libération d’agents du
chimiotactisme comme les leucotrienes B4 (Hensler et al., 1994b) et I'interleukine 8 et de
vasodilatateurs comme I’ histamine (Konig et al., 1994).

Toutefois, les leucotoxines possédent une spécificité d’action. Les différents couples de
protéines sont actifs & des degrés variables en fonction du type cellulaire. Le couple HigA +
HigB est fortement leucotoxique sur les polynucléaires humains, de beeuf et de lapin et
fortement hémolytique pour les hématies de nombreuses espéces (Plommet, 1988; Supersac et
al., 1993). La LPV n’est active sur les neutrophiles qu’a partir du stade métamyélocyte
(Meunier et al., 1995), mais aussi sur les monocytes macrophages d’homme et de lapin. Le
couple HigC + HigB est leucotoxique et hémolytique sur les hématies de lapin (Nariya et al.,
1997; Prévost et al., 1995c; Tomita and Kamio, 1997), mais pas d’homme. Les couples LukE
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+ LukD et LukM + LukF’-PV ont des activités relativement faibles par rapport aux autres
couples. La leucotoxine de S. intermedius a une activité comparable a la LPV.

Malgré un tropisme cellulaire différent et spécifique, il existe une forte parenté entre ces
toxines et leur mode d’action semble voisin, mais les ligands membranaires sont encore
inconnus.

II1.4. Conclusion sur les toxines formant des pores

Les toxines formant des pores jouent donc un rdle important dans la pathogénie des
bactéries. Leurs modes d’action sont différents selon qu’elles sont amenées a s’insérer dans la
membrane ou 2 traverser celle-ci pour atteindre des cibles intracellulaires. Ce mode d’action est
prédéfini dans la composition de leurs séquences primaires. La disposition des résidus qui vont
interagir pour permettre I’oligomérisation des monomeres assure une symétric dans le pore
final. Les connaissances sont nombreuses en ce qui concerne I’a-toxine. Les leucotoxines et
I’a-toxine appartiennent 2 la famille des toxines formant des pores a feuillets § prépondérants,
mais elles se distinguent par plusieurs caractéristiques.

Les spectres cellulaires et I’activité des leucotoxines différent de ceux de I’a-toxine. Par
exemple, les polynucléaires constituent la cible majeure de la plupart des leucotoxines alors que
I’a-toxine ne posséde qu’une faible activité sur ces cellules.

Contrairement a I’o-toxine qui forme des pores par homo-heptameérisation les leucotoxines
forment leurs pores par I’action synergique de deux composés individualisés, I’un de classe S et
lautre de classe F. Chacune des deux protéines possédent des fonctions particuliéres dans
I’interaction avec des ligands membranaires et certainement dans les événements qui conduisent
a la formation des pores. La résolution de la structure de la protéine de classe F de la PVL
(LukF-PV) (Pédelacq et al., 1999) a permis de modéliser un hexamere dans lequel 3 molécules
de LukF-PV et 3 molécules de LukS-PV sont disposés en alternance. Ce qui donne un pore
hétérogene formé par deux types de protéines contrairement a I’a-toxine qui forme des pores
homogenes. Le calcium joue un réle important dans la formation des pores et dans Iactivité des
leucotoxines alors qu’il semble ne pas intervenir pour I’a-toxine (Abrami et al., 1998). De plus,
les pores formés par les leucotoxines sont perméables au Bet contrairement 2 I’ a-toxine.

Les comparaisons de séquences indiquent que I’a-toxine posséde de 15 2 25 % d’identité
de séquence avec les leucotoxines. Certains acides aminés stratégiques sont néanmoins
particulierement conservés dans les diverses protéines. La résolution de la structure
tridimensionnelle de 1'o-toxine (Song et al., 1996) indiquait que des domaines conservés
participaient par exemple au plan d’interaction entre monoméres. Un feuillet B de 13 résidus
conservés a I'extrémité N-terminale des composés de classe S des leucotoxines joue un role
important dans I’activité des leucotoxines.
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IV. Nos travaux

Par rapport a2 l’o-toxine, le modele des leucotoxines & deux composés permet un
découplage d’un plus grand nombre d’événements moléculaires qui conditionnent leur activité
biologique apparemment complexe. Nous avons décidé d’étudier les relations structure-
fonctions des leucotoxines, notamment I’oligomérisation des protéines de classe S et de classe F
et le découplage de I’activité formant des pores perméables aux ions éthidium, Na*, K*, de la
fonction activatrice induisant une perméabilisation au™ Ca**. L’alignement des séquences
protéiques entre o-toxine et les leucotoxines montrait que I'histidine 35 est un acide aminé
important dans I’oligomérisation de I’ o-toxine pouvait se superposer avec la thréonine 28 située
dans le feuillet B conservé a I’extrémité N-terminale des composés de classe S. Nous avons
étudi€ I’importance de cette thréonine 28 et son réle dans I’oligomérisation des leucotoxines.

Une particularité des toxines étudiées, démontrée par Staali et al., 1998 (Staali et al.,
1998), est la fonction d’activation qui devance une fonction de perméabilisation des
leucotoxines & deux composés. Cet aspect n’a en fait pas été trés discuté pour les molécules
parentes. La résolution de la structure tridimensionnelle de LukF-PV fut un facteur déterminant
nous permettant de mieux concevoir un programme de recherche visant & découpler les deux
fonctions des leucotoxines, afin d’approcher leurs impacts cellulaires respectifs.

Nous avons entrepris parallelement une approche épidémiologique de I’antibiorésistance et
de ’expression des leucotoxines par les souches de S. aureus isolées en Afrique de 1’Ouest
(Bénin, Cote d’Ivoire Togo) ol le contexte climatique, sanitaire et social est différent par rapport
aux pays industrialisés.
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MATERIELS et METHODES
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MATERIELS

I.Les souches bactériennes

Escherichia coli : Epicurian coli XL1-Blue supercompetent-Stratagene, Montigny le
' Bretonneux-France

Génotype : recAl, endAl, thi-1, hsdR17, supEA4, relAl, lacZ, [F’'proAB, lacI’ZAM15,

Tnl0(ter)]. Ces cellules ont une grande aptitude 2 la transformation, ce qui permet d’obtenir des
clones recombinants 2 partir de faibles quantités d’ ADN.

Escherichia coli NM522
Génotype : supE, thi, hsdR, lac-proAB, (F', proAB lacl4 DM15). C'est une souche
facilement transformable par les plasmides pCU1, pUC19.

Escherichia coli INVaF’
Génotype : endAl, recAl, hsdR17 (1, m,"), supE44, X', thi-1, gyrA, relAl, ¢80,

lacZAM15A(lacZY A-argF), deoR*, F'. Cette souche est utilisée comme réceptrice des vecteurs

pCR™II recombinants (TA Cloning™ kit, Invitrogen Corporation).

Escherichia coli BL21

Génotype : F', ompT, hsd(rg-, mg-), gal (52, 53). Cette souche est utilisée pour
I’expression des protéines de fusion & partir du plasmide pGEX (Pharmacia, Uppsala - Suéde).
Elle se conserve pendant plusieurs semaines dans du glycérol 10% (v/v) a -80°C.

Staphylococcus aureus souche RN 4220 :

Cette souche, obtenue par traitement de la souche 8325-4 a la nitrosoguanidine, est
dépourvue de systéme de restriction, mais reste capable de modifier I’ ADN exogéne. Elle sert de
premiére réceptrice au plasmide navette pCU1 avant la transformation de la souche Newman
hlg. Elle est en outre mutée dans le locus de régulation agr et ne peut étre utilisée pour la
production des leucotoxines.

Staphylococcus aureus souche Newman hlg :: tet
La souche Newman de Staphylococcus aureus produit la gamma-hémolysine, I’ o-toxine,
la B-toxine mais ne produit pas I’o-toxine, ni la LPV.
La souche Newman hlg™ est obtenue a partir de la souche Newman. C’est une souche
curée de ses plasmides. Les génes chromosomiques codant la gamma-hémolysine ont été délétés
gréce a une recombinaison homologue avec un locus modifié comprenant le géne de résistance a
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Figure 10a : Représentation schématique des vecteurs pUC18 et pUC19 qui se distinguent par
leur cassette de clonage. '
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Figure 10b : Représentation schématique des vecteurs pCU1 (don du Dr F. Gétz).
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la tétracycline et a ét€ utilisée pour produire des leucotoxines recombinantes mutées (Supersac et
al., 1998), et décrites au Chapitre 1.

Staphylococcus aureus souche V8 ATCC49775
Cette souche provient d’un cas de furonculose chronique (Gladstone and Van Heyningen,
1957). Elle produit la leucocidine de Panton et Valentine et les gamma-hémolysines.

II. Les vecteurs
11.1. Les vecteurs pUC19 et pCU1 (Figures 10a et 10b)

Le vecteur pUC19 (Yanisch-Perron et al., 1985) est un vecteur de 2686 pb qui contient
le géne codant la résistance & I’ampicilline et le géne lacZ codant la p-galactosidase ainsi qu’une
origine de réplication chez E. coli. Le géne lacZ porte une cassette de clonage contenant
plusieurs sites de restriction a son extrémité 5°. En présence d’IPTG, la B-galactosidase est
synthétisée, ce qui permet de sélectionner des clones recombinants sur le crittre de leur
coloration : I’addition de X-Gal dans le milieu colore les colonies en bleu si le plasmide est
intact, alors que les colonies hébergeant un plasmide dont le géne lacZ est interrompu par un
insert sont blanches.

Le vecteur pCU1 est un plasmide navette de 5940 pb capable de se répliquer a la fois
dans E. coli et dans S. aureus, car il posséde les deux origines de réplication. Il comporte
Pintégralité¢ de pUC19 (Augustin et al.,, 1992), l'origine de réplication dans S. aureus du
plasmide pUB110 et le géne codant la résistance au chloramphénicol du plasmide pC194.

Les génes codant la LPV et la gamma-hémolysine ont d’abord ét€ clonés dans le vecteur
pUC19, puis dans le vecteur pCU1.

11.2. Le vecteur pCR™II (cf .IV.3. Methodes d’étude de I’ADN)
I1.3. Le vecteur d’expression pGEX6P-1 (Figure 11)

C’est un vecteur de 4980 pb contenant le geéne codant la glutathion-S-transférase (GST) et
une cassette de clonage située en 3’ ce géne. Les séquences clonées dans les multiples sites de
clonage du vecteur pGEX6P-1 peuvent étre exprimées sous forme de protéines de fusion avec la
GST située a leur extrémité N-terminale (Smith and Jonhson, 1988). Cette expression est
effectuée grice a I’induction du promoteur ptac situé en amont du géne codant la GST. La
protéine de fusion exprimée dans le vecteur pGEX6P-1 peut &tre purifiée facilement par
chromatographie d’affinité sur colonne de Glutathion Sépharose 4B. Ce vecteur contient un site
spécifique reconnu par la PréScission™ Protéase et situé entre le géne codant la GST et une
cassette de clonage. Il contient également la séquence du géne lacl.
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Figure 11 : Représentation schématique des vecteurs d’expression pGEX 6P qui se
distinguent par la situation de la cassette de clonage par rapport a la phase de lecture.
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III. Les milieux de culture
Milieu 2 x TY (Trypcase-Yeast extract) : 1,6% (p/v) bio-trypcase (BioMérieux),

1% (p/v) extrait de levure (Oxoid), 0,5% (p/v) NaCl pH 7,4. Le milieu gélosé contient
1,5% (p/v) d’agar.

Milieu 2 X TYA : milieu 2 x TY dans lequel on rajoute 100 pg/ml d’ampicilline.

Milieu 2 x TYC : milieu 2 x TY dans lequel on rajoute 20 pg/ml de chloramphénicol.

Milieu YCP (Yeast extract-Casaminoacides-Pyruvate) : 3 % (p/v) extrait de
levure (Oxoid), 2 % (p/v) bactocasaminoacides (Difco), 2 % (p/v) pyruvate de sodium,
0,25 % (p/v) Na,HPO,, 0,042 % (p/v) KH,PO,. Ajuster a pH 7,0 avec NaOH.

Milieu M9: 15 g/l Na,HPO,-12H,0, 3g/1 KH,PO,, 1g/l NH,CI, 0,5 g/l NaCl, 15g/1
agar. Aprés autoclavage rajouter : 1 ml CaCl, 0,1 M, 1 ml MgSO, 1 M, 1 ml Thiamine-
HCl11 M, 2 ml Glucose 20 %.

Milieu SOC : 20 g/l Tryptone (Oxoid), 5 g/l Extrait de levure, 0,5 g/l NaCl, 10 mM
MgCl,, 2,5 mM KCl, 55,6 mM Glucose.

Milieu de congélation des souches : 80% Brain Heart Infusion (BBL), 10 % (v/v)
Sérum de cheval, 10% (v/v) glycérol (100 %).

Milieu SMM : 1 M Saccharose, 0,04 M Acide malique, 0,04 M MgCl,

Milieu SMMPS0 : 55% (v/v) SMM, 2,8 % (p/v) Penassay broth (Difco), 0,5 % (p/v)
BSA

Solutions et tampons usuels

TEB 10 x : 0,89 M Tris-base, 0,89 M acide borique, 25 mM EDTANa, (Titriplex
II), pH 8,3.

TE : 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTANa,, pH 8,0.

MOPS : 0,2 M Morpholino propane phosphate, 50 mM formamide, 10 mM EDTA,
ajusté 3 pH 7,0 avec de Iacide acétique.

BFP x 100: 2% (p/v) BSA, 2% (p/v) Ficoll 400, 2 % (p/v) PVP (Polyvinyl-
pyrolidone).
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SSC 20 x : 3 M NaCl, 0,3 M citrate trisodique pH 7,0.

SSPE 20 x : 200 mM NaH,PO,, 20 mM EDTANa,, 3,6 M NaCl pH 7,0.
PBS : 10 mM NaH,PO,, 1,5 mM Na,HPO,, 0,15 M NaCl pH 7,0.

EC Lysis Buffer : 6 mM Tris-HCI pH 8,0, 100 mM EDTA (Titriplex II), 1 M NaCl,
0,5 % (p/v) Brij 58, 0,2 % déoxycholate de Na, 0,5 % (v/v) lauroyl sarcosine.

Solution dénaturante de ’ADN 5x : 25 mM EDTA-Na,, 20% (p/v) glycérol, 0,1%
(p/v) lauroyl sarcosine, 0,1% (p/v) bleu de bromophénol, pH 8,0. Cette solution permet
de dénaturer ’ADN et sert de témoin de migration lors de 1’électrophoreése sur gel
d’agarose.

Tampon de migration SDS-PAGE : 0,20 M Tricine, 0,20 M Tris, 0,55 % SDS, pH
8,0.

Solution meére de coloration au bleu de Coomassie : 1 pastille de bleu de
Coomassie G250 R (Pharmacia), 120 ml (v/v) Méthanol (100 %) QSP 200 ml avec
H,0.

Solution fille de coloration au bleu de Coomassie : 50 % (v/v) de solution mére
filtrée, 10 % (v/v) Acide acétique (100 %), 30 % (v/v) Méthanol (100%).

Solutions pour la préparation d’ADN plasmidique (Plasmid-combi-kit,
Qiagen) :

- Tampon P1 : 50 mM Tris-HCI, pH 8. 0; 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNase A

- Tampon P2 : 200 mM NaOH, 1 % (p/v) SDS

- Tampon P3 : 3. 0 M Acétate de potassium, pH 5,5

- Tampon QC : 1 M NaCl, 50 mM MOPS, pH 7,0, 15 % éthanol

- Tampn QBT : 750 mM NaCl, 50 mM MOPS, pH 7,0, 15 % éthanol, 0,15 % (v/v)
Triton X100

- Tampon QF : 1,25 M NaCl, 50 mM Tris-HC], pH 8,5, 15 % éthanol.
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METHODES RELATIVES A L’ETUDE DE L’ADN

I. Les méthodes de préparation de ’ADN
I.1. Préparation d’ADN génomique de S. aureus (Rifai et al., 1989)

A partir d’une préculture de 5 ml de S. aureus, on ensemence 400 ml de milieu 2 x TY
pendant une nuit & 37°C. Les bactéries sont ensuite centrifugées pendant 10 min a 5000 x g. Le

culot est lavé une fois avec de 1’eau, puis repris dans 20 ml de tampon de lyse (25% sucrose,
0,5 mg lysostaphine, 40 mg lysozyme) est incubé 40 min 4 37°C. Le milieu est ensuite
centrifugé pendant 10 min a 5000 x g. Le culot est resuspendu dans 10 ml de tampon acétate
(0,15 M Acétate de Na, 1 mM EDTANa,, 4% lauroyl sarcosine, 0,1 M NaCl, pH 6,5) puis
subit une premiére extraction avec 10 ml de phénol saturé en eau et équilibré a pH 8,0. La phase
supérieure aqueuse subit une seconde extraction avec 10 ml de phénol/chloroforme (v/v) et deux
i 1’éther. L’ ADN contenu dans la phase aqueuse est alors précipité avec 3 volumes d’éthanol
absolu, lavé a I’éthanol 80%, puis séché et repris dans 4 ml de tampon TE.

I.2. Les méthodes de préparation d’ADN plasmidique

1.2.1. Maxipréparation d’ADN par la méthode chromatographique (Plasmid
Combi kit, Qiagen)

Cette méthode permet de séparer ' ADN plasmidique de I’ADN génomique et de I'ARN
grice a une résine échangeuse d’anions tres résolutive. La taille des pores (100 um), la haute
densité des groupements échangeurs d’anions (groupes DEAE) ainsi qu’une force ionique
croissante réalisent cette purification (cf le protocole de Qiagen).

Une culture d’une nuit de bactéries transformées, cultivées dans 100 ml de milieu 2 x
TYA, 437 °C est centrifugé pendant 10 min a 5000 x g. Le culot bactérien est lavé une fois a
I’eau puis repris dans 4 ml de tampon Pl. Le mélange est transféré dans des tubes
d’ultracentrifugation. Les bactéries sont ensuite lysées par addition de 4 ml de tampon P2.
Aprés 5 min d’incubation le SDS est neutralisé par 4 ml de tampon P3 et la suspension devient
visqueuse. Le milieu est laissé pendant 15 min dans la glace puis centrifugé une premiére fois a
25000 x g, a 4 °C, pendant 30 min dans un rotor vertical (vTi 60 - Beckman). Le surnageant est
récupéré et centrifugé une deuxi¢me fois pendant 15 min pour éliminer totalement les débris
cellulaires. Ce surnageant est ensuite passé sur une colonne échangeuse d’anions (type DEAE-
cellulose) préalablement équilibrée par 4 ml de tampon QBT. La colonne est ensuite lavée avec 2
x 10 ml de tampon QC. L’ADN est alors élué avec 5 ml de tampon QF, puis 3,5 ml
d’isopropanol sont ajoutés et le milieu est centrifugé pendant 10 min, 3 5000 x g, & 4°C. Aprés
deux lavages a I’alcool 70 %, le culot est séché et repris dans 100 pl de TE. Les colonnes
peuvent étre recyclées en appliquant et en les conservant dans le tampon QF - 2,5 M NaCl.

44



1.2.2. Maxi-préparation d'ADN plasmidique sur gradient de Chlorure de
césium

Une culture de 16H de bactéries transformées, cultivées dans 400 ml de milieu 2 x TYA,
est centrifugée pendant 10 min & 10000 x g a 4°C. Le culot bactérien est remis en suspension
dans 5,8 ml d'une solution 0,05 M Tris-HCI, 25 % (p/v) saccharose, pH 8,0, 5 mg/ml de

lysozyme. Aprés 5 min d'incubation a 0°C sous agitation douce, 2,6 ml de 0,25 M EDTA pH
8,0 sont ajoutés. Ce traitement permet d'obtenir des protoplastes qui seront lysés pendant 20

min & 0°C par l'addition de 0,6 m! de tampon de lyse 2 % (v/v) Triton X-100, 0,05 M Tris-HCI,
0,06 M EDTANa,, pH 8,0. Les lysats bactériens sont ensuite centrifugés a 50000 x g pendant

40 min a 6°C. Pour la purification définitive du plasmide, on ajoute au volume de surnageant
0,4 volume de 0,2 M K,HPO, pH 8,0, 1 g/ml de CsCl, 0,01 volume d'une solution de Bet a 10
mg/ml. Une centrifugation de 10 min a 3000 x g, a 4°C permet d'éliminer la plupart des ARN et
des lipides insolubles. Le surnageant est ensuite transvasé dans un tube scellable (Quick-Seal,
Beckman), puis recentrifugé a 85000 x g, a 14°C pendant 18 H dans un rotor vertical (vTi 65 -
Beckman). Apreés la centrifugation a I'équilibre de densité, deux bandes sont visibles. La bande
plasmidique majeure, est inférieure (Maniatis et al., 1989). Le plasmide est aspiré a I'aide d'une
seringue. Le Bet est éliminé par 3 extractions dans un volume égal d'isopropanol contenant 15%
(v/v) de TE. Trois volumes de tampon TE sont ensuite ajoutés, puis ' ADN plasmidique est
précipité par 3 volumes d'éthanol. Le précipité obtenu apres une centrifugation de 5 min a 10000
x g a4°Cest lavé a l'alcool 2 80%, séché et remis en solution dans 300 pl de tampon TE avant

,,,,,

Apres un dernier séchage, ' ADN plasmidique est resolubilisé a une concentration voisine de 1
ug/ul dans du TE.

1.2.3. Minipréparation d’ADN plasmidique a partir d’E. coli

Une culture de 16 h (500 ul) d’E. coli est homogénéisée vigoureusement (Chowdhury,
1991) trois fois pendant 15 s avec 500 pl d’une solution de phénol/ chloroforme/isoamylalcool

(24/24/1). Apres une centrifugation de 5 min a 12000 x g, la phase supérieure aqueuse est
extraite a I’éther et les acides nucléiques sont précipités par 0,7 x v d’isopropanol. Aprés deux

lavages a I’alcool 80 %, le précipité est séché et solubilisé dans 30 pl de TE contenant 20 pg/ml
de RNase A.

L.3. Préparation d’ADN bactérien total intact en vue de I’électrophorése en
champs pulsés (Prévost et al., 1991)

37°C. Lorsque la culture atteint une DO, de 0,4, les cellules sont centrifugées 10 min a 5000
x g, a4°C. Le culot bactérien est lavé deux fois avec 5 mi de tampon PIV (10 mM Tris-HCI, 10
mM EDTA acide, 10 mM EGTA, 1 M NaCl, pH 7,5), puis resuspendu dans 600 ml du méme
tampon. Trois cents ml de la suspension sont chauffés 4 55°C pendant 10 min puis mélangés a
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600 ml d’agarose 2 bas point de fusion (Appligéne, France) liquide 2% (p/v) dans une solution
50 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA, pH 8,0 puis chauffés encore pendant 10 min. Le mélange est
ensuite coulé dans les fentes (25 x 3 x 3 mm’) d’un support en plastique puis refroidi. Les
tranches d’agarose ainsi obtenues sont transférées dans des tubes contenant 1,5 ml de tampon
de lyse composé du EC lysis buffer, 50 mg/ml de lysostaphine (Sigma) et 500 pg/ml de
lysozyme (Sigma). La lyse des parois des bactéries emprisonnées dans I’agarose s’effectue
pendant toute une nuit 2 0°C. Le tampon de lyse est ensuite remplacé par 1,5 ml de tampon de
protéolyse (0,25 M EDTANa,, 20 mM EGTA, 1% lauroyl sarcosine (p/v), pH 9,0, et 250
mg/ml de protéinase K). La digestion dure 24 H a 55°C. La protéinase K est €liminée par 4
lavages dans du tampon TE-PMSF 0,1 mM (Phénylméthylsulfonyl fluorure) pH 8,0. Les
tranches d’agarose sont ensuite lavées 4 fois avec du TE seul pour €liminer le PMSF. Elles
peuvent étre ainsi conservées pendant 12 mois a 4°C avec le changement du tampon tous les

mois.

II. Modifications enzymatiques de I’ADN
I1.1. Hydrolyses de restriction

Les digestions enzymatiques sont effectuées dans les conditions définies par les
fournisseurs (New England Biolabs, Stratagéne, Gibco-BRL).

I1.2. Déphosphorylation des extrémités 5’-phosphate d’un plasmide

La réaction est catalysée par la phosphatase alcaline d’intestin de veau. Cet enzyme
hydrolyse les groupements phosphates présents a I'extrémité 5’ des ADN, ARN, ribo et
désoxyribonucléotides (Maniatis et al., 1989). Cette réaction permet d’éviter la recircularisation
des vecteurs sur eux-mémes lors d’une ligation. Elle est effectuée dans 300 pl de tampon
10EmM Tris-HCl, 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 7,9 et 1 U de phosphatase
alcaline d’intestin de veau pour 10 pmoles d’extrémités 5’-phosphate. Une incubation est
effectuée pendant 45 min a 37°C, puis la méme quantité d’enzyme est rajoutée et la réaction est
prolongée pendant 45 min a 37°C. La réaction est stoppée en ajoutant 5 [l de 0,25 M EDTANa,
pH 8,0. L’enzyme est dénaturé par un chauffage de 10 min a 70°C, puis éliminé par une
extraction au phénol & 70°C, par deux extractions au phénol-chloroforme (50/50) et trois
extractions a 1’éther. Deux volumes d’éthanol - 0,3 M NaCl sont ensuite ajoutés afin de
précipiter I' ADN. Ce demnier est lavé & 1’alcool 80 %, séché et remis en solution dans du TE a
une concentration avoisinant 0,03 pmole/pl.

I1.3. Ligation de deux fragments d’ADN

Laréaction est catalysée par la T4 ADN ligase, un enzyme capable de former une liaison
phosphodiester entre les extrémités 5’ phosphate et 3’-OH de deux fragments d’ADN. Le
vecteur est préalablement linéarisé et déphosphorylé. Dans un volume final de 15 pl contenant
du tampon ligase (20 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 1 mM ATP, pH 7,4), un

46



rapport molaire insert/vecteur compris entre 3 et 5, et on ajoute 0,2 unité de T4 ADN ligase. Le
milieu est incubé 16 h 4 14°C avant d’é&tre utilisé pour la transformation.

III. Electrophorése de fragments d’ADN
II1.1. Séparation des fragments d'ADN sur gel d'agarose

Le gel d'agarose (Seakem GTG agarose, TEBU) est réalisé dans du tampon de migration
0,5 x TEB. Sa concentration varie de 0,8 a 1,5%, et est inversement proportionnelle a la taille
des fragments a séparer (Maniatis et al., 1989). Avant le dépét sur gel, 1/4 du volume de
I'échantillon de la solution dénaturante est ajouté. Un marqueur de poids moléculaire est
également déposé sur chaque gel. L'électrophorése s'effectue dans le tampon de migration
pendant 2H a 8V/cm. Le gel est ensuite immergé pendant 10 2 15 min dans du 0,5 x TEB
contenant 0,1 pg/ml Bet. Aprés une exposition sous ultra-violets, une photographie des
fragments d'ADN ayant incorporé le Bet est prise.

II1.2. Electroélution d'un fragment d'ADN a partir d'un gel d'agarose

Apres son identification, le fragment d'’ADN intéressant est découpé a partir du gel
d’agarose pour son électroélution (Maniatis et al., 1989). Cette demicre est effectuée grace a
deux microcupules (Sartorius) fermées a leur base par une membrane a dialyse. Ces cupules
sont remplies de tampon 50 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA pH 8,0 de fagon a réaliser un pont

salin, puis placées dans une cuve d'électrophorese contenant du 0,25 x TEB. Le gel découpé est
placé dans la cupule située du coté de la cathode. Apres 1H d'électrophorese a 100 V, 500 ul de
solution sont récupérés au fond de la cupule située a l'anode. Les morceaux d'agarose sont
éliminés par S min de centrifugation & 12000 x g, a 0°C. Apres une extraction au phénol et trois
a I'éther, les acides nucléiques présents sont précipités a I'éthanol, lavés a I'éthanol 80%, puis
séchés avant d'étre remis en solution dans du TE a une concentration avoisinant 0,2 pmole/pl.

II1.3. Electrophorése en champs pulsés
I11.3.1. Préparation de PADN (cf 1. 3)
I11.3.2. Hydrolyse de I’ADN

L’enzyme de restriction Smal (CCC/GGG) est utilisée dans les conditions décrites par le
fournisseur (Sigma). Le morgeau d’agarose (5 x 3 x 3 mm’) est équilibré pendant 30 min dans

300 pl de tampon Smal a 4°C. L’hydrolyse s’effectue a température ambiante dans un volume
final de 60 pl contenant 10 unités d’enzyme.

II1.3.3. Electrophorése en champ pulsés (Prévost et al., 1991)

Elle est réalisée sur un appareil Geneline™ (Beckman) dans du tampon TAFE x 0,5 (TAFE x
20 = 0,2M Tris, 10 mM EDTA acide, 0,087 mM acide acétique, pH 8,2), selon la programation
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ADN matriciel

—> : PCR asymétrique
(Vent® ADN Polymérase)
- —
A Fragment de géne
amplifié et purifié
> 2nde amplification
Geéne reconstruit
-+
A A Geéne amplifié
7 A et muté

Figure 12 : Principe de la mutagénése dirigée utilisant une réaction asymétrique de
polymérisation en chaine. Le vecteur pCRTMII posséde les génmes de résistance a
I’ampicilline (bla) et a 1a kanamycine (kan), ainsi que les origines de réplication de I’épisome
f1 et du cosmide ColE]l.
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: 140 mA avec des champs alternés de 4 s pendant 1 H, 133 mA avec des champs alternés de 18
s pendant 2 H 30, 133 mA avec des champs alternés de 13 s pendant 2 H 15, 140 mA avec des
champs alternés de 10 s pendant 2 H, 150 mA avec des champs alternés de 8 s pendant 8 H et
140 mA avec des champs alternés de 6 s pendant 6 H 30, I'intensité restantconstante. Le gel
d’agarose est ensuite coloré au bromure d’éthidium puis visualisé aux UV (300 nm).

IV. Amplification d'un fragment d'ADN par la méthode de PCR
IV.1. Principe de la méthode

L'amplification de fragments de genes (Saiki et al., 1988) est fondée sur le
fonctionnement cyclique d'une ADN polymérase thermostable capable de copier un brin d'ADN
utilisé comme matrice, en un brin complémentaire par élongation a partir de l'extrémité 3'OH
d'une amorce oligonucléotidique. Elle consiste a effectuer n cycles successifs d'amplification en
utilisant des amorces de polymérisation complémentaires des extrémités qui encadrent le
fragment d'ADN a amplifier. Chaque cycle se déroule en 3 étapes successives : dénaturation de
I'ADN a 95°C, refroidissement a une température permettant 1'hybridation des amorces, et
élongation des amorces par la Tag ADN polymérase a la température optimale de l'enzyme. Le
produit d'un cycle de polymérisation est utilisé pour le cycle suivant, ce qui aboutit a 20
fragments d'ADN amplifiés en théorie.

IV.2. La réaction

La réaction s'effectue dans un milieu contenant 0,2 mM de dNTP, 10 ml de tampon PCR
x 10 (200 mM Tris-HCI, 500 mM KCl, pH 8,0), 6 ml de 50 mM MgCl;, 100 pmoles d’amorce

puis le tout est recouvert de 80 ml d’huile de paraffine. Les tubes sont ensuite placer dans un
thermocycleur programmable.

IV.3. PCR asymétrique, megaprimer et application & la mutagénése dirigée

Ce protocole qui comporte deux étapes de PCR permet d’introduire la mutation portée
(Figure 12) par I’'une des amorces oligonucléotidiques dans des fragments amplifiés de 200 pb
a 2000 bases (Perrin and Gilliland, 1990). Une PCR asymétrique permet d’obtenir un excés de
fragment 5’->3’ contenant la mutation. L’enzyme utilisée est la Vent® ADN Polymérase
(Biolabs), afin d’éviter I’adjonction finale d’une base, phénomene qui se produit avec la Tag
ADN polymérase, qui, par ailleurs, ne posséde pas une fidélité satisfaisante pour ce genre
d’application. Une seconde étape faisant intervenir une nouvelle amorce et le fragment amplifig,
puis purifi€ sur un gel d’agarose, permet d’obtenir un géne reconstitué grice a la Tag ADN
polymérase, prét & &uwe recloné dans le vecteur pCR™II. Ce gene cloné est ensuite libéré par
une digestion EcoRlI, puis recloné dans le vecteur navette pCU1, afin que la protéine mutée soit
exprimée dans S. aureus.
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Figure 13 : Principe de la mutagénese dirigée selon la méthode Quick ChangeTM Mutagenesis
(Stratagene).
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V. Mutagénese dirigée par la méthode “Quick Change™ Site Directed
Mutagenesis‘

V.1. Principe de la Méthode (Figure 13)

C’est une technique qui permet 1’étude des relations structure fonction des protéines,
I’identification des régions intramoléculaire et des acides aminés importants pour ces fonctions,
I’expression des génes. Contrairement 3 d’autres méthodes, cette technique permet de faire la
mutagéneése dirigée sur I’ ADN double brin cloné de n’importe quel plasmide (jusqu’a 11 kb).
Elle est rapide et permet d’obtenir des mutants en quatre étapes avec un rendement de 80%. Le
protocole est simple et permet d’utiliser I’ ADN plasmidique issu de minipréparations d’ADN ou
d’une préparation sur gradient de chlorure de césium.

La technique du Quick Change™ Site directed Mutagenesis peut étre utilisée pour faire
des mutations ponctuelles, un changement d’acide aminé, une délétion courte ou longue ou une
insertion de un ou plusieurs acides aminés. L’enzyme utilisée pour cette technique est la Pfu
ADN polymérase qui a une fidélité d’édition douze fois supérieure a celle de la Tag ADN
polymerase. Cette Pfu ADN polymérase réplique les deux brins de I’ADN plasmidique avec un
taux minimal d’erreur et, a la température d’élongation de 68 °C, elle ne déplace pas 1’amorce
d’oligonucléotidique portant la mutation 2 insérer. Cette méthode nécessite une faible quantité de
matrice d’ADN au départ et un faible nombre de cycles, ce qui augmente le rendement de la
mutagénese dirigée et diminue les risques de mutations additionnelles.

La réaction se déroule en quatre étapes résumées dans le schéma (Figure 13). Le
plasmide contenant I’insert double brin est hybridé a deux oligonucléotides complémentaires i
chacun de ses deux brins et portant la mutation désirée (étape 1). Ces ogonucléotides servent
aussi d’amorce a la Pfu ADN polymérase qui synthétise les brins complémentaires (étape 2).
Les brins néosynthétisés ne sont pas méthylés contrairement aux brins parentaux.
L’endonucléase Dpnl qui reconnait la séquence 5’-Gm6ATC-3’ et donc, est spécifique des
ADN méthylés et hémiméthylés (étape 3) permet d’éliminer ainsi les ADN parentaux double-
brin méthylés et les ADN hybrides hémiméthylés comportant un brin parental et un brin
néosynthétisé. Il ne reste en principe dans le milieu que des molécules d’acides nucléiques
double-brin néosynthétisés non méthylés. Ces molécules seront ensuite transformées dans des
bactéries supercompétentes de la souche d’E. coli XL1 Blue (étape 4).

V.2. La réaction
La réaction s’effectue dans un milieu : 2,5 mM dANTP, 125 ng de chacune des deux
amorces, 5 pl de tampon de mutagénése x 10 (200 mM Tris-HCl, 100 mM KCl, 100 mM

(NH,SO, 20 mM MgSO,, pH 7,5, 1 % (v/v) Triton x 100, 1 mg/ml BSA, 5 a 50 ng de
I’ADN matrice, 1 ul de Pfu ADN polymérase a (2,5 U/ul) et de 1’eau QSP 50 pl. Puis le tout est
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recouvert de 40 pl d’huile de paraffine et les tubes sont placés dans un thermocycleur
programmable. Apres la réaction, 0,5 U de Dpnl (10 U/pul) est ajoutée et ’ensemble est incubé 1
H a 37°C, en rajoutant 0,5 U de Dpnl apreés 30 min. Le milieu est ensuite utilisé pour la
transformation de cellules d’ E. coli XL1 Blue supercompétentes (cf . VIL. 2).

V.3. Le criblage des mutants

Apres transformation les colonies ayant cultivé sont sélectionnées pour la préparation
d’ADN plasmidique (cf L. 2.). Les plasmides sont ensuite séquencés au niveau de la mutation
selon la méthode de Sanger (cf VI). Si la mutation est présente, le géne entier sera séquenceé.

VI. Séquengage d’un ADN par la méthode de Sanger (T7 sequencing Kit,
Pharmacia Biotech)

VL 1. Principe et application de la méthode (Sanger et al., 1977)

L’enzyme utilisé est la T7 ADN polymérase du bactériophage T7. Cet enzyme est capable
de synthétiser un brin d’ADN complémentaire d’une matrice a partir d’'une amorce. Des
réactions spécifiques (Pharmacia Biotech sequencing kit) de chacun des quatre ANTP sont
réalisées en présence du ddNTP correspondant. Les concentrations des dNTP dont du [*S]
dATP et des ddNTP permettent un arrét statistique de la chaine en cours de synthése au niveau
des 400-500 premiers résidus. Aprés une électrophorése sur un gel dénaturant d’acrylamide-
urée, les bandes sont visualisées par autoradiographie, c’est a dire par exposition d’un film (Fuji
type RX medical) au gel de séquence pendant au moins 16 heures.

VI.2. Gel de séquence selon Sanger (Sanger et al., 1977)

Une solution & 6% (p/v) d’acrylamide-bisacrylamide (19/1), 8 M urée, 1 x TEB, est
préparée et 100 ml de cette solution sont ajoutés & 10 pl de TEMED et 600 pl de 10 % (p/v)
persulfate d’ammonium puis versés entre deux plaques de verre (40 cm x 50 cm), séparées par
des entretoises de 0,4 mm d’épaisseur et un peigne a dents effilées permettant le dépot. Aprés
40 min de polymérisation, les plaques de verre sont disposées dans une cuve d’électrophorése

dont les réservoirs sont remplis de 1 x TEB. Les échantillons sont chauffés 5 min a 75°C. La

migration s’effectue pendant 2 ou 4 h sous une puissance électrique constante de 80 W.

VII. Transformation des bactéries
VIL.1. Transformation d'Escherichia coli NM522
VIL.1.1. Obtention des bactéries compétentes

Cing cents pl d'une préculture d'E. coli NM522 sont ensemencés et cultivés dans 100 ml
de milieu 2 x TY 2 37°C jusqu'a une DOggo nm de 0,4 2 0,6. Aprés 10 min de centrifugation a

5000 x g, a 4°C, les bactéries sont remises en suspension dans 20 ml de 50 mM CaCl; et
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laissées dans de la glace péndant 30 min. Les cellules rendues compétentes sont & nouveau
sédimentées et reprises par 2 ml de 50 mM CaClj. Ces cellules compétentes conservées a 0°C

peuvent étre utilisées pendant 3 a 4 jours.

VIIL.1.2. Transformation de la souche NM522 par le plasmide pCU1

A 200 pl de bactéries compétentes, on ajoute le milieu réactionnel de ligation. Apres
45 min d'incubation 4 0°C, les cellules sont soumises A un choc thermique durant 5 min a 37°C.
Apres ce traitement, 40 pl d'un mélange d'une solution de 2% (p/v) X-Gal dans du diméthyl-
formamide et d'une solution 0,1 M IPTG sont ajoutés aux bactéries, puis celles-ci sont étalées
sur une boite de Pétri contenant du milieu TYA gélosé.

VII.2. Transformation de cellules Epicurian coli XL-1 Blue
supercompétentes

A 80 pl de bactéries supercompétentes, on ajoute 0,75 pl de 2,5 M B-mercaptoéthanol et
les cellules sont incubées 10 min dans la glace. Ensuite, 2 pl du milieu de ligation provenant de
la réaction de PCR sont ajoutés et incubés 30 min dans la glace. Les cellules sont soumises & un
choc thermique dans un bain-marie a 42°C pendant 45 s, puis remises dans la glace 2 min. On
étale la suspension sur une boite de Pétri contenant du milieu TYA gélosé et la boite est incubée
une nuit a 37°C.

VIL.3. Transformation de E. coli BL21 par électroporation

VIL.3.1. Obtention des bactéries compétentes

A partir d’une préculture de 3 ml d’E. coli BL21, on ensemence 100 ml de milieu 2 x TY
qu’on incube a 37°C sous une agitation de 200 rpm. Lorsque la DO, atteint 0,5 4 0,7. Les
cellules sont laissées 15 & 30 min dans la glace, puis centrifugées & 5000 x g, pendant 10 min 2
4°C. Le culot est lavé 1 fois dans 10 ml de tampon HEPES pH 7,0, puis une deuxiéme fois
dans 5 ml du méme tampon. Les cellules sont ensuite resuspendues dans 2 4 3 ml de 10%
glycérol dans de I’eau distillée, désionisée et stérile puis répartie en aliquote. Elles peuvent étre
conservées a -80°C pendant plusieurs mois.

VII1.3.2. Electroporation d’E. coli BL21 par le vecteur pGEX6P-1

L’électroporation s’effectue avec un appareil Bio-Rad Gene Pulser®. Cinquante ml de

cellules compétentes sont mélangées dans une cuvette d’électroporation de 0,2 cm d’épaisseur
avec 2 ml du milieu de ligation contenant le vecteur pPGEX6P-1 recombinant. Les cellules sont
soumises alors a un choc électrique de 2,5 kV, 200 Ohms, 25 pF pendant 4 3 5 ms. Un ml de
milieu SOC est immédiatemnent ajouté au mélange et incubé dans un tube de 15 ml pendant 1 H,
a 37°C sous une agitation de 250 rpm. Cent pl du milieu de culture sont ensuite étalés sur du

milieu 2 x TYA gélosé contenant du 2% de glucose puis incubé toute une nuit a 37 °C.
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VII.4. Transformation des souches de S. aureus par électroporation

Le protocole est identique pour les souches RN 4220 (1) et Newman hlg™ Une préculture
dans 2 ml de milieu 2 x TY est lancée sur la nuit. Le lendemain, 200 ul de bactéries sont
prélevés pour ensemencer 100 ml de milieu 2 x TY, incubé 4 H sous agitation a 37°C (jusqu’a

DOgypom 0-4 - 1). Les cellules sont ensuite centrifugées 10 min a 5000 x g et lavées trois fois
avec 20 ml d’une solution de glycérol 10 % (v/v) stérile, a 0°C et les cellules sont mises en
suspension dans 2 ml de 10 % (v/v) glycérol. L’ADN est déposé (1,5 pl) sur la paroi d’une
cuvette d’électroporation stérile a usage unique, et 80 ul de bactéries sont rajoutés dans la cuve
pour subir une décharge de 1400 V (capacitance = 25 pF, résistance = 200 Q). Les bactéries
électroporées sont récupérées et placées dans 950 ul de milieu de régénération SMMP 50 [SMM
: 1 M saccharose, 0,04 M acide malique, 0,04 M MgCl, pH 6,5. SMMP 50 : 55 % (v/v)
SMM, 2,8 % (p/v) Penassay broth (Difco), 0,5 % (p/v) BSA], puis incubées 1 h a 37°C sous
agitation et enfin mélangées & 3 ml de milieu 2 x TY agar en surfusion et étalées sur boite 2 x

TYC. La production de toxine par les clones transformés est vérifiée par immunodiffusion
radiale.

METHODES RELATIVES A L’ETUDE DES PROTEINES
I. Purification des leucotoxines
I.1. Purification de leucotoxines a partir de souches de S. aureus

Les souches recombinantes Newman hlg” possédant les génes codant la LPV sous-clonés
aux sites de restriction HincII-HindIII dans le plasmide navette pCU1, sont cultivées a 37°C
dans 6 Erlens de 2 L contenant 200 ml de YCP (100 pg/ml de chloramphénicol) durant 18 h
sous une agitation de 200 rpm. Les protéines sécrétées, dont les leucotoxines, contenues dans
les surnageants de culture, sont concentrées par une précipitation au sulfate d’ammonium a 80
% de saturation. Le précipité solubilisé est dialysé contre un tampon 50 mM NaH,PO, pH
7,0utilisé au cours des chromatographies suivantes, (2 mM DTT si présence de cystéine dans la
protéine). Les leucotoxines sont ensuite capturées a I’aide de Sépharose Fast Flow S® puis
€éluées, puis sur une colonne échangeuse de cations MonoS® FPLC® (Pharmacia) dans un
gradient continu de 0-700 mM NaCl. Le polissage s’effectue par une chromatographie
hydrophobe en AlkylSuperose® FPLC® dans un gradient décroissant de sulfate d’ammonium
(Finck-Barbangon et al., 1991). Les protéines purifiées sont stockées a -80°C ou +4°C 4 DO,
= 1,0, dans un tampon 50 mM NaH,PO,, 150 mM NaCl, (2 mM DTT si présence de cystéine
dans la protéine), pH 7,0.

L.2. Purification des leucotoxines sous forme de protéines fusion a partir
d’E. coli BL21

I.2.1. Principe de la méthode

Le systéme utilisé€ ici est la Glutathion-S-Transferase (GST) fusion protein System™
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(Pharmacia). C’est un systéme qui permet la surexpression, la purification et la détection de la
protéine de fusion produite dans E. coli. Ce systtme consiste en 3 composés majeurs que sont
le vecteur d’expression pGEXG6P-1, le module de purification de la GST et le module de
détection de la GST. La protéine de fusion est facilement purifiée a partir de lysat bactérien par
une chromatographie d’affinité a I’aide d’une colonne de Glutathion Sépharose 4B. Le clivage
de la protéine d’intérét est effectué en utilisant la PreScission Protease qui reconnait une
séquence spécifique située immédiatement devant la cassette de clonage du plasmide pGEX. La
protéine de fusion est détectée par un dosage colorimétrique de la GST.

1.2.2. Obtention du lysat bactérien

Deux erlenmeyer de 2 L contenant 400 ml de milieu 2 x TYA sont ensemencés par 5 ml
d’une préculture d’E. coli BL21 transformée par le plasmide recombinant pGEX 6P-1, et
incubés a 37°C sous une agitation de 200 rpm. Lorsque la DO, atteint 04, 4 0,6 les bactéries
sont induites avec 800 ul d’une solution 0,1 M IPTG puis réincubées durant 15 h. Le
lendemain, les bactéries sont centrifugées a 7000 x g pendant 10 min, a 4°C. Le culot est remis
en suspension dans 35 ml de tampon PBS - EDTA. Les bactéries sont ensuite broyées a la
French Press (Pressure Cell Press) sous une pression de 600 bars. Le lysat bactérien est
centrifugé pendant 30 min a 35000 x g, & 4°C dans un rotor Ti60 (Beckman). Le surnageant est

récupéré et utilisé pour le dosage de I’activité enzymatique de la GST.

1.2.3. Dosage de Pactivité enzymatique de la GST

La mesure de Iactivité enzymatique de la GST permet d’estimer la concentration de la
protéine de fusion présente dans le milien. La GST catalyse une réaction de transfert du GSH
sur le CNDB (Chloro-1, 2, 2 Dinitrobenzéne) (Habig, 1974). Le produit de cette réaction
absorbe a 340 nm alors que le CNDB libre a son maximum d’absorbance 4 270 nm. La
cinétique s’effectue dans une cuvette spectrophotométrique. Le milieu réactionnel contient :

- Eau distillée 880 ul
- Tampon de réaction x 10 (1 M phosphate de potassium, pH 6,5) 100 w1
- CNDB (100 mM dans de I’éthanol) 10 ul
- Glutathion réduit (100 mM dans de I’eau distiliée) 10 ul
- Echantillon 10ul

La cuvette est ensuite placée dans le spectrophotomeétre et 1’ absorbance est lue 2 340 mm
toutes les minutes pendant 5 min contre un témoin contenant tous les éléments sauf les 10 pl
d’échantillon remplacé par 10 ul d’eau distillée (car méme en absence de GST on assiste 4 une
dégradation du substrat). Cette réaction est linéaire jusqu’a une DO,,, . = 0,8. La concentration
de GST contenue dans 1’échantillon doit donc étre ajustée en conséquence pour que la réaction
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reste linéaire au bout de 5 min. Cette concentration de GST est proportionnelle dans ces
conditions a la vitesse de réaction (ADO/min) selon la relation suivante :
DO34onm(t2) - DO3z40nm (t1)

(t2-t1) X v

ADO340nm/min/ml =

ol : DO340(t,) = absorbance a 340 nm au temps t, en min
DO340(t,) = absorbance 4 340 nm au temps t, en min
v= volume d’échantillon utilisé

1.2.4. Purification de la protéine de fusion sur colonne de Sépharose 4B

La résine de Glutathion Sépharose 4B est préalablement équilibrée avec 5 volumes de
tampon PBS-EDTA. Le gel est ensuite mélangé avec le surnageant de culture (4 mg d’équivalent
GST/2 ml de gel), puis agit€ doucement pendant 30 min a 4°C. Le mélange est ensuite
centrifugé pendant 5 min 4 2000 x g puis décanté a 2 volumes de gel. Le gel est ensuite coulé
dans une colonne PD10 et lavé avec 10 volumes de tampon PBS-EDTA. La protéine de fusion
est €luée avec 4 volumes de tampon d’élution (60 mM Tris-HCl, 30 mM GSH, pH 8,0). Les
différentes fractions sont récoltées et la DO, est mesurée. La présence de la protéine d’intérét
peut €tre vérifiée par immunoprécipitation.

L.2.5. Clivage de la protéine de fusion par la PreScission®Protease

La PreScission Protease (Pharmacia) est une protéine de fusion constituée par la protéase
3C du rhinovirus humain de type 14 (Walker et al., 1994) et la GST de Shistozoma Jjaponicum.
(Smith and Jonhson, 1988). Cette protéase a un PM de 46 kDa. La séquence reconnue par la
PreScission Protease est composée de : Leu-Glu-Val-Leu-Phe-GIn/Gly-Pro (Cordingley et al.,
1990). Son maximum d’activité se situe entre pH 7,0 et 8,0 et i basse température (5 a 15 °C).
La réaction s’effectue dans du tampon 1 x PBS ou dans un tampon : 50 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7,0 2 25 °C. La Préscission® Protéase est utilisée i raison
de 102 100 U par mg de protéine de fusion. La protéolyse dure 15 min lorsqu’on utilise 100 U
/mg de protéine de fusion a 5°C ou 4 a 16 heures lorsqu’on utilise 10 U/mg a4 5°C. Cette étape de
digestion a été€ optimisée et elle s’effectue sur une nuit a + 2°C avec 5 U d’enzyme par mg de
protéine de fusion.

II. Techniques d’analyse des protéines
II. 1. Immunoréplique (Western Blot) sur membrane de nitrocellulose

IL.1.1. Préparation du lysat bactérien
Cent ml d'une culture de 6 H (DOs«oan = 0,6) d'E. coli NM522 sont centrifugés pendant

10 min & 5000 x g, 4 4°C. Les culots bactériens sont remis en suspension dans 1 ml de tampon
TE. Deux cents pl d'une solution de lysozyme a 20 mg/ml de TE sont ajoutés. Aprés 30 min
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d'incubation a 37°C, les bactéries sont soumises a un choc thermique par un passage de 45 s
dans du méthanol contenant de la neige carbonique, puis remises 45 s a 55°C. Cette alternance
de congélation et de décongélation provoque la lyse des bactéries et le milieu devient trés
visqueux. Les débris cellulaires sont ensuite séparés des protéines contenues dans le surnageant

par 30 min d'ultracentrifugation a 45000 x g, a 4°C dans un rotor Ti 60 (Beckman).

I1.1.2. Séparation et transfert sur membrane de nitrocellulose

A 50 ul d'une dilution au 1/10e des lysats, on ajoute 6,25 pl de 20% (p/v) SDS. Le
mélange est chauffé pendant 5 min puis 5 pl d'une solution 0,1% (p/v) de BBP sont ajoutés. Un
volume de 1 pl est ensuite déposé sur gel dénaturant (Phast System-Pharmacia) pour une
électrophorese. Aprés 20 min de migration, le gel contenant les protéines est déposé sur une
membrane de nitrocellulose imbibée de tampon de transfert (25 mM Tris-HCI, 192 mM glycine,
pH 8,4, 20% (v/v) méthanol). Le tout est placé entre deux feuilles de papier Whatman 3 MM
imbibées par le méme tampon, puis inséré entre deux grilles d'un appareil de transfert vertical
(TE series Transphor, HSI) rempli jusqu'au 1/3 par 2,5 1 de tampon, la membrane est située du
coté de l'anode. Grédce a leur charge globalement négative, les protéines migrent vers la
membrane sous l'effet du champ électrique (6 V/cm pendant 1H) et sont adsorbées sur la
membrane (Towbin et al., 1979).

I1.1.3. Détection des protéines

Apres le transfert, la membrane est saturée par 1H d'incubation 2 37°C dans 20 ml de
tampon TBS (20 mM Tris-HCl, 0,15 M NaCl, pH 7,5) contenant 5% (p/v) de BSA. Le filtre est
ensuite lavé 3 fois dans du tampon TBS, puis incubé pendant 2 H a 37 °C, en présence
d'anticorps anti-S (ou anti-F) dilué dans du TBS-1% (p/v) BSA, 0,05% (v/v) Tween 20. Apres
lavage, le filtre est incubé en présence d'anticorps de chévre anti-lapin couplé 2 la peroxydase,
dilué au 1/400e dans le tampon PBS (Dulbecco). Aprés 2 H a 37°C, la membrane est lavée 3
fois dans du PBS, puis l'activité de la peroxydase est révélée par 20 min d'incubation 2
température ambiante dans 12,5 ml de PBS en présence de 5 pl de 30% (v/v) H202 et 2,5 ml

d'une solution de 0,3% (p/v) 4-chloro 1-naphtol dissous dans du méthanol absolu.

IL.2. Electrophorése dénaturante des protéines : méthode PhastSystem™

Cette méthode est basée sur le principe de Laemmli (Laemmli, 1970). Le PhastSystem™
est un systéme automatisé de séparation en gel de polyacrilamide (PAA), trés rapide (30 min) et
reproductible. Les protéines sont d’abord dissociées en sous unités polypeptidiques par le SDS
et le f-mercaptoéthanol. Le SDS est un détergent anionique qui se lie aux protéines (1,4 g de
SDS par gramme de protéine) et leur confere une charge nette négative. Toutes les protéines
possédent ainsi la méme densité de charge et ne migrent plus qu’en fonction de leurs poids
moléculaire. Le bleu de bromophénol est habituellement ajouté aux échantillons pour suivre la
migration. Les gels (PhastGel, Pharmacia) sont constitués de “Stacking gel” de 13 mm (0,112
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M tampon acétate, 0,112 M Tris, pH 6,4, 4 % Polyacrylamide) et d’un Phastgel gradient de 32
mm (0,112 M tampon acétate, 0,112 M Tris, 6,4) avec un gradient de 10 - 15 % de
polyacrylamide (il existe d’autres types de gradients en fonction de la taille des protéines a
séparer). Les échantillons sont préparés dans un volume final de 50 i contenant 5 a 50 ug de
protéine en présence de 2,5 % (p/v) SDS, 5 % (v/v) B mercaptoéthanol, 10 mM Tris-HCl, 1mM
EDTA pH 8,0 en concentration finale. L’échantillon contenu dans le mélange est porté a4 100°C
pendant 5 min. On ajoute ensuite 0,01 % (v/v) d’une solution a2 4% (p/v) de bleu de
bromophénol qui permet de suivre la migration des protéines. Les échantillons ainsi préparés
sont déposés avec un mélange de marqueurs de poids moléculaire sur le gel dénaturant. Ce
dernier est ensuite placé dans un appareil (Phast system™, Pharmacia) programmable pour la
migration, la fixation et la coloration. Aprés 30 min, les protéines peuvent étre visualisées.

IL.3. Immunoprécipitation des leucotoxines par une diffusion radiale en gel

des protéines

La présence de leucotoxines est recherchée a partir de lysats bactériens dans le cas de
souches d’E. coli ou a partir de surnageant de culture dans le cas de souches de S. aureus. Les
anticorps utilisés pour ce test spécifique de chaque leucotoxine sont des anticorps polyclonaux
de lapin, purifiés par affinité (Gravet et al., 1998b). La réaction s’effectue dans un gel d’agarose
0,6 % (p/v) dans le tampon PBS, contenant des puits d’un volume de 50 ul, espacés de 7 a 8
mm entre eux, dans lesquels on dépose des anticorps de lapin anti-leucotoxines purifiés par
affinité & DO, ., = 3 qui vont réagir avec les surnageants de culture ou les lysats bactériens a
DOyg00m = 0,2. Aprés une diffusion de 16 H, les arcs de précipitation peuvent étre visionnés
directement a I’ceil nu ou apres une coloration au bleu de Coomassie.

IL.4. Dosage de protéines par la méthode de Bradford

Cette méthode de détermination des protéines est basée sur la propriété du bleu de
coomassie a se lier spécifiquement aux protéines. C’est un dosage colorimétrique. Le bleu de
Coomassie change de couleur en fonction de la concentration de protéine et son absorbance
maximale passe de 465 nm a 595 nm lorsqu’il est lié 2 une protéine. C’est une méthode facile
utiliser contrairement aux autres méthodes de dosages de protéine. Elle est rapide (la fixation du
colorant est compléte aprés 5 minutes) et I’absorbance du complexe colorant-protéine est
relativement stable.

A 50 ul de soude 1 M sont ajoutés 20 pl d’échantillon protéique (0,2 2 2 pg), 1ml de réactif
au bleu de Coomassie concentré [pour 1L : 100 mg bleu de Coomassie G-250 (Pharmacia), 50
ml d’éthanol 95%, 100 ml H,PO, 85% (p/v)] puis le tout est incubé 5 min A température
ambiante. La lecture de I’absorbance est ensuite effectuée 3 595 nm au spectrophotométre. Une
courbe d’étalonnage est réalisée avec des dilutions différentes d’une solution de sérum albumine
bovine contenant de 1 a 25 pg/ml de protéine.
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III. Détection de la présence d’un résidu cystéine en surface d’une protéine
mutée

III.1. Principe de la réaction

Le DTNB ou 5, 5'-dithio bis (2-nitrobenzoate), encore appelé réactif d’Ellman a ét€ décrit
par ce dernier comme un réactif spécifique des groupements sulfhydrile, trés sensible pour la
détection des résidus cystéine dans les protéines. En effet, il réagit avec des analogues alipha-
tiques de potentiel redox plus faible, par une réaction d'échange (réaction d'ordre 1) pour former
un disulfite mixte de protéine et 1 mole de 2-nitro-5-thiobenzoate par mole de cystéine accessible
dans la protéine. Cette méthode consiste donc en un dosage indirect des groupements SH en
mesurant 1’absorbance a 412 nm du nitro-mercaptobenzoate qui induit une coloration jaune vif.

II1.2. Mode opératoire

Tous les groupements SH n'étant pas accessibles & cause de leur position stérique, il
convient de dénaturer la protéine afin d'avoir la méme réactivité pour tous les résidus vis a vis
du DTNB. La réaction a lieu comme décrit par Habeeb et coll (Habeeb, 1972). On réalise une
solution de 6 ml contenant environ 0,01 a 0,04 > de protéine, 2% (p/v) SDS, 0,05 M tampon
Bicine pH 8,0, et 0,5 mg/ml d'EDTA. A 3 ml de cette solution est ajouté 0,1 ml d'une solution
de DTNB (40 mg DTNB, 10 ml de 0,05 M tampon Bicine, pH 8,0). La couleur est développée
pendant 15 min et on lit I'absorbance a 412 nm contre un témoin constitué par la protéine dans
du SDS. La concentration des groupements cystéine est déterminée par la formule : DOy o =

e.l.Cavecl=1cmete= 13600 M-l.cm

II1.3. Réaction d’oxydation : formation de ponts disulfure

Cette réaction consiste en l'oxydation de groupements R-SH en vue de créer des ponts
disulfure internes A une protéine ou a réaliser la dimérisation d’une protéine. Elle se déroule
comme décrit par TRAUT R. R. (Traut et al., 1989). Dix ug de protéine (1 pg/ul) sont placés
dans deux tubes de centrifugation. Le premier tube sert de témoin négatif. Le second tube est
additionné de 1,5 ul d'une solution 10 mM CuSOy, 5 H;O et 30 mM 1,10-phénanthroline.
Trois pl de chaque tube sont alors prélevés respectivement a 15, 30 et 60 min puis additionnés
immédiatement d'un volume égal de tampon pour gel de polyacrylamide dénaturant contenant 40
mM d'iodoacétate. Les tubes sont ensuite incubés 2 65°C pendant 15 min. L'analyse des
protéines se fera en SDS-PAGE.

IV. Marquages de protéines
IV. 1. Marquage aléatoire d’une protéine a la fluorescéine

Les protéines ont été marquées, en tentant d’approcher un rapport équimolaire, 2 la fluorescéine
par la 5-([4,6-dichlorotriazine-2- YL(amino)-fluorescéine (DTAF) selon la technique de
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Blakeslee (Blakeslee, 1977). La protéine concentrée 2 environ 50 uM (entre 10 et 100 pM)
dans du tampon 0,2 M NaHCO, pH 9,0 est mis en contact avec une solution DTAF 10 x
concentrée préparée dans du tampon 1 M NaHCO, pH 9,0, dans un rapport molaire initial : Ri =

[DTAF)/[Protéine] = 2. Le mélange est laissé 20 min & température ambiante sous agitation. On

ajoute ensuite 50 mM final d’une solution 2 M NH,C1 pH 8,0 puis le mélange est laissé 2 H a
4 °C. Le milieu réactionnel est alors désalé sur une colonne PD10 contre un tampon 30 mM
HEPES, 0,15 M NaCl pH 7,5. La concentration finale en DTAF (g,= 61000 M'.cm™) est
estimée en mesurant la DO,,,,, et 1a concentration finale de protéine est estimée par la méthode

de Bradford. Le rapport molaire final Ri = [DTAF]f/[Protéine]f détermine le degré de couplage

de la fluorescéine a la protéine.

IV.2. Marquage d’une protéine contenant une cystéine a la fluorescéine

Les leucotoxines étant naturellement dépourvues de cystéine, la substitution d’un autre
acide aminé par ce résidu permet d’obtenir des molécules comportant une seule cystéine dans les
leucotoxines. Cette opportunité nous permet d’effectuer des marquages sélectifs avec des
traceurs moléculaires soit de la fixation des protéines de classe S et de classe F, soit de
Paccessibilité de surface des résidus, soit de son environnement hydrophile ou hydrophobe. Ce
marquage spécifique des résidus thiols 2 pH 7,0 s’effectue grice a un exceés molaire de
fluorescéine-5-maléimide (F5M ; M =427; ¢, = 81900 M. cm™) de 5 fois dans un tampon
50 mM NaPhosphate, 0,15 M NaCl, 1 mM EDTANa, pH 7,0 et 10 uM de protéine cible. Apres
30 min a température ambiante, la réaction est stoppée par ’addition de 10 mM B-
mercaptoéthanol final. La FSM est ensuite séparée de la protéine marquée en passant la solution
sur une colonne de désalage PD10 (Pharmacia). Le degré de couplage de la F5M est estimé en
rapportant la concentration de fluorescéine (DO, ) de la solution a la concentration protéique

déterminée par une coloration de Bradford.

1V.3. Marquage d’une protéine contenant une cystéine a ’AMSD

La solution protéique est désalée sur une colonne PD10 (Pharmacia) contre le tampon 0,2
M PhosphateNa, 1 mM B-mercaptoéthanol pH 8,0, puis concentrée a environ 40 uM (1,2
mg/ml) sur filtre Centricon® 10 (Amicon).

L’AMSD [4 acetamido-4’ maléimidylstilbene 2,2’ disulfonic acide, disodium salt, €,,, .
= 29000 M'.cm (Molecular Probes, Leiden-Pays-Bas)], dissout dans 'H,0 a 0,1 M, est
ajouté a la concentration finale de 15 mM et le mélange est incubé a I’obscurité durant 30 min &
température ambiante. Afin de neutraliser les groupements maléimide libres, 30 mM final de B-
mercaptoéthanol sont ajoutés et incubés pendant 30 min dans les mémes conditions. La solution
est ensuite centrifugée durant 10 min & 8000 x g a 4°C et la protéine est purifiée par
chromatographie FPLC MonoS® dans les conditions décrites au C.1.1. La protéine est stockée
sous forme d’aliquotes a -20°C dans I’obscurité a DO, .. = 1,0.
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V. Activités biologiques des leucotoxines de S. aureus
V.1. Activité leucocytotoxique sur les polynucléaires humains
V.1.1. Principe de la méthode

Le procédé employé est dérivé de celui décrit par Gladstone et al. (Gladstone and Van
Heyningen, 1957). Il consiste & observer au microscope a contraste de phase (x 400), les
changements morphologiques des leucocytes polynucléaires et monocytes adsorbés sur une
lame de verre. Ces changements consistent en un arrondissement des cellules, une perte de
réfringence, un arrondissement des noyaux et I'éventuelle formation de pseudopodes. Pour
observer une activité leucotoxique, la présence d'un composé de classe S et d'un composé de
classe F est nécessaire. La détermination de 1'activité spécifique des composés S ou F sur des
PN purifiés, utilise des dilutions successives de 1'un des composés tandis que l'autre est en
exces. Les dilutions de protéines sont effectuées dans du PBS - 0,5 % (p/v) gélatine.

V.1.2. Préparation des polynucléaires humains

Les PN ont ét¢ préparés a partir de concentrés cellulaires sanguins ("buffy coat") ;
appauvris en plasma, plaquettes et globules rouges. Ils sont 8gés de moins de 24 H et sont aima-
blement fournis par le Centre Régional de Transfusion Sanguine de Strasbourg.

La purification a été réalisée sous une hotte 2 flux laminaire vertical. Trente ml de “buffy
coat dilués au 1/3 dans du sérum physiologique stérile sont déposés a la surface de 12 ml d'un

milieu de séparation des lymphocytes (Milieu MSL® - TechGen, FRANCE) dans un tube stérile
de 50 ml (FALCON® FRANCE). Apres 20 min de centrifugation sans frein 2 800 x g, les
plaquettes et le plasma se retrouvent dans le surnageant (Figure 14), puis les monocytes et les
lymphocytes sont €liminés. Le sédiment qui contient les globules rouges et les PN est repris
dans 30 ml de sérum physiologique auxquels on ajoute 10 ml d'une solution &2 6 % (p/v) de
Dextran. Apres 30 min de sédimentation a température ambiante, les globules rouges situés au
fond du tube sont séparés des PN qui se retrouvent dans le surnageant. Ce dernier est alors
récupéré et centrifugé sans frein pendant 5 min 2 800 x g. Le culot est remis en suspension dans
500 ul de sérum physiologique. Les globules rouges résiduels sont éliminés par I'addition de 18
ml d'H;O qui provoque leur lyse osmotique en 45 s. L'osmolarité est rétablie par 1'addition de 2
ml d'une solution 9 % (p/v) NaCl. Les PN sont sédimentés par une centrifugation sans frein de
5 min & 800 x g et remis en suspension dans une solution de 0,1 mM EGTA pH 7,0 2 raison

de 6 x 10° cellules/ml.

V.1.3. Activité leucocytolytique des leucotoxines

A 80 pl de PN purifiés (5 x 10° cellules/ml), on ajoute 10 pl de la dilution du composé de
classe S 2 tester et 10 pl d'une dilution au 1/1000 du composé de classe F (1 nM). Le mélange
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Figure 14 : Séparation des cellules sanguines humaines.
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est incubé pendant 30 min & 37°C. Vingt pl sont ensuite déposés sur une lame de verre et les
polynucléaires observés au microscope a contraste de phase. L’action des leucotoxines de
staphylocoque se caractérise par une perte de réfringence des cellules qui s’étalent. Leur noyau
se rassemble en une masse compacte et des pseudopodes cellulaires sont parfois visible. A forte
concentration de leucotoxines, les cellules sont lysées. L’activité est déterminée par la quantité
minimale de leucotoxine induisant 100 % de modifications morphologiques pour la quantité de
cellules énoncée ci-dessus.

V.2. Activité hémolytique sur les hématies d’homme et de lapin

Les globules rouges humains ou de lapin sont prélevés stérilement par ponction intra-
cardiaque en présence d'héparine (4U/ml de sang total). Aprés une centrifugation & 1000 x g
pendant 5 min, les hématies sont lavées trois fois dans un tampon PBS - 0,5 % (p/v) gélatine,
puis remises en suspension dans ce méme tampon a une concentration de 1 % (v/v). Les
échantillons supposés contenir la toxine sont ensuite successivement dilués d'un facteur 2 dans
100 pl de tampon PBS - 0,5 % gélatine contenant 25 ng de HlgB et déposés dans les puits d'une
plaque de microtitration. Cent ul de la préparation de globules rouges sont ensuite rajoutés.
Apres 1 H d'incubation & 37°C, les plaques sont centrifugées 5 min 4 1000 x g : les globules

rouges non lysés sédimentent.

Un contrdle négatif est réalisé avec 100 pl de tampon PBS auxquels sont ajoutés 100 pl de
globules rouges. La lecture immédiate de 1'absorbance 4 415 nm du surnageant de la suspension
érythrocytaire permet d'évaluer l'activité spécifique qui est déduite de la plus faible
concentration des composés induisant encore 50 % d'hémolyse par rapport au témoin positif
(HlgA natif + HlgB natif).

VI. Analyse par cytométrie en flux
VI.1. Principe du cytométre

La cytométrie en flux est une méthode d’analyse individuelle rapide de cellules, principalement
par la détection de paramétres lumineux. Elle permet d’analyser la lumiére diffractée et réfractée
par les cellules qui est fonction de leurs propriétés biologiques (taille, contenu cellulaire) et
¢galement de détecter la fluorescence provenant des cellules ou d’un marquage artificiel de
celles-ci.

V1.2. Description du cytométre en flux

Le cytometre en flux FACSort (Becton-Dickinson, Le Pont de Claix, France), est équipé
d’une source laser 4 argon de 15 mW émettant 3 488 nm. Les cellules en suspension sont
aspirées par un flux continu d’une solution isoosmotique appelée liquide de gaine qui permet le
passage cellule a cellule dans le faisceau incident (Figure 15). Les mesures réalisées sont de
plusieurs types:
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Figure 15 : Représentation schématique du cytometre en flux FacSort® (Beckton-Dickinson).



- La lumiére diffractée selon un angle de 3 & 10° par rapport au rayon incident (diffraction a petit

angle ou FSC) permet d’avoir une approche de la taille cellulaire.

- La lumiére réfractée a 90° par rapport au rayon incident (réfraction et réflexion a grand
angle ou SSC) témoigne de 1a complexité du contenu cellulaire.

- Chaque population de cellules sanguines peut étre représentée sur un diagramme dont les
coordonnées sont la taille (FSC) et la complexité du contenu cellulaire (SSC).

- Les mesures de fluorescence émise peuvent étre filtrées a trois longueurs d’ondes différentes,
530, 585 et 650 nm et enregistrées simultanément par I'intermédiaire de trois
photomultiplicateurs indépendants (FL1, FL2 et FL3). Les essais sont réalisés sur plusieurs
donneurs de sang différents (4)et sont analysés puis intégrés par le programme Lysis II
(Becton-Dickinson).

VI.3. Chargement des cellules par le Fluo-3/Fluo-4

La mise en évidence des variations de concentration de calcium intracellulaire traduisant
Pactivation du canal calcique par les leucotoxines est réalisée par la mesure des variations
d’intensité de fluorescence de fluo-3 préalablement chargé dans les cellules. Le fluo-3
(Molecular Probes, Eugene, Oregon) est une sonde moléculaire dont la fluorescence augmente
=530 nm). Le fluo-3 étant peu soluble, i
est utilisé en présence d’un détergent non ionique le Pluronic F127 (Molecular Probes) qui

quand elle fixe du calcium (A, = 488 nm, Ay ion
facilite son incorporation dans les cellules. La sonde est ajoutée dans la suspension cellulaire a la
concentration finale de 2 uM et les PN sont incubés 1 h a 37°C puis les cellules sont lavées dans
du tampon EGTA avant d’étre utilisées pour les analyses de cytométrie en flux.

VI.4. Détermination de la formation de pores aspécifiques en présence
d’éthidium.

La membrane cellulaire est naturellement imperméable a I’éthidium, un cation monovalent.
Lorsque des pores membranaires sont formés, il pénetre dans la cellule, s’intercale entre les
= 488
= 650 nm). L’augmentation de la fluorescence de 1’éthidium est utilisée comme

plateaux de bases des acides nucléiques et peut émetire une fluorescence rouge (A

excitation

nm, }“émission

indicateur de la formation des pores aspécifiques par les leucotoxines. L’éthidium est ajouté au
milieu cellulaire & la concentration finale de 25 nM.

VLS. Observations des modifications subies par les cellules

En présence de | mM Ca®* dans le milieu extracellulaire I’observation microscopique
montre une augmentation du volume du noyau qui s’arrondit. Dans le méme temps, le contenu
des granules disparait et aprés 10 min d’incubation seulement quelques granules gardent leur
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intégrité. En absence de Ca** dans le milieu extracellulaire, I’activité des toxines se traduit au
microscope par une augmentation du volume cellulaire, une dispersion des granules et les
cellules deviennent claires. Aprés 15 min d’action, tous ces phénomenes s’amplifient et les
noyaux s’arrondissent. Les membranes cellulaires gardent grossiérement toute leur intégrité
structurale (Meunier et al., 1995).

L’observation au cytométre montre qu’en absence de Ca®, les deux paramétres
morphologiques FSC et SSC augmentent constamment durant 1’expérience. Mais en présence
de 1 mM Ca®. Le FSC et le SSC sont modifiés dans les mémes proportions pendant les dix
premieres min ou la fluorescence du Fluo-3 augmente puis le SSC diminue tandis que le FSC
arréte d’augmenter. Le FSC augmente aprés I’addition de toxine en présence ou en absence de
Ca® tandis que le SSC augmente en absence de Ca™ et diminue en sa présence (Meunier et al.,
1995).

VL6. Détermination de la taille des pores formés par les leucotoxines

Le diametre des pores créés par les leucotoxines est déterminé grace a I’évaluation de la
variation du FSC des cellules traitées (5.10° cellules/ml) avec de 1 nM de LukS-PV et de 40 nM
du composé de classe F et présence de 30 mM de billes de Polyéthylene glycol (PEG) de rayon
différent (0.94, 1.2, 1.22, 1.44 nm). Les valeurs de FSC sont collectées a 10, 20, 30 min apres
I’addition de toxine.

VL.7. Etude de la capacité de Fixation des leucotoxines mutantes

Gréce a I'utilisation de la proteine mutante LukF-PVSer27Cys marquée a la fluorescéine
on peut déterminer la capacité des protéines mutées a fixer les cellules - cible par des expériences
de compétition en absence de Ca™ extracellulaire. La protéine LukF-PVSer27Cys marquée 2 la
fluorescéine est utilisée a une concentration fixe de 20 nM en présence de concentrations
variables de 1, 5, 10, 20, 50, 100, 200 nM de protéine mutante. Les cellules sont préalablement
mis en présence de 3 nM de LukS-PV. La fluorescence résiduelle en surface des cellules est
mesurée durant 50 min aprés I’application du mélange de toxine. La courbe représentant la
variation de la fluorescence de LukF-PVSer27Cys marquée en fonction de la concentration
permet de déterminer la constante d’inhibition apparente (KI,,) pour chaque mutant. Cette
constante est calculée par la formule suivante.

IC50
Klor =5
1+-—=
Kdr

IC50 correspond a la concentration de protéine donnant 50 % d’inhibition. Elle est
déterminée par la projection sur 1’axe des abscisses du niveau d’inhibition 50 %

Kd: =3 nM (Colin A. D., communication personnelle) = constante de dissociation apparente
de LukF-PV
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[F] concentration de LukF-PvSer27Cys

VII. Dosage de I’Interleukine 8 (IL-8) humaine

Le dosage de I’interleukine 8 (IL-8) humaine est effectué par une méthode ELISA a I’aide
d’un kit (Endogen-Interchim, Montlugon-France). Les solutions du kit sont employées a
température ambiante, mais certaines ne sont pas sorties plus de 15 min avant I’utilisation. Les

cupules séccables sensibilisées aux anticorps anti I1-8 sont chargées par 50 pul de surnageant ou

de lysat de polynucléaires durant 1 H a 20-25°C. Dans le méme temps, des dilutions de 1000 a
25,6 ng/ml d’IL-8 sont réalisées simultanément et serviront de gamme étalon. Apres trois
lavages avec le tampon commercial dilué€, 50 pl d’anticorps anti I1-8 conjugué a la biotine sont
appliqués pendant 1 H et les puits sont ensuite lavés trois fois par le tampon de lavage. Cent

microlitres d’une dilution au 1/400 de Streptavidine HRP® sont ajoutés pendant 30 min avant

d’étre lavés trois fois. Une dilution de tétramethyl benzidine, substrat de la peroxydase de
raifort, est alors incubée pendant 30 min a 1’obscurité a raison de 100 pl par puits. La réaction
est stoppée par 1’addition de 100 pl de solution d’arrét (contient 0,01 % de thimérosal). Une
double mesure de 1’absorbance est réalisée a 450 et 550 nm dans les 30 min suivant 1’arrét de la
réaction.

VIII. Modéles expérimentaux
VIIIL.1. Dermonécrose chez le lapin

Des injections intradermales de 50 ul de PBS de 100, 300, 1000, 3000, 10000 ng de
chacun des composés de classe S et F sont pratiquées dans le dos rasé de lapins New-Zealand
de 3 a5 kg. Les conséquences macroscopiques sont observées 24 H et 48 H aprés I’injection, et
5 niveaux réactionnels peuvent étre distingués :

- Niveau O : peau lisse, normale, sand rougeur.

- Niveau 1 : plaque rouge sans véritable relief de 10 a 15 mm de diamétre

- Niveau 2 : papule rouge, chaude avec un relief de 5 mm et un diamétre de 15 3 20 mm

- Niveau 3 : abces plus intense de 10 mm de relief et 20 2 30 mm de diamétre

- Niveau 4 : les dimensions se stabilisent mais du pus commence 2 se collecter et la

lésion cedémateuse devient marginée de bleu

- Niveau 5 : une dépression au centre de la 1ésion se forme et du pus commence a suinter

VIIL.2. Injections de toxines dans I’humeur vitrée du lapin

Les injections sont réalisées dans un oeil en accord avec les résolutions de 1’ Association for
Research on Vision and Ophtalmology (ARVO) et avec la permission n° 04683
d’expérimentation animale accordée par le Ministére de 1’ Agriculture et des foréts.
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Les lapins New-Zealand de 3,0 & 3,5 kg sont endormis par I’injection intramusculaire de
Zoletil-100® (Laboratoires Reading, Londres) et I’oeil est insensibilisé avec I'instillation de 2
gouutes de chlorhydrate d’oxybuprocaine (CIBA Vision). Les injections de toxines contenues
dans 5 pl dans I’humeur vitrée sont réalisées avec un point d’entrée a2 4 mm en regard de I’iris en
évitant de toucher le cristallin et la rétine avec I’aiguille 3.0 -Gauge (0,3 x 13 mm).

L’évolution de la réaction inflammatoire est suivie toutes les 12 H sur un intervalle de 48
H. Les manifestations cliniques de la chambre postérieure sont évaluées a I’aide d’un
ophtalmoscope manuel (Heine), selon les criteres de Nussenblatt et al (Nussenblatt et al.,
1985), qui distingue 5 niveaux de sévérité :

- Niveau O : vitrée normal, sans trouble laissant distinguer le nerf optique et les petits

vaisseaux sanguins.

- Niveau 1 : un léger trouble s’installe, ne laissant apercevoir que les vaisseaux majeurs

et le nerf optique.

- Niveau 2 : la transparence de 1’humeur vitrée est réduite & 1’observation du nerf optique

et des départs de vaisseaux.

- Niveau 3 : seul le nerf optique reste visible, mais ses contours sont flous.

- Niveau 4 : le nerf optique n’est plus visible, des dépbts de fibrine (hypopyon) peuvent

éventuellement apparaitre.

Les modifications de la chambre antérieure et des annexes ont également été notées : perte
des détails de I’iris, pupille constamment rétractée (chemosis), trouble de la chambre antérieure
(espace entre le cristallin et la cornée), conjonctivite, blépharite (paupiere inflamée), oedéme
oculaire.
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Protéines de classe S / Alpha-toxine / Protéines de classe F

LukE 1 NTNIENIGDGA--EVI----KRTEDVSSKKW-GVTONVQFDFVKDKKYNKDAL IVKMOGF INSRTSFSDVKGRGYELTKRL I
L.ukS_PV l DN*********--**V"—--*****T**D**_*****I****************L***S****K*TYYNY*NTDH——I*AMR.
ngA l mK**D*'kQ'k'k__*I'k______'k'kiQ*IT**RL_AI**‘kI‘k'k'k'k'k'k'k'k'k*'k***‘kv'k'k**ii*s**iTY**L*KYPY___I**M*
ngc l ANUI\*D**K*SDI*I*____*****KT*N**_*****I*****‘k**********L***t**s**tTYYNY*KmH__I*Sm
Luch 1 A___*D***D*__***___,_********R**_**********************I**********T*N*t*QN__RAN*tM"
LukS_I l ANT**E**E**__QI*____********R**_*****I*******P*******'kI'k'k'kt*tLtt***T****K***s*t*IL
Hla 1 ADSDI**KT*TTDIGSNTTV*TGDL* TYD*EN*MHKK*FYS* ID* *NH* *KL*VIRTK*T*AG--QYRVYSEE*AN-KSG*A
LukD 1 AQNITPKREKKVD-DKITLYKTTATSDNDKLN- IFQILTFNFIKDKSYDKDTLVLKAAGNINSGYKNFNPKDYNYSQFYWGG
LukF_PV 1 **H***vs*****_*************S***K_*s****************'k*I*******Y***TKP****TIS******S
ngB 1 EGK***VSV****_**V********A*S**FK_*S***********t**‘k‘k'ki****T******F'VKP**N**DF*KL***A
LukFI_PV l **H***VS*****_*'k*t*********s***K_*S******************I******tY***TQPITSDSSIN******A
LukF_I l *NQ***VS*****_***********A*s*Ntt_*s*L‘k****t**'k*‘k'k'k*********t******SP**N**I**S****A
LukE 76 WPFQYNIGLTTKDPNVSLINSITLPKTKIETTDVGQTLGYNIGGNFQSAPS-~IGGNGSFNYSKT--ISYTQKSYVSEVDKQ
LLJKS_PV 74 *********K*N****D***Y__***N**DS‘IN*S***********N*G**___T***********__***N*QN*I***EI_I*
ngA 74 *******S*K***s**D***Y__***N**DSA**S*K**************__***S********__***N**N**T**Es*
ngc 76 *********K*N*KY*****Y__***N***S*N*S****************__Lt*********S__*****QN*****EQ*
LukM 71 **********S**Q*T****Y__***N****v************K***V**__***********S__*K*S********EQ*
LukS__I 76 *******A*K*N****F***Y__***N***SI**S******v********L__L**K*E*****K__******N*I***AQ*
HLA B0 **SAFKVQ*QLP*NE*AQISDY-Y*RNS*D*KEYMS* *T*GFN* *VTGDDTGK* **LIGA*V* IGHTLK*V*PDFKTILESP
LukD 81 KYNVSVSSESNDAVNVVDYAPKNHNEEFQVQQTLGYSYGGDINISN-GLSGGLNGSK-SFSETINYKQESYRTTIDRKTNHK
LukF__PV 81 ***I*IN*D***S**********Q*********v************_*****G****_***********ttttSL*KRt*F‘k
ngB 81 *****I**Q***S**********Q*******N****TF****s*t*_********NT_A*****tt*t*ttt*th*N*tY*
LukFI_PV 81 ****F*****K*S*******tt*Q****************t**tI*_**T*******_**************tt*****t**
LukF_I 81 t****I*A**KG*********ttQ*****'k*N*****Ft***sttK_*******ttE_t*tt******t*tttt**m*DN‘k
LukE 155 NSKSVKWGVKANKFVTPD------~ GKKFAADRYLFVQSPNGPTGSAREYFAPDNQLPPLVQSGFNPSFITTLSHEKGSKLI
Luks_Pv 151 *****Q**I***S*I*SL _______ **MSGH*PN*t*GYKP_YSQNP*D**V*ttE*****H********ASV******_GD
ngA 151 ***G********S****N _______ *QSV*Y*Q***A*_DP_IIGPA**D**V********I***************R*K_GD
ngc 153 *****L**t***S*A*ES _______ *Q*StF*SDt**GYKP_HSKDP*D**V**SE**************A*v******_SD
LukM 148 s**TI*******S**IAG _______ I.IRWS*Y*EIl**IRNII!T_RGPN**D**VD**E***tITt*******A*V****D*_GD
Luks_I 153 ***NIR*E****S*N*m _______ *QVS*Y**H***R**I**__N**DF*ViNDE****IG****t*ttAtvt***D_*GD
Hla 161 TD*K*G*K* IF*NMVNQNWGPYDRDSWNPVYGNQ* *MKTRN* - SMK *ADN* LDP*KASS*LS* * *S*D*A*VITMDRKASKQ
LukD 161 SIGWGVEAHKIMNNGWGPYGRDSYDPTYGNELFLGGDKSSSNAGONFLPTHQIPLLARGNFNPEFISVLSHKLFDTKKSK-I
LukF_PV 161 K***D****t*****t********HS*****M***SRQ*NL**ttt**EY*m*v*s*********G***R*QNAA****_*
ngB 161 Nv*********************m*********A*RQ**AY*****IAQ**M***s*s******L*****RQmA****_*
LukFl__Pv 161 ***********************s*s**********RQ*****N********M**t*********L******QK*V****_*
LukF_I 161 T************A*********F‘I.DL*********RQ**L*********R*M**t*********L******PNGA*T**_*
LukE 231 RVNLKFSYGRNLDITYAT----- LFPRTGIYAERKHNAFVNRNFVVRYKVNWKTHEIKVKGHN 286

LukS_PV 226 TSE‘EIT****M*V*H**RRMIYGI\]‘SY_LEGS*I*K******YT*K*E************** 284

HlgA 226 KSEFEIT****MsA***—ooeoe YVT*HRLAVD* * *D* *K* ¥ *VTXK*E* * * % * *y* T *STTPK 280

ngc 228 TSEE'EIT****M*v*H*ImSIIHYGN’SY_LmH*V********YT*K*E************Q* 286

Lu}cM 223 TSEE‘EIT****M*V**** _____ YL*I(I‘*L*P*****E*****L**K*E*****S*L**R*** ’ 277

LukS_I 226 TSEE‘EIA*********** _____ F******F***R***LM***L*TK*E************** 281

Hla 241 QT*IDVI*E*VR*DYQLHWISTNWKGTN------- TKDKWIDRSSER*KID* EKE*MTN 293

LukD 242 KVTYQREMDRYTNQWNRLHWVGNNYKNQNTVTFTSTYEVDWQNILLKLIGTDSKETNP-GV 301

LukF_PV 242 T****s*******F**Q***I*****DE*RA*H**I*****E*mv***D*Q***K**MS 301

ngB 242 T********L*QIR**GFY*A*A****FK*R**K****I**E*}W**LD*I{ET*N*K 299

LukFI_PV 242 ***********E*F******I*Y*I***I{RA*H*****I**EIG.I!I'V**‘,ASQS*S* 296

LukF__I 242 *********E***Y**GF**M*T******NA****F**I**mmv***K*H*D*K**S 300

Figure 16 : Alignement des séquences peptidiques des composés de classe S (LukE, LukS-PV,
HigA, HlgC, LukM, LukS-I) et de classe F (LukD, LukF-PV, HigB, LukF’-PV, LukF-I) des
leucotoxines avec I’o-toxine (Hla) (méthode Clustal - logiciel d’analyse DNAStar®). Les
astérisques indiquent les identités entre acides aminés, les tirets signifient 1’absence de résidus.
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I. INTRODUCTION

Les leucotoxines de S. aureus constituent une famille de toxines formant des pores a
deux composés individualisés, I'un dit de classe S et I'autre dit de classe F. Parmi les
principaux membres de cette famille, on distingue d’une part l]a gamma-hémolysine constituée
de deux composés de classe S (HlgA, HlgC) et d’un composé de classe F (HlgB), et d’autre
part la LPV constituée d’un composé de classe S (LukS-PV et d’'un composé de classe F (LukF-
PV). Les comparaisons de séquences primaires effectuées grice au logiciel Protean™ du
programme DNAStar Ltd (Londres) montrent une homologie de 60 a 75 % entre les composés
de la méme classe (Figure 16). Mais les composés de classe F ne présentent que 15 a 25 %
d’identité avec ceux de classe S. Le mode d’action de cette famille de toxines mérite d’étre
mieux connu. L’utilisation de techniques comme la cytométrie en flux a permis de démontrer
que I’activité biologique ne s’exprimait que lors de la fixation préalable du composé de classe S
aux membranes des PMNs avant que le composé de classe F ne se fixe secondairement
(Meunier et al., 1995). Les mémes résultats ont ét€ observés sur les érythrocytes de lapin et
d’homme (Meunier et al., 1997) bien que d’autres auteurs aient annoncé une fixation inversée
pour le couple HigA + HigB sur les hématies humaines (Ozawa et al.,, 1995). Cette fixation
séquentielle confere un rdle particulier a la protéine de classe S. D’autre part, la séquence de
I’alpha-toxine, I’'une des toxines formant des pores la plus étudiée ne présentait que 2 %
d’identité avec les composés de classe S. Nous nous sommes donc intéress€s aux domaines
structuraux des composés de classe S pouvant étre impliqués dans le mode d’action des
leucotoxines. Les alignements de séquence et les prédictions de structure secondaire par la
méthode de Chou et Fasman montraient I’existence d’un B-feuillet de 13 acides aminés
conservés 2 Pextrémité N-terminale des composés de classe S. La présence de cette structure
conservée nous a amené a nous interroger sur son importance dans les composés de classe S vis
a vis d’une fonction commune 2 toutes ces protéines. Le logiciel Protean™ du programme
DNAStar prédit que la mutation de la thréonine 28 en acide aspartique dans le composé HIgA
(HlgA Thr28Asp) et la mutation de Ia thréonine 30 en acide aspartique dans le composé HlgC
(HlgC Thr30Asp) provoquent une rupture du B-feuillet. Dans le cadre de I’étude des relations
structure-fonction de ces leucotoxines et en absence de leur structure tridimensionnelle, nous
avons donc réalisé par mutagenése dirigée le remplacement de cette thréonine 28 par d’autres
acides aminés dans les protéines de classe S HIgA et HigC de la gamma-hémolysine et de la
LPV. Ces susbtitutions sont prédites pour rompre le B-feuillet. Les protéines mutées sont
purifiées et analysées pour plusieurs de leurs propriétés sur les PMNs humains, les érythrocytes
de lapin et des vésicules synthétiques unilamellaires. La vérification de la modification du
contenu en B-feuillets par une méthode biophysique a pu étre envisagée grice a la collaboration
avec I’équipe de G. Menestrina (CNR Povo, Italie). Notre choix s’est d’abord porté sur la
gamma-hémolysine, car des analyses biophysiques sur les hématies et les membranes
synthétiques €taient alors possible. Les applications se sont ensuite étendues 2 LukS-PV.
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Abstract

 Site-directed mutagenesis was performed on genes encoding HigA and HIgC, two of the three proteins expressed from
the staphylococcal y-hemolysin locus, which originate two pore-forming toxins (HigA + HigB, HigC + HigB). As related
proteins, HigA and HlgC were found to bind first to cell membranes. Amino acid substitutions concermned residues that
would predictably disrupt a 13 amino acid conserved B-sheet of the Chou and Fasman secondary structure prediction. The
" mutation of a threonin into an aspartic acid residue from HigA (T28D) and from HigC (T30D) that would break this
predicted N-terminal structure lowered dramatically the biological activities on purely lipidic vesicles, erythrocytes and
polymorphonuclear cells. The change in secondary structure was confirmed by Fourier Transformed Infrared spectroscopy.
The binding of mutated and native proteins at the same kind of sites onto polymorphonuclear cells was evidenced with flow
cytometry and fluorescein-labelled anti-class S antibodies or wild type HigA or HigC. However, the subsequent binding of
fluorescein-labelled HigB to membrane-bound mutated HigA or HIgC complexes was inhibited. In conclusion, the first
binding of class S components is essential for the subsequent binding of class F components, and a predicted B-sheet seems
to be at least one of the functional domains involved. © 1997 Elsevier Science B.V.

Keywords: y-Hemolysin; Syncegy: Sequential binding: Predicled B-sheet; FTIR spectroscopy; Mutagenesis

1. Introduction

The locus encoding the y-hemolysin from Staphy-
lococcus aureus Smith SR, a methicillin-resistant
itions: PMN. pol ear cells: SUV. small strain RIMD 310925, P83 and ATCC 49775 strains

Abbreviations: PMN. polymorphonuclear cells; SUV, s was described as composed of three genes [1-4].
unilamelar vesicles; RRBC, rabbit red blood cells; ATR-FTIR, Two of the ¢ ponding proteins, HIgA and HlgC

attenuated total reflectance—Fourier-transformed infrared spec- )
troscopy have primary structures related to the recently de-
* Corresponding author. Fax: +33 3 88 251113, scribed LukS-PV (62-65% identity) and are consid-

0005-2736 /97 /$17.00 © 1997 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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ered as class S proteins [4]. The third protein, HigB is
related to LukF-PV (72% identity) and considered as
a class F protein. Similarly to the pair LukS-PV +
LukF-PV which forms the Panton-Valentine leuco-
cidin [5], the y-hemolysins actually comprise two
pairs, e.g., HigA + HigB, HigC + HigB. The locus
encoding y-hemolysin is largely distributed among S.
aureus strains, whereas that encoding the Panton-
Valentine leucocidin is encountered in only 2% of
strains mainly associated with furuncles [6,7). A 25—
30% identity score was found between components
of class S and class F [1,4] which may account for a
similar folding when integrated into membranes.

In this work we demonstrate that the two y-hemo-
lysins are pore-forming toxins as the Panton-Valen-
tine leucocidin [8]. Logically, one can expect similar
biological features for these compounds, e.g., bind-
ing, components interaction, oligomerisation, and for-
mation of the pore. It was reported that LukS-PV and
HigA (class S components) bind first to PMN [9,10]
and to rabbit red blood cells [11], respectively. How-
ever, HigB (class F component) was reported to bind
primarily onto human RBC {11]. Pairs constituting
y-hemolysin are leucotoxic for various mammalian
PMN, monocytes and macrophages [3,4], inducing
inflammatory response of host defence cells [9,12—
" 14]. However, HlgC + HigB exhibits a hemolytic
activity very much lower than that of HigA + HigB
on both rabbit and human erythrocytes.

The different membrane ligands of class S compo-
nents remain unknown, as well as the interaction
between class F components and membrane-bound
class S components complexes. Furthermore, the stoi-
chiometric arrangement of the two synergistic pro-
teins participating in pore-formation has still to be
defined clearly [9]. The synergistic action of two
different proteins and the various cell specificities
pertaining to the different pairs of proteins make
these toxins rather peculiar. Although the toxic pro-
cess of such molecules may be the result of pore-for-
mation, other interactions with cell signaling proteins
cannot be excluded. :

In an attempt to study structure—function relation-
ships within these molecules, a single amino acid
substitution was designed to disrupt a part of a
predicted secondary structure appearing in both HigA
and HigC and also in LukS-PV [15]. The biological
activity of the purified engineered proteins was anal-

ysed on human circulating PMN, rabbit erythrocytes,
and small unilamellar vesicles.

2. Materials and methods

2.1. Plasmids and mutagenesis

DNA-modifying enzymes were used as recom-
mended by the manufacturers (Gibco-Bethesda Re-
search Laboratories and New England Biolabs. Bev-
erly, MA). The hlg locus of S. aureus ATCC 49775
(sequence EMBL Library Databank no. X81586) was
previously cloned into the pUC 19 plasmid [16).

Briefly, pairs of oligonucleotides: (1) 3 §'-
AATAAATCTTTTAAACATAATGCTA-3 27, cou-
pled to 353 5-TCAAATTGAATGTTTTGATCTA-
TAGCTAATCGT-3' 326 from hlgA sequence deter-
mining a HigA T28D mutated protein and (2) 1475
5'-GCTTTTAGCATTCCAAACAAAAA-3 1497
coupled to 1841 5-GAATTGGATATTTTGATC-
CACGCCCCATTTATTA C-3' 1807 or.2132 5'-GT-
TAAATGATCCTTTACCACCAAG-3 2109 from
higC sequence determining mutated HigC T30D, and
HigC NI129K, respectively, were used for short DNA
fragments amplification [17). Amplifications were
performed in 100 pl containing 10 ng of recombinant
plasmid and 2 U of Tag DNA polymerase (Gibco-
BRL). Operating conditions were as follows: one
denaturing step of 4 min at 94°C; 20 cycles of 3 steps
of 1 min 30 s at 92°C, |1 min 30 s at 48°C, | min 30 s
at 72°C; an ending step of 3 min at 72°C. The
amplified DNA fragments were electrophoresed on
1.5% (w/v) agarose gel and electroeluted in order to
be used in a second amplification with the oligo-
nucleotides 1396 5-AATGTCTTGCTTTTATTTTT-
3’ 1377 and 2845 S5-CTGCAGCTTTAAG-
CACTAAAG-3’ 2825, thus amplifying whole higA
and hlgC genes, respectively. Secondary amplifica-
tions were performed as followed: one denaturing
step of 4 min at 94°C; 20 cycles of 3 steps of | min
30 s at 92°C, 1 min 30 s at 54°C, 4 min 30 s at 72°C,
and 5 min at 72°C. The electroeluted amplified DNA
fragments were then ligated to the T/A ended plas-
mid pCR™II (RD Systems Ltd - London), used to
transform Escherichia coli (E. coli) InvaF' strain
[endAl, recAl, hsdRI7 (r'k, m*k), supE44, A-,
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thil, gyrA, relAl, ¢ 80, lacz AMIS A(lacZYA-
argF), deoR*, F'], and sequenced [18] in both strands
with T7 DNA polymerase (Pharmacia, Uppsala, Swe-
den). DNA analyses and structure predictions were
made by using DNAStar Software (DNAStar Ltd-
London).

2.2. Purification of mutated proteins

For each of the mutated genes as well as for the
wild-type gene, recombinant InvaF’ E. coli strains
were grown at 37°C during I8 h in 2-liter Erlenmeyer
flasks filled with 1 liter of 2 X TY medium - 100
pg/ml ampicillin. Bacteria were harvested by a 10-
min centrifugation at 7000 X g and resuspended as
30% (w/vol) in 50 mM NaH,PO,, | mM EDTA,
0.5 mM DTT (pH 7.0). Bacteria were then ground
under a 130 megaPascal pressure .in a FrenchPress
(SLM Instruments, Urbana, USA) at 4°C. Bacterial
debris were removed by a 35-min ultracentrifugation
at 55000X g in a Ti60 rotor (Beckman) at 4°C.
Supernatants were dialysed against S0 mM NaH , PO,
1 mM EDTA, 0.5 mM DTT (pH 7.0). The mutated
proteins were purified by the same procedure as
previously reported for the wild-type HlgA or HlgC
[4.19]. They were stored at —80°C at a | mg/ml
concentration after being analysed by SDS-PAGE
[20] on PHAST *-System (Pharmacia).

2.3. Labelling of antibodies and purified HigB with
5-(14, 6-dichlorotriazin-2-YL] amino)-fluorescein
(DTAF)

Affinity-purified rabbit polyclonal anti-S compo-
nent antibodies and purified HigB were adjusted to 1
mg/ml in 0.2 M NaHCO, (pH 9.0) and mixed for 20
min at room temperature with 0.1 volume of 2 M
DTAF solubilised in 1 M NaHCO, (pH 9.0). The
coupling reaction [21] was stopped by equilibrating
the solution to 50 mM NH Cl-(pH. 8.0) for 2 H at
4°C. Free DTAF was discarded by desalting in a
- PD10 column (Pharmacia), and proteins were equili-
brated in 30 mM Hepes, 0.15 M NaCl (pH 7.5).
DTAF coupling was measured by the determination
of the concentration of protein as assayed by Brad-
ford coloration compared to the bound fluorescein
concentration measured at OD 9, .. (€, =61000
M~'.cm™'). HigB was labelled with DTAF in a 1:1
mol ratio and conserved more than 95% of the bio-

logical activity of the wild HigB when combined
with HigA or HigC.

2.4. Secondary structure determinations by attenu-
ated total reflectance — Fourier transformed infrared
(ATR-FTIR) spectroscopy

ATR-FTIR spectra were recorded on a Bio-Rad
FTS 185 FTIR spectrometer equipped with a DTGS
detector with Csl window, a KBr beamsplitter and an
ATR attachment by Specac. Typically, 32 interfero-
grams were collected, Fourier transformed to a nomi-
nal resolution of 0.5 cm ™' and averaged. The instru-
ment was constantly purged with dry air. Spectra
were corrected by subtracting a background obtained
with the ATR crystal and no sample. The absorbance
of residual H,O was subtracted to give an almost flat
baseline between 1880 and 1720 cm~". Before analy-
sis the leukotoxins were extensively dialysed against
three changes of 10 mM Hepes (pH 7.0). For the
experiment, 28 to 40 ug of HigA, HlgA T28D,
HlgC, and HigC T30D contained in 40 ul of the
given leukotoxin solution were deposited and dried in
a thin layer on one side of a 10-reflections Ge crystal
(45° cut): the crystal was housed in a liquid cell and

- flushed with D,0-saturated nitrogen for 45 ~min be-

fore collecting the reported spectra.

The ATR-FTIR spectra were processed using the
Bio-Rad Win-IR software. Spectra were deresolved
to 2 cm~' and then the amide I’ band, between 1600
and 1700 cm™~', was curve-fited with a sum of
Lorentzians, using the nonlinear least squares fitting
of Levenberg-Marquardt method [22]. No parameter
was constrained. The relative contents of secondary
structure elements were estimated by dividing the
areas of the individual peaks, assigned to particular
secondary structures according to Byler and Susi {23],
by the area of the whole amide I' band; the compo-
nents around 1610 cm™', resulting from the side

chains, were excluded.
2.5. Permeabilisation of lipid vesicles

Small unilamellar vesicles (SUV) were prepared as
follows: an equimolar mixture of phosphatidylcholine
(PC, Avanti Polar Lipids). and cholesterol (Cho,
Fluka) 1:1 at a total lipid concentration of 2 mg/ml
was sonicated for | h in a solution containing calcein
80 mM (Sigma), whose pH was adjusted at 7.0 with
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NaOH. Titanium particles released by the sonotrode
during sonication were removed by centrifugation.
SUV were washed in a Sephadex-G25 column to
remove free calcein, using a buffer containing 30 mM
Tris-HCI, 100 mM NaCl, | mM EDTA (pH 7.0).
The permeabilising activity of SUV by the toxins
was assayed by measuring the extent of calcein re-
lease [24). In a I-cm plastic cuvette a total volume of
1.2 ml of the above buffer containing a final lipid
concentration around 10 pg/ml and the indicated
concentrations of the assayed toxins were incubated
under continuous stirring. After the addition of the
toxin, the fluorescence (F) emitted at 520 nm (excita-
tion at 494 nm), increased as a consequence of the
dequenching of the internal dye when diluted in the
external medium. Maximum release was determined
by addition of 1 ml Triton X-100. The extent of
permeabilisation was calculated as:
P(%) = 100 X ( Frou — Finwa )/ Fonaximat — Fisisiat)
where F,,;, is the value of fluorescence before the
addition of the toxin, Fg,, the value reached at
equilibrium, and F__ .. the value obtained with
Triton X-100.

2.6. Determination of the hemolytic activity

Fresh venous blood was collected from rabbit in
EDTA 6 mM. Rabbit red blood cells (RRBC) were
prepared by washing thrice (10 min centrifugation at
700 X g, broom temperature) in a buffer containing
'30 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, | mM EDTA (pH
7.0). The time course of the RRBC lysis in the
presence of the different toxins was followed by
measuring the turbidity at 650 nm in the washing
buffer at 25°C, using a kinetic 96-well microplate
reader (Molecular Devices UVmax), as already de-
scribed [25]. Each well contained the specified con-
centrations of the indicated toxins and RRBC at a
concentration of 0.13% (v/v), which corresponds to
an initial A ., of 0.1, in a final volume of 200 nl
of the same buffer. When a couple of toxins was
assayed, both components were added at the same
concentration, and serially two-fold diluted along a
line of the microplate. In competition studies of a
native with a mutant toxin, the concentration of the
wild-type toxins (HigA + HigB or HigC + HigB) was
constant all along the line, while the mutant was
serially diluted. The 96 wells were stirred and read

every 8 s for 45 min of reaction. The percentage of
hemolysis was calculated as:

Hemolysis(%) = 100 X ( Ay — Aginat)/
( Ainidll - Am—lyud)

where- A, ., is the absorbance before adding the
toxin, A, that after the addition of the toxin, and
A qucriysea the absorbance obtained when the RRBC
were completely lysed in water. The maximal rate of
hemolysis, V., was the largest slope caiculated in
the absorbance vs. time curve normalised by dividing
by (Ajniar — A waser-tysed)-

For the end-point measurements, the assay was
performed differently. In a total volume of 500 pl,
RRBC (at the same final concentration as above)
were incubated with the toxins for 30 min at 37°C.
Intact cells were pelleted (15800 X g, 3 min) and the
released hemoglobin in the supernatant was read at
415 nm. The hemolytic activity was calculated as:

Hemolysis(%) = 100 X (A o050 — A 0nin)/

(Am— tysed ~ A-mxh\)

where A ;. and A_ ... are the reading with and
without toxin, respectively.

2.7. Preparation of leucocytes

Five ml of Plasmion® (Lab. Roger Bellon, France)
were added to 14 ml of buffy-coats from healthy
donors diluted with 6 ml of 9% (w/v) NaCl and left
to sediment for 30 min. Supematant leucocytes sus-
pension were harvested and the residual erythrocytes
contaminating were lysed for 10 min by completing
to 50 ml with 0.16 M NH Cl. After washing, celis
were resuspended (5 X 108 cells/ml) in 140 mM
NaCl, 5 mM KClI, 10 mM glucose, 0.1 mM ecthyiene
glycol-bis(beta-aminoethyl ether) N, N, N',N'-tetra-
acetic acid, 10 mM Hepes and 3 mM Tris-base (pH
7.3). The latter buffer was also used to wash cells
treated with toxins and antibodies as well as for
competition assays before flow cytometry analysis.

2.8. Flow cytometry measurements
Before further experiments, rapid leucocytolytic

and hemolytic assays were achieved as previously
reported [4]. Flow cytometry measurements were
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made using a FACSort* cytometer (Becton-Dickin-
son, Le Pont de Claix, France) equipped with a 15
mW argon laser tuned at 488 nm. Forward (FSC) and
side (SSC) light scatter dot plots acquired from 5000
purified white cells (10° cells /ml) were usually gated
for PMN [10). The fluorescence light 1 (FL1: Agy, =
530 nm) was used to record the DTAF fluorescence
and the fluorescence light 3 (FL3: Ag, = 585 nm)
was used to record the fluorescence of ethidium. The
fluorescence of ethidium which increases when it is
bound to nucleic acids was used as an indicator of the
formation of pores through the cell membrane as
previously described in the absence of calcium [10].
Data were calculated from quadriplicate assays by
Lysis 2 TM software (Becton-Dickinson, France).

2.9. Binding capabilities determination

Two methods were used to determine the binding
of both components: (1) the binding of the class S
components was measured by the fixation of fluores-
cent anti-class S components antibodies. The PMN
were incubated with increasing amounts of HlgA or

HlgC, and after washing, a 15 min subsequent incu-
bation with fluorescent anti-S antibodies (2.5 pg/ml)
was performed at room temperature; (2) the class S
components capabilities to bind the class F compo-
nent were estimated by the binding of fluorescent
DTAF-HIlgB (0.75 nM). The results were calculated
as percent of the mean fluorescence obtained from
5000 cells for 3 nM HigA or HlgC. A concentration
of 3 nM in HigA and HigC was used in the rest of
this study for mutants comparison and competition
since this value is close to the concentration where
the specific binding is saturated.

3. Results
3.1. Secondary structure predictions

However, class S proteins, on one hand, and class
F proteins, on the other hand, harbour from 60 to
98% sequence identity. Moreover, secondary struc-
ture predictions [15] revealed significant homologies.
As an attempt to verify the significance of these
observations and determine which of the predicted

Y T T T | S St S AL |
2 4 6 & 100 120 140 180 180 200 220 240 260 200

1234567178

Fig. 1. A: Secondary structures predictions of HigC, HigC T30D, HigC T30D/D36N, HigC NI29K, HigA, and HigA T28D.
Alpha-helices (1) and beta-sheet (M) predictions were obtained by computed Chou and Fasman [3) algorithms (DNAStar Lid). B:
SDS-PAGE of the purified mutated proteins (50 ng loaded). Lanes | and 8: apparent molecular mass ladder (Pharmacia). Lanc 2: HigC.
Lane 3: HigC T30D. Lane 4: HigC T30D/D36N. Lanc 5: HigC N129K. Lane 6: HigA. Lane 7: HigA T28D.
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secondary structures may have an important rolc in
the cascade of events determining pore-formation, we
introduced amino acid substitutions that would, pre-
dictably, disrupt some conserved secondary structures
of the class S proteins. These latter components were
considered as the most critical to study, since they are
binding to target cell membranes in first place.

Two mutations concerned a predicted and con-
served 13 amino acid-long B-sheet (Fig. 1A) in the
N-terminal extremity of HigA and HigC (HlgA T28D
and HigC T30D). A third one HigC T30D/D36N
was obtained simultaneously to HigC T30D and was
analysed because of a predicted partial restoration of
the B-sheet along 6 amino acids. The HigC N129K
was induced in order to modify a region (GYNIGG-
GNFQS) having homology with some human inte-
grins [26). The considered secondary structures were
predicted by the methods of Chou and Fasman [27]
and Gamier et al. [28]. The purified proteins showed
comparable molecular mass with the staphylococcal
native proteins (Fig. 1B). The biological specific
activities of the native staphylococcal proteins were
previously observed to be comparable to the E. coli
recombinant proteins, thus allowing the use of the
former proteins in the following experiments.

ATR-FTIR spectra of HigA and HlgC are shown
in Fig. 2. In all cases the amide I’ band is peaked in
the region at 1634-1641 cm™', indicating a preva-
lence of B structure, at least in part composed of
antiparallel B-sheet [23]. Upon introduction of Thr
for Asp at position 28 in HigA and 30 in HlgC there
is a reduction in the absorption at 1635 cm ™! indica-
tive of a decrease in B-sheet (Table 1). In the case of
HlgA T28D such a decrease is compensated mainly
by an increase in S-turn structure, whereas in the
case of HIgC T30D there is an increase in the
unordered structure.

Fig. 2. Infrared-ATR spectra in the amide I’ region of deuterated

films of class S components.of gamma-lysins. A: HigA: B: HigC.
The spectrum (solid line), seven Lorentzian component bands
obtained by curve-fitting (thin solid lines) and their sum (dotted
line), are shown in each case. A lincar bascline was subtracted. In
the insets, the spectra of the point mutants described in this paper
(dashed lines) are compared to the respective wild-type (solid
lines). In both cases, the spectrum of mutant was normalised to
have the same total area as the wild-type.

3.2. Permeabilising activity on model membranes

The pairs constituting y-hemolysins HigA + HigB
and HigC + HlgB were both found to have a perme-
abilising activity on small unilamelar vesicles (SUV).
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Table 1
Secondary structure determination of gamma-lysins and mutants
by ATR-FTIR

Protein B t a 4 8, Buai

HigA 6.7 146 59 158 570 637
HIgAT28D 9.6 254 45 170 434 530
HigC 43 214 110 51 581 625

HigCT30D 47 244 11.7 140 452 499

Best fitted Lorentzians (see Fig. 2) were assigned to a particular
secondary structure according to Byler and Susi [22): 8, pertains
to antiparaliel B-sheet, B, w both parallel and antiparallel 8-
sheet, a is for a-helix, t for B-tum and r for random coil or,
more in general, unordered structure. B, is B, plus 8,. The
errors, as derived from independent fittings, are within + 5%.

Hence, the effect of the mutations HigA T28D and
HlgC T30D on this activity was studied. Fig. 3A
shows the extent of calcein release. measured when
95 nM of HigA, HigC, HigA T28D or HlgC T30D
were incubated with PC:Cho 1:1 SUV in the presence
of the same amount of HigB. HlgA had the highest
permeabilising activity, while the mutants were com-
pletely inactive, even at concentrations up to five
times higher than the wild-type protein (data not
shown). :

The competition between HIgA T28D and HigC
T30D and the respective wild-type proteins in the
permeabilisation of lipid vesicles was then studied.
Constant concentrations of HigA + HigB or HigC +
HigB were incubated with SUV (PC:Cho 1:1) in the
presence of increasing amounts of HigA T28D and
HlgC T30D, respectively. As shown in Fig. 3B, there
was a competition between the mutants and natural
proteins, which was stronger in the case of HigA. At
the same concentration of HIgA and its mutant, cal-

cein release decreased to around 40% of control,

disappearing almost completely when HIgA T28D:

HigA was in a 4:1 ratio. In the case of HIgC, as the
concentration of HigC T30D increased, the release of
calcein decreased, being 15% lower when HIgC and
the mutant were equimolar, to reach 50% of the
original activity when the mutant was four times
more concentrated than the wild-type toxin. Due to
the high amount of toxins required in.these experi-
ments, a complete decrease of the permeabilising
activity of HlgC could not be reached.

3.3. Hemolytic .activity

The hemolytic activity of HlgA T28D and HlgC
T30D, in the presence of HigB, was assayed on
rabbit red blood cells (RRBC) and compared with
that of the wild-type toxins. In these assays, the class
S components HigA or HigC and HlgB were always
added in the same concentration, both the extent of
the hemolytic activity and the maximal rate of hemol-
ysis, V,,,, were determined (Fig. 4A,B). HIgA + HigB
provoked 80% of hemolysis at a concentration 4
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Fig. 3. Permeabilising activity of HigA, HigA T28D, HigC and
HigC T30D, in the presence of equimolar HigB, on small uni-
lamellar vesicles of PC:Cho 1:1. A: Permeabilising activity,
obtained in the presence of 95 nM of each toxin and expressed as
the % of calcein released (n = 2), Maximal release was the value
obtained when vesicles were incubated with Triton X-100. B:
direct competitions of the mutants HigA T28D and HigC T30D
with pative HigA and HigC, respectively, for SUV permeabilisa-
tion. In both cases, a fixed concentration of the native toxins
(31.25 uM each for HigA +HigB and 95 oM each for HigC+
HigB) was incubated with increasing concentrations of the mu-
tant (n = 2). In this figure, the % of calcein release is represented
as a function of the ratio [mutant] /{wild type toxin].
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Fig. 4. Titration of the hemolytic sctivity of HigA, HigA T28D.,
HigC and HigC T30D in the presence of HlgB on rabbit red
blood cells (n=3). A: exient of hemolysis expressed as a
percentage of the maximal hemolysis obtained by incubating the
red blood cells with distilled water. B: maximal rate of hemolysis
(V,.,) calculated from the kinetic curves of hemolysis. HigB was
always present at the same concentration than the S component
of the couple. The time course of the hemolysis was followed
rbidimetrically, and the final % of hemolysis and V,,,, were
calculated as described in Section 2.

times lower than HigC + HigB (around 0.5 nM and 2
nM, respectively). Titration of V,,, indicated that, as
the concentration of toxins increased over 0.09 nM,
V..x increased as well, to finally reach a saturating
value which was almost ten times higher with HigA
+ HigB than with HigC + HigB.

When HigA T28D was assayed in the presence of
HigB, and compared with HlgA, the mutant pre-
sented only a slight hemolytic activity, 250 times
lower than that obtained with the wild-type toxin. On
the contrary, HlgC T30D was not hemolytic at any of
the assayed concentrations, indicating that this mutant
is at least 1000 times less active than the native
HigC.

In order to determine whether the mutants HIgA
T28D and HlgC T30D were able to bind to the cell

membrane, a test of competition was performed be-
tween these mutants and the respective native toxins.
The assay was performed keeping constant the con-
centration of the native toxin, while the concentration
of the mutant was varied in a range of S X 10 times.
When RRBC were incubated with HigC + HigB and
increasing concentrations of HigC T30D, the
hemolytic activity decreased (Fig. SA), becoming
around 70% of the control (native proteins) when
HigC and HigC T30D were present in equimolar
amounts. This indicated the capability of the mutant
to bind to the membrane. Similarly, the hemolytic
activity of HigA + HigB decreased in the presence of
increasing amounts of HigA T28D, being around
70% when HigA and HigA T28D were equimolar
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Fig. 5. Hemolytic assays of direct competitions between the
native toxins HigA (A) and HigC (B) and various concentrations
of the mutants HigA T28D and HigC T30D (bottom ordinate
scale). The mutants were incubated at different concentrations
with a fixed concentration of HigA + HigB (0.47 aM each) or
HigC +HigB (12.5 nM each). After the addition of RRBC, the
hemolytic activity was measured (n=2) as in Fig. 4. In each
panel of this figure, the % of hemolysis (lefi ordinate scale) and
V.. (right ordinate scale) are reported as a function of the
concentration of the mutant. The dashed line represents the
conditions in which native toxin and mutant arc present in
equimolar amounts.
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(Fig. 5B). HIgA T28D at a concentration 300 times
higher than HIgA completely removed the hemolytic
activity of HIgA.

3.4. Leucotoxic activity

Fig. 6 shows that the pairs HigA + HigB and
HigC + HigB are both able to provoke an influx of
cthidium in target cells, indicating the formation of
pores through the membrane. HigA T28D in associa-
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Fig. 6. Determination by flow cytometry of the ethidium fluores-
cence of PMNs incubated in the presence of A: 0.75 nM HigB
and cither 3 nM HIgA (open circles), or 3 nM HigA +3 nM
HigA T28D (closed circles), or 3 nM HigA +30 nM HigA T28D
(open triangles). or 3 nM HIgA T28D (closed triangles); B: 0.75
nM HigB and cither 3 nM HIgC (open circles), or 3 nM HlgC+3
oM HigC T30D (closed circles), or 3 nM HigC+30 nM HigC
T30D (open triangles), or 3 nM HigC T30D (closed triangles); C:
0.75 oM HIgB and cither 3 nM HIgC (open circles), or 3nM
HigC T30D + 3nM HigC T30D (closed circles), or 3 nM HlgC +
HigC T30D/D36N (open triangles), or 3 aM HIgC T30D/D36N
(closed triangles).
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Fig. 7. Flow cytometry analysis of the binding of different HigA
(A) and HigC (B) concentrations to PMNs revealed by fluores-
cent antibodies (open circles) and fluorescent HigB (closed cir-
cles). The fluorescence intensity was expressed in % of the value
obtained for 3 nM HigA or HigC.

tion with HigB did not show any ability to form
pores through the membrane of PMNs as revealed by
ethidium fluorescence (Fig. 6A). Moreover, HigA
T28D was able to inhibit the biological activity of
HIgA when it was ten times more concentrated than
HigA. Three HigC mutants (HigC T30D, HigC
T30D/D36N, HigC N129K) were analysed in asso-
ciation with HlgB for their biological activity on
PMNs and compared with wild HigC. HigC T30D
had lost its toxicity towards PMNs (Fig. 6B) as HIgA
T28D did. Although HlgC T30D was not toxic, it
inhibited the activity of HigC on human PMNs when
it was ten-fold more concentrated (Fig. 6B). The
parent mutant HigC T30D/D36N showed the same
lack of biological activity (Fig. 6C), and the same
inhibiting properties. Conversely, the mutation in
N129 had no significant consequence on the protein
activity (data not shown). Thus, HigC N129K did not
receive more attention. At the opposite HigC T30D,
and HigC T30D/D36N were shown to have lost their
toxicity (Fig. 4) as had HigA T28D.
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Fig. 8. Determination by flow cytometry of the fluorescence
intensity of PMNs measured in the presence of A.C: fluorescent
anti S-component antibodies, and B,D: fluorescent DTAB-HlgB.
A.B: Mean fluorescence intensities obtained for 3 nM HigA
T28D (1), 3 nM HigA and 3 aM HigA T28D (3), 3 nM HigA and
30 nM HigA T28D (4) were expressed in % of the valuc obtained
for 3 nM HigA (2) (n=4). C,D: Mean fluorescence intensities
obtained for 3 nM HigC T30D (1), 3 nM HigC and 3 oM HigC
T30D (3), 3 aM HigC and 30 nM HigC T30D (4) were expressed
in % of the value obtained for 3 nM HigC (2) (n = 4).

The use of fluorescent antibodies indicated that the
binding of HigA was composed by a specific and a
non-specific part (Fig. 7A), whereas the binding of
HigC seemed strictly specific (Fig. 7B). The proper-
ties of these different bindings of HlgA and HlgC
will be extensively studied elsewhere. The mutated
HIgA retained its ability to bind to PMN membranes,
as revealed by the fixation of fluorescent S compo-
nent antibodies (Fig. 8A). In fact, the amount of
fluorescent antibodies bound when HIgA was mixed
with HIgA T28D was very similar to that with HigA
alone (Fig. 7A) but at a concentration corresponding
to the sum of the concentrations of the two proteins.
Interestingly, HigA T28D lost the capacity to bind
HlgB as shown in Fig. 8B using DTAF-HIgB, and
this would explain why it had no pore-forming abil-
ity. On the contrary, the mutant did not inhibit the
binding of HigB to HigA since competition experi-
ments did not reveal a decrease in binding. Further-
more, since the results obtained for the binding of
DTAF-HlgB were comparable to those for the bind-

ing of fluorescent anti S component antibodies, one
can conclude that the non-specifically bound HigA is
still functional, at least for the secondary binding of
HigB.

HigC T30D, like HigA T28D, retained its ability
to bind to human PMN membranes (Fig. 8C) but also
competed efficiently with HlgC on its binding site.
Finally, membranc-bound HlgC T30D, like HigA
T28D, lost its ability to bind HigB secondarily (Fig.
8D), and thus, no pores could be formed through the
cell membranes. HigC T30D/D36N behaved exactly
as HlgC T30D did (data not shown).

4. Discussion

Staphylococcal leucotoxins appear to be of interest
because they operate by the sequential and synergis-
tic action of class S and class F proteins, and they are
directed mainly against the host defence cells. More-
over, despite forming a defined toxin family compris-
ing at least 8 characterised and related class S and
class F proteins [1-4,29,30], they do not share high
sequence identity with other known toxins. For exam-
ple, staphylococcal a-hemolysin and exfoliative tox-
ins harboured only 29% and 23% identity with class
S components, respectively. Exfoliative toxins are
rather known as serine-proteases [31]. Homologies
between a-hemolysin and leucotoxins may reflect a
similar folding of the pores formed by the toxins [32].
However, the sequential binding of proteins constitut-
ing leucotoxins remains a fundamental mechanistic
process, and oligomerisation might be more easy to
study than for a-hemolysin because of the presence
of two different proteins.

It has to be emphasized that flow cytometry re-
vealed that pairs constituting the y-hemolysin are
pore-forming toxins as it was demonstrated for the
Panton-Valentine leucocidin [10] and that biological
activity of these pairs can be studied either with
PMN, RRBC and SUV. More details will appear
elsewhere concerning the biological properties of -
hemolysin. Site-directed mutagenesis strategy ini-
tially involved a conserved predicted secondary struc-
ture within class S proteins bearing membrane affin-
ity. Mutated proteins were purified to homogeneity
and it should be noticed that hydrophobic chromatog-
raphy [4] was necessary to avoid cross-contamination

83



O. Meunier et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1326 (1997) 275-286 285

with HigB. Here, the biological effect of mutations
HigC T30D, HigC T30D/D36N and HigA T28D,
that would, predictably, disrupt a conserved 13 amino
acid-long B-sheet in the N-terminal part of the class
S proteins of gamma-hemolysins (from L25 to K37
for HIgA and from W27 to K39 for HigC), was
reported. Secondary structure evaluations from
ATR-FTIR spectra of the mutants and the wild-type
toxins were performed, indicating a decrease in B-
sheet of around 10% for the mutants, suggesting it
involves a total of about 27 residues, therefore, more
than the single predicted B-strand containing the
mutation. This suggests that the mutated strand may
belong to a region of pleated sheets. These mutations
were chosen because they represented amino acid
substitutions by residues bearing different charge but
similar steric space. Another mutation was designed
to integrate a positive charge (HigC N129K) in a
short sequence common with human integrins [26]
which was not critical for biological activity.

The biological activities of pairs comprising HigB
were dramatically affected for HigC T30D, HlgC
- T30D/D36N, and HigA T28D. The extent of the loss
of activity could not always be determined because of
the limits in the amounts of proteins available. HlgC
T30D did not show any biological activity, neither

against-natural membranes (PMN and RRBC) ner-

against model membranes (SUV), so that they are at
least 1000 times less active than HlgC. HigA T28D
instead retained some hemolytic activity, albeit 250
times lower than that of the native toxin, but was
equally inactive on PMN and on the model of mem-
brane permeabilisation. These observations prompted
the analysis of the effective binding of these non-ac-
tive mutated proteins to the PMN membrane by a
three-step procedure. The first step implied native
versus mutated proteins competition and the determi-
nation of the biological activity by ethidium entry
into permeabilised PMN. The results were similar for
HigC and HIgA, and clearly indicated that when
equal amounts of wild-type toxins and their respec-
tive mutants were applied in addition to HigB; around
70 to 80% of the activity without the mutants was
retained. When mutated proteins were 10-fold more
concentrated, the biological activity was almost in-
significant as compared to that of natural toxins. The
second step was the determination of the binding of
mutated proteins by fluorescent antibodies which

showed that both the mutated HigA and HigC kept
their binding properties (specific and non-specific for
HigA, specific for HigC) and could compete with
wild-type proteins on the same binding sites. There-
fore, the primary binding of class S components to
membranes was once more confirmed. The third one
was the determination of the binding of fluorescent
HigB on the bound mutated proteins. They were both
shown to be unable to bind HigB, but, when associ-
ated with their respective native protein, they gave
different results. HigA T28D, even ten times more
concentrated than HlgA, did not modify the binding
of HigB, suggesting the presence of non-specific
binding sites for HIgA for which no significant com-
petition occurred. Nevertheless, there was no opening
of pores. An explanation for this could be that the
pores, as for a-toxin [33], are constituted by oligomers
including several S components where the native
toxin and its mutant could be mixed. In these
oligomers, HigB could bind to HIgA but not to the
mutated protein, thus rendering the oligomers proba-

bly containing both HIgA and the mutated HIgA

unable to create a pore. Conversely, in the case of -
HlgC at the concentration of 3 nM (Fig. 7B), the

binding sites are nearly saturated and HigC T30D can

compete with its parent protein, thus decreasing the

- binding sites of the HigB. class F component. A

higher propensity of HIgA to make unspecific bind-
ing, presumably to the lipid matrix itself could ex-
plain its higher activity on purely lipidic vesicles.
Furthermore, the formation of inactive complex ag-
gregates containing native and mutated class S com-
ponents and class F components is the only reason-
able explanation for the competition effect observed
with SUV, where specific binding is excluded.

In conclusion, the mutated proteins seemed to bind
to the same membrane target sites as the respective
native proteins. This indicated that the mutations.
although predictably disrupting a 13 amino acid-long
B-sheet (from W27 to K39), did not affect profoundly
the structural conformation of the whole protein. The
loss of pore-forming activity of the mutated toxins
was shown to be due to the loss of the ability to make
an oligomer with HlgB. At this point of studies, it is
not known whether disruption of the  B-sheet or the
only introduction of a negative charge are responsible
for the loss of binding of HigB. The predicted 13
amino acid long B-sheet appears at least to have an
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essential role in the class S component-mediated
binding of HigB (class F component). However, the
mutation D36N (HigC T30D/D36N) did not restore
any functional activity although, according to the
secondary structure predictions, it retained a putative
6 amino acid-long B-sheet. The latter result would
indicate either the secondary structure prediction is
fictitious, or that the restored structure is not suffi-
cient to allow the binding of HlgB, or that threonin
30 exerts a critical role in the secondary binding.
Contrary to the a-toxin where oligomers can be
observed in solution [34)], major structural modifica-
tions appear to be necessary in order to favour the
secondary binding of class F component of leucotox-
ins. More detailed studies are now in progress to-
gether with topology analysis of pore-formation and
cristallographic studies.
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III. DISCUSSION

Tous ces résultats montrent & 1’évidence que la zone du B-feuillet, prédit et conservé a
l'extrémité N-terminale des protéines de classe S, joue un rdle important dans I’activité des
leucotoxines. Les tests de perméabilisation de vésicules synthétiques unilamellaires montraient
que les leucotoxines natives HIgA + HlgB sont capables d’induire le reflux de la calcéine
intravésiculaire alors que les mutants HigA Thr28Asp et HIgC Thr30Asp couplés a HigB ne le
pouvaient pas (Article n°1 : Fig. 3A). La cytométrie en flux montre qu’aussi les couples HIgA
+ HlgB et HigC + HlgB pouvaient provoquer un influx de Bet dans les PMNs alors que le
mutant HigA Thr28Asp en association avec HlgB n’avait aucune activité (Article n°1 : Fig. 6).
Ces deux expériences de relarguage de calcéine a travers les vésicules unilamellaires
synthétiques et de pénétration de Bet dans les PMNs montrent que les leucotoxines sont
capables de former des pores, ce qui permet de les classer définitivement dans le groupe des
“pores forming toxins“. Les mutants HlgC Thr30Asp et HIgC Thr30Asp/Asn129Lys sont aussi
incapables de former des pores lorsqu’ils sont combinés & HlgB. Lorsque ce dernier est 4 une
concentration 10 fois supérieure a la normale, le mutant HlgC Thr30Asp est capable d’inhiber la
toxicité de HlgC utilisée 4 la concentration initiale (Article n°1 : Fig. 6B) et donc de se fixer sur
les mémes sites membranaires que ceux de la protéine native. Toutefois, en ce qui concemne
HlgA Thr28Asp, la compétition avec la protéine native n’est pas totale, car méme en quantité 10
fois supérieure 2 la normale le mutant n’arrive pas & empécher enti¢rement la fixation secondaire
de HlgB en présence de HlgA. Ceci peut s’expliquer par I’existence de sites d’interaction non
spécifiques et probablement non fonctionnels pour lesquels il n’existe pas de compétition. Le
mutant HIgA Thr 28 Asp est capable de se fixer sur les PMNs mais il n’est pas toxique lorsqu’il
est combiné avec HigB marquée a la fluorescéine. La fixation secondaire de HlgB ne se fait pas
avec le mutant préalablement fixé sur les PMNs. Ce mutant est donc incapable d’interagir avec
le composé de classe F pour former des pores contrairement a la protéine native. Cette
expérience montre que la formation du pore implique une interaction entre le composé de classe
S et le composé de classe F. La seule substitution de la thréonine en acide aspartique a suffit a
faire chuter I’interaction de HlgB avec le composé de classe S préalablement fixé. La raison
vient-elle de la rupture du B—feuillet ou simplement de la substitution de la thréonine 28 ? Cette
derniére est située dans le —feuillet et conservée dans toutes les protéines de classe S connues 2
ce jour, et peut étre alignée sur I’His35 de I'a-toxine qui joue un rdle important dans
I’oligomérisation (Jursch et al., 1994) et la formation des pores en particulier au niveau de
I'interaction entre monomeéres (Menzies and Kernodle, 1994). On peut se demander si cette
thréonine 28 joue le méme rdle que 1’His35 pour la formation des pores chez les leucotoxines.
Lorsqu’on mélange HlgA avec HlgA Thr28Asp en quantité 10 fois supérieure, la fixation
secondaire de HigB n’est pas modifiée, mais il n’y a pas formation de pores. Une explication
possible est qu’a I’image de ce qui se passe chez I’o-toxine (Valeva et al., 1995), les pores des
leucotoxines sont constitués par des oligoméres contenant un mélange de composés de classe S
natif HigA et muté HigA Thr28 Asp. Dans cet oligomeére le composé de classe F, HigB, peut se
fixer sur HigA, mais pas sur HigA Thr28 Asp, de tels oligomeéres mixtes ne peuvent former des
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IV.2. Choix de nouvelles mutations

Les composés des leucotoxines sont exempts de résidus cystéine a 1’état natif, ce qui
permet d’envisager des substitutions par ce résidu, suivies de marquages spécifiques avec de
forts rendements. Deux mutants cystéine ont été construits : LukS-PV Gly10Cys et LukS-PV
Ser22Cys. LukS-PV a été choisie, car cette protéine présente peu de fixation aspécifique sur les
membranes des cellule cibles. D’autres substitutions de la Thr28 et de plusieurs acides aminés
compris dans le B-feuillet s’étendant de Trp25 a Lys3S5. Les substitutions décrites plus haut ont
été obtenues par la méthode d’amplication asymétrique décrite au B.4.3. Elles ne perturbent pas
de fagon significative la structure secondaire prédite de LukS-PV (Figure 17). Les protéines
correspondantes ont été purifi€es aprés leur leur expression dans S. aureus. Leurs
comportements chromatographiques au cours de cette purification furent tout a fait semblables a
ceux de la protéine sauvage, leurs caractéristiques physicochimiques sont également proches
(Figure 18).

IV.3. Activités biologiques des protéines mutées LukS-PV Glyl0Cys et
Ser22Cys

Les extraits cellulaires des souches recombinantes exprimant les protéines mutées et la
protéine native présentaient une activité biologique comparable sur les polynucléaires
neutrophiles humains. De méme, les protéines mutées Gly10Cys et Ser22Cys ont une activité
spécifique analogue a celle la protéine native. En effet, en fonction des concentrations
protéiques, les doses limites de protéines mutées pour obtenir 100 % de lyse de 10°
polynucléaires humains étaient comprises entre 0,089 et 0,029 ng respectivement, soit 5,3 x 107
et 3,4 x 107 U/mg. Ces valeurs sont trés proches de celle de 'activité spécifique de LukS-PV

natif (7 x 107 U/mg), en présence d'un excés de LukF-PV.

L'analyse par cytométrie en flux de LukS-PV Glyl0Cys et Ser22Cys (Figure 19)
montre que ces deux protéines ont gardé une fonctionnalité équivalente A celle de LukS-PV. Les
temps de latence avant I’apparition de I'activité biologique sont comparables et les pentes
refletent les cumuls de lyse cellulaire sont également comparables. Ces deux protéines mutées
sont considérées comme tout aussi fonctionnelles que la protéine native, et pourront servir de
support & des marquages fluorescents. Aprés le controle de leur fonctions conservées et des
niveaux de fluorescence obtenus en situation de fixation, de telles protéines permettront d’établir
des constantes de fixation apparentes de LukS-PV et d’évaluer la communauté des sites de
fixation des protéines de la méme classe.
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IV.4. Etude de l'accessibilité des résidus cystéine au DTNB

La fixation covalente de DTNB sur le ou les résidus cystéine d'une protéine non dénaturée
évoque leur accessibilité a de petites molécules en surface de la protéine. Les expériences de
fixation du DTNB ont concerné LukS-PV, LukS-PV Glyl0Cys et LukS-PV Ser22Cys. Au
préalable, les protéines purifiées ont été débarrassées du DTT sur une colonne de dessalage
PD10 (Pharmacia), puis reconcentrées sur FPLC MonoS® a DO280nm = 1,0.

Dans cette expérience, nous avons testé les protéines mutées et native en présence d'un
excés de DTNB. Ces protéines avaient été préalablement traitées ou non par du 2% SDS pour
comparer les résultats obtenus sans et avec dénaturation.

Les données de la Table 2 représentent les valeurs moyennes de 3 essais consécutifs.
Alors que la fixation du DTNB n'est pas significative pour LukS-PV natif, une absorbance est
détectée pour les protéines mutées. Nous avons pu remarqué que 1'évolution de cette fixation
était trés rapide. Les mesures d'absorbance ne variaient plus aprés 2 min de réaction. De ces
valeurs d'absorbance, il est possible de déduire une concentration de DTNB qui est trés voisine
de la concentration des protéines mutées engagées dans chaque essai, que ces protéines
aient été préalablement traitées au SDS ou non. Les deux résidus cystéine en position
10 ou 22 sont donc tout a fait accessibles au DTNB.

IV.5. Dimérisation des mutants LukS-PV Glyl0Cys et Ser22Cys

Les mutants cystéine ayant été purifiés en conditions réductrices (5 mM DTT), il est
possible qu'en absence d'agent réducteur, ils puissent se dimériser grice a la formation d’un
pont disulfure.

Nous avons observé la dimérisation spontanée (66 kDa) tres partielle (environ 10% de
dimeres) de LukS-PV Gly10Cys quatre heures aprés que celle~ci a ét€ débarrassée du DTT. En
fait, cette dimérisation reste partielle quel que soit le temps ou la protéine est conservée sans
DTT. Une dimérisation dans les mémes conditions a également été constatée pour LukS-PV
Ser22Cys. La dimérisation de ces résidus R-SH peut étre augmentée en fonction du temps et de
l'oxydation par un traitement au CuSOy - 1,10 phénanthroline (Figure 20, lignes 3 et 6). En
effet, une oxydation de 1 H dans ces conditions permet d'obtenir une proportion de 50 %
environ de dimeres. Ce rendement intermédiaire de dimérisation peut s'expliquer par un état de
protonation particulier des résidus cystéine (pKgr = 8,3). Néanmoins, l'obtention de diméres
nous a incité a les purifier. Ceci a été réalisé, non pas par gel filtration car les leucotoxines ont
un comportement de protéines globulaires dans ces systémes, mais par chromatographie FPLC
MonoS® (Figure 20). Comme le montre la Figure 20, lignes 4 et 7, les diméres de Ia
protéine LukS-PV Ser22Cys n’ont pas pu étre séparés par cette purification, alors que ceux de
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LukS-PV Gly10Cys I’ont été bien que légérement contaminés (< 10 %) et se sont avérés stables
2 4°C. Leur activité biologique a été recherchée (Figure 21A et B). Ce dimére de LukS-
PVgly10 Cys est en fait trés faiblement actif, qu’il s’agisse de I’induction du métabolisme
calcique (Figure 21B) ou de I’entrée d’éthidium (Figure 21A) assimilée 2 la lyse cellulaire,
et les activités résiduelles constatées peuvent étre rapportée a la contamination de monomeére

actif.

IV.6. Activités biologiques de certains mutants de LukS-PV

Le laboratoire a continué d’approfondir I’étude de I’interaction entre LukS-PV et LukF-
PV. LukS-PV a d’abord ét¢ ciblé, car la fixation de cette protéine sur les membranes est
spécifique par rapport & HigA. Ce travail constituera une partie de la thése de Sandra Werner.
Parmi les protéines mutées réalisées, nous présentons I’activité biologique de quatre
mutant intéressant. : LukS-PV Thr28Asp, LukS-PV Thr28Ser, LukS-PV Thr28 His, LukS-PV
Asp34Asn. Leur capacité a induire le métabolisme calcique et I'entée d’éthidium suivent les
mémes schémas différentiels (Figure 22A et B).Alors que la protéine LukS-PVThr28Ser ne
présente qu’une activité faiblement diminuée, la protéine LukS-PVThr28Asp n’est pratiquement
pas active et LukS-PV Thr28His et LukS-PV Asp34Asn possédent des potentiels
intermédiaires. Ces premiers résultats seront suivis de I’analyse de la fixation des composés de
classe S, puis des composés de classe F sur les précédents. Ils suggerent néanmoins que le
résidu His qui peut correspondre & I’His 35 de l'a-toxine impliqué dans I’oligomérisation
(Jursch et al., 1994; Krishnasastry et al., 1994; Menzies and Kemodle, 1994) n’est pas
omnipotent. Si les leucotoxines suivent un méme schéma biophysique pour I'insertion dans les
membranes, leur évolution est telle que les interactions entre protéines sont différentes. D’autre
part, il est probable que d’autres acides aminés comme Asp34 jouent un rle important soit dans
I'interaction directe entre monomeres soit dans le positionnement des résidus essentiels a celle -
ci.

V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les différentes expériences montrent que le B-feuillet est impliqué dans les interactions entre
composés de classe S et composés de classe F. La structure enticre de la protéine n’est pas
radicalement modifiée par les mutations introduites. Les protéines mutées de la Thr28 sont
encore capables de se fixer sur les mémes sites membranaires que la protéine native, mais ne
permettent plus la fixation secondaire du composé de classe F, et de ce fait n’induisent aucune
activité biologique. La fixation primaire du composé de classe S est primordiale a I’activité des
toxines. Le mode d’action séquentiel des leucotoxines constitue un avantage pour I’étude des
toxines, car il permettra de dissocier les différents mécanismes impliqués dans I’action de ces
toxines et les événements qui conduisent a I’oligomérisation et a la formation des pores. Le role
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de ce B-feuillet est approfondi par la substitution d’autres acides aminés qui le composent. Il
s’avere que le résidu Thr28 est essentiel a I’activité biologique quelque soit la rupture ou non
d’un B-feuillet, et particulitrement dans 1’oligomérisation des protomeres S/F. Le type
d’interaction au cours de cet événement est différent que dans le cas de 1’alpha-toxine. En effet,
la substitution par une histidine, résidu correspondant dans I’alpha-toxine, ne conduit pas a une
leucotoxine fonctionnelle.

Par ailleurs, il a été noté que les prédictions de structure secondaire par la méhode de
Chou et Fasman (également par la méthode de Garnier et Robson) rapportaient des taux en
contenu de feuillets  bien en dega des valeurs obtenues par la spectroscopie infrarouge. Ces
derniers résultats, comme nous allons le constater correspondent certainement a la réalité,
puisqu’ils coincident avec les données de résolution de la structure tridimensionnelle.

Comme cela avait été prédit par le calcul, la substitution en cystéine de résidus situés a la
proximité du B-feuillet de LukS-PV ne modifie pas de fagon appréciable I’activité biologique des
protéines. Nous avons montré par des expériences de marquage et de dimérisation que ces
cystéines étaient exposées et accessibles au DTNB. Ces résidus et probablement ceux qu’ils
remplacent, sont donc localisés soit en surface des protéines, soit dans une poche
conformationnelle qui est accessible a de petits ligands, et sont proches du domaine d’interaction
avec les composés de classe F. Ces mutants cystéine pourraient étre utilisés en cristallographie
(collaboration avec le Pr J.P. Samama, Toulouse) pour obtenir des dérivés de métaux lourds et
fournir des bases de données de diffraction complémentaires a celles de la protéine native en vue
d’une résolution de la structure tridimensionnelle de LukS-PV, ou de HlgA, ou de HigC. IIs
peuvent également servir de base pour des marquages spécifiques a la fluorescéine. En fait, des
deux mutants cystéine cités, seul LukS-PV Gly10Cys marqué a la fluorescéine permet d’obtenir
des niveaux de fluorescence satisfaisants en cytométrie en flux lorsque la protéine qui reste
fonctionnelle, est fixée a la surface des membranes des polynucléaires. Cette protéine permet de
déterminer le KI apparent et d’étudier la communauté des sites de fixation des composés de
classe S (résultats exploités par D.A. Colin).
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CHAPITRIE I

RESOLUTION DE LA STRUCTURE DES PROTEINES
COMPOSANT LES LEUCOTOXRINES

I. Introduction
II. ARTICLE N°2

III. Conclusion et perspectives offertes par la résolution de la structure 3D de

LukF-PV

97



I. INTRODUCTION

Depuis longtemps, la structure tridimensionnelle des toxines formant des pores intrigue
les chercheurs, car elles sont supposées subir un grand nombre de modifications
conformationnelles leur permettant une transition de 1’état hydrosoluble oi elles sont sécrétées a
un état partiellement lipostable oil elles deviennent fonctionnelles.

Apres la résolution de la structure sous la forme d’un heptamere de I’a-toxine (Song et
al., 1996), I’architecture globale d’un bon nombre de toxines formant des pores a B-feuillets
prépondérants pouvait étre considérée comme comprise au moins dans leur état lipostable.

Cependant, afin de pouvoir établir des hypothéses sur I’ampleur des modifications
conformationnelles concertées qu’adoptent ces toxines, il était nécessaire de connaitre également
leur structure sous la forme hydrosoluble a I’état de monomeére. De telles structures permettent
également de mieux appréhender l'interaction de ces protéines avec d’éventuels ligands
membranaires. C’est dans ce cadre qu’en collaboration avec 1'équipe de J. P. Samama (CNRS-
IPBS, Toulouse), nous avons pris pour projet la cristallisation des composés des leucotoxines
dans leur forme monomérique. Bien que la cristallisation de LukS-PV et de LukF-PV aient été
entreprises simultanément, des cristaux exploitables de LukS-PV n’ont jamais été obtenus.
Sachant que cette derniére protéine représente le pivot de I’activité biologique des leucotoxines
en s’associant probablement & un ligand membranaire spécifique et ensuite en subissant la
transformation évoquée plus haut, nous pouvons nous interroger sur 1’existence d’une zone
flexible dans la structure de LukS-PV. Une telle zone pourrait nécessiter 1’affinement de
conditions de stabilisation particuliéres lors de la cristallisation. Les protéines soumises a la
cristallisation ont ét€ purifiées selon la méthode décrite dans la partie Matériels et Méthodes
(C.1.1), puis concentrées a 3 mg/ml dans S0 mM NaH,PO, pH 7,0. En présence d’une salinité
réduite LukS-PV a montré une propension marquée a 1’agrégation pour des concentrations
dépassant 4 mg/ml. La structure de LukF-PV présentée ci-aprés a été obtenue grice au trempage
des cristaux de la protéine native a I’aide d’une solution d’iridium 2 haute densité. Parmi les
métaux testés (Os, Au, Ir) seul ce dernier ion métallique a présenté la capacité & déplacer sept
des huit atomes de cadmium préalablement fixés par molécule de LukF-PV lors de la
cristallisation. Les méthodes et programmes utilisés pour la résolution furent parmi les plus
actuels.
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II. ARTICLE N°2

The structure of Staphylococcus aureus leucocidin component
(LukF-PV) reveals the fold of the water-soluble species of a family

of transmembrane pore-forming toxins

Pédelacq. J D, Maveyraud. L, Prévost. G, Baba-Moussa. L, Gonzalez. A,
Courcelle. E, Shepard. W, Monteil. H, Samama. J P, Mourey. L.
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The structure of a Staphylococcus aureus leucocidin component
(LukF-PV) reveals the fold of the water-soluble species of a
family of transmembrane pore-forming toxins
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Background: Leucocidins and y-hemolysins are bi-component toxins secreted
by Staphylacoccus aureus. These toxins activate responses of specific cells
and form lethal transmembrane pores. Their leucotoxic and hemolytic activities
involve the sequential binding and the synergistic association of a class S and a
class F component, which form hetero-oligomeric complexes. The components
of each protein class are produced as non-associated, water-soluble proteins
that undergo conformational changes and oligomerization after recognition of
their cell targets.

Results: The crystal structure of the monomeric water-soluble form of the F
component of Panton-Valentine leucocidin (LukF-PV) has been solved by the
multiwavelength anomalous dispersion (MAD)} method and refined at 2.0 A
resolution. The core of this three-domain protein is similar to that of a-hemolysin,
but significant differences occur in regions that may be invalved in the mechanism
of pore formation. The glycine-rich stem, which undergoes a major rearrangement
in this process, forms an additional domain in LukF-PV. The fold of this domain is
similar to that of the neurotoxins and cardiotoxins from snake venom.
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secreted protein in this family of transmembrane pore-forming toxins. The

companson of the structures of LukF-PV and a-hemolysin provides some insights
into the mechanism of transmembrane pore formation for the bi-component toxins,

which may diverge from that of the a-hemolysin heptamer.

Introduction

Leucocidins (Luk) and y-hemolysins (Hlg) are bi-com-
ponent toxins secreted by Sraphylococcus intermedius and
Staphylococcus aureus, one of the most frequently isolated
pathogens found in hospitals [1-6). These toxins target
polymorphonuclear cells, monocytes, macrophages and ery-
throcytes and comprise the family of staphylococcal bi-
component leucotoxins [3,7]. Their toxicity involves the
synergistic combination of a class S and a class F compo-
nent [1], two non-associated exoproteins. These proteins
undergo conformational changes and form oligomeric com-
plexes after recognition of their cell targets, a process
leading to transmembrane-pore formation [5,8) and, uld-
mately, to cell death.

Several Luk and Hig toxins have been isolated from various
S. aureus strains. The genes for most of these isolated
toxins have been cloned and sequenced {2-4,6,9-11}, and
the corresponding proteins have been partitioned into the
class F and class S subtypes. Among these toxins, the

Structure March 1999, 7:277-287
http://biomednet.com/elecref/0969212600700277

© Elsevier Science Ltd ISSN 0969-2126

Panton—Valentine leucocidin (PVL) was the first to be
reported [12], purified and characterized [1]. PVL-produc-
ing strains are associated with primary cutaneous lesions,
particularly furuncles [13-15), and the PVL toxin was shown
to be highly active on human and rabbit polymorphonuclear
leucocytes [3,8]. This toxicity requires the interaction of
the S component of PVL, (LukS-PV) with a membrane-
bound receptor on human polymorphonuclear neutrophils
(PMN:s), with a Ky of less than 1 nM [16), followed by the
binding of the F component of PVL (LukF-PV) [17,18]. It
has been shown by flow cytomerry, spectrofluorimetry and
immunological studies that these sequential interactions at
the membrane surface induce several responses of the target
cells, and that pores, which are specific for the traffic of
monovalent cations, are formed [8,19-21). Biochemical data
argued for a heterohexameric assembly of the bi-compo-
nent toxins. Ultracentrifugation of toxins solubilized from
erythrocyte membranes indicated a molecular weight in the
order of 200 kDa and electrophoretic separations showed
similar amounts of the F (MW 34 kDa) and S (MW 32 kDa)
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components [5]. Studies of the interaction of several bi-
component toxins with purely lipidic vesicles, indicated
that they form membrane-attached oligomers. The two
components of each toxin were present in equal amounts,
suggesting a molar ratio of 1:1 in the oligomer [22]. The
best fit of the statistical analysis of the kinetics of vesicle
permeabilization indicated that the pores formed by the bi-
component toxins were hexameric species [22].

Here, we report the three-dimensional X-ray structure of
the secreted, water-soluble form of LukF-PV at 2.0 A reso-
lution. The multiwavelength anomalous dispersion (MAD)
method was used to solve the structure of this 301 amino
acid protein. The LukF-PV structure was compared with
that of o-hemolysin from §. awrens (23], another pore-
forming toxin [24], which has been described in its homo-
heptameric pore-forming state [25]. Our study shows the
conservation of the core domains between these two toxins
[26] and illustrates the fold of the stem domain prior to
membrane insertion. The study also yields insights into
some of the significant conformational changes pertaining
to the mechanism of assembly in this family of toxins.
Results and discussion

Overall structure

The three-dimensional structure of LukF-PV contains 22 |
B strands (64.4%) and three short segments of either 3, 0r -

o helices (5.3%). These secondary structure elements are
organized into three structural domains: the B sandwich,
the rim and the folded stem (Figure 1a). The B-sandwich
domain (residues 1-61, 80-102, 154-169, 219-249 and
268-301) is made of two six-stranded antiparallel B sheets
facing each other with an average angle of 30°. The rim
domain (residues 62~79, 170-218 and 250-267) forms an
antiparallel four-stranded open-face sandwich [27], topped
by a stretch of residues (182-218). The conformation of
this stretch may be described as two consecutive Q loops
followed by all the helical segments found in LukF-PV.
The core of the protein, made of the f sandwich and rim
domains, is similar to that of the a-hemolysin protomer
(Protein Data Bank [PDB] code 7AHL) [23). Superimposi-
tion of the two protein structures can be achieved using
either the B-sandwich or the im domains: the root mean
square (rms) differences are 0.82 A (for 116 Ca. atoms)
and 0.89 A (for 74 Ca atoms), respectively. However, the
respective orientations of the f-sandwich and rim domains
differ in the two toxins (Figure 1b), due to a rigid-body
displacement which can be described as a 10.7° rotation
followed by a 0.19 A translation along the rotation axis. This
movement may be related to the large conformational
change in the stem region of the proteins that occurs during
the process of membrane insertion [28,29).

Sequence alignment of LukF-PV and o-hemolysin was per-
formed, based on the superimposition of their three-dimen-
stonal structures. The alignment was then extended to all

class F proteins, which share around 70% identity, and
also to the class S proteins, which share 59-75% identity
among one another. Between them, these two protein
classes share 26-30% identity. The resulting multiple
sequence alignment (Figure 2) revealed several conserved
residues in o-hemolysin, class F and class S proteins. The
positions of these residues, and their contribution to the
protein fold, were analyzed using the LukF-PV three-
dimensional structure. All of these residues have an impor-
tant structural role and most could be associated into
two groups. The first group comprises 12 residues: 1le59,
Tyr82, Tyr99, Pro101, Tyr149, Leul53, Trpl164, Leu216,
Phe221, Pro223, Phe225 and Tyr245. The sidechains of
these residues form a continuous hydrophobic patch
involving all the strands in the f-sandwich domain
(Figure 3a), except for the three N-terminal strands (S1,
82 and S3) and the two C-terminal strands (SG and SH),
which are located on the same side of the B sandwich. The
strands S2, S3 and S4 are, nevertheless, held together by
hydrogen-bond interactions formed between the invari-
ant Arg247, located in strand SF, and the mainchain
oxygen atoms of residues 30 and 60 (which belong to the

-B turn between strands S2 and S3 and to S4, respectively).

These features suggest conservation of the f-sandwich fold
in all proteins. The second group of invariant residues is
located at the bottom of the rim domain and comprises

' eight residues: Phe76, Trp78, Met192, Phe193, Phe207,

Asp250, Tyr252 and Asn265. The sidechains of these
residues provide a number of hydrophobic contacts, and
polar interactions are exchanged between three buried
residues {Figure 3b). The amide sidechain of Asn265 is at
hydrogen-bonding distance from the nitrogen atom of the
indole ring of Trp78 and from the carboxylic group of
Asp250. The conservation of these residues and interac-
tions might be regarded as a folding determinant of the
rim domain. The formation of this core may be needed to
accommodate the significant sequence variations between
the class F and S proteins, which are prevalent in the two
Q-loop regions of the rim domain (Figure 2).

Conformational changes between the Initial monomeric
water-soluble and final pore-forming states

The X-ray structures of LukF-PV and the self-assembling
o-hemolysin homoheptamer illustrate the molecular species
at the first and last steps of pore formation, respectively.
Pore formation is commonly described as a four-step process
involving the water-soluble secreted form, the membrane-
bound monomer [30], an oligomeric pre-pore [31,32], and
finally, the transmembrane pore itself [25]. The stem region,
comprising residues 106148, is also known as the glycine-
rich stem. In each protomer of the a-hemolysin heptamer,
the stem forms two 65 A long antiparallel B strands, which
protrude from the protein core (Figure 1b) and constitute
one building unit of the membrane-spanning 14-stranded
B barrel {23). In the water-soluble LukF-PV protein, the
stem region is folded as a third domain made of three
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interprotomer interactions involved the folded N-termi-
nal strand and the model suggested that additional residues
at the N terminus should not impair oligomerization. We
therefore engineered a LukF-PV protein containing eight
additional residues (Gly-Pro-Leu-Gly-Ser-Pro-Glu-Phe) at
the N terminus and found no change in the toxicity of this
PVL on PMN cells compared to that of the native protein
(GP, unpublished data).

Leucotoxins composed of a given S component and
supplied with different class F proteins exhibit different
levels of toxicity on selected cell types [11], suggesting
either interaction of the F proteins with the membrane-
bound receptor of LukS-PV or incomplete pore formation
resulting from some mismatch between some F proteins,
the S protein and/or the membrane components. The pos-
sible mismatch between the F and S proteins could only
be addressed from the X-ray structure of LukF-PV. An
analysis of the sequence variation within the class F pro-
teins showed that they occur in regions located at the F-S
interface, and at the solvent-exposed region of the toxin.
The former location may be consistent with the different
levels of cytotoxicity observed with the various combina-
tion$ of S and F molecular species.

The protein monomer-membrane interactions are likely
to contribute to the drastic conformational transitions
leading to the disruption of the 2750 A? interface between
the folded stem and the B-sandwich domain, and to the
formation of significant protomer—protomer interfaces in
the oligomeric species [23]. These processes might be
influenced by the chemical content of the membrane,
which may provide some explanation for the recently pro-
posed polymorphism of the a-hemolysin toxin formed in
different membrane layers [43]. In the case of PVL, the
binding of LukS-PV to its high-affinity membrane-bound
receptor may also drive molecular events. The cooperative
effect in the transition from a folded stem to other species,
which in the case of the self-assembling a-hemolysin
could involve the conformational change of the N-termi-
nal region, may arise in PVL from protein-receptor binding
interactions. The structure of the soluble form of LukF-
PV should help in the design of engineered proteins for
furcher investigations of the binding and oligomerization
of these protein subunits in membranes.

Biological implications

Leucocidins, y-hemolysins and a-hemolysin are exotoxins
produced by Staphylococcus aureus, a common pathogen in
hospitals. These toxins are secreted as water-soluble pro-
teins of about 33 kDa but form oligomeric species upon
binding to the cell membrane. This oligomerization leads
to pore formation and is commonly described as a four-
step process involving the water-soluble species, the mem-
brane-bound monomer, an oligomeric pre-pore and finally
the transmembrane pore.

Although o-hemolysin is a self-assembling toxin, leuco-
cidins and y-hemolysins are bi-component toxins that
act through the sequential binding and synergistic asso-
ciation of a class S and a class F component to form
hetero-oligomeric complexes. X-ray structure determi-
nation of the pore-forming oligomer of a-hemolysin,
formed in deoxycholate micelles, revealed a heptameric
organization. In this mushroom-shaped structure, the
transmembrane pore appears as a 14-stranded antipar-
allel § barrel in which each protomer contributes two
65 A long antiparallel strands. In this work, the X-ray
structure of the water-soluble form of the F component
of the Panton-Valentine leucocidin (LukF-PV), solved
by the multiwavelength anomalous dispersion (MAD)
method, illustrates the molecular species that undergoes
the conformational changes and oligomerization pro-
moted by membrane association. The conservation of
the folding determinants of the protein, established on
the basis of a multiple sequence alignment of all toxic
components, suggests that the structure of LukF-PV
represents the fold of any water-soluble protein in this
family of toxins. The membrane-spanning region of the
toxin forms an additional domain in the monomeric
protein, tightly packed onto the protein core. The topol-
ogy of this domain is similar to that of erabutoxin A and
t()?:in-y from snake venom.

Biochemical and biophysical studies argued for hexam-
eric assemblies of leucocidins and a-hemolysins, contain-
ing similar amounts of the F and S components. Modeling
attempts of heptameric and hexameric oligomers of
PVL, based on 14-stranded and 12-stranded antiparallel
B-barrel pores, respectively, were in favor of the hetero-
hexameric assembly of PVL.

Materials and methods

Purification of LukF-PV

The reference S. aureus ATCC49775 was grown in yeast extract
casaminoacid sodium pyruvate (YCP) medium [11] for 16 h at 37°C
with vigorous shaking. The proteins in the culture supernatant were
precipitated with ammonium sulfate. The pellet was solubilized in
30 mM sodium phosphate (pH 6.5) and then dialyzed against the
same buffer. Negatively charged proteins were discarded by two con-
secutive separations on SP fast flow and MonoS columns {Pharmacia,
Uppsala, Sweden) using fast protein liquid chromatography (FPLC) at
4°C with an NaCl gradient ranging from 0 to 700 mM. Protein frac-
tions (80-120 mM NaCl) were pooled and adjusted to 50 mM potas-
sium phosphate, 1.5 M (NH,),SO, (pH 7.0) for chromatography on an
alkyl-superose FPLC column (Pharmacia). Pure LukF-PV was eluted
from a finear (NH,),SO, gradient (1.5-0 M). The protein was stored at
0.6 mg/m! (ODyg0,m=1.0) in 30 MM sodium phosphate, 200 mM
NaCl (pH 6.5).

Crystallization

Crystals of LukF-PV were obtained at 4°C by seeding microcrystals in
pre-equilibrated hanging drops containing the protein (20 mg/ml) in
200 mM Tris and MES butter (pH 6.8~7.0), 21% PEG 4000 (W/V) and
7 mM cadmium chlonde. The crystals belong to orthorhombic space
group P2,2,2, with cell parameters a=50.7 A, b="733 A, c =997 A,
with one molecule per asymmetric unit.
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Table 1

Data collection statistics.

Wavelength Resolution (A) Reflections Completeness (%) Rt R.* Rynd

A {outer shell)* measured/unique (outer shelt)* {outer shell)* )

Remote A, 1.1270 24.4-20 96,992/21,089 85.0 0.060 - 0.037
(2.12-2.0) (88.0) (0.101)

Edge l, 1.1053 24.4-20 92,737/21,121 86.1 0.071 0.042 0.048
(2.12-2.0) (89.8) (0.123)

Peak 11 1.1048 24.4-20 80,466/21,495 86.7 0.064 0.040 0.056
{2.12-2.0) (88.7) (0.111)

Remote A, 0.8269 24.4-20 74,044/20,710 83.3 0.063 0.051 0.050
(2.12-2.0) {89.8) (0.121)

*Values in parentheses are for the highest resolution shell. 'Ry, =Z 2| <I> [}/ ZZ [, Ry, =Z | Foy— |/ Z| o).

SR ,=Z|<lo>-<F>|Z(<F>+<>)

Data collection and phasing

A MAD experiment was performed on a single crystal soaked with
(NH,),IrCls. Soaking was performed in an X-ray capillary by adding the
iridium salt solubilized in the reservoir solution to the crystal in mother
liquor. The final concentration and soaking time were 2 mM and 16 h,
respectively. An equal volume of a cryoprotectant solution (20% glyc-
erol [w/v] in the solution used for heavy-atom soaking) was then added
for 1 h. The content of the capillary was transferred on a glass plate
and the crystal mounted in a cryo-loop and flash-cooled to 100K in a
stream of nitrogen gas. Care was taken to properly orient the crystal in
the cryo-loop in order to record the Bijvaet pairs on the same frame.
MAD diffraction data were collected at four wavelengths on X31 beam
line of the EMBL Hamburg Outstation at the Deutsches Elektronen-
Synchrotron (DESY, Germany). A fluorescence spectrum, recorded
with the frozen crystal prior to data collection, was used to select the
wavelengths in the iridium L, absorption edge (A,=1.1063A,
maximum of [f’]), at the peak (A= 1.1048 A, maximum of /) and at two
remote wavelengths (A,=1.1270 A and A,=0.8260 A) (Figure 7).
Data were coflected on an 18 cm MAR research image plate with
detector distance 180 mm, frame size 1° and approximately 4 min
exposure time. Reflection intensities were processed using the
program DENZO [44]. The CCP4 suite of programs [45] was then
used to merge and scale these intensities and to compute the struc-
ture-factor amplitudes (Table 1). For scaling and all subsequent steps,
the low-energy reference data set (A,) was chosen as 'native’ data set.
Three major heavy-atom sites were identified in dispersive difference
Patterson maps at 4.0 A resolution. Heavy-atom refinement and MAD
phasing were conducted with SHARP (46] using all data between
24.4 and 2.0 A (Table 2), which indicated four additional sites in the

anomalous residual map computed at Ay The electron-density map
was improved by solvent flattening in SOLOMON (47] assuming a
solvent content of 48% in the unit cell.

Model building and crystallographic refinement

The modified 2.0 A resolution electron-density map allowed tracing of
88% of the LukF-PV molecule, including 81% of sidechain atoms. The
structure was refined by the maximum-ikelihood method as imple-
mented in REFMAC (48] including a bulk-solvent correction computed
in X-PLOR {49}, followed by manual fitting into SIGMAA-weighted elec-
tron-density maps with TURBO-FRODO {60]. Reflections between 24.4
and 2.0 A were used in the refinement, axcluding a random set of data
(5%) for the calculation of the free R factor [61]. The final model com-
prises 2389 nonhydrogen atoms in LukF-PV, seven iridium species, one
cadmium ion, 168 water and 2 MES buffer molecules. The rms devi-
ations from ideal geometry were calculated: bond fengths, 0.012A;
angles, 2.3% dihedrals, 27.7°. The crystallographic R value and Ry,,
were 0.20 (for 19,969 reflections) and 0.24 (for 1080 reflections),
respectively. The average B factors are 16.3A? for protein atoms
{(14.2A2 and 16.3 A? for mainchains and sidechains, respectively),
50.9 A2for the iridium species, 30.1 A? for the cadmium ion and 31.6 A2
and 19.8A2 for the MES buffer and water molecules, respactively.
Ser129 and the three consecutive glycine residues (Gly130-Gly132)
display the highest temperature factors in the structure and no clear
electron density could be assigned to Asn133, Gly134 and Ser136.
Flexibility of the polypaptide chain, rather than cleavage in this region,
should be invoked as sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel elec-
trophoresis (SDS-PAGE) of dissolved crystals only revealed a single
protein band corresponding to the full-length protein.

Table 2

MAD phasing statistics.

Wavelength FIF"*(e") pisot panot REL! Raga,. ! FOM!

A) acentric/centric acentric/centric acentric/cantric
Remote A, 1.1270 -10.7/4.0 - 1.39 - 0.86 0.56/0.41
Edge A, 1.1063 ~22.0/8.5 1.84/1.18 206 0.57/0.69 0.72

Peak A, 1.1060 -16.8/15.6 1.01/0.78 2,46 0.61/0.63 0.63

Remote 1, 0.8268 ~3.8/10.2 1.29/0.97 1.81 0.71/0.75 0.76

*Values of anomalous scattering factors, as refined by SHARP [46], used for phasing. *Phasing statistics provided by the program SHARP [46];

FOM, figure of merit.
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Figure 7
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The energy dependence of the anomalous scattering factors £ and £~
in the vicinity of the iridium L, absorption edge, as derived from the
fluorescence spectrum. The energies corresponding to the four
working wavelengths are labeled: 2 {edge), 3 (peak), 1 and 4 {two
remote points).

Accession numbers

The coordinates and structure factors are deposited in the Protein
Data Bank with accession code 1pvl, to become available at the time
of publication.
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III. Conclusion et perspectives offertes par la résolution de la structure 3D de

LukF-PV

Cette structure tridimensionnelle de LukF-PV met en évidence I’importance des
modifications conformationnelles concertées qui vont avoir lieu avant 1’adoption d’une structure
lipostable. Tout d’abord, la région centrale de la structure primaire qui est présumée participer a
la formation du pore, se trouve repliée sous la forme de trois p-feuillets contre I'une des faces de
la structure (Figure 23), tenue par les interactions avec Asp38 et Thr144. Ce domaine masque
alors une surface de 2750 A? ol pointe un certain nombre de résidus apolaires. Ces résidus, au
cours de I’insertion de la protéine dans la membrane, et par analogie a la structure de 1’ o-toxine,
vont pouvoir engager une série de dépliements et d’interactions hydrophobes avec les lipides
membranaires, et se présenter finalement sous la forme de deux B-feuillets transmembranaires.
11 doit étre noté€ que les acides aminés réellement variants parmi les séquences des protéines de
classe F sont positionnés dans la face opposée de la lumicre du pore dans la structure. Cette
particularité laisse présumer de la pression de conservation de I’architecture de ces molécules,
ainsi que d’un mode de développement du pore relativement univoque, et commun a de
nombreuses protéines présentant les mémes fonctions.

Cependant, la structure tridimensionnelle de LukF-PV montre quelques différences vis a
vis de celle de I’a-toxine. Outre la région du Stem, I’ extrémité N-terminale se positionne le long
de la surface externe du chapeau alors que dans le cas de I'o-toxine, cette demiére déborde
complétement de la protéine pour venir s’encastrer dans le monomeére adjacent, créant une sorte
d’arrimage répété au sommet de 1’oligomere. Quelle répercussion peut avoir cette différence? En
fait, ce premier B -feuillet ajoute quelque peu 4 I’encombrement stérique de la protéine et pourrait
en partie expliquer la structure vraisemblablement hexamérique des leucotoxines actives. Il faut
rappeler que Kamio et coll et Ferreras et coll ont d’abord suggéré un assemblage
hexamérique de HigA-HigB dans les membranes d’hématies de lapins grice a 1’obtention
d’images en microscopie électronique montrant la présence de complexes hexamériques, puis a
la caractérisation d’un complexe protéique de 190 kDa extrait de petites vésicules unilamellaires
solubilisées. D’autre part, si ces complexes sont bouillis, les deux formes monomériques
réapparaissent avec une égale intensité suggérant qu’une équivalence pondérale entre les deux
types de protéines. Cette observation est compatible avec 1’obtention d’hexaméres formés de
trois molécules de classe S et trois molécules de classe F.

Dans ce contexte, une modélisation de LukS-PV a d’abord été réalisée en utilisant les
homologies de séquence avec LukF-PV. Ces structures sont essentiellement composées de
feuillets B, comme I’indiquaient les analyses en spectroscopie infrarouge. Un assemblage des
deux types de protéine a été réalisé et seule une formation hexamérique o LukS-PV est disposé
en alternance avec LukF-PV parait vraisemblable. Le double B -feuillet transmembranaire aurait
donc un angle de 37° par rapport a la verticale, plus relevé que celui de I’a-toxine (42°) par
rapport a I’axe de la membrane. L’une des conséquences est que le diamétre du pore est de

21 A,
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en accord avec ’estimation en microscopie électronique (Sugarawa et al., 1997) ou par la
mesure du diameétre minimum des billes de polyéthyléne glycol exclues par le pore (Colin et al.,
1997). Ce diametre est 1égérement plus réduit que celui de I’o-toxine (24 A).Dans cette structure
oligomérique, Thr28 de LukS-PV se trouve en bordure de la structure modelisée de cette
protéine, mais cependant a une distance supérieure a toute interaction possible avec un résidu de
LukF-PV. Toutefois, une légere déformation de la molécule au cours de I’oligomérisation reste
envisageable. Deux acides aminés de LukF-PV pourraient alors interagir avec la Thr28 : Lys
155 ou Asn 158. Cette hypothése pourrait étre testée grice a la mutagénese dirigée ou la Lys155
ou I’Asn158 seraient substituées par un acide aminé non polaire (Leu, Val) et dont le radical
serait différement orienté dans l’oligomere (Arg, Glu, Tyr). De méme, pour conforter la
modélisation disponible, il serait interessant de vérifier les interactions suivantes : LukS-PV
Asp9/LukF-PV Ser145, LukS-PV Lys45/LukF-PV Ser8. Des mutants cystéine de HIgA et
HigB ont ét€ produits afin de favoriser la formation de ponts disulfures lors de
I’oligomérisation. En fonction des combinaisons de mutants/protéines natives utilisées et des
ratio molaires entre protéine mutée/ protéine native utilisée, I’énergie de transfert développée par
les ponts disulfure devrait permettre une approche complémentaire de la détermination du
nombre de protéines par pore et de leur alternance. Déja, nous savons que le couple HIgA
Ser155Cys/HlgB Ser219Cys est fonctionnel et entraine la formation d’un pont disulfure (G.
Menestrina, communication personnelle).

L’article récent de Ferreras et al (Ferreras et al., 1998) rapporte que la fixation de
HigA présente une coopérativité pour I’hémolyse, avec un nombre de Hill égal a 3, qui n’est pas
en faveur de I’existence d’un ligand spécifique. Par contre, la surface membranaire des cellules
sensibles est plus rapidement saturable par les leucotoxines composées de HlgC et LukS-PV
avec des nombres de Hill égaux a 1 et 0,2, respectivement. Ces derniéres valeurs confortent
I’hypothése de I’existence de ligands spécifiques pour certains composés de classe S.

11 parait évident que s’il existe un site privilégié d’interaction avec un ligand membranaire
dans la structure des composés de classe S et F, ce dernier se situe plus probablement dans la
proximité du domaine du Stem qui va également opérer une modification conformationnelle
importante. Chaque modification de cefte région devra tenir compte de cette hypothése en
examinant la fixation résiduelle des mutants. Les acides aminés de cette région peuvent
également étre la cible de mutations pour la recherche de mutants d’affinité.

D’autres points intéressants sont notés a partir de cette structure tridimensionnelle :
- La séquence C-terminale des leucotoxines présente 10 & 12 acides aminés supplémentaires par
rapport & I’o-toxine. Ces résidus sont organisés en un B-feuilet qui prend part au -sandwich,
puis de quelques acides aminés non structurés débordant sur le domaine Rim d’ancrage A la
membrane. Le role de ces quelques acides aminés pourrait étre facilement évalué en opérant une
ou plusieurs délétions de cette séquence et en examinant la vitesse de formation des pores.
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- Lors du trempage des cristaux de LukF-PV par le sel d’iridium, seul I’un des sites de fixation
du cadmium 2a la position GlulQ7 n’a pas ét¢ déplacé. II peut s’agir d’un probleme de
stéréochimie ou de fixation privilégi€e. Nous savons d’autre part (Finck-Barbangon et al.,
1993) qu’une concentration de 2 mM en zinc suffit a bloquer I’entrée de Bet par le pore. Ces
observations pourraient suggérer que 'un ou l'autre des composés des leucotoxines soit
naturellement capable de fixer un ion divalent. Un résidu de radical acide est conservé pour
toutes les protéines de cette famille de toxines, sauf LukE. Malheureusement, LukE est trés
faiblement actif sur les polynucléaires humains et ne nous permet pas de connaitre 1’action du
zinc sur les pores formés par LukE-LukD.

- Le dépliement de la région Stem peut étre théoriquement bloqué par la substitution de deux
acides aminés en cystéine : Leul28Cys et Tyr144Cys grice a la formation théorique d’un pont
disulfure. 1l serait alors intéressant de savoir si une étape de formation des pores est inhibée : la
fixation, I’oligomérisation, I’insertion membranaire ou la formation du pore. A laquelle de ces
étapes débute la série de modifications conformationnelles concertées ?

- Cependant, il nous a paru plus intéressant encore de travailler sur la fonctionnalité du pore. En
effet, Staali et coll (Staali et al., 1998) ont rapporté que les leucotoxines a deux composés
opérent par un mécanisme double. La premiere fonction dans le temps est une activation de
canaux calciques cellulaires qui intervient dans les 150 s suivant I’application des leucotoxines,
et qui peut étre inhibée par I'usage d’adénosine, de thaspigargine, d’éconazole, La™; et ceci
indépendamment de la formation des pores qui ne sont fonctionnels qu’apreés 10-15 min et sont,
eux, bloqués par 0,2 mM Zn** ou des concentrations de Ca** non physiologiques supérieures a
2 mM.

Nous avons donc projeté le découplage de ces deux fonctions des leucotoxines car :
- il permettrait de confirmer d’une autre manicre les observations de Staali et al.

- il s’agirait d’une réalisation tout 2 fait originale dans le domaine des toxines formant des pores.
L’obtention de telles leucotoxines modifiées permettrait de mieux connaitre la réponse cellulaire
consécutive a chacune des fonctions des leucotoxines.

- en bloquant la capacité de lyse cellulaire des leucotoxines, il faudra évaluer leur toxicité sur un

modele expérimental et si elles n’induisent effectivement plus de nécrose, ces derniéres
pourraient ensuite €tre testées comme immunomodulateurs.

114



CHAPITRIEE III

TENTATIVE DE DECOUPLAGE DE L’ACTIVITE
CALCIUM-INDUCTRICE DE L’ACTIVITE FORMANT DES
PORES DES LEUCOTOXINES A DEUX COMPOSES SUR
LES POLYNUCLEAIRES HRUMAINS

1. Introduction
2. Article N°3
3. Conclusion

4. Perspectives

115



I. INTRODUCTION

Le role perméabilisant des toxines formant des pores a d’abord constitué 1’objet
prioritaire des recherches (Bhakdi et al., 1996), bien que les conséquences inflamatoires de leur
action étaient documentées (Jonas et al., 1994). Ces demiers phénoménes, mettant en jeu les
réponses secondaires des cellules ont souvent été considérés comme annexes et non spécifiques.
Le locus codant la leucocidine de Panton et Valentine a récemment été confirmé (Kaneko et al.,
1997a; Van der Vijver et al., 1972) comme inclus dans I’ADN d’un bactériophage inclus dans
I’ADN chromosomique de S. aureus. Des particules phagiques ont été obtenues aprés traitement
de la souche ATCC 49775 a la mitomycine C, mais celle-ci ne sont pas infectantes. Cette
observation explique que les différentes souches S. aureus productrices de LPV restent stables
pour ce caractére. Tenant compte de la biologie moléculaire des bactériophages, on peut
s’interroger sur I’origine du locus codant la LPV.

S. aureus est ’une des bactéries les mieux adaptées a I’écosystéme humain et aurait pu,
par le biais d’une sélection de geénes exogenes, sélectionner des facteurs biochimiques lui
permettant de dévoyer la réponse cellulaire anti-infectieuse, au profit de sa survie et de sa
multiplication.

Apres la mise en évidence de I’entrée de calcium (Finck-Barbangon et al., 1993), un ion
divalent, et d’éthidium (Meunier et al., 1995), un ion plus volumineux, faisant suite & 1’action
de la LPV, les travaux de Staali et coll (Staali et al., 1998) ont montré I’indépendance des deux
phénomenes en réalisant les conditions physiologiques permettant le blocage sélectif de chacun
des flux.

En fonction de ces différents résultats, il devrait étre théoriquement possible de modifier
les leucotoxines de telle fagon & ce que des pores non fonctionnels puissent s’édifier dans les
membranes des cellule - cibles, tout en conservant une activation cellulaire intacte.

Nous avons alors tenté deux approches par le biais de la mutagenése dirigée :

- I'une consistant & modifier la structure interne du pore

- I’autre en générant des délétions dans le " Stem" , afin que celui - ci soit moins ouvert sur

I’espace cellulaire interne.
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Abstract The consecutive cell-activation, including Ca**-channels opening, and
pore-formation leading to human neutrophils lysis were the two functions of the
Panton-Valentine leucocidin attempted to be discoupled by site-directed
mutagenesis. Of the two approaches, the first one consisting in deletions of the
cytoplasmic extremity of the transmembranous domain produced a LukF-PV
ASer125-Leul28 with a slightly reduced Ca*-induction, but with a dramatically
lowered lytic activity. The second one consisting in the modification of charges
and/or steric clutter inside the lumen of the pore led to interesting mutated
proteins: LukF-PV G131D, G131W, G130D. The latter had an intact Ca®-
induction property while the lytic ability remained 20-fold diminished. Binding
properties, intrinsic pore diameters remained comparable to the wild-type
protein. Because the mutated proteins were still able to promote interleukine-8
secretion, but were rather inactive in experimental models, new insights are
brought concerning the role of the two functions in the virulence of this bi-

component leucotoxin.

Keywords: Staphylococcus aureus, Panton-Valentine leucocidin, discoupling,

2+ . qe R . .
Ca” /ethidium penetration, stem domain, virulence.
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1. Introduction

Staphylococcal bi-component leucotoxins constitute a family [16] of pore-forming toxins
acting by the sequential interactions with target membranes of two distinct classes of proteins: S
proteins (31-32,5 kDa) and F proteins (34 - 35.5 kDa). The first described of these toxins [15,
23], the Panton-Valentine leucocidin (PVL) is known to be specific of rabbit and human
polymorphonuclear cells (PMNs), generating in vitro [7j an inflammatory response involving
chemotactic and vasodilatating factors. The production of PVL by Staphylococcus aureus (S.
aureus) strains was associated with necrotizing pyodermites such as furuncles [2]. Injections of
PVL induced dermonecrosis or high inflammatory reactions in eyes of rabbit experimental
models [3, 17]. LukS-PV, one of the two PVL-components binds first to membranes, then
allowing the binding of the second component LukF-PV, and consecutive biological effects [1,
10]. Early effects were recently distinguished as an activation process triggering Ca**
metabolism prior to the pore-forming activity and sensitising cells to some monovalent cations
[19]. Indeed, Ca* entry (1 mM out the cells) was blocked by the use of drugs such as
econazole, D600, adenosine that did not affect ethidium entry and Na'/K' exchanges.
Conversely, monovalent cations fluxes were inhibited in the presence of 0.1 mM Ca® + 0.2
mM Zn** though divalent cations penetration remained detected.

In fact, bi-component leucotoxins belong to pore-forming toxins with B-sheet rich structures,
where binding, oligomerization, prepore formation and insertion into the membranes are
generally admitted as essential steps before the pores become functional [4, 9]. The three-
dimensional structures of the water-soluble LukF-PV [14] and HigB [13], the two class F
components composing PVL and the gamma-hemolysin appeared recently at high resolution.
While LukF-PV and HlgB are 70% identical in sequence, the 3-D structures of these monomers
were very similar and comprised three distinct domains: i) a B-sandwich of two six antiparallel
B-sheets which is mostly representative of the cap structure described for the structure of the
alpha-toxin [18], ii) a central domain of three small B-sheets, iii) a third domain of four B-
sheets, two a-helixes and several turns mimicking the rim domain of the alpha-toxin heptamer.
From the comparison with the 3-D structures of the lipostable heptameric form of the alpha-
toxin, the extrended stem which finally constitutes the transmembrane f-barrel after

oligimerization appeared to be condensed as 3 central strands $-sheets in the water-soluble form
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and covered a hydrophobic interface endowed with the rest of the molecule. As the stem is
constituting the major part of the pore, it may represent a target of choice for the discoupling of
cell activation from pore-formation of bi-component leucotoxins, in order to prove that they are
two distinct functions of the staphylococcal bi-component leucotoxins and to begin the

assessment of their respective roles in the associated virulence.

2. Materials and Methods

2.1. Bacterial strains and vectors.

E. coli XL1 Blue cells [recAl endAl gyrA96 thil hsdR17 supE44 relAl lac (F’

proAB lacl® ZAM15 Tnl0 (tet'))] were used as recipient cells after site-directed mutagenesis

of recombinant plasmids (Stratagene, Montigny le Bretonneux-France). E. coli BL21 [F-,
ompT, hsdS (rB, mB’), gal (52, 53)] was used for the overexpression of Glutathione-S-
transferase (GST)-fusioned leucotoxins after being electroporated as recommended (Pharmacia,
Uppsala-Sweden). pGEX 6P-1® (Pharmacia) was the expression vector for leucotoxins and

their mutants.

2.2. Cloning and expression of LukF-PV in E. coli.

Proteins were expressed in E. coli through the GST Gene Fusion System® (Pharmacia).
Briefly, DNA fragments corresponding to secreted proteins and containing the putative 3’
inverted repeats were amplified via dedicated oligonucleotides containing EcoR1 restriction
sequences at their 5’-end. After a further EcoR1 restriction, the amplified DNA fragments were
ligated with the EcoR1-dephosphorylated pGEX-6P-1. The right oriented recombinant plasmids
were used as templates of any of the mutations discussed in this work. Site-directed
mutagenesis was achieved by using the Quick Change® Mutagenesis kit (Stratagene). Briefly,
reactions were performed in the presence of 5 ng of template (5.8 kb), 0.25 mM dNTP, 0.4 nM
of each oligonucleotide and 5 U of Pfu Turbo® DNA polymerase in 50 ul. Temperatures of
hybridization, elongation, denaturation were 50°C, 68°C, 95°C during 30 s, 3 min 30 s, 1 min,
respectively. Initial templates were eliminated with a 80 min Dpnl-restriction, and 80 ul of XL1
Blue Supercompetent® cells (Stratagene) were then transformed as recommended with 2.5 pl of
the mixture. Mutated genes were sequenced [20] from Qiagen (Paris, France) plasmid
preparations and positive plasmids were electroporated at 1.8 kV, 200 Ohms, 25 pFd in 80 ul
of E. coli BL 21 previously stored at 5.0 Ay, units in 0.1 mM Hepes, pH 7.0. Electroporated
cells were regenerated in SOC medium (1% (wt/vol) Tryptone, 0.5% (wt/vol) Yeast Extract, 10
mM NaCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,, 20 mM glucose, pH 7.0) for 1 h at 37°C.
Transformed bacteria were treated and plated as recommended (GST Gene Fusion System®,
Pharmacia).
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2.3. Purification of E. coli recombinant leucotoxin components.

Recombinant E. coli BL 21 mutated clones were inoculated from a starter into 2 x 400 ml of

2 x TY filled in two-liter Erlenmeyer flasks, and cultivated for 6 hours before overnight
induction of the GST fusioned protein with 0.2 mM IPTG. Bacteria were harvested by
centrifugation and were concentrated as a 30% (wt/vol) suspension into 30 mM NaPhosphate,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.0. Then, bacteria were cheared at 9000 pSi with a French
Press (SLM Instruments-Bioritech, Joinville */Juine-France). Cell debris were discarded by a 30
min centrifugation at 30,000 x g at 6°C and GST activity was measured at 340 nm as
recommended. A volume of lysate equivalent to 4 mg of titrated-GST was applied on a
Glutathione Sepharose 4B® (Pharmacia) column equilibrated with 60 mM Tris-HCI, pH 8.0.
The fusion protein was eluted in the same buffer containing 30 mM glutathion, and further
digested overnight by 5 U of PreScission® protease (Pharmacia) per mg of mutated proteins.
The leucotoxin components were purified through a 1.35 M to 0.45 M (NH,),SO, gradient
applied on an AlkylSuperose® Fast Performance Liquid Chromatography (Pharmacia), which
eluted at 0.75 M (NH,),SO,. The pre-purified F components were dialysed against 30 mM
MES, pH 6.3 and purified to homogeneity by a MonoS® FPLC through a 0 to 150 mM NaCl
gradient, with elution around 90 mM NaCl. Purified proteins were controlled by SDS-PAGE
and radial gel immunoprecipitation and stored at OD,g, .. = 1.0 at -80°C.

2.4. Labelled proteins

LukF-PV Ser27Cys, a functional cystein mutated protein was labelled with fluorescein S-
maleimide (Molecular Probes, Lerden - The Netherlands) at a 5-fold excess for a 10 uM protein
solution for 30 min at room temperature in 50 mM NaPhosphate, 0.15 M NaCl, 1 mM EDTA
Na,, pH 7.0. The coupling reaction was stopped by the addition of 10 mM B-mercaptoethanol.
The mixture was then desalted and the coupling yield was determined by the ratio of the
determined concentration of fluorescein (g,g,, = 81,900 cm™. mol') and that of the protein
determined by the Bradford titration (Biorad, Ivry */Seine-France).

LukF-PV Gly130Cys and LukF-PV Gly131Cys, at 40 uM in 0.2 M NaPhosphate, 1 mM j-
mercaptoethanol pH 8.0 were labelled with 15 mM AMSD [4 acetamido-4’ maleimidy] stilbene
2,2’ disulfonic acid, disodium salt disolved at 0.1 M in H,O, &,,,,, = 29,000 M' . cm
(Molecular Probes)] in dark at room temperature for 30 min. Reaction was stopped by adding
30 mM B-mercaptoethanol for 30 min in dark. Proteins solutions (Gly130Cys*, and

Gly131Cys*) were then centrifuged for 10 min at 8,000 x g at 4°C, and peptides purified onto a

FPLC MonoS® chromatography using a NaCl gradient ranging from 0 to 700 mM NaCl in 50
mM NaH,PO, pH 7.0, stored in dark at 4°C at OD,,, = 1.0.

2.5. Preparation of human polymorphonuclear cells (PMNs)

Twelve ml of J-Prep solution (TechGen) were added to 30 ml of buffy coats from healthy
donors diluted with 10 ml of 0.9% (wt/vol) NaCl, and centrifuged for 20 min at 800 x g at
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room temperature. The cell pellet was suspended within 40 ml of 0.9% (wt/vol) NaCl, 1.5%
(wt/vol) Dextran and left to sedimentation for 30 min. The supernatant was gently removed and
then, centrifuged at room temperature at 800 x g for 10 min. The new supernatant was
discarded and the erythrocytes contaminating the PMNs contained in the pellet were
resuspended and lysed into 18 ml of apyrogenic water for 45 s, before the suspension being
complemented with 2 ml of 9% (wt/vol) NaCl. After two washing steps in 50 ml of 140 mM
NaCl, 5 mM KCl, 10 mM glucose, 0.1 mM ethylene glycol-bis (beta-aminoethyl ether) N, N,
N’, N’-tetraacetic acid, 10 mM Hepes, 3 mM Tris-base (pH 7.3), the cells were suspended and
adjusted to 2 x 10° cells/ml in the same buffer. The latter buffer was used to wash the cells
treated with the Ca**-specific fluorescent probe Fluo-4 (Molecular Probes, Eugene, Oregon).

2.6. Flow cytometry measurements

Experiments were made with 5 x 10° cells/ml] loaded in 5 pM Fluo-4 solution during 1h at
37°C, then washed and resuspended in the presence of 1.1 mM Ca* for the evaluation of the
Ca* entry. Each component constituting the leucotoxins was generally added at 1 nM. Flow
cytometry measurements were performed by using a FacSort® cytometer (Becton-Dickinson, Le
Pont de Claix, France) equipped with a 15 mW argon laser tuned at 488 nm. Forward (FSC)
and Side (SSC) light scatter dot plots acquired from 3,000 purified leucocytes were classically
gated [10, 11]. Fluo-4 fluorescence due to the calcium penetration was recorded from the
fluorescence light 1 (FL1: Ag,,, = 530 nm), every 30 s during 45 min. After basic fluorescence

substraction, results were compared to the maximum fluorescence obtained with controls which
indicated the potentiality of the different pairs of leucotoxins for the opening of Ca* channels.
The fluorescence light 3 (FL3: A, = 650 nm) was used to record the fluorescence of ethidium

applied at 25 nM together with the leucotoxins. This fluorescence increased when the molecule
entered the cells by the pores formed through the plasma membrane and combined with nucleic
acids. Means from four series of data, at least, obtained from PMNs of four different donors
were calculated by Lysis 2TM software (Becton - Dickinson, France) and results were
expressed as mean percentages of maximum fluorescences of controls. Standard deviations
were not shown for clarity of the Figures, but did not vary more than * 6%.

By using a full functional fluorescein-labelled LukF-PV Ser27Cys, the binding abilities of
LukF-PV and inactive mutants combined with 3 nM LukS-PV were determined by competition
experiments in the absence of extracellular calcium using a fixed concentration of 20 nM of the
labelled LukF-PV Ser27Cys, and variable concentrations of 1, 5, 10, 20, 50, 100, 200 nM of
the mutated proteins. The residual fluorescences at the cell surface were gated during 50 min
after the application of the protein couples LukS-PV + X, in order to minimize the influence of

lysed cells in the data. Apparent inhibition constants (K1, ) were deduced by projection to

app
abcisses of the 50% means fluorescence values (IC50), with the following equation:

K1,,, = IC50 / 1 + [F/Kd;.

122



where [F] is the concentration of the fluorescent LukF-PV Ser27Cys and Kd; = 3 nM (D.A.
Colin, personal communication).

The pore diameters created by leucotoxins were assessed by an evaluation of the FSC of
treated cells (5 x 10° cells/ml) with 1 nM of LukS-PV and 40 nM of F component and 30 mM of
Polyethylene glycol (PEG) beads of different radius ( 0.94, 1.2, 1.22 and 1.44 nm). FSC
values were collected at 0, 10, 20, and 30 min after toxin application.

2.7.IL-8 titration

Equimolar amounts (1 nM or 5 nM) of PVL or LukS-PV/LukF-PV G130D, or LukS-
PV/LukF-PV ASer125-Leul28 were applied for 20 min at room temperature to 0.5 ml of the
buffer cited in § 2.5, 1.1 mM CaCl, containing 5 x 10° cells/ml. After treatment, washed cells
corresponding to half-volume of the assays was treated for lysis by 0.2% (v/v) Triton X-100
(Boehringer). Cells or cell debris were immediately pelleted at 4°C and 50 pl of the supernatant
were submitted to IL-8 titration. IL-8 from secretion fluids or cell lysates was titrated with an
ELISA kit used as recommended by the Manufacturer (Endogen-Interchim, Montlugon France).

2.8. Activity of modified LukF-PV in rabbit skin and eye models

Shaved rabbits of at least 2.5 kg were injected intradermally with 50 pl of sterile 9.55%o
(wt/vol) PBS Dulbecco solution with equal amounts (300, 1,000, 3,000, 10,000 ng) of LukS-
PV and native or mutated LukF-PV. Macroscopic clinical observations were recorded at 24, and
48h after injection of toxins. Five reaction levels [6] which reflected the intensity of the
inflammatory reaction with clear-cut differences were attributed according to the inflammatory
response: level 0 was the normal skin, level 1 showed a red inflammatory reaction (¢ = 10-15
mm) without abcess formation, level 2 showed a hot, red papule with relief (¢ = 15-20 mm, 5
mm high), level 3 showed a more intense abcess (¢ = 20-30 mm, 10 mm high) becoming blue
and oedematous, level 4 still progressed in intensity (¢ 2 30 mm, 10-15 mm high) with white
pus collection surrounded by blue oedema, level 5 showed a lesion in progress with a central
depression and pus sweating.

The injection procedure into the rabbit vitreous humor was in accordance with the ARVO
Resolution on the use of animals in research were followed. The permission (n° 04683) to
experiment on animals was given by French Ministery of Forests and Agriculture. Rabbits
weighing 2.0 to 2.5 kg were all injected in the right eye after anesthesia by intramuscular
injection of 300 pl of Zoletil®>-100 (Reading Laboratories, London). Rabbit eyes were then
instilled with 0.3% (wt/vol) atropine sulphate (Alcon Laboratories, Courbevoie, France), and 2

min later with oxybuprocain hydrochloride (Chauvin Laboratories, Montpellier, France).
Injections of 50 pul of products were made through the pars plana into the vitreous with a 25-
gauge needle without touching the crystallin lens and the retina.

Eyes were submitted to clinical observations 24 h and 48 h after injection. Clinical
modifications of the posterior chamber were assessed by using a direct ophthalmoscope (Heine)

123



according to the criteria of Nussenblatt et al. [12] identifying five increasing levels of severity:
0) normal situation without vitreous haze, 1) vitreous haze allowing observation of the optic
nerve as well as retinal vessels, 2) vitreous haze still allowing observation of vessels and optic
nerve, but with difficulty, 3) vitreous haze allowing the observation of the optic nerve only, its
boundaries being blurred, 4) vitreous haze not allowing the observation of the optic nerve. If
any, conjunctival hyperhemia, haze of the anterior chamber, chemosis, loss of iris details,
blepharitis and cedema were noticed.

3. Results

3.1. Ca** and ethidium entries induced by the mutated proteins

In order to discouple the two functions of the bi-component leucotoxins, two approaches
were explored. The first one consists in the steric or chemical modification of the lumen of the
pore by introduction of charges or molecular labels that may avoid the ethidium permeation, but
not early cell activation and Ca* channels opening. A series of substitutions by different
residues were generated at two glycine positions: Gly130Asp, Gly130Cys, Gly130Lys,
Gly130Trp, Gly131Asp, Glyl131Cys, Glyl31Trp. The two cysteine mutants were further
labelled with AMSD, a 19 A compound with quite a rigid structure. The second approach was
to reduce the length of the stem by the deletion of the polar residues between the 2 B-sheets of
the stem, rendering its structure partially transmembranous. In such a configuration, the
hydrophobic interactions of one component, at least, might favour the partial obturation of the
cytoplasmic extremity of the pore by phospholipids. Three deletions were engineered in LukF-
PV which spanned the extremity of the stem: AlLeul28-Ser135, Alle124-Ser129, ASer125-
Leul28.

Fig. 1 shows the biological activities on human PMNs of all the mutated proteins combined
with the native LukS-PV used at 1 nM. Results concerning the entry of Ca** and ethidium have
been distributed on two-three panels for clarity. No aberrant variation of the biological activity

of a given mutated protein compared to the control was observed in the assays. Amongst the

modified proteins tested, several of them beared a reduced ability to promote Ca?*-channels
opening. Figure 1A shows that LukF-PV ALeul28-Ser135, Alle124-Ser129 did not beared any

activity, as well as when they were 10-fold concentrated (data not shown). LukF-PV ASer125-
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Leul28 at 1 nM (Fig. 1A) héd a reduced Ca™-activation comprised between data obtained with
LukF-PV 1 nM and 0.1 nM. When concentrated up to 10 nM, the induced Ca*-entry into the
PMNs was comprised between data obtained for LukF-PV 1 and 10 nM. Therefore, LukF-PV
ASer125-Leul28 was assumed to be from than 5 to 10-fold less active than the native LukF-
PV. LukF-PV Gly130Cys* and Gly131Cys* (Fig. 1C) induced a dramatically lowered Ca*
induction. When the two latters were 10-fold concentrated, this activation was restaured to a
level a bit lower than for LukF-PV 1 nM. These mutated proteins were assumed to be less than
ten-fold less active than the native PVL. Figure 1B shows that Ca®-activation potentials of
LukF-PV Gly130Cys, Glyl130Asp, Gly130Lys, Gly130Trp, Gly131Cys, Glyl31Asp, and
Gly131Trp were similar to the native LukF-PV.
At the opposite, when LukF-PVGly130Asp, Gly131Trp, Gly131Asp were examined for their
ability to form pores and to facilitate the ethidium permeation (Fig. 1E), they showed interesting
because with a dramatic loss of this pore-forming activity. Indeed, Gly131Asp and Gly131Trp
used at 1 nM induced the entry of ethidium at a level corresponding to that of LukF-PV at 0.1
nM, and less for Gly130Asp. When these proteins were used at 10 nM, a slight additive entry
of ethidium was noticed (not shown) as it was observed for LukF-PV ASer125- Leul28 1 nM
or 10 nM too (Fig. 1D). The latter protein when used at 1 nM induced no more active pores than
the native protein at 0.1 nM. When used at 10 nM, the ethidium entry did not increase of 10-
fold and remained comparable to LukF-PV 0.1 nM. Therefore, in these cases concentration of
the proteins did not influence the residual pore-forming activity of the modified LukF-PV/PVL.
The other deletions studied generated non lytic leucotoxins. The pore-forming abilities of
Gly130Cys* and Gly131Cys* were significantly decreased to less than that of the native LukF-
PV at 0.05 nM (Fig. 1F). Concentration at 10 nM of these proteins increased the permeation of
the cell membranes to ethidium, to values similar to the native LukF-PV 0,1 nM. Considering
the other mutated proteins, LukF-PV Gly130Cys had a strictly comparable efficacy to form
pores whereas Gly131Cys, Gly130Lys and Gly130Trp mutants beared graduated efficacies
comprised between that of the native LukF-PV 1 nM and 0.1 nM.

Therefore, of the different mutated LukF-PV, some have both Ca**-activation and pore-
formation diminished or abolished and four others, Gly130Asp, Gly131Asp, Gly131Trp, and

ASer125-Leul28 showed decreased pore-forming abilities, whereas Ca**-penetration remained
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unchanged or diminished a little. These tendancies were also verified with the lag-times
observed before the begining of the entry of the tested molecules. These times extended from 12
min for the entry of ethidium with the native PVL to 38 min, 33, and 52 min for ASerl125-
Leul28, Glyl31Asp, and Gly130Asp mutants, respectively. Refinement of mean curves for
Ca®-activation defined lag-times of approximatelt 90 s for LukF-PV and Gly130Asp,
Gly131Asp, Gly131Trp mutants, whereas it was around 130 s for ASer125-Leul28, combined
with LukS-PV.

3.2. Binding of the mutated Luk-PV proteins

As shown in Fig. 2A for competition experiments, the different K1, , varied according to
the proteins compared to the values obtained for both LukF-PV, LukF-PV Ser27Cys (3.2 nM
and 2 nM, respectively). Values of 1.17, 13, 14.3, 6.2 and > 70 nM was obtained for LukF-PV
ASer125-Leul28, Gly131Cys*, Gly130Cys*, Alle124-Ser129, ALeu128-Ser135, whereas the
Ki,,, of the Gly130Asp mutant (3.9 nM) was similar to LukF-PV, as were those of Gly131Asp
and Gly131Trp mutants (2.8, 3.4 nM, respectively).

3.3. Pore diameters created by modified leucotoxins

The intrinsic diameter of pores formed by LukS-PV combined with LukF-PV ASer125-
Leul28, ALeul28-Ser135, Alle124-Ser129, LukF-PV Gly130Cys*, LukF-PV Gly131Cys*,
LukF-PV Gly130Asp, Gly131Asp, and Gly131Trp, respectively was assessed by revealing in
flow cytometry the modification of cell granularity consecutive to the application of calibrated
polyethylene glycol beads. In fact, every one of the couples tested formed pores excluded PEG
beads of a radius greater than 1.22 nm as it is shown for PVL, LukS-PV + LukF-PV ASer125-
Leul28 (Fig. 2B) or for LukS-PV + LukF-PV Gly130Cys* or + Glyl31Asp (Fig. 2C), or
LukF-PV Gly131Cys* (data not shown). However, it appeared that cell disorders (FSC) were
not obtained as rapidly as for the PVL for the couple composed of LukF-PV Gly130Asp (Fig.
2C) or were unsignificant, especially for LukF-PV ALeul28-Ser135, Alle124-Ser129 (Fig. 2B)

, at any of the three times considered following toxin applications.
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3.4. IL-8 secretion induced by modified leucotoxins

Titration from human PMNs treated by leucotoxins evidenced secretion of IL-8 (Fig. 3).
While PVL 1 nM did not induce a significant secretion (32 pg/ml) of IL-8, whereas at a dose of
5 nM, a significant secretion was provoked (150 pg/ml). When lysed, the treated cells released
greater amounts of IL-8 (300-350 pg/ml), but the sum of secreted and cellular IL-8
corresponded to that titrated in the lysed control cells. Finally, both the two modified
leucotoxins tested LukS-PV + LukF-PV Gly130Asp or + LukF-PV ASer125-Leul28 induced
significant IL-8 secretion (up to 140 pg/ml) even when used at 1 nM. In the two latter cases,

sums of secreted and cellular IL.-8 were near that of lysed control cells.

3.5. Inflammatory reaction promoted by modified leucotoxins

In order to determine whether host inflammatory reaction can be attributed to the
activation function, the potencies of LukS-PV + LukF-PV ASer125-Leul28 or Gly130Asp, or
Gly131Asp or Gly131Trp were compared to that of PVL in two sensitive experimental models.
When injected in the rabbit skin, dermonecrosis with pus collection (level 4) was clearly
induced with 2000 ng of PVL (1000 ng of each component) within 48 h, whereas comparable
lesions were almost obtained with 20,000 ng of LukS-PV + LukF-PV ASer125-Leul28 and
Gly130Asp (Fig. 4C). Therefore, it appeared that the mutated protein was 10-fold at least, less
active than the native toxin. Similar levels of dermonecrosis were obtained with 6,000 ng of
LukS-PV + G131D or G131W, which placed them in an intermediate value.

In the rabbit eye, differences between the respective activities were more acute. As
previously reported [17], the injection of 600 ng of PVL into the vitreous humor generated a
strong inflammatory reaction characterized by a haze in the posterior chamber that did not
allowed the observation of the optical nerve, the loss of iris details, haze in the anterior
chamber, conjunctival hyperhemia, blepharitis and ocular secretion (Fig. 4B). At the opposite,
the injection of 20,000 ng of LukS-PV + LukF-PV ASer125-Leu128, or LukF-PV Gly130Asp
did not induce a significant haze in the anterior chamber, and only a slight conjunctival
hyperhemia was observed that might be provoked in part by the injection itself (Fig. 4A). In this

model, the two mutated toxins were 30-fold, at least, less potent than the native PVL, whereas
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LukF-PV Gly131Asp and Gly131Trp were able to induce a significant inflammatory reaction in
the rabbit eye at a dose of 6,000 ng of the combined proteins with posterior chamber criteria of
3 associated to a pronounced conjonctiva (3/4 of the eyeball) both at 24 and 48 h after the

injection of toxins (data not shown).

4. Discussion

In this study, evidences were given that both the approaches attempted for the
discoupling of the Ca**-induction and the pore-formation by the staphylococcal bi-component
leucotoxins is feasable. As the goal was to reduce or to get down the pore-formation,
mutagenesis concerned the stem domain [13] of LukF-PV, one of the two proteins constituting
the PVL. Residues Gly130 and Gly131 were substituted by several different amino acids: Cys,
Trp, Asp, Lys. These glycine residues can be aligned [5, 18] with Gly134 and Leu135 of the a-
toxin, which are located in the outer and the inner leaflet of the heptameric pore, respectively
[21, 22]. Three deletions of the bottom of the stem were also tested, one of them LukF-
PVASer125-Leul28, consisting essentially in a reduction the length of the stem. Amongst these
mutated proteins, Cys-, Lys- and Gly130Trp substitutions led to proteins similarly active as the
PVL. The two deleted proteins ALeul27-Ser134, Alle124-Ile131, being completely inactive
x;/ere not equivalent, since the latter remained able to bind though with a lesser affinity, to the
same sites as the wild type protein, but unable to form a pore. When the Cys-mutants were
conjuguated to AMSD, their biological activity was reduced and their binding properties were
reduced too (Fig. 3A). However, despite the steric cluttering probably due to the label, PEG
beads of 1.2 nm, as for the PVL, still penetrate through the pores formed by modified
leucotoxins. These highly solvated, but neutral molecules may only reflect the intrinsic diameter
of pores without influence of charged residues present inside the lumen of the pore. In the case
of AMSD-labelled proteins, polar extremities of the label may be oriented inside the cells,
therefore, reducing the true clutter.
The cases of LukF-PV G130D, G131D, G131W, and ASer125-Leul28 were very interesting,
since their potentiality to promote Ca*-entry in human PMNs was similar to the wild type
protein, whereas their ability to form pores was considerably reduced, especially for G130D

and ASer125-Leul28 with a lag-time for the ethidium-entry of 52 and 38 min compared to
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12 min for LukF-PV (Fig. 1). The latter proteins bound LukS-PV-membrane complexes as
efficiently as LukF-PV (Fig. 3A). Pore-formation remained permeable to PEG beads in a
comparable manner as for PVL (Fig. 2B, 2C). IL-8 secretion induced by LukS-PV + LukF-PV
Gly130Asp was similar to that induced by the PVL, except at the concentration of 1 nM where
PVL seemed unefficient to promote I1-8 secretion. With a K1, , LukF-PV = 3 nM, it is possible
that this discrepancy may be explained by a conjuguated phenomenon of the absence of a
complete saturation of the specific sites of LukF-PV and the simultaneous development of pores
that may destroy cell metabolism, blocking I1-8 fluxes before achieving cell lysis. The latter
event would not undergo so rapidly with LukF-PV Gly130Asp or ASer125-Leul28 which
beared a reduced lysing activity. At 5 nM concentrations the leucotoxins were more saturating
their specific sites, but mutants did not enhanced their lytic activity. However, after a 20-min
period of treatment, PVL and modified leucotoxins were not promoting the neosynthesis of I1-8
by human PMNs, since sums of secreted and cellular IL-8 were comparable to the controls.
These results were in accordance with those previously described [8]. However, when
challenged on two previously documented [3, 6, 17] experimental models, the interesting
mutated proteins, especially LukF-PV Gly130Asp and ASer125-Leu128 mutants combined with
LukS-PV became poor inflammations effectors. this suggests that pore-formation is an essential
function for the virulence of PVL. One may hypothesize that as the two functions are delayed,
the first one, e.g. cell-activation favors cell recruitement and non specific immunity, but cell
lysis would amplify the latter, provide nutrients available for the bacterial multiplication and
spreading, whereas cell debris may complicate the general immune response.

In conclusion, the feasability of the discoupling of the two distinct functions of the PVL
was demonstrated. The data obtained allow to make deepen the structural basis of the
observations and to assess more precisely the respective roles in virulence of PVL of cell

activation and pore-formation.
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LEGENDS OF FIGURES

Fig. 1: Evaluation by flow cytometry of the Ca*-penetration (Panels A, B, C) and the pore-
forming abilities (Panels D, E, F) according the time, on human PMNs of LukS-PV + LukF-PV
or modified proteins indicated horizontally. Curves were calculated as means of 4 different
experiments on different donors and expressed as percentages of maximums of fluorescence.
Standard deviations (not shown for clarity) did not exceed + 6%. Ca®* entry (left) was recorded
in the presence of extracellular 1.1 mM CaCl, from Fluo-4-charged cells. Pore-formation
indicated after ethidium combination with nucleic acids was achieved in the absence of
extracellular calcium. The decrease of Fluo-4 fluorescence was assumed as a natural loss of the
probe and/or a loss due to cell lysis.

Fig.2. Binding competition experiments to LukS-PV-PmNs membranes complexes between the
fluorescein-labelled LukF-PV Ser27Cys and LukF-PV (F), LukF-PV Ser27Cys (F S27C),
LukF-PV Gly130Asp), LukF-PV Gly130Cys* (F G130C*), LukF-PV ASer125-Leul28 (F
ASer125-Leul28), LukF-PV Alle124-Ser129 (F Alle124-Ser129), LukF-PV ALeul28-Serl135
(F ALeu128-Ser135), according to percentages of fluorescence intensities and concentration of
F components. B and C. Probing the diameter of pores formed by modified leucotoxins with
calibrated PEG molecules. Forward Side Scatter variations (FSC) were recorded at 10, 20 30
min following toxin application.

Fig. 3. IL-8 titration = SD from supernatants (S) or lysates (L) of human PMNs (5 x 10°
cells/ml) from 4 different donnors treated by 1 or S nM of both LukS-PV + LukF-PV or LukF-
PV Gly130Asp, or LukF-PV ASer125-Leul28 for 20 min at room temperature.

Fig. 4. Experimental challenge of PVL and LukS-PV + LukF-PV Gly130Asp in the rabbit
vitreous humor and in the rabbit skin. A: 48 h after the injection of 20,000 ng of LukS-PV +
LukF-PV Gly130Asp in the vitreous humor, only a slight inflammation of the conjunctiva is
observed. B : 48 h after the injection of 600 ng of PVL in the vitreous humor, secretions, full
conjunctivitis, inflammation of the iris and haze into the posterior chamber are noticed. C: Up:
48 h after the intradermally injection of 600, 2000, 6000, 20000 ng of the PVL (both the
components); down: injections in the same conditions of LukS-PV + LukF-PV Gly130Asp.
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ITI. DISCUSSION

L’obtention de protéine LukF-PV mutées défectueuses dans leurs propriétés
perméabilisantes montre :

- Pinduction calcique dans les cellules et la formation des pores sont bien des
évenements indépendants. Si le mutant ASer125-Leul28 n’a plus la méme potentialité que la

protéine sauvage pour faire pénétrer le calcium, l’activité lytique est décalée par rapport a
Pactivité activatrice. De plus, lorsque la protéine est utilisée 2 une concentration 10 fois
supérieure, I’induction calcique est restaurée, mais pas 1’entrée de 1’éthidium, ce qui renforce
I’idée des pores formés mais incomplétement fonctionnels. Le phénoméne observé est encore
plus important pour LukF-PV Gly130Asp, alors que les mutants Gly1311Asp et Glyl31Trp
possédent une activité perméabilisante seulement 10 fois diminuée. Cependant les pores formés
par ces protéines mutées combinées & LukS-PV sont perméables aux " billes" de PEG d’un
diametre inférieur a 1,22 nm. Ceci peut réfléter les limites de I’information fournie pour cette
expérience : ces molécules sont trés solvatées, mais neutres; cet état de solvatation peut faciliter
leur passage et peut étre le forcer en ne réflettant finalement que le diamétre intrinséque des
pores indépendament d’une chimie de coordination pouvant étre induite par la présence de
charges dans la lumi€re des pores. En outre, les constantes de fixation des protéines pré-citées
ne semblent pas affectées. Ces modifications ne semblent donc pas influer sur la reconnaissance
du composé F avec le complexe composé S-membrane.

Les répercussions des mutations sur la structure tridimensionnelle des pores ne peuvent
étre énoncées avec certitude. En effet, la modélisation de I’hexameére (Pédelacq et al., 1999)
formé par la LPV ne permet pas de modéliser les interactions monomére-monomeére, et en sus
les mutations générées. Cependant des hypotheses peuvent étre avancées.

- Les mutants LukF-PVAlleul24-Gly129 et LukF-PVAGly128-Gly135 ont des

propriétés de fixation amoindries. En fait, le détail des niveaux d’interaction entre monomeres
S/F n’est pas encore complétement précisé. Il est possible que les délétions influencent la
structure générale de la protéine, mais la participation du domaine " Stem" , en particulier la zone
" triangle" au maintien de I’interaction entre monomére est une hypothése qui n’a pas encore &té
validée.

- Pour les quatre mutants a I’activité¢ perméabilisante réduite, deux approches ont été
suivies; 1'une consistant & modifier la structure de la paroi interne du pore, I’autre tentant

d’enfermer I'extrémité du " Stem" dans la structure lipidique de la membrane (ASerl25-

Leul28). L’introduction d’une charge négative supplémentaire ou d’un résidu Trp dans la
lumiére du pore ne suffit pas a perturber complétement I’entrée d’éthidium, et I’effet maximal est
obtenu avec Gly130Asp ol la glycine est normalement orientée vers la membrane.
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L’introduction d'une charge négative (Asp) peut provoquer une modification structurale locale
telle que le pore perd sa fonction vis a vis de 1’éthidium.

Les leucotoxines dont ’activité formant des pores est diminuée de 10 & 50 fois
présentent une activité pro-inflammatoire fortement amoindrie puisqu’elle sont trés faiblement
dermonécrotiques et faiblement inflamatoires lorsqu’elles sont injectées dans 1’humeur vitrée du
lapin. Cependant, elles induisent la sécrétion d’IL-8 4 un niveau comparable a la LPV, alors que
celle - ci ne représente qu’un tiers des stocks cellulaires immédiatement disponibles. Il
semblerait donc que cette sécrétion d’interleukine-8 ne soit pas suffisante pour initier une
inflammation notable. Si I’on admet que la LPV native est capable de lyser les cellule-cibles, les
niveaux d’interleukine-8 libérés dans le milieu extérieur devraient donc étre supérieurs. Alors
que la formation des pores et surtout la lyse cellulaire interviennent tardivement par rapport a
I’activation cellulaire, on peut imaginer que celle - ci soit responsable d’un large afflux dans le
milieu de médiateurs de I’inflammation (Konig et al., 1995), alors que certains d’entre eux
comme le leucotrieéne B4 et I'TL-8 ont pu étre néosynthétisés (Hensler et al., 1994b; Konig et
al., 1994). Cependant, les cadavres cellulaires peuvent jouer le double rdle de fournir des
éléments nutritifs essentiels (Fer) et assimilables (molécules simples) et de compliquer la
réponse immunitaire spécifique. Ces deux éléments, s’ils sont réels ne peuvent que dévoyer la
réponse immune et profiter a la multiplication et & la dissémination de S. aureus a partir d’un
point d’infection. Il y a quarante ans, avant I’acessibilité actuelle a I’hygiéne et aux moyens de
traitement, le furoncle était classiquement considéré comme une origine fréquente de septicémies
au pronostic grave (Harrisson and Lacey, 1974; Sosin et al., 1989), mais ce genre d’évolution
peut encore étre observé (Couppié et al., 1997).

IV. Perspectives

L’acide aminé Gly130 identifi€ au cours de ce travail correspond 4 Gly134 de I’ o-toxine.
Ce dernier résidu de I’a-toxine a ét€ désigné comme orienté vers 1’environnement hydrophobe
par plusieurs auteurs (Palmer et al., 1993; Valeva et al., 1996; Ward et al., 1994). L’apport
d’une charge négative peut déstructurer localement le " Stem" sans pour autant influencer

I’édification du pore et I’activation cellulaire.

Dans le prolongement de cette étude de faisabilité du découplage de I’activité formant des
pores, de futurs travaux pourront tenter de réduire encore cette derniére :

- répercutant les mémes modifications sur les composés de classe S

- en étudiant, par le biais d’autres substitutions de Gly130, Gly131 et éventuellement, la
possibilité d’obtenir des mutants incapables de perméabiliser les cellules. Dans le cas des
délétions, d’autres modifications plus réduites et se déplagant sur la séquence pourraient étre
interressantes.
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D’autre part, le fait d’obtenir des leucotoxines ne poss¢dant qu’une de leurs deux
fonctions devrait permettre d’assigner leur role inflammatoire exact. De telles toxines, seulement
activatrices, pourraient €tre testées dans un modele expérimental en tant
qu’immunomodulateurs, afin de déterminer si elles apporteraient un bénéfice a I'immunité dans
le contrdle des infections.
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CHAPITRE IV

APPROCHE EPIDEMIOLOGIQUE DES INFECTIONS A
STAPHYLOCOCCUS AUREUS EN AFRIQUE DE L*QUEST

1. Présentation
2. Article N°4
3. Conclusion et perspectives
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I. PRESENTATION

La santé des populations de 1I’afrique équatoriale et sub-équatoriale est généralement
désignée comme mise en péril par divers fléaux : malnutrition, paludisme, VIH,
onchocercose,... Le niveau sanitaire li€ a la pauvreté et a la rareté de I’eau salubre et le climat
chaud et humide sont des facteurs d’impact cruciaux. Cependant, peu de travaux font
véritablement un état des lieux des infections communautaires rencontrées dans ces pays.
L’ antibiorésistance des souches bactériennes et les infections nosocomiales sont des sujets trés
rarement discutés en Afrique. Il parait important de détailler ces problémes, afin d’établir une
information utile 2 la pratique médicale et a la prévention des maladies infectieuses.

S. aureus est 'un des germes les mieux adaptés a 1’écologie humaine et le plus
fréquemment rencontré parmi les infections hospitalieres. Les souches qui composent cette
espéce peuvent présenter de multiples mécanismes de résistance aux antibiotiques. Nous nous
sommes interressés aux infections a S. aureus rencontrées dans plusieurs Centres Hospitaliers
du Bénin, de Cbte d’Ivoire et du Togo.
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RESUME : L’analyse de l’antibio-résistance et de la production de leucotoxines de 414
souches consécutives et indépendantes de Staphylococcus aureus isolées au Bénin, en Cote
d’Ivoire et au Togo montre que leur diversité est importante, mais que le taux de résistance aux
antibiotiques est pratiquement comparable a ceux des pays industrialisés. Parmi les infections a
Staphylococcus aureus, souvent diagnostiquées a un stade avancé, la part des infections génito-
urinaires est trés importante (43 %). Si les souches prociuctn'ces de la leucotoxine LukE/LukD
sont aussi fréquentes qu’en Europe (29 %), la fréquence des souches productrices de
leucocidine de Panton et Valentine (LPV) est significativement plus élevée en Afrique (30 %
versus 2 %)(p<0,001). Cette observation pose le probleme de la manifestaion clinique de
certaines infections a S. aureus en Afrique. Les profils de macrorestriction Smal de I’ADN total
obtenus apres une électrophorése en champ pulsé sont multiples et montrent que ces souches ne
sont pas épidémiques. Ces observations centrées sur S. aureus pourraient servir de support a la
prévention et I’hygi¢ne hospitaliere dans ces pays.

Mots-clés : Staphylococcus aureus, infections, antibiorésistance, leucotoxines, bio-diversité.

SUMMARY : Antibiotic susceptibility and leucotoxin production analyzed for 414 consecutive
and independent Staphylococcus aureus strains collected in Benin, Ivory Coast and Togo
- showed an important polymorphism, despite the resistance to antibiotics was similar as that of
developed countries. From the different infections due to Staphylococcus aureus, generally
diagnosed at an advanced stage, genitourinary infections appeared frequently (43%). Although
strains producing the LukE/LukD leucotoxin were as frequent (29%) as in Europe, those
producing the Panton-Valentine leucocidin were significantly more frequent in Africa (30%
versus 2% in Strasbourg-France)(p<0.001). This observation is questioning about the clinical
expression of some Staphylococcus aureus infections in Africa. Pulsed-field gel electrophoresis
after the Smal-macrorestriction of total DNAs demonstrated polymorphism of Panton-Valentine
leucocidin-producing strains and their non epidemic spreading. This work centered on
Staphylococcus aureus might be a support for hygiene and hospital care in these countries.

Key-words: Staphylococcus aureus, infections, antibiotic susceptibility, leucotoxins, bio-

diversity
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INTRODUCTION

Staphylococcus aureus (S. aureus) est la bactérie la plus fréquemment isolée dans les
prélevements de malades hospitalisés. De nombreuses données ont été recueillies dans les pays
industrialisés, qui ne sont pas connues pour les pays en voie de développement? S. aureus est
responsable de nombreux types d’infections ou facteurs d’adhésion, facteurs opsonisants et
facteurs d’invasion se complétent pour exprimer la virulence de la bactérie. Parmi les toxines
'sécrétées par Staphylococcus aureus (S. aureus), les leucotoxines a deux composés constituent
‘une famille dont plusieurs des membres ont été récemment caractérisés [1]. Leur action résulte
de I’association a la surface des cellules cibles de deux exoprotéines non associées en solution :
I’une de classe S (31-34 kDa), I’autre de classe F (34-35 kDa). Cette classification est validée
d’une part par les identités de séquence a I’intérieur d’'une méme classe de protéines (de 55 a 70
% pour les protéines de classe S, de 70 2 80 % pour les protéines de classe F). D’autre part, la
constitution d’une leucotoxine résulte toujours de I’interaction préalable d’une protéine de classe
S avec un ligand membranaire qui dépend de la différenciation des cellules cibles, puis de celle
d’un composé de classe F. II s’ensuit une activation cellulaire doublée de Ia formation de pores
perméables aux cations monovalents [2].

La plus anciennement connue de ces leucotoxines est la leucocidine de Panton et Valentine
(LukS-PV/LukF-PV)[3, 4]. Les souches productrices (soit 2 % des souches cliniques au CHU
de Strasbourg) ont été associées aux furoncles, et inversement [5, 6]. Des complications de ces
affections sous la forme de bactériémies et de métastases pulmonaires ont été décrites [7]. Le
terme historique de gamma-hémolysine regroupe en fait deux leucotoxines : HIgA/HlgB et
HlgC/HlgB ; la premiére est la seule toxine staphylococcique ayant véritablement une action
hémolytique sur les cellules humaines [4]. Les gamma-hémolysines sont produites par
I’ensemble des souches isolées en clinique.

En ce qui concemne LukM/LukF’-PV, les souches productrices semblent étre rares dans le
recrutement d’un centre hospitalier européen [8, 9]. En revanche, pour LukE/LukD, la demniére
leucotoxine caractérisée [9], 30 % des souches cliniques de S. aureus la produisent. Les
associations cliniques concernant cette leucotoxine sont apparemment subtiles [10], et sont en
cours d’évaluation. Les différentes cibles cellulaires actuellement reconnues par les leucotoxines

a deux composés sont des polynucléaires neutrophiles, les monocytes et les macrophages pour
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la LPV, avec en outre les hématies et certains lymphocytes T pour HlgA/HlgB. Cependant, les
activités biologiques de LukM/LukF’-PV et de LukE/LukD laisse supposer sur l’existence
d’autres cibles cellulaires [9].

La multiplicité des leucotoxines est un facteur de discrimination des souches de S. aureus et peut
compléter des enquétes épidémiologiques, voire mettre en €vidence des associations cliniques
interessantes. Le but de ce travail a été d’évaluer l’antibiorésistance et la production de
leucotoxines par les souches de S. aureus isolées dans plusieurs centres hospitaliers du Bénin,

du Togo, de la Cote d’Ivoire.

MATERIELS ET METHODES

Souches de S. aureus

Les souches de S. aureus ont été récoltées durant I’année 1997 de malades différents dans les
centres hospitaliers du Bénin (soit 29 souches au Laboratoire du Dispensaire National, 22
souches isolées a la clinique Saint Luc, 57 souches au Centre Antituberculeux du Lazaret et 82
centre National Hospitalo-Universitaire de Cotonou), du Togo (109 souches au centre
Hospitalo-Universitaire de Lomé), et durant un an jusqu’en juillet 1998 en Cote d’Ivoire (115
souches au Centre Hospitalo-Universitaire d’Abidjan). Elles ont d’abord été identifiées en
Afrique comme des cocci groupés en amas a Gram (+), catalase (+), mannitol (+), DNase (+),
coagulase (+). Ces souches ont été recontrolées par les techniques conventionnelles aprés leur
acheminement au Laboratoire de Toxinologie et d’Antibiologie Bactériennes (LTAB).
L’identification de S. aureus dans les prélévements urinaires a été entreprise aprés la mise en
évidence de la présence de plus de 100 000 germes/ml.
‘Données cliniques

Le recueil des données cliniques correspondant aux souches isolées est difficile pour plusieurs
raisons :

a) le niveau de pauvreté de la population et I’absence de protection sociale étatisée incitent les
malades a consulter tardivement, & éviter ou racourcir la durée d’hospitalisation, a réduire

I'investigation biologique, elle-méme tributaire d’une pénurie chronique, ce qui rend
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inhomogénes les informations cliniques nécessaires & 1’analyse épidémiologique fine des
résultats

b) le suivi et le devenir du malade ne peuvent étre appréhendés.

Cependant, les souches présentées dans cette série sont toutes obtenues de patients différents
pour lesquels nous disposons d’un diagnostic rapide de I’infection, de la nature du prélévement,

et de la sensibilité aux antibiotiques. La comparaison des différents groupes de valeurs a été

effectuée par la détermination du test de x>

Antibiogrammes

Les antibiogrammes présentés ont été effectués par la méthode de diffusion en gélose a partir de
disques chargés en antibiotiques [ampicilline (Amp), oxacilline (Oxa), kanamycine (Kan),
gentamicine (Gm), péfloxacine, pristinamycine, érythromycine, rifampicine, fosfomycine, acide
fusidique, triméthoprime-sulfaméthoxazole]. La résistance a 1’oxacilline a été déterminée par le
diameétre d’inhibition de croissance sur une gélose hypersalée a 6,5 % (p/v) CINa ou aprés 48 h
d’incubation a 30°C. La détermination des résistances a été effectuée selon les recommandations
du Comité Frangais de I’ Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie [11].
Recherche des leucotoxines

Des plaques en polystyréne a 24 puits contenant 500 pl de YCP (Yeast Extract-Casaminoacids-
Pyruvate de Na)[9] sont ensemencées a partir d’une culture jeune et incubée 16 heures a 37°C
sous une atmosphere de 10 % en CO, avec une agitation vigoureuse. La présence de leucotoxine
a deux composés (LPV, gamma-hémolysine, LukE/LukD, LukM/LukF’-PV) est révélée par un
test d’immunoprécipitation aprés une diffusion radiale en gel d’agarose 0,6 % (p/v) en présence
d’anticorps spécifiques de lapin purifiés par affinité [9]. Aprés 16 h de diffusion, les gels sont
déshydratés et les arcs de précipitation sont revélés par une coloration au bleu de Coomassie.
Détermination des pulsotypes

Les pulsotypes des souches LPV (+) ont été déterminés & partir des préparations d’ADN total

hydrolysées par I’enzyme de restriction Smal selon la méthode déja décrite [12].

L’électrophorése est réalisée sur un appareil Geneline™ (Beckman) dans un tampon TAFE x 0,5

(TAFE x 20 = Tris 0,2 M, EDTA 10 mM, acide acétique 0,087 mM, pH = 8,2) selon la

programmation : 150 mA constants avec des champs pulsés de 2 s pendant 2 h, 14 s pendant
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1 h, 12 s pendant 1 h 30 min, 10 s pendant 2 h 30 min, 8 s pendant 6 h 30 min, 6 s pendant 6 h
30 min. Les pulsotypes figurant sur les photographies de gels d’agarose a 1 % (p/v) colorés au
bromure d’éthidium ont été comparés et classés sous forme de dendrogrammes en déterminant
les coefficients de Dice et en utilisant le programme UGPMA fourni par les logiciels Molecular

Analyst™ 1.5 et Fingerprint™ 1.12 (Biorad).

- RESULTATS

Origine des souches.
Comme I’indique le Tableau I, 414 souches de S. aureus ont été considérées dans 1’enquéte.
Ces souches proviennent de trois grands types de prélévements : les prélévements génito-
urinaires (43 %) sont particulierement fréquents, bien que ceux ou S. aureus était associé i
Staphylococcus saprophyticus ou Escherichia coli aient été éliminés. Cette premiére observation
suscite déja une interrogation sur le rdle pathogéne précis et I’expression de ces infections 2
S. aureus dans cette zone géographique. Le caractére surinfectant de S. aureus ne peut étre
écarté dans tous les cas (immunosuppression faisant suite a une crise paludique, par exemple).
Les affections cutanées tropicales sont nombreuses et peuvent se compliquer d’abcés de
- surinfection. Il n’est donc pas étonnant que les souches de S. aureus isolées de suppurations
- soient également fréquentes (31 %). Le Centre du Lazaret de Cotonou (Bénin) est un centre de
lutte contre la tuberculose ; il fut la source essentielle de souches isolées 2 partir d’expectorations
(57/83). Ces dernicres constituent le seul type de prélévement respiratoire rencontré.
Sensibilité aux antibiotiques
De rares données existent sur les profils de sensibilité aux antibiotiques des souches de
S. aureus en Afrique équatoriale [13]. Le Tableau II indique ceux des souches des trois pays
considérés. En effet, la moiti€é des souches sont résistantes a I’ampicilline. Les taux de
résistance ne varient pas significativement en fonction de la clinique ou du pays considérés et
sont de 14,5 % pour toutes les souches résistantes a 1’oxacilline et de 13 % pour les souches
OxaR-GmR-KanR, 20 % sont résistantes a la kanamycine et a la gentamicine, alors que 27 %
sont uniquement résistantes au moins 2 la kanamycine. Les six souches OxaR-GmS-Kan$S ont

été isolées dans chacun des trois pays et les trois souches ivoiriennes n’ont pas été obtenues sur
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une période de 8 mois. Avec 11 % et 17 % de souches résistantes a I’acide fusidique et au
triméthoprime-sulfaméthoxazole, les observations sont proches de moyennes européennes [14]
ou frangaises [15]. La fréquence des souches résistantes a la rifampicine, la pristinamycine, la
péfloxacine n’est pas non plus différente. La résistance a I’oxacilline parmi les grands groupes
de prélévements varie de 2,4 % pour les souches d’origine respiratoire, a 22 % pour celles
-d’origine génito-urinaire. »

Production de leucotoxines a deux composés

Leucotoxine de Panton et Valentine (LPV)

Alors que plusieurs études réalisées aux Hopitaux Universitaires de Strasbourg [16, 17]
rapportaient une incidence des souches productrices de LPV comprise entre 1,5 et 5 %, la
fréquence globale de ce type de souches en Afrique de I’Ouest est beaucoup plus élevée (30 %).
Elle est significativement différente (p < 0,001) de celles citées dans une des précédentes études
[17]. Lorsque les données sont analysées par pays, les fréquences sont également
significativement différentes (p < 0,001) méme si celle des souches isolées au Bénin apparait
plus faible (14 %), et celle des souches de C6te d’Ivoire particulierement élevée (53 %). En ce
qui concerne les différents types de prélévements, il est nécessaire de distinguer deux catégories
: ceux dont le nombre des souches est important comme les prélevements génito-urinaires, les
suppurations et les expectorations de ceux ou les recrutements sont plus réduits (prélévements
sanguins, LCR, coprocultures). Pour les prélévements les plus nombreux, les souches
productrices de LPV sont fréquentes puisqu’elles représentent 18 et 16 % des souches isolées
des infections génito-urinaires et des expectorations a S. aureus, respectivement, et 50 % des
- souches isolées des suppurations.

En ce qui concerne les infections uro-génitales (Tableau III), les principaux signes cliniques
évoqués sont des douleurs a la miction, de la fievre, des leucorrhées. Les souches LPV (+)
représentent 15.6 % des préleévements urinaires alors qu’aucune souche parmi 40 de la méme
origine et isolées aux Ho6pitaux Universitaires de Strasbourg n’était positive [17]. Nous avons
distingué les prélévements urinaires des prélévements urétraux et vaginaux. Les prélévements
urinaires positifs sont au nombre de 96, mais les souches LPV (+) représentent 15 % des 60
souches isolées chez des femmes, et 30,5 % des 36 souches isolées chez des hommes ; la

différence est appréciable (p < 0,06).
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En ce qui conceme les prélévements génitaux, ils sont peu nombreux chez les hommes, et une
souche sur cinq est LPV (+). Ces souches ne représentent que 12 % des souches isolées chez
les individus de sexe féminin. Néanmoins, les souches LPV (+) semblent plus fréquentes (p <
0,03) pour les prélévements génito-urinaires d’individus masculins que féminins.

Les suppurations positives a S. aureus, qu’elles soient superficielles (n = 117) ou profondes (n
= 12) sont souvent concernées par les souches LPV' (4), soit 50 et 55 % des souches
respectivement. Malheureusement, nous ne possédons de diagnostic précis que dans de rares
cas. Cependant, parmi les infections évoquées figurent des staphylococcies cutanées primaires :
16 furoncles et panaris. Une majorité (75 %) des souches correspondantes sont productrices de
LPV. Des souches LPV (+) ont été isolées d’infections graves comme des ostéomyélites, des
ostéites et une myosite. La encore, la proportion des souches toxinogenes est plus importante
pour les suppurations superficielles que pour une série comprenant des souches isolées de
staphylococcies primaires et secondaires [7].

Les souches de S. aureus isolées d’expectorations sont aussi plus souvent positives (15,6 %)
pour la LPV que dans I’enquéte strasbourgeoise [17]. Elles semblent moins fréquentes dans le
Centre Anti-tuberculeux du Lazaret.

Les 5 liquides céphalo-rachidiens inclus dans I’étude sont LPV (+), mais le point de départ de
ces infections n’a pu étre précisé. De méme, les deux tiers des souches d’hémocultures (11/18)
sont LPV (+), alors que lors d’une précédente étude réalisée a Strasbourg, une seule souche
positive avait ét€ observée parmi 69 hémocultures positives a S. aureus pour des patients
différents [6].

L’association LukE/LukD

La fréquence des souches productrices de LukE/LukD est de 29 % pour I’ensemble de la série,
soit un score trés comparable a celui observé pour les souches strasbourgeoises. Au niveau des
différents types de prélévements, la fréquence de ces souches avec 21 % des souches d’origine
uro-génitales, 30 % des suppurations ne présente pas de variation significative avec les
observations publiées [9]. Le chiffre de 50,6 % de positivité pour les expectorations doit étre
replacé dans un contexte oll 24 souches sont productrices de LukE/LukD parmi les 57 souches
(42 %) isolées de malades atteints de tuberculose et hospitalisés dans un seul et méme service.

La recherche de la production des trois constituants de la gamma-hémolysine et de
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LukM/LukF’-PV pour les 120 premiéres souches obtenues a montré que toutes produisaient la
gamma-hémolysine et qu’aucune ne produisait LukM/LukF’-PV, confirmant les données déja

publiées pour des souches isolées en clinique humaine {9, 17].

Antibiorésistance des souches productrices de leucotoxines

L’antibiorésistance des souches de S. aureus LPV (+) n;ﬂest pas significativement différente de
celle de I’ensemble des souches collectées. En effet, parmi ces souches LPV (+), 35,4 % sont
résistantes a 1’amoxicilline, 10,4 % sont résistantes a 1’oxacilline, 12 % sont résistantes aux
aminoglycosides et finalement 6,4 % sont multirésistantes (B-lactamines, aminoglycosides,
fluoroquinolones). Les souches LPV (+) de Cote d’Ivoire semblent plus fréquemment
résistantes, puisque 46 % sont AmR, 16,4 % sont OxaR et 11,5 % sont OxaR-KanR-GmR.
C’est également dans ce pays que les souches LPV (+) sont les plus fréquentes [48 % des
souches LPV (+) et 53 % des souches ivoiriennes]. Pour ce type de souches, celles qui sont
AmR représentent 11 % des 414 souches collectées, celles qui sont OxaR comptent pour 3 % de
I’ensemble, et les souches multirésistantes 2 %.

L’antibiorésistance des souches productrices de LukE/LukD n’est pas caractéristique, car 41 %

sont AmR, 13,6 % sont OxaR et 13,4 % sont OxaR-KanR-GmR.

Les souches africaines LPV (+) sont-elles épidémiques?

L’analyse des 125 souches LPV (+) par électrophorése en champ pulsé aprés leur
macrorestriction par I’enzyme Smal met en évidence 20 pulsotypes différents (Figure 1). La
plupart de ces profils différent largement entre eux, indiquant la variét€ des souches pouvant étre
porteuses du caractere LPV (+). Seuls les pulsotypes 5 et 6 sont proches I’un de I’autre. Les
pulsotypes 8, 13 et 16 regroupent néanmoins 24, 11 et 13 souches, respectivement, mais ces
groupes comprennent des souches isolées dans des cliniques et des pays différents. Elles ne
peuvent étre considérées comme épidémiques, mais sont plutét endémiques.

De méme, les pulsotypes obtenus a partir des 24 souches productrices de LukE/LukD isolées au
Centre Antituberculeux du Lazaret (Cotonou - Bénin) se répartissent en 9 profils différents

(Figure 2).
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Leur distribution ne permet pas de mettre en évidence une souche épidémique pouvant étre

responsable d’infections nosocomiales.

DISCUSSION

Les observations qui ont pu étre faites grice a cette enquéte montrent un certain nombre de
données différentes de celles obtenues en Europe.

Parmi les données concordantes figure les taux de résistance aux antibiotiques. En effet, les
souches de S. aureus isolées en Afrique de I’Ouest ne présentent pas de variations importantes
avec des séries de souches européennes [14], strasbourgeoises [15] en particulier pour les
proportions de souches résistantes & 1’amoxicilline, aux aminoglycosides, a 1’oxacilline. Le
résultat nouveau est que les souches de S. aureus produisant la LPV ne sont pas
particulicrement sensibles aux antibiotiques. Parmi celles<ci, 43% sont résistantes 2
I’amoxicilline et 10% a I’ oxacilline.

S. aureus est toujours fréquemment isolé (31 %) de suppurations superficielles ou profondes
[14], mais la part des préleévements génito-urinaires positifs est trés significativement plus
importante (p < 0,001). En effet, alors que les données strasbourgeoises variaient de 8 2 13 %
[15, 17], les souches africaines isolées de prélévements urogénitaux représentent une grande
part (42,5 %) parmi les autres prélevements. L’incidence de S. aureus dans ce type d’infection
devrait maintenant étre précisée. Notons que les malades affectés dans ce type d’infection sont
jeunes (< 55 ans, moyenne d’dge = 31 ans). Ils ne sont pas, dans leur grande majorité,
hospitalisés pour un probléme nécessitant 1’implantation d’une sonde urinaire au moment de la
consultation. Pour ces malades, I’infection concomitante a Plasmodium falciparum ou au VIH
n’a pu étre documentée. Outre des conditions sanitaires souvent insuffisantes et un climat chaud
et humide, un autre facteur qui pourrait influencer la survenue d’infections urinaires peut étre du
a un apport hydrique limité par ’accés a 1’eau potable, impliquant une concentration urinaire
favorisant la colonisation bactérienne.

La proportion constante de souches de S. aureus productrices de LukE/LukD sur les deux

continents met en valeur la fréquence trés augmentée des souches productrices de LPV en
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Afrique de I’Ouest. En effet, ces souches sont six 2 dix fois plus répandues, et concerne la
plupart des types de prélévements. Leur association reste plus nette avec les staphylococcies
cutanées primaires, mais 50 % des souches isolées de suppurations sont positives. Ces souches
ne correspondent pas a un clone épidémique puisque leur ADN analysé en électrophorése en
champ pulsé montre I’existence de nombreux pulsotypes dont les exemplaires redondants ne
présentent pas de communauté de lieux géographiques, de sites d’infection. Il semble donc que
ces souches soient largement disséminées dans ces pays, correspondant probablement a une
écologie propre. De récents travaux confirment I’origine bactériophagique du géne codant la
LPV [18], mais aucune preuve n’est encore apportée sur la fluidité de ce caractére génétique.

Ce travail permet d’évaluer I'importance des infections a S. aureus en Afrique de I’Ouest, et,
sachant le coit du systéme de santé pour les usagers, laisse imaginer I’existence de nombreuses
infections communautaires a cette bactérie. La dérégulation de I’achat d’antibiotiques, parfois de
mauvaise qualité, peut étre 4 I’origine de la sélection dans la population de souches résistantes.
Il y a donc un intérét & approfondir I’observation épidémiologique de ces infections afin de
pouvoir mettre en ceuvre une politique cohérente de prévention [19] en dominant la pression de

sélection d’antibiotiques inadaptés par des mesures économiques et sanitaires.
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LEGENDES DE FIGURES
Figure 1 : Dendrogramme et schéma des pulsotypes obtenus aprés une macrorestriction Smal de
I’ADN intact des 125 souches LPV (+) et la séparation des fragments d’ ADN par €lectrophorese

en champ pulsé.

Figure 2 : Neuf pulsotypes différents, obtenus apres la macrorestriction Smal de I’ADN intact et
la séparation des fragments d’ADN par €lectrophorése en champ pulsé, sont observés pour les
souches de S. aureus productrices de LukE/LukD isolées d’expectorations au Centre Anti
tuberculeux du Lazaret. Les pulsotypes des lignes 6 et 8 sont comparables. Le marqueur de
taille des fragments d’ADN est un oligomere de 'ADN du bactériophage A (New England

Biolabs, Ozyme Paris).
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Tableau I: Distribution des souches de S.aureus, LPV (+) ou LukE/lukD (+) isolées en Afrique de 1I’Quest.

Souches de S. aureus

S. aureus LPV (+)

S. aureus LuKE/LukD (+)

Bénin

Cote

Types de Togo Total | Bénin Cote Togo Total (%) | Bénin Cote Togo Total (%)
prélevements d’Ivoire d’Ivoire d’Ivoire
par pays
Prélévements 76 62 38 176 5 26 0 31 (17,6%) 21 7 9 37 (21%)
urogénitaux
Prélevements 25 30 62 117 7 20 30 57 (49%) 11 3 23 37 (31,6%)
superficiels
Prélévements 2 4 6 12 1 2 3 6 (50%) 1 0 1 2 (16,6%)
profonds
Préléevements 82 1 0 83 12 1 0 13 (15,6%) 41 1 0 42 (50,6%)
respiratoires
Préléevements 3 14 1 18 2 9 1 12 (67%) 0 0 1 1 (8,3%)
sanguins
LCR 1 2 2 5 1 2 2 5 (100%) 0 0 0 0
Coprocultures 1 2 0 3 0 1 0 1 (33%) 0 0 0 0
Total 190 115 109 414 28 61 36 125 (30,2%) 74 11 34 119 (28,7%)

Note : LCR = liquide céphalo-rachidien.
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Tableau II : Pourcentages d’antibiorésistance des souches de S. aureus isolées en

Afrique de P’QOuest.

Bénin Cote d’Ivoire Togo Total
(n= 190) (n=115) (n=109) (n= 414)

Ampicilline 68 43,5 24,7 497

Oxacilline 11,6 19 14,6 14,5

Kanamycine 21,6 37,4 27,5 27,5

Gentamicine 16,8 29,6 16,5 20,3
GmR-KanR 16,8 29,6 16,5 20
OxaR-GmR-KanR 11 16,5 12,8 13

Pefloxacine 13,7 25,2 12,8 16,6
Pristinamycine 11,5 13,9 11,0 12

Erythromycine 12,6 27,8 11,9 16,6
Rifampicine 13,7 4,3 2,8 8,2

Fosfomycine 16,3 22,6 13,7 17,4

Acide Fusidique 11,6 13,0 9,2 11,3
Triméthoprime- 24,7 13,9 7,3 17,1

sulfaméthoxazole

Note : KanR : résistant & la kanamycine, GmR : résistant a la gentamicine, OxaR : résistant a

I’oxacilline.

157




Tableau III : Détail des prélevements génito-urinaires et pourcentages de

souches LPV[+].

Type de Femmes Hommes Total
prélévement (% LPV[+]) (% LPV[+]) (%LPV[+])
urinaire 60 (15%) 36 (30,5%) 96 (15,6%)
génital 67 (11,9%) 10 (20%) 77 (11,7%)
Spermoculture -- 3 (33%) 3(33%)
Total 127 (13,4%) 49 (28,6%) 176 (18,7%)
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III. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Un certain nombre de résultats obtenus dans ce travail sont nouveaux :
- La fréquence des souches de S. aureus productrices de LPV est notablement plus importante
qu’en France.
- Les souches productrices de LPV peuvent étre résistantes aux antibiotiques .
- Les souches africaines de S. aureus peuvent étre multirésistantes aux antibiotiques
- Les infections a S. aureus sont multiples & I'instar de 1'épidémiologie générale, mais la

proportion de prélévements urogénitaux positifs est considérable.

Cependant de nombreuses données sont encore manquantes mais pourraient &tre
complétées par des études plus ciblées :
- Etablir I’incidence des infections a S. aureus dans un centre hospitalier, en considérant
séparement les consultations ambulantes et les malades hospitalisés.
- Evaluer la prévalence des infections génitales et urinaires dues a S. aureus parmi les autres
bactéries et déterminer I’expression clinique de ces infections ainsi que 1’éventuelle production
de toxines associées.
- Le probléme des infections respiratoires a S. aureus est également intéressant. Ces infections
sont-elles primaires ou consécutives a d’autres infections ? Quels types de souches sont
impliqués ? Une donnée clinique ancienne est que les pneumopathies bulleuses des jeunes
enfants étaient souvent rapprochées de I’existence de furoncles chez le malade ou les membres
de son entourage. Il semble que ces affections existent dans la population africaine, de maniére
saisonniére a I’époque des vents de sable. Une telle étude permettrait d’établir I'implication de la
LPV dans cette maladie et de conforter I’hypothése du développement d’un modele
expérimental.
- Enfin, ces études pourraient dépasser le seul rdle de S. aureus et s’intéresser aux autres
bactéries couramment responsables d’infections communautaires et nosocomiales.

11 ne faut cependant pas oublier que le niveau social moyen de la population ne lui permet
pas toujours de bénéficier rapidement et entirement d’un systéme perfomant de santé. Ce type
d’étude, pour étre précis et completement descriptif doit passer par un financement

rigoureusement évalué.

Ces enquétes épidémiologiques sont généralement importantes, car elles permettent le plus
souvent de proposer et de valider les nouvelles mesures d’hygiéne et de prévention dans les
services hospitaliers. Elles participent également a la sensibilisation des populations aux divers
périls infectueux et s’intégrent pleinement dans la prophylaxie des maladies. Elle représentent un
outil essentiel & de nombreux programmes d’amélioration de la santé.
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