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Les Escherichia coli entérotoxinogènes (ETEC) produisent 2 classes de toxines 

responsables de diarrhées sévères chez les humains et les animaux. D'une part, les 

entérotoxines thermolabiles, LTI et LTII, sont des oligomères protéiques de type A-B 

fortement apparentées à la toxine du choléra. D'autre part, les entérotoxines thermostables, 

STa et STb, sont des monomères protéiques distincts, respectivement de 2.0 et 5.2 IdDa. Le 

mécanisme de la toxine STb pour conduire à la sécrétion de fluides dans la lumière 

intestinale est encore très peu compris, alors que les connaissances sur les mécanismes 

d'action utilisés par les autres entérotoxines des ETEC sont abondantes. Pour initier le 

processus sécrétoire, une étape d'attachement à la surface des cellules épithéliales 

intestinales est généralement requise pour une entérotoxine. Dans le but d'apporter de 

nouvelles informations sur cette première étape, l'attachement entre la toxine STb et son 

tissu cible naturel, le jéjunum porcin, a été étudié. 
Premièrement, une méthode semi-quantitative en microscopie à fluorescence a été 

élaborée de façon à observer l'attachement de la toxine STb, préalablement marquée par de 

la biotine, avec des sections transversales fines de jéjunum. Certaines caractéristiques de 

l'attachement observé ont été déterminées. L'attachement est très rapide avec la bordure en 

brosse des villosités, et est dépendant de la concentration de toxine. Les températures de 4 à 

37 °C, ainsi que la présence ou Pabsence d'ions n'affectent pas l'attachement. En revanche, 

l'attachement s'est révélé nettement dépendant du pH. Un optimum de toxine fixée est 

obtenu autour de pH 6.0, correspondant au pH du jéjunum in vivo compris entre 5.5 et 6.5 

chez le porc. Enfin, d'autres tissus porcins que le jéjunum sont fixés par la toxine, suggérant 

que les molécules impliquées dans l'attachement de STb sont exprimées dans divers tissus. 

Nous avons alors examiné la nature des structures de surface cellulaire impliquées dans 

l'attachement de STb. L'incubation de la toxine a été réalisée sur les sections de tissu 

prétraitées soit chimiquement, soit à l'aide d'enzymes spécifiques. Il a été montré que les 

chaînes saccharidiques de surface sont impliquées dans l'attachement. Le prétraitement à 

l'aide de la neuraminidase de Clostridium perfringens a abolit complètement l'attachement 

de STb au tissu, indiquant l'implication de groupes d'acide neuraminique portés par les 

chaînes saccharidiques. Les protéines et leurs glycoconjugués de surface ne semblent pas 

responsables de l'attachement observé. Par contre, les molécules fixées par STb seraient de 

nature lipidique. Les glycolipides impliqués dans la fixation de STb observé avec le 

jéjunum sont composés d'un céramide et d'une chaîne oligosaccharidique (ou 

glycosphingolipides). 
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Deuxièmement, l'attachement de STb a été mesuré avec divers glycosphingolipides 

purs. Une méthode consistant à incuber la toxine STb sur une membrane de PVDF après y 

avoir déposé chacun des lipides, a permis de comparer l'attachement dans les conditions 

optimales préalablement établies avec le tissu. Les résultats ont confirmé que la présence 

des chaînes saccharidiques est requise pour l'attachement de STb. Les groupements d'acide 

neuraminique de certains gangliosides se sont avérés aussi être des structures essentielles 

reconnues par STb. Un glycosphingolipide, appelé sulfatide (ou sulfo-galactosylcéramide), 

portant un seul galactose sulfaté dans sa partie glucidique a démontré l'attachement le plus 

fort avec STb. Par ailleurs, l'attachement de STb avec le sulfatide a été fortement inhibé par 

un excès de sulfatide. La charge ionique du groupement sulfate ne serait pas seule 

responsable, car l'attachement n'a pas été inhibé ni par le galactosylcéramide, ni par un 

polymère de glucoses sulfatés (ou dextran sulfaté). De plus, l'attachement a résisté à 

l'action du tétraméthylurée, un fort inhibiteur des interactions hydrophobes. Ces 

expériences ont indiqué que la spécificité d'attachement apparaît dépendre à la fois du 

groupement sulfate et du galactose portés par le sulfatide. Nous avons ensuite recherché la 

présence du sulfatide au niveau du tissu de l'hôte. Les lipides totaux ont été extraits des 

cellules épithéliales ou du mucus du jéjunum porcin par la méthode classique de Folch, et 

analysés en chromatographie sur couche mince de silice. Dans chacun des fractionnements, 

un lipide présentait le même profil de migration en chromatographie sur couche mince que 

le sulfatide standard, et a été reconnu par un anticorps monoclonal anti-sulfatide. 

Finalement, ce lipide isolé de la couche de silice a démontré un fort attachement avec la 

toxine STb. 

En conclusion, la toxine STb présente une activité lectine avec des 

glycosphingolipides. L'ensemble des résultats indiquent que STb comporte au moins 2 sites 

d'attachement avec les glycosphingolipides, l'un pour les acides neuraminiques portés par 

des gangliosides, et l'autre pour le galactose sulfaté porté par le sulfatide. Ces molécules, 

étant présentes sur les cellules cibles de l'action de la toxine, sont fortement suspectées de 

jouer le rôle de récepteurs dans le mécanisme moléculaire sécrétoire de STb. 

Mots clés : Escherichia coli, diarrhée, entérotoxine thermostable STb, site 

d'attachement, récepteur, glycosphingolipide. 
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La plupart des souches d'Escherichia coli font partie de la microflore indigène de 

l'intestin et participent principalement à la protection de l'hôte contre une infection par les 

pathogènes. A l'intérieur de cette espèce, certaines souches colonisent l'intestin, et/ou 

envahissent plus ou moins profondément les cellules épithéliales, et/ou produisent une ou 

plusieurs toxines. Les Escherichia coli entérotoxinogènes (ou ETEC), sécrétant des 

entérotoxines dans la lumière intestinale, sont les plus fréquents agents responsables de la 

«turista», et sont aussi impliquées dans les diarrhées chez les enfants des pays sous-

développés, ainsi que chez les animaux. Chez les animaux d'élevage, cette maladie peut 

conduire à des pertes économiques importantes en raison de la mortalité, du ralentissement 

du gain de poids, et du coût de la médication. Les ETEC produisant l'entérotoxine STb sont 

une cause importante de diarrhée chez le porc, particulièrement après le sevrage (Blanco et 

al., 1997). Une diarrhée est une augmentation de la fréquence et/ou de la fluidité de 

mouvements de l'intestin provoquée par l'induction de sécrétion d'électrolytes et d'eau 

dans la lumière intestinale. Le mécanisme d'action moléculaire utilisé par STb pour 

déclencher une sécrétion de fluide dans la lumière intestinale demeure encore très peu 

compris, et n'apparaît correspondre à aucun de ceux reportés dans la pathogénèse des autres 

entérotoxines (Peterson et Whipp, 1995). La première étape du processus toxique sécrétoire 

de STb, soit l'attachement à une molécule dite «récepteur», n'est toujours pas élucidée. 

Chez les cellules eucaryotes, les récepteurs jouent un rôle primordial dans la 

communication de cellule à cellule et dans la transduction spécifique d'un signal. Au cours 

de l'évolution, de nombreux micro-organismes pathogènes ont sélectionné des sites 

d'attachement spécifiques à leurs ligands pour leur colonisation et/ou invasion ainsi que 

pour l'effet de leurs toxines sur les cellules cibles de l'hôte. Il est acquis aujourd'hui que 

l'attachement à la cellule hôte est l'étape initiale d'un processus d'infection. Cette étude 

menée sur l'entérotoxine thermostable STb vise à apporter des connaissances sur la 

première étape de son mécanisme d'action. Les deux grands objectifs que nous nous 

sommes fixés sont : 1) de mettre en évidence l'attachement de STb à la surface des cellules 

cibles, et 2) d'identifier les molécules impliquées dans cet attachement. 
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1. L'entérotoxine thermostable STb produite par 

Escherichia coli 

1. 1. Généralités sur la toxine STb 

1. 1. 1. Rétrospective 

Les Escherichia coli entérotoxinogènes (ETEC) produisent des toxines protéiques 

responsables de diarrhées chez les animaux et les humains. Ces entérotoxines sont classées 

selon leur stabilité thermique. Les toxines thermolabiles, LTI et LTII, sont des protéines 

multimériques fortement apparentées à la toxine du choléra CT sur les plans antigénique, 

fonctionnel et structural (Takeda et al., 1983; Spangler, 1992; Kaper et al., 1995). Elles 

appartiennent au grand groupe de toxines bactériennes de type A-B, composées d'une sous-

unité A portant l'activité enzymatique et de 5 sous-unités B responsables de l'attachement 

au récepteur. Par contre, les toxines thermostables, STa et STb, sont des monomères 

peptidiques, respectivement de 2.5 et 5.2 kDa. Ces 2 sous-classes de ST ont été distinguées 

en 1978 (Burgess et al., 1978). La toxine STa est soluble dans le méthanol et active dans le 

modèle du souriceau, alors que STb est insoluble dans le méthanol, inactive dans le modèle 

du souriceau, mais active dans les anses intestinales ligaturées du porcelet. La terminologie 

STA, STI, ST1, STmouse et STB, STII, ST2 ou STpig est aussi utilisée (Olsson et 

Seiderlind, 1980; Monckton et Hasse, 1988; Kupersztoch et al., 1990). De plus, il existe 

deux variants de STa, de 18 et 19 acides aminés, qui résultent de 2 clivages indépendants 

du précurseur, désignés respectivement STIa ou STaP et STIb ou STaH (Moseley et al., 

1983; Rasheed et al., 1990). Aucun variant de STb n'est connu. 

STb est la moins étudiée des entérotoxines d'E. co/i, principalement en raison de sa 

purification tardive. Elle a été purifiée à partir d'une souche sauvage d'E. coli d'origine 

porcine (Dubreuil et al., 1991), puis de souches recombinantes (Fujii et al., 1991; Dreyfus 

et al., 1992; Bossé et al., 1993; Handl et al., 1993). Les recherches ont d'abord porté sur les 

aspects épidémiologiques et génétiques, les caractéristiques physicochimiques et 

l'immunogénicité de la toxine STb. Elles s'orientent à présent vers son architecture 

moléculaire et son mécanisme d'action détaillé (Dubreuil, 1997). 
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1. 1. 2. Prévalence 

Les diarrhées causées par la toxine STb semblent dépendre à la fois de l'espèce de 

l'animal et de l'âge de l'animal. Les études portant sur l'incidence de la toxine STb 

montrent en effet que, produite seule ou en association avec d'autres toxines, elle est 

fortement associée aux souches ETEC provenant de porcs sevrés souffrant de diarrhées 

(Moon et al., 1983; De Castro et al., 1984; Mainil et al., 1986; Moon et al., 1986; Wilson et 

Francis, 1986; Fairbrother et al., 1988; Monckton et Hasse, 1988; Sôderlind et al., 1988; 

Fairbrother et al., 1989; Nagy et al., 1990; Woodward et al., 1990; Woodward et Wray, 

1990; Handl et al., 1992; Osek et Truszczynski, 1992; Blanco et al., 1997). 

L'étude de Handl et al. (1992) en est un exemple représentatif. Parmi les souches 

ETEC, provenant de porcs de moins d'une semaine à plus de 6 semaines et souffrant de 

diarrhée sur l'année 1989 en Suède, la toxine STb a été 2 fois plus communément retrouvée 

que la toxine STa (respectivement à 82 % et 39 %), et plus que la toxine LT (53%). On 

remarque qu'à l'inverse de STa, la fréquence de STb est très faible chez les porcs de moins 

d'une semaine, alors qu'elle est très élevée chez les porcelets de plus d'une semaine (91 à 

93%). De plus, STb ne semble pas causer de diarrhée sévère chez les porcs nouveaux-nés 

(Casey et al., 1998). Dans une étude espagnole récente, la production de plusieurs toxines a 

été comparée parmi des souches E. coli isolées de porcs nouveau-nés/ sevrés et souffrant 

d'une diarrhée ou de la maladie de l'oedème. Chez le porc, les souches E. coli 

vérotoxinogènes (VTEC) produisent la vérotoxine de l'oedème (VTe), appelée aussi VT2v 

ou SLTIIv pour variant de VT2 ou de SLTII (Marques et al., 1986). Blanco et al. (1997) 

montrent que STb est la toxine la plus prévalente devant STa, LT puis VTe. 

Certaines études montrent également la présence de STb, avec une incidence très 

faible, chez des souches ETEC d'origine bovine (Echeverria et al., 1985; Mainil et al., 

1990; Shin et al., 1994), aviaire (Akashi et al., 1993) et même humaine (Weikel et al., 

1986a; Lortie et al., 1991c; Handl et Flock, 1992; Okamoto et al., 1993). Un des facteurs 

gouvernant la spécificité d'hôte est corrélé à la sensibilité de STb envers les protéases 

présentes dans la lumière intestinale, en particulier les protéases de type trypsine (Whipp, 

1987; Whipp, 1990; Hitotsubashi et al., 1992a). C'est ainsi que l'addition d'inhibiteur de 

trypsine dans les anses intestinales ligaturées a permis de développer d'autres modèles 

animaux que le porc, à savoir la souris, le rat, le veau, le lapin (Dubreuil et al., 1991; Fujii 

et al., 1991; Whipp, 1991; Hitotsubashi et al., 1992a; Fujii et al., 1995). 



6 

Parfois, des souches ETEC produisant STb peuvent être retrouvées chez des porcs ne 

souffrant pas de diarrhée (Sôderlind et al., 1988). L'absence de maladie serait due à 

l'absence de structure d'adhésion sur la bactérie, de conditions environnementales 

prédisposantes pour la production de la toxine ou encore à la susceptibilité de l'hôte. En 

effet, l'absence de maladie peut s'expliquer du fait de l'absence de récepteur fonctionnel 

sur les cellules cibles ou bien de toute autre molécule intracellulaire impliquée dans le 

processus d'action de la toxine. 

1. 1. 3. Gène estB 

En 1983, deux équipes ont parallèlement cloné et séquencé le gène estB codant pour la 

toxine STb (Lee et al., 1983; Picken et al., 1983). Au départ, le gène estB a aussi été 

désigné estA (Mazaitis et al., 1981; Picken et al., 1983; Lawrence et al., 1990). La séquence 

déduite en acides aminés correspond à un peptide précurseur de STb (PréSTb) de 71 acides 

aminés, dont les 23 premiers acides aminés représentent la séquence signal. Cette séquence 

a été confirmée à partir de la molécule mature purifiée (Kupersztoch et al., 1990). 

Le gène estB est plasmidique, flanqué de 2 séquences d'insertion IS2, et porté par le 

transposon Tn4521 de 9kb (Lee et al., 1985; Hu et al., 1987; Hu et Lee, 1988). La 

transposition du gène estB n'a jamais été mise en évidence. Pourtant, parmi différents 

isolats cliniques, le gène de structure de STb est bordé de séquences flanquantes 

hétérogènes, suggérant que le gène estB pourrait être retrouvé sur différents transposons 

(Lee et al., 1985). De plus, ce gène est souvent retrouvé associé à un ou plusieurs autres 

gènes codant pour la production des entérotoxines LT et STa, des vérotoxines, de facteurs 

de colonisation, de colicines, pour la résistance aux antibiotiques, et pour des fonctions de 

transfert (Echeverria et al., 1985; Harnett et Gyles, 1985). La combinaison la plus 

communément observée est LT-STb avec le facteur d'adhésion F4 (ou K88), mais aucun 

sérotype en particulier ne lui est associée (Blanco et al., 1997; Dubreuil, 1997). 

La transcription du gène estB semble être contrôlée par un promoteur faible, ce qui 

expliquerait les quantités minimes de toxine obtenues à partir des souches sauvages 

(Spandau et Lee, 1987; Lawrence et al., 1990). Le promoteur du gène estB porterait une 

activité élevée de liaison à l'ARN polymérase, mais une activité faible d'initiation 

transcriptionnelle. La séquence du site d'initiation transcriptionnelle présente une forte 
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homologie avec la séquence consensus de la région -10 (« Pribnow box ») des E. colt, 

excepté pour la thymine finale invariante qui est remplacée par une guanine. La séquence 

du site de liaison de l'ARN polymérase est homologue à la séquence consensus 

correspondante ou région -35 (Lawrence et al., 1990). Il faut noter également que la 

distance séparant la région —10 et la région — 35 n'est pas de 17 pb mais de 15 pb. 

Néanmoins, les connaissances sur la force du promoteur ne sont pas clairement établies, et 

d'autres éléments, qui n'ont pas été étudiés, peuvent expliquer la faible expression du gène 

estB. 

Busque et al., (1995) ont montré que la production de STb est régulée par la répression 

catabolique, impliquée dans l'expression de certains facteurs de virulence chez E. coli, 

comme la toxine STa (Alderete et Robertson, 1977). En présence d'AMPc, la protéine 

catabolique represseur (ou CRP) se complexe avec l'AMPc. L'AMPc-CRP lie alors 

spécifiquement l'ADN et induit la transcription du gène, le gène estB est ainsi positivement 

régulé par l'AMPc. Par contre, en présence de glucose, l'adénylate-cyclase qui produit 

l'AMPc à partir de l'ATP est inactive. L'expression de la toxine est réprimée. Une 

séquence de régulation présente une identité de 72 % avec la séquence consensus du site de 

liaison à la protéine CRP (Busque et al., 1995). Elle est localisée 26 nucléotides en amont 

de la région -35 du gène estB, et comprend 22 paires de base (pb) avec 6 pb séparant 2 

motifs. L'alignement indique que le premier motif de cette séquence est moins conservé 

que le second. 

1. 1. 4. Biogénèse 

Les données sont suffisamment abondantes pour décrire le déroulement de la biogénèse 

de la toxine STb (Fig. 1). STb est une toxine extracellulaire d'abord synthétisée dans le 

cytoplasme sous forme du précurseur, PréSTb, de 71 acides aminés (8100 Da). 

La séquence signal est clivée, lors du passage de la membrane interne, générant un 

peptide de 48 acides aminés (5200 Da) (Kupersztoch et al., 1990; Fujii et al., 1991; 

Dreyfus et al., 1992). Le passage de la membrane interne est dépendant du système de 

sécrétion SecA, le système de sécrétion général pour la plupart des protéines du périplasme 

ou de la membrane externe chez E. colt (Kupersztoch et al., 1990). 
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ETEC terS Toxine STb 
(5200 Da) 

membrane externe 

périplasme 

membrane 
interne 

cytoplasme 

Figure 1. Modèle de la biogenèse de l'entérotoxine STb par Escherichia coli. 

Les expériences de mutagénèse dirigée menées sur les cystéines ont indiqué que les 2 

ponts disulfures de STb sont formés dans le périplasme pour protéger le peptide des 

protéases périplasmiques (Dreyfus et al., 1992; Arriaga et al., 1995). Dreyfus et al. (1992) 

suggèrent que le repliement doit empêcher les protéases périplasmiques similaires à la 

trypsine d'agir sur les 6 lysines et les 2 arginines du peptide STb. La nature exacte des 

enzymes responsables de la protéolyse de la forme réduite (-SH) de STb est en cours 

d'étude. Les produits des gènes degP ou ompT, codant pour des protéases respectivement 

périplasmique et périplasmique ancrée à la membrane externe, ne seraient pas impliqués. 

La protéine périplasmique, DsbA, responsable de la formation des ponts disulfures de 

certaines protéines du périplasme ou de la membrane externe chez E. coli (Bardwell et al., 

1991), agit sur STb dans le périplasme (Foreman et al., 1995; Okamoto et al., 1995). 

Okamoto et al. (1995) ont proposé un modèle de la formation des ponts disulfures du 

peptide STb par la protéine DsbA. La première étape est le clivage entre les acides aminés 
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en position 37 et 38 par une protéase de type trypsine. Un pont disulfure est alors formé par 

DsbA entre les cystéines en position 44 et 59. Ce pont semble induire un changement 

conformationnel rendant la molécule résistante à la protéolyse périplasmique. La formation 

du deuxième pont est ensuite catalysée, toujours par la protéine DsbA, entre les cystéines 

C33 et C71. Il a été montré que DsbA agit également sur les autres entérotoxines d'E.coli, 

STa et LT (Yu et al., 1992; Findlay et al., 1993; Yamanaka et al., 1994). 

Le peptide, correctement replié en raison des 2 ponts disulfures, est immédiatement 

relâché dans le milieu extracellulaire. Contrairement à STa, aucun clivage supplémentaire 

n'est nécessaire au passage de STb à travers la membrane externe (Moon et al., 1986). La 

sécrétion nécessite non seulement le produit du gène dsbA quant à la formation des ponts, 

mais également de to/C (Foreman et al., 1995). La protéine To1C est un canal d'ions de la 

membrane externe chez E. coli qui est bloqué par les peptides (Benz et al., 1993). Les 

toxines de la famille des RTX (« Repeats in ToXins »), notamment l'hémolysine HlyA d'E. 

co/i, requièrent la protéine de membrane externe To1C dans leur machinerie particulière de 

sécrétion (Wandersman et Delepelaire, 1990). Foreman et al. (1995) suggèrent que le 

peptide STb pourrait être sécrété directement à travers cette protéine To1C. 

1. 1. 5. Caractéristiques physicochimiques 

La protéine STb mature, caractérisée par une faible masse moléculaire de 5200 Da, 

comprend peu d'acides aminés aromatiques, soit 1 tyrosine, 2 phénylalanines et aucun 

tryptophane. Il en résulte une faible absorbance à 280 nm, son maximum d'absorption a été 

estimé à 214 nm (Handl et al., 1993). Elle est par contre riche en acides aminés basiques, 

soit 1 histidine, 2 arginines et 6 lysines. A la différence de STa, dont le point isoélectrique 

(pI) est acide, celui de STb est basique. Le pi de STb a été déterminé à 9.6 (Handl et al., 

1993), et à 9.7 (Fujii et al., 1994). 

Certaines caractéristiques physicochimiques ont été déterminées sur la toxine STb pure 

ou sur des surnageants de cultures. L'activité biologique et/ou l'immunogénicité de la 

molécule STb résistent à une température de 65°C pendant 30 minutes (Dubreuil et al., 

1991), comme à 100°C pendant 30 minutes (Burgess et al., 1978; Weikel et al., 1986b; 

Fujii et al., 1991), à des pH variant de 2.0 à 12.0 (Dubreuil et al., 1991), de 4.0 à 11.0 

(Sukumar et al., 1995), des pourcentages de méthanol variant de 60 à 93, même s'il y a 
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précipitation (Burgess et al., 1978; Fujii et al., 1991), à 100 % d'acétonitrile (Fujii et al., 

1991), à 50 % d'acide formique, à 8 M d'urée et à 2.5 % de sodium dodécyl-sulfate 

(Dubreuil et al., 1991). Par contre, ces propriétés sont abolies en présence de béta-

mercaptoéthanol à 2 % (Fujii et al., 1991), et de protéases similaires à la trypsine (Whipp, 

1987; Fujii et al., 1991; Dreyfus et al., 1992). 

1. 1. 6. Structure 

La figure 2 représente les 48 acides aminés du peptide STb mature. La forme en boucle 

Û est maintenue grâce à 2 ponts disulfures entre les cystéines C44 et C59 et entre C33 et 

C71 (Fujii et al., 1991). 

24 	

3 	
44 45 46 

STQSNK+KED- LCE- 1-1+YR+ QIAK+E- SCK+K+G 

N-terminal G 
V 

52 R+ 

53 D- 

G 

A 
C-terminal 
	

CGK+AAVMIQAGFCA G 
71 	67 	 61 59 

Figure 2. Séquence primaire et arrangement des 2 ponts disulfures (SS) de l'entérotoxine STb mature 

(schéma modifié de Dreyfus et al., 1992). La numérotation des acides aminés considère l'élimination des 23 

premiers acides aminés durant la sécrétion. X : acide aminé, X : acide aminé hydrophobe (non polaire), X: 

acide aminé hydrophile neutre (polaire), X+  : acide aminé hydrophile basique (polaire), X" : acide aminé 

hydrophile acide (polaire). 

La structure tridimensionnelle cristallographique de STb n'a pas encore été déterminée. 

Néanmoins, Sukumar et al. (1995) ont établi un modèle de la structure, basé sur des 

analyses de spectroscopies en résonance magnétique nucléaire et en dichroïsme circulaire 

(Fig. 3). La molécule contient 73 ± 2% d'hélices cc, et 4 ± 2% de tours f3. La structure des 9 

premiers acides aminés du côté N-terminal reste à être étudiée. 
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N-terminal 
région en boucle 

flexible et compacte 
(riche en glycines) 

conformation en crevasse entre les 
2 régions hélicoïdales 

région hélicoïdale 
amphipatique et stable 

C-terminal 
région hélicoïdale 
hydrophobe stable 

Figure 3. Représentation de la structure tridimensionnelle de l'entérotoxine STb (modifiée de Sukumar 

et al., 1995). En gras sont représentées les chaînes latérales des acides aminés K45, K46, R52 et D53 

exposées dans la boucle et impliquées dans la toxicité. 

Alors que la région C-terminale est riche en acides aminés hydrophobes, les 9 acides 

aminés basiques contenus dans STb sont localisés en majorité du côté N-terminal. La 

région N-terminale en hélices a des résidus 33 à 46 est amphipatique, et fait face à la 

région C-terminale hydrophobe en hélices a des résidus 61 à 67. Cette partie centrale de la 

molécule forme une crevasse, dont les 2 bordures sont les 2 régions hélicoïdales. Dans la 

région amphipatique, plusieurs acides aminés polaires sont exposés à l'extérieur, tels que 

D31, H35, Q38, K41, E42, K45 et K46, conférant une surface fortement polaire à la 

molécule. Les chaînes latérales des acides aminés hydrophobes, qui ont la propriété de se 

tourner vers l'intérieur de la molécule, forment des contacts lâches entre les 2 régions 

hélicoïdales. Par exemple, les acides aminés Y36 et R37 étendent leurs chaînes latérales 

vers l'intérieur s'associant avec la chaîne latérale de la valine V66. Le même phénomène 

d'association des chaînes latérales tournées vers l'intérieur a lieu entre les acides aminés 

A40 avec A62 et Q63. Le motif central comprend donc 2 faces séparées, l'une hélicoïdale 

amphipatique et l'autre hélicoïdale hydrophobe, et est stabilisé à la fois par les 2 ponts 

disulfures et des contacts hydrophobes. 

Les 14 acides aminés, entre les cystéines C44 à C59, correspondent à une région en 

boucle (Fig. 2). Quatre glycines, dont la propriété est de former des structures de charnière, 
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sont espacées presque symétriquement dans la boucle et permettent une grande mobilité à 

cette région (Dreyfus et al., 1992). La boucle est riche en acides aminés hydrophobes (F48, 

V51, A56, A58). Elle expose aussi 2 paires d'acides aminés chargés, l'une à l'extrémité, R52 

et D53, et l'autre en bordure, K45 et K46 (Fig. 3). Cette région apparaît plutôt compacte 

dans la mesure où sa dimension est de seulement 4.7 À (Sukumar et al., 1995). Pour 

résumer, la région de la boucle est flexible et étroite, contient un groupe d'acides aminés 

hydrophobes et expose 2 paires d'acides aminés chargés. 

1. 1. 7. Antigénicité, immunogénicité et vaccination 

Les épitopes conformationnels ne sont pas connus, mais des prédictions à l'aide du 

modèle d'Hopp et Wood basées sur le profil d'hydrophilicité indiquent la présence de 3 

épitopes linéaires majeurs (Urban et al., 1990). Ils sont localisés dans la région N-

terminale, aux positions respectives 26-31, 29-34 et 41-46. Une équipe de chercheurs a 

obtenu des anticorps contre une molécule de STb conjuguée (STb-KLH) (Hitotsubashi et 

al., 1992a). Ces anticorps neutralisent l'activité de STb, mais pas l'activité de STa, ni celle 

de CT, indiquant que les épitopes antigéniques de STb sont distincts de ceux de STa ou CT. 

L'immunogénicité de STb est faible, c'est pourquoi il s'avère difficile au premier abord de 

produire des anticorps neutralisant son activité entérotoxique. Lorsque la toxine STb 

émulsifiée avec de l'adjuvant complet de Freund est injectée à des lapins, le titre en 

anticorps obtenu est significatif. Mais ce titre reste faible même après 8 inoculations 

répétitives avec de l'adjuvant incomplet de Freund, et le sérum ne neutralise pas l'activité 

de STb (Dubreuil et al., 1991). 

D'autres chercheurs ont produit un sérum en injectant soit une protéine de fusion 

(OmpF-STb-béta galactosidase), ou un fragment de STb de 19 acides aminés conjugué 

(fragment de STb-KLH), contenant 6 des 9 acides aminés basiques du côté N-terminal pour 

favoriser la production d'anticorps (Lawrence et al., 1990). Le sérum obtenu s'est avéré 

neutralisant. Mais il réagit peu avec les faibles dilutions de l'entérotoxine dans le 

surnageant de culture, et présente des réactions croisées avec des composés inconnus des 

souches ne produisant pas STb. En 1996, Dubreuil et al. ont construit deux protéines de 

fusion avec la protéine de liaison au maltose (MBP). L'une des protéines de fusion contient 

la toxine STb mature (MBP-STb), l'autre contient les résidus 31 à 53 de STb (MBP-STb2). 
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Les deux protéines de fusion induisent la production d'anticorps. Seul MBP-STb conserve 

son activité biologique, et seul l'antisérum contre MBP-STb neutralise l'activité biologique 

de STb (Dubreuil et al., 1996). La connaissance de la structure tridimensionnelle et des 

épitopes conformationnels de la toxine devrait donc être utile pour élaborer des protéines de 

fusion plus appropriées. 

Les vaccins commerciaux, utilisés dans l'immunisation des truies afin de protéger leur 

progéniture via le colostrum, sont basés sur la prévalence des souches ETEC causant des 

diarrhées chez les porcs. Généralement, ils contiennent une souche E. coli portant les 

fimbriae F4 (K88), F5 (K99), F6 (987P) ou F41 (Moon et Bunn, 1993). Ces fimbriae ne 

sont cependant pas toujours impliqués dans les diarrhées causées par les ETEC (Casey et 

al., 1992). Une alternative est de supplémenter ces vaccins avec des toxoïdes. Dans ce sens, 

certains vaccins ont été décrits contenant une sous-unité de LT fusionnée à STa (Sanchez et 

al., 1986; Clements, 1990). Pourtant, STb est un facteur de virulence communément 

retrouvé, seul ou en combinaison avec les autres entérotoxines, chez les porcelets de plus 

d'une semaine souffrant de diarrhée (chap. 1. 1. 2.). De nouveaux vaccins, basés non 

seulement sur les adhésines, mais aussi sur STb ou un fragment de STb, pourraient 

permettre une protection plus définitive contre les infections des ETEC causant des 

diarrhées chez les porcs de plus d'une semaine. 

1. 2. Mécanisme d'action de la toxine STb 

1. 2. 1. Changements histologiques 

Les observations des modifications histologiques de l'épithélium intestinal, causés par 

STb, apparaissent contradictoires. Il est probable que ces contradictions soient dues à la 

diversité des travaux basés au départ sur l'utilisation de surnageants de culture contenant 

STb, et, plus récemment, sur la toxine purifiée. Il a été observé que la perte de villosités de 

l'épithélium intestinal chez le porc, induite à l'aide d'un virus approprié, résulte en une 

absence de réponse à STb (Whipp et al., 1985). La réponse sécrétoire de STb semble donc 

être dépendante de l'intégrité des villosités. Lorsque la toxine STb est incubée pendant 2 

heures sur un jéjunum porcin intact, des altérations microscopiques de la muqueuse 

intestinale sont induites (Whipp et al., 1986; Rose et al., 1987; Whipp et al., 1987). En 
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particulier, des cellules épithéliales responsables de l'absorption sont éliminées et les 

villosités sont partiellement atrophiées. Les auteurs supposent que cela peut expliquer la 

diminution des capacités d'absorption intestinale, et donc contribuer à l'ampleur de la 

maladie. En revanche, d'autres chercheurs n'ont observé aucune lésion de l'épithélium 

intestinal. Hitotsubashi et al. (1992b) n'ont observé aucun dommage cellulaire ou 

inflammatoire du jéjunum après 3 heures d'exposition avec de la toxine STb pure et chez la 

souris. La toxine cause uniquement une dilatation des capillaires de la sous-muqueuse et 

une diminution de l'épaisseur de la lamina propria. De même, aucun dommage n'a été 

observé après 3 à 6 heures chez un modèle porcin (Kennedy et al., 1984). Ainsi, la toxine 

STb peut être considérée comme une toxine cytotonique, mais ne semble pas être une 

cytotoxine, dans la mesure où elle ne cause pas de dommages inflammatoires de façon 

reproductible. 

1. 2. 2. Dose et temps d'action 

La toxine du choléra (CT) est la plus puissante des entérotoxines cytotoniques décrites. 

Une expérience a montré que l'ingestion de seulement 25 Ftg de toxine CT pure induit 21.9 

litres de diarrhée sur une durée de 93 heures chez des volontaires (Levine et al., 1983). En 

comparaison, une activité sécrétoire élevée peut être attribuée à STb quant à sa dose 

d'action et à son effet dans le temps. 

Les mesures obtenues in vivo dans les anses intestinales ligaturées indiquent qu'une 

faible quantité de toxine STb est produite par les souches sauvages d'E. co/i (Urban et al., 

1990; Dubreuil et al., 1991). En 1995, Peterson et Whipp ont montré que la concentration 

minimale de STb provoquant une accumulation de fluides d'environ 1 ml/cm d'intestin en 2 

heures est de 38 ng/ml (35 pmol). Le déclenchement d'une réponse similaire nécessite une 

concentration moindre de STa, à savoir 24 ng/ml (60 pmol), mais au moins 3000 fois plus 

de CT, soit 64 µg/mi (3.81 pmol). En fait, CT nécessite un délai de 4 heures pour qu'une 

concentration de seulement 52 ng/ml suffise pour déclencher une accumulation de 1 ml/cm 

d'intestin. 

Chronologiquement, la réponse in vivo due à STb diffère de celles dues à STa et à CT. 

La réponse sécrétoire causée par STa est déclenchée après 1 heure, donc plus rapidement 

par rapport aux 2 heures requises pour STb (Weikel et Guerrant, 1985; Weikel et al., 
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1986b; Whipp, 1987; Whipp, 1990; Hitotsubashi et al., 1992a). Peterson et Whipp (1995) 

ont comparé les sécrétions dues à STb, STa et CT sur la durée. Les auteurs ont démontré 

que STb, similairement à STa, induit une sécrétion rapidement et d'une durée brève, 

commençant à diminuer après 2 heures. Les expériences de Hitotsubashi et al. (1992a) 

indiquent que la diminution du taux de fluides accumulés est plus lente pour STb que pour 

STa. Après 8 heures, l'accumulation des fluides est encore présente dans le cas de STb, et 

pratiquement absente dans le cas de STa. La réponse due à CT est complètement différente, 

car elle stimule une sécrétion après un certain délai, et sur une durée nettement plus 

prolongée (Peterson et Whipp, 1995). 

1. 2. 3. Effecteur membranaire et messager secondaire 

Peterson et Whipp (1995) ont observé que des co-injections de STb avec soit STa, soit 

CT, engendrent des réponses additives. Ces expériences démontrent que STb cause une 

diarrhée par un mécanisme d'action distinct de celui de STa et de CT. L'attention est 

aujourd'hui portée sur la compréhension détaillée de ce mécanisme d'action (Fig. 4). 

La toxine STb induit rapidement une réponse dose-dépendante de la concentration 

intracellulaire de Ca2+  chez différentes lignées cellulaires d'origine intestinale ou non 

intestinale (Dreyfus et al., 1993). Alors que que les entérotoxines LT et STa stimulent 

respectivement la production intracellulaire de l'AMPc et du GMPc, le mécanisme d'action 

de STb est indépendant de l'augmentation intracellulaire des nucléotides cycliques 

(Kennedy et al., 1984; Weikel et Guerrant, 1985; Weikel et al., 1986b; Hitotsubashi et al., 

1992a; Peterson et Whipp, 1995). Autre que l'AMPc ou le GMPc, le calcium intracellulaire 

est aussi un médiateur connu pour les transports intestinaux de fluides et d'ions à travers 

l'épithélium. Dreyfus et al. (1993) ont mis en évidence que la toxine STb déclenche 

l'ouverture d'un canal calcique localisé dans la membrane plasmique. Grâce à l'utilisation 

d'agents bloquants, les auteurs ont démontré que STb induit un influx à partir de Ca2+  

extracellulaire et non d'une réserve interne. L'influx de Ca2+  dans la cellule n'a pas lieu par 

un canal à ouverture dépendante du voltage de type L, de type N ou de type T. 

Ces mêmes auteurs ont montré que l'ouverture du canal est dépendante de 

l'attachement de STb avec un récepteur couplé à une protéine régulatrice de liaison au GTP 

(ou protéine G). L'ouverture du canal est, en effet, bloquée par des antagonistes de protéine 



16 

G, comme la toxine pertussique (PT) ou la somatostatine. La toxine PT est souvent utilisée 

pour mettre en évidence l'implication ou non de protéines G, car elle catalyse l'ADP-

rybosylation de la 

sous-unité a de différentes protéines G trimériques (a, 13, y) (Kaslow et Burns, 1992). 

L'ADP-ribosylation conduit à empêcher la liaison de la sous-unité a avec le récepteur et 

donc son effet physiologique régulateur selon l'effecteur impliqué. La protéine G, 

impliquée dans l'ouverture du canal à Ca2+  suite à l'action de STb, serait une protéine G 

inhibitrice de type 3 (Go) (Harville et al., 1995). Ainsi, STb stimule un canal à Ca2+  dans la 

membrane plasmique dont l'ouverture dépend d'un ligand (récepteur) et est régulée par une 

protéine G (Fig. 4). 

1. 2. 4. Médiateurs sécrétoires intestinaux 

De nombreux résultats, accumulés ces dernières années, indiquent que l'action de STb 

implique 2 médiateurs sécrétoires (ou sécrétagogues). La sérotonine ou 5-

hydroxytryptamine (5-HT) et la prostaglandine E2 (PGE2) sont libérés de façon dose-

dépendante et rapide dans la lumière d'anses intestinales ligaturées traitées par STb chez 

différents modèles animaux (Hitotsubashi et al., 1992b; Fujii et al., 1995; Harville et 

Dreyfus, 1995; Peterson et Whipp, 1995). Cependant, les sites d'action de ces hormones, 

comme les mécanismes utilisés par STb pour stimuler leur libération, ne sont pas 

clairement élucidés. La monocouche de cellules épithéliales, exposées à la lumière 

intestinale, est composée d entérocytes au sommet des villosités (ou villi) et de cellules 

entérochromaffines à la base (ou cellules endocrines) pouvant libérer, respectivement, la 

PGE2  et la 5-HT. La toxine STb est produite dans l'intestin et peut donc agir directement 

sur ces cellules. Les médiateurs libérés peuvent ensuite intéragir avec d'autres types 

cellulaires du tissu intestinal, que ce soit de la muqueuse, de la sous-muqueuse ou de la 

musculeuse, et stimuler alors indirectement l'action de STb en amplifiant la sécrétion 

d'électrolytes ou encore le péristaltisme de l'intestin. 

L'observation histologique d'anses intestinales ligaturées traitées par STb montre une 

dilatation des capillaires, probablement due au changement du volume sanguin des cellules 

intestinales mucosales (Hitotsubashi et al., 1992a). Cet effet est caractéristique de l'action 

des prostaglandines. Plusieurs données indiquent que la toxine STb stimule la synthèse et 
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l'excrétion de la PGE2. L'analyse des tissus et des fluides indique une exportation rapide de 

la PGE2  à partir des cellules après sa synthèse (Hitotsubashi et al., 1992a). Les inhibiteurs 

de la cyclooxygénase, enzyme responsable de la synthèse des prostaglandines à partir de 

l'acide arachidonique, tels que l'aspirine et l'indométhacine, réduisent de manière 

significative la réponse sécrétoire à STb (Hitotsubashi et al., 1992a). L'action de STb 

provoque une augmentation intracellulaire dose-dépendante d'acide arachidonique et 

d'acide phosphatidique, indiquant que le métabolisme de l'acide arachidonique est stimulé 

par STb (Fujii et al., 1995). Le Ca2+  intracellulaire est connu pour contrôler à la fois la 

phospholipase A2 (PLA2) et la phospholipase C (PLC), des enzymes ancrées à la membrane 

et essentielles pour la libération de l'acide arachidonique au sein des cellules à partir des 

phospholipides membranaires. Il a été confirmé que la PLC est impliquée dans la réponse à 

STb suite à l'utilisation d'un inhibiteur de cette enzyme, la néomycine. La synthèse et la 

libération de la PGE2  apparaissent résulter de l'augmentation du calcium intracellulaire et 

de la stimulation de la « cascade» de l'acide arachidonique (Fig. 4). 

D'après une étude basée sur une lignée cellulaire modèle de leucocytes basophiles de 

rat (RBL-2H3), la libération de la 5-HT par les cellules entérochromaffines intestinales est 

due à l'action directe de STb (Harville et Dreyfus, 1996). Cette étude a démontré le rôle à 

part entière d'une protéine G sensible à la toxine pertussique (PT). La toxine STb active une 

protéine G indépendamment de la concentration extra- ou intra- cellulaire d'ions Ca2+, ce 

qui conduit à la libération de la 5-HT (Fig. 4). Les auteurs de cette étude ont proposé que 

STb, peptide basique, pourrait activer directement une protéine G, et conduire à la 

libération de la 5-HT par les cellules entérochromaffines. Certains peptides basiques ont en 

effet été décrits comme responsables de l'exocytose de médiateurs sécrétoires suite à 

l'activation directe de la protéine Gi3 par une voie indépendante d'un récepteur et de la 

concentration de Ca2+  (Aridor et al., 1990; Weingarten et al., 1990; Aridor et al., 1993). 

Lors de l'insertion membranaire de ces peptides basiques, il semble que la simple 

perturbation de la bicouche lipidique peut permettre d'activer directement une protéine G. 

Des résultats récents ont montré que l'attachement de STb à des cellules intestinales in vitro 

entraîne une association stable avec la bicouche lipidique, ce qui appuie cette hypothèse 

(Chao et Dreyfus, 1997a). 

Le traitement avec la kétansérine, un antagoniste du récepteur 5-HT2, réduit la sécrétion 

intestinale en réponse à STb (Harville et Dreyfus, 1995). La 5-HT, une fois libérée, apparaît 
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donc stimuler à son tour la réponse sécrétoire de STb. La 5-HT libérée dans la lumière 

intestinale serait en grande partie impliquée dans l'augmentation de la réponse en PGE2. 

L'utilisation de la kétansérine a pour effet de diminuer partiellement la libération de la 

PGE2  provoquée par STb (Harville et Dreyfus, 1995). Le récepteur 5HT2  est connu pour 

conduire à la synthèse de prostaglandines dans la cellule par la voie du 

phosphatidylinositol. Comme il est décrit dans la figure 4, le récepteur 5-HT2  active la 

phospholipase C en présence de Ca2+. L'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) est alors libéré au 

sein des cellules par l'action catalytique de la phospholipase C. L'IP3  est un second 

messager important qui va activer des canaux calciques du réticulum endoplasmique. Le 

calcium libre dans le cytosol va ensuite activer la PLA2, dont l'action est de libérer de 

l'acide arachidonique, le précurseur pour la synthèse des prostaglandines. Harville et 

Dreyfus suggèrent que la formation de la PGE2  est due en partie à l'action de la 5-HT, 

notamment suite à la stimulation du récepteur 5-HT2. La libération de la 5-HT semble donc 

impliquée pour amplifier la réponse en PGE2, mais l'utilisation de l'indométhacine, un 

inhibiteur de la synthèse des prostaglandines, indique que la PGE2  libérée n'a par contre 

aucun effet sur la libération de la 5-HT. 

Ainsi, deux médiateurs sont libérés en réponse à STb. L'action directe de STb conduit à 

l'activation d'une protéine G des cellules entérochromaffines, stimulant la libération de la 5-

HT indépendamment du calcium. STb active aussi directement un canal à Ca2+  couplé à 

une protéine G, l'entrée de Ca2+  dans la cellule active la PLA2  conduisant à la formation de 

la PGE2. La PGE2  serait également synthétisée indirectement grâce à l'action de la 5-HT sur 

le récepteur 5-HT2  lié à la PLC dans la membrane des cellules épithéliales (Fig. 4). 

1. 2. 5. Système nerveux entérique et muscles lisses circulaires 

Il a été montré que des souches E. coli, productrices de STa et STb, déclenchent une 

sécrétion en partie via le système nerveux entérique (SNE), localisé sous l'épithélium 

(Eklund et al., 1985). La lidocaïne, la tétrodotoxine et l'atropine, des agents influençant 

l'activité nerveuse entérique, diminuent significativement la réponse sécrétoire chez le rat 

et le chat. De plus, Peterson et Whipp (1995) suggèrent que le SNE jouerait un rôle 

important dans la pathogénèse de STb, du fait de la libération dose-dépendante à la fois de 

la PGE2  et de la 5-HT. Ces deux médiateurs sécrétoires sont libérés de façon similaire dans 
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le mécanisme d'action de la toxine CT. Or, il a été montré que dans le processus de CT, les 

signaux entérotoxiques sont transferrés à partir des cellules entérochromaffines jusqu'aux 

cryptes épithéliales et aux muscles lisses circulaires via les neurones situés sous 

l'épithélium (Eklund et al., 1987). Harville et Dreyfus (1995) considèrent que l'action de la 

5-HT est à elle seule un indicateur de la participation du SNE. Plusieurs sous-types de 

récepteurs pour la 5-HT ont été identifiés. Ces récepteurs permettent à la 5-HT d'agir non 

seulement sur la muqueuse mais aussi sur la séreuse via le SNE (Peterson et al., 1994). Le 

récepteur 5-HT3, par exemple, conduit à l'activation des neurones lorqu'il est stimulé par la 

fixation de la 5-HT. Ce récepteur est impliqué dans le mécanisme d'action de CT, mais pas 

dans ceux de LT et STa (Mourad et al., 1995). Le récepteur 5-HT3  serait également 

impliqué dans le mécanisme d'action de STb (Harville et Dreyfus, 1996). 

Également, la toxine STb agit directement sur les cellules musculaires lisses, qui 

contrôlent la motilité de l'intestin (Hitotsubashi et al., 1992b). Lorsque la toxine est 

appliquée sur la séreuse de l'iléon in vitro, elle induit rapidement une accélération de la 

motilité spontanée et de faibles contractions. Par contre, lorsque la toxine est appliquée sur 

la muqueuse, elle induit plus tardivement l'accélération de la motilité de l'intestin en 

absence de contraction. Cette induction n'est pas inhibée par l'atropine, indiquant que 

l'accélération n'est pas due à l'excitation des nerfs cholinergiques. Mais la papavérine, qui 

cause une relaxation des muscles lisses, inhibe l'induction, suggérant une action directe de 

STb sur les muscles lisses. Dans un contexte in vivo, il est possible qu'une quantité 

suffisante de STb traverse la couche épithéliale de la muqueuse jusqu'aux cellules 

musculaires lisses. Les auteurs émettent l'hypothèse que la bactérie adhérente à la surface 

de la muqueuse produit des protéines, dont certaines peuvent assister la traversée de STb 

vers la lamina propria, comme cela a été décrit pour V. cholerae (Fasano et al., 1991). 

La toxine STb pourrait donc être classée dans le groupe des toxines bactériennes 

entériques à activité neuronale, d'après la plus récente classification effectuée par Sears et 

Kaper (1996). Ces données suggèrent, en effet, qu'au moins une partie de l'activité 

sécrétoire de la toxine peut être attribuée à la libération d'un ou plusieurs médiateurs du 

SNE, ainsi qu'à l'action de STb sur l'activité des muscles lisses de l'intestin. 
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1. 2. 6. Transport des ions 

Plusieurs données indiquent qu'une quantité minime de toxine STb cause très 

rapidement une sécrétion anormale d'anions dans la lumière intestinale, ce qui entraîne une 

accumulation d'électrolytes dans l'intestin, suivie de la sécrétion d'eau par un phénomène 

d'osmose, et provoque alors une diarrhée. La toxine STb induit rapidement un flux 

électrolytique et une différence de potentiel à travers la muqueuse intestinale porcine 

montée en chambre d'Ussing, et non à travers la séreuse (Weikel et Guerrant, 1985). 

L'étude du transport intestinal d'ions in vitro montre que la toxine n'a aucun effet apparent 

sur le flux de chlore (Cr) (Weikel et al., 1986b; Whipp et al., 1987). Les mesures du 

contenu en électrolytes d'anses ligaturées intestinales indiquent que l'anion majeur secreté 

en réponse à STb serait le bicarbonate HCO3-. 

Le mécanisme d'action de STb ne pourra être complètement établi que si le mécanisme 

moléculaire est non seulement démontré, mais aussi corrélé avec la sécrétion intestinale. 

Or, le transport des ions à travers l'épithélium de la muqueuse intestinale est très peu 

compris dans la réponse sécrétoire due à la toxine STb. Récemment, il a été montré que le 

calcium entrant dans la cellule active ensuite la calmoduline, qui à son tour active la 

protéine kinase II (Fujii et al., 1997). La calmoduline est une protéine de liaison au Ca2+, 

que l'on trouve soit libre dans le cytosol, soit associée à une kinase. La kinase II activée est 

probablement responsable ensuite de l'activité d'autres enzymes et de protéines 

membranaires de transport des ions (Fig. 4). Toutefois, la nature moléculaire du mécanisme 

de transport des ions n'a pas été identifiée. 

Fujii et al. (1997) proposent le canal CFTR (ou récepteur transmembranaire de la 

mucoviscidose) comme candidat. CFTR est un canal d'ions Cl-  régulé par les kinases 

dépendantes de l'AMPc (PKA) (Wagner et al., 1992). Par exemple, chez des souris 

souffrant de mucoviscidose et n'exprimant pas de récepteur CFTR, aucune sécrétion de 

fluide n'est déclenchée en réponse à la toxine du choléra ou à la toxine STa (Chao et al., 

1994; Gabriel et al., 1994). Chez les mammifères, la perméabilité aux ions Cl-  du petit 

intestin opère entièrement par CFTR localisé dans la membrane apicale des cellules 

villositaires (Bear et al., 1992). Or, la protéine CFTR est requise également pour la 

sécrétion de HCO3-, et est stimulée dans les diverses voies de l'AMPc, du GMPc ou du 

Ca2+  (Forte et al., 1992; Seidler et al., 1997). Fujii et al. (1997) estiment que la voie du 

calcium impliquée dans le mécanisme de STb pour la sécrétion de fluide est essentiellement 
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celle de la kinase II activée par la calmoduline complexée au Ca2+  (CaMKII). Par ailleurs, 

la séquence en acides aminés du canal CFTR contient 12 sites consensus de 

phosphorylation pour la CaMKII (Kemp et Pearson, 1990). Aussi, pour la sécrétion de 

HCO3", il est fort probable que le canal CFTR soit phosphorylé par la CaMKII, activée, 

elle, par les ions Ca2+. 

1. 3. Attachement de la toxine STb avec la muqueuse 

1. 3. 1. Prédictions sur le domaine d'attachement de STb avec un récepteur 

Les caractéristiques physicochimiques, les notions sur l'architecture moléculaire de 

STb, ainsi que les expériences de modification de certains acides aminés de STb ont permis 

d'élaborer des prédictions sur le domaine d'attachement de STb avec un récepteur 

potentiel. Plusieurs modifications de certains acides aminés de STb ont été réalisées par des 

agents chimiques et par mutagénèse dirigée (Fig. 5). L'arginine en position 52 (R52) et 

l'acide aspartique en position 53 (D53), qui sont localisés à l'extrémité de la structure en 

boucle de STb (Fig. 3), ont été substitués individuellement pour une sérine, de façon à 

éliminer la charge. L'activité sécrétoire de ces toxines mutées est considérablement réduite, 

de façon plus marquée concernant la mutation de l'arginine que celle de l'acide aspartique. 

De plus, ces deux toxines mutées n'ont pas inhibé l'activité sécrétoire de la toxine STb 

native. Elles ne semblent donc pas affecter l'attachement de STb avec le récepteur présumé. 

Par conséquent, les acides aminés R52 et D53 pourraient être impliqués dans le domaine 

d'attachement de STb (Dreyfus et al., 1992). Similairement, les substitutions des lysines, 

aux positions 45 et 46 (K45 et K46), entraînent une diminution marquée de l'activité 

biologique. L'implication fonctionnelle de ces deux acides aminés n'a pas été établie plus 

précisément (Fujii et al., 1994). Enfin, les quatre cystéines qui forment les deux ponts 

disulfures, maintenant la structure en boucle, sont cruciales pour l'activité entérotoxique de 

STb (Arriaga et al., 1995). Les acides aminés K45 et K46, R52 et D53 de la structure en 

boucle sont donc suspectés d'appartenir au domaine d'attachement de STb avec un 

récepteur potentiel (Fig. 3). Pour le moment, les données obtenues sont basées sur l'activité 

biologique de différents mutants de STb, mais aucune étude n'a été réalisée sur un système 

direct détectant l'attachement STb-récepteur. 
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Les études visant à démontrer l'attachement de la toxine STb avec des cellules de la 

muqueuse n'ont été amorcées que très récemment. D'une part, Hitotsubashi et al. (1994) 

ont reporté un attachement spécifique de STb avec une protéine extraite à partir de 

membranes de cellules de la muqueuse intestinale de souris. D'autre part, Chao et Dreyfus 

(1997) ont montré un attachement spécifique de STb avec les cellules des lignées HT29 et 

T84, dérivées de cellules épithéliales d'un carcinome de côlon humain. Dans cette étude, 

l'attachement de la toxine a lieu non avec une protéine ou une glycoprotéine, mais 

probablement avec les lipides membranaires. Les auteurs montrent que l'attachement 

conduit à une association stable avec la bicouche lipidique, et à une internalisation de la 

toxine STb. L'ensemble des résultats obtenus jusqu'ici nous informe peu sur l'action directe 

de STb au niveau de la surface cellulaire. Par ailleurs, aucune étude n'a encore été réalisée 

au niveau du tissu cible, soit le petit intestin porcin. 

C-terminal 

A 
71 
CGKAAVMIQAGF5C  A 

G 

 

Figure 5. Relations de structure/fonction basées sur les modifications d'acides aminés de l'entérotoxine 
STb, d'après les études menées par Arriaga et al. (1995), Fujh et al. (1994), Dreyfus et al. (1992), et sur la 
structure établie par Sulcumar et al. (1995). 
X : acide aminé hydrophobe (nopolaire); X : acide aminé hydrophile (polaire); SS: pont disulfure;V: 
point de modification chimique; : point de modification par mutagénèse dirigée; + : activité toxique 
affectée du mutant; - : activité toxique intacte du mutant; X: acide aminé important dans la toxicité. 
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1. 3. 2. Attachement avec la membrane plasmique 

La partie N-terminale amphipatique hélicoïdale des résidus 33 à 46 de STb correspond 

à un motif connu ayant la propriété de s'associer aux lipides membranaires (Segrest et al., 

1990; Sukumar et al., 1995). Chao et Dreyfus (1997a) ont montré qu'après attachement à la 

surface, la toxine s'intègre de façon stable dans la membrane plasmique des cellules 

épithéliales intestinales en culture (Fig. 4). Récemment, une étude sur l'attachement de STb 

avec des cellules épithéliales intestinales isolées de rat a été abordée (Chao et Dreyfus, 

1997b). Les résultats de cette étude confirment que STb peut s'associer avec la bicouche 

lipidique. En effet, l'attachement avec les cellules est résistant aux faibles concentrations 

d'ions divalents (CaC12  et MgC12), et est sensible au tétramethylurée, un fort inhibiteur des 

interactions hydrophobes. D'après Handl et al. (1993), le pi hautement basique de STb 

(9.6) suggère que les acides aminés polaires chargés positivement doivent être exposés, et 

peuvent favoriser une association avec les surfaces polaires chargées négativement. 

Néanmoins, les résultats de Chao et Dreyfus (1997b) suggérent que STb intéragit avec les 

lipides de la membrane plasmique par les queues d'acides gras hydrophobes et non 

polaires, plutôt que par les têtes polaires anioniques des phospholipides. 

Chao et Dreyfus (1997a) ont démontré que la toxine STb est internalisée (Fig. 4). Le 

mécanisme d'internalisation utilisé est encore indéterminé. Que ce soit avec des cellules 

différenciées ou non, une quantité significative de toxine est retrouvée libre dans le 

cytoplasme. Les auteurs suggèrent qu'aucun des mécanismes classiques connus suite à 

l'attachement « ligand-récepteur » n'est impliqué, à savoir l'endocytose dépendante ou 

indépendante de clathrine, l'internalisation calvéolaire ou la micropinocytose. En effet, le 

processus utilisé dans l'internalisation de STb est indépendant de la température ou encore 

du réarrangement du cytosquelette, de l'énergie ou de conditions hypertoniques. La toxine 

semble traverser librement la bicouche lipidique. 

Hitotsubashi et al. (1994) ont mis en évidence l'attachement spécifique de la toxine 

STb avec une protéine de 25 lcDa non glycosylée. Cette dernière est issue d'extraits 

protéiques membranaires de cellules épithéliales, obtenus par solubilisation avec un 

détergent. L'attachement de STb avec cette protéine de 25 kDa a été observé uniquement 

pour l'intestin, et pas pour la rate, le foie, le poumon et le rein. Chao et Dreyfus (1997a) 

n'ont pu confirmer ce résultat avec les lignées cellulaires intestinales, où les protéines 

membranaires n'étaient pas extraites par un détergent. Par conséquent, ces auteurs ont 
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suggéré que la protéine de 25 kDa identifiée par Hitotsubashi et al., (1994) n'est pas 

exposée en surface cellulaire, mais est plutôt soit cytoplasmique, soit intramembranaire. 

Cette protéine pourrait donc être une cible pour la toxine STb, mais pas au niveau de la 

surface extracellulaire. Actuellement, il est postulé que la toxine STb, dans sa forme 

associée à la membrane plasmique, doit interagir avec une protéine G ou une autre protéine 

régulatrice périphérique (Fig. 4). La protéine de 25 lcDa, fixant spécifiquement la toxine, 

pourrait être une molécule cible activée directement par STb dans les cellules 

entérochromaffines ou dans les cellules épithéliales (Harville et al., 1995; Harville et 

Dreyfus, 1996; Chao et Dreyfus, 1997a). 

1. 3. 3. Attachement avec la surface cellulaire 

Pour permettre cette association hydrophobe avec les queues des phospholipides 

membranaires, un attachement de la toxine STb avec la surface cellulaire doit fort 

probablement précéder l'insertion de la toxine dans la bicouche lipidique (Fig. 4). D'après 

les travaux de Chao et Dreyfus (1997a), STb démontre un attachement spécifique avec la 

surface des cellules épithéliales intestinales HT29 et T84 en culture. L'attachement de STb 

avec les cellules est indépendant de la température à 4, 22 ou 37 °C, et, présente un taux 

d'association constant et rapide de 0.2 ± 0.3/ min, atteignant l'équilibre entre 5 et 10 

minutes. De plus, un nombre très élevé de sites d'attachement est présent à la surface des 

cellules 	106  par cellule). 

Le programme LIGAND utilisé pour analyser les résultats des expériences de 

Scatchard a permis de démontrer qu'aucun récepteur de forte affinité n'est impliqué à la 

surface des cellules testées. L'attachement de STb avec les cellules est de faible affinité (KD  

10-5 M). Le profil de compétition obtenu étant graduel et limité, même avec un excès de 

1000 fois de toxine non marquée, les auteurs suggèrent l'existence de multiples récepteurs à 

la surface cellulaire. Néanmoins, les auteurs soulignent que le programme LIGAND utilisé 

n'est pas adapté pour déterminer s'il y a plus d'une spécificité d'attachement sur la 

molécule de STb. 

Chao et Dreyfus (1997a) ont étudié ensuite l'implication de certaines structures à la 

surface cellulaire dans l'attachement de STb. Ce dernier n'est pas affecté lorsque les 

cellules HT29 et T84 sont soumises à une protéolyse à l'aide de la trypsine, indiquant que 
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les protéines ne sont pas impliquées. L'action de l'endoglycosidase F/peptide N-

glycosidase F, ainsi que l'action de la tunicamycine, clivant ou inhibant respectivement 

toute glycosylation en liaison N- aux protéines de surface, n'affectent pas l'attachement de 

STb. L'attachement n'a donc pas lieu avec une glycoprotéine portant des liaisons N-

glycosidiques. L'attachement de STb n'implique pas non plus les sulfates des 

protéoglycans de surface, le chlorate de sodium qui inhibe la sulfatation des 

glycosaminoglycans n'ayant aucun effet. Le rôle des acides sialiques a été également étudié 

grâce au traitement des cellules avec la neuraminidase de Vibrio cholerae. Les auteurs 

concluent que les acides sialiques terminaux ne semblent pas impliqués. Une dernière étude 

a été abordée sur l'attachement de STb avec les lipides neutres, les glycolipides et les 

phospholipides isolés à partir des cellules épithéliales intestinales de rat (Chao et Dreyfus, 

1997b). STb s'attache avec différentes affinités à certains lipides commerciaux purs. Le 

lactosylcéramide et l'acide arachidonique présentent une affinité plus élevée que les 

phospholipides, le cholestérol ou les glycolipides portant des acides sialiques 

(gangliosides). Cette étude est encore trop succinte pour permettre de définir l'implication 

des lipides et des glycoconjugués lipidiques dans l'attachement de STb à la surface 

cellulaire. 

1. 3. 4. Récepteur pour la toxine STb 

La spécificité du processus d'action décrit précédemment nous conduit à penser que 

STb interagit spécifiquement avec un récepteur (Fig. 4). Cependant, aucun récepteur 

membranaire pour STb n'a été identifié. Les entérotoxines ont en général une forte affinité 

pour l'épithélium intestinal, et particulièrement pour la bordure en brosse des entérocytes. 

De nombreuses études ont montré que ces toxines s'attachent de façon spécifique avec les 

cellules par l'intermédiaire de récepteurs fonctionnels. On considère, en effet, qu'un 

récepteur membranaire pour une toxine est un site présent sur les tissus auxquels la toxine 

est fixée spécifiquement, et cet attachement est corrélé à l'activité biologique de la toxine. 

Il est généralement acquis que la stimulation directe et très rapide d'un mécanisme d'action 

spécifique par une quantité minime de toxine ne peut être gouvernée que par la présence de 

récepteurs spécifiques à la surface cellulaire. Les travaux étant très récents, l'étape 

d'initiation du mécanisme d'action de STb à la surface cellulaire reste encore indéterminée, 

et plusieurs points de complexité sont à prendre en compte. 
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La spécificité tissulaire et/ou cellulaire de l'action de STb n'est pas claire. Hitotsubashi 

et al. (1994) démontrent une spécificité d'attachement de STb au tissu intestinal via une 

protéine membranaire de 25 kDa. En revanche, Dreyfus et al. (1993) supposent qu'un 

récepteur pour STb doit être présent à la fois sur les types cellulaires d'origine intestinale 

ou non. Chao et Dreyfus (1997a) montrent que l'attachement est de moindre affinité pour 

les cellules CHO et les fibroblastes par rapport aux cellules épithéliales intestinales HT29 et 

T84. Aucune différence n'est observée quant au taux d'attachement de STb du côté 

membranaire apical ou basolatéral des cellules intestinales. Lorsqu'un quart de la quantité 

de toxine liée est intégré dans le cas des cellules polarisées, alors la moitié l'est dans le cas 

des cellules indifférenciées. Dans l'ensemble, in vivo, la toxine STb a le potentiel d'agir 

directement sur plusieurs types de cellules, à savoir les cellules épithéliales et les cellules 

entérochromaffines de la muqueuse épithéliale, et probablement sur les cellules musculaires 

lisses de la musculeuse (Hitotsubashi et al., 1992b; Dreyfus et al., 1993; Harville et 

Dreyfus, 1996; Chao et Dreyfus, 1997a). Dans la mesure où la toxine est sécrétée dans la 

lumière intestinale, l'action primaire et directe de STb doit avoir lieu au niveau de la 

surface des cellules intestinales en contact avec la lumière. 

Un autre point d'interrogation concerne le nombre de récepteurs pour STb. L'action 

directe et primaire de STb apparaît mettre en jeu sélectivement plusieurs voies de 

signalisation moléculaire. Le mécanisme dépendant de l'augmentation du taux de calcium 

intracellulaire, décrit dans la figure 4, comporte l'activation d'une protéine G et la 

stimulation de l'ouverture d'un canal à calcium, l'activation d'une kinase dépendante de la 

calmoduline, et l'activation de phospholipases, l'augmentation des taux d'acide 

arachidonique et de prostaglandine E2. Le mécanisme serait indépendant du calcium dans 

les cellules sécrétoires entérochromaffmes et conduirait à la synthèse et l'exocytose de la 5-

hydroxytryptamine via l'activation directe d'une protéine G. Le mécanisme utilisé par STb, 

et dont le rôle est le plus hypothétique, est celui de l'insertion membranaire de la toxine, de 

son association avec la bicouche lipidique et de son internalisation dans la cellule. 

La distribution et la composition des lipides et des protéines en fonction des types 

cellulaires doivent probablement être responsables des différences de résultats observées. 

Les données suggèrent que STb implique plusieurs spécificités d'attachement de faible 

affinité. Enfin, ces sites seraient présents en densité élevée à la surface des cellules 

épithéliales intestinales. La nature de ces sites d'attachement de surface ne serait ni 



28 

protéique, ni glycoprotéique, mais probablement lipidique, voire glycolipidique. Les 

fractionnements comme les cultures primaires à partir de tissus sont souvent difficiles à 

produire, et les cultures cellulaires montrent des différences importantes comparées avec les 

cellules correspondantes in vivo. Un système d'étude sur l'hôte s'avère crucial dans le but 

d'identifier une ou des molécules fonctionnant comme récepteur pour la toxine STb à la 

surface de la muqueuse intestinale. 
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2. Interactions des toxines bactériennes entériques avec la 

muqueuse intestinale 

2. 1. Bases physiologiques cellulaires 

2. 1. 1. Complexité de la pathophysiologie intestinale 

L'épithélium intestinal représente la plus étendue des interfaces entre l'environnement 

externe et le milieu interne de l'hôte. C'est une structure complexe contenant de nombreux 

types cellulaires (Fig. 6). Les villosités de la muqueuse font saillie dans la lumière de 

l'intestin. Chaque villosité comprend un axe central de tissu conjonctif et une couche de 

cellules épithéliales columnaires appuyée sur une lame basale. Les cellules épithéliales sont 

générées à la base des villosités, et se différencient lorsqu'elles migrent jusqu'au sommet 

des villosités, où elles sont ensuite éliminées par desquamation. Les microvillosités des 

entérocytes se projettent du pôle apical des cellules vers la lumière pour former ensemble 

une bordure en brosse absorbante. Elles sont constituées par des plissements membranaires 

et offrent une grande surface d'échange. En fait, le mécanisme sécrétoire est peu sollicité 

dans les conditions usuelles, mais est une des composantes fondamentales des diarrhées les 

plus sévères. Les entérocytes possèdent, dans leur membrane apicale, des canaux protéiques 

qui ont des propriétés spécifiques dans le transport des ions. Pour causer une diarrhée, un 

pathogène entérique doit interférer avec les fonctions sécrétoires des cellules intestinales de 

façon directe ou indirecte. Les effets directs sont généralement attribués aux entérotoxines. 

Une activité sécrétoire est déclenchée dans certaines portions de l'intestin, suite à une 

diminution de la réabsorption du sodium et à une augmentation de la sécrétion du chlore, ou 

de bicarbonate. Cette accumulation d'électrolytes dans la lumière intestinale entraîne, par 

phénomène d'osmose, une perte d'eau des cellules épithéliales (Keusch et Donowitz, 

1983). Plusieurs facteurs de l'hôte, tels que les neurohormones libérées par les cellules 

entérochromaffines, les neurotransmetteurs du SNE, les cellules musculaires intestinales, 

les cytokines libérées par les cellules épithéliales ou les cellules immunitaires de la sous-

muqueuse, peuvent contribuer à la sécrétion intestinale, et donc indirectement à l'action des 

entérotoxines (Sears et Kaper, 1996). 
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Les entérotoxines bactériennes protéiques sont généralement classées selon leurs 

caractéristiques biochimiques et structurales d'une part : masse moléculaire, nombre de 

sous-unités, sensibilité à la chaleur ou aux enzymes et d'autre part, selon leurs modes 

d'action ou leurs types d'activités biologiques. Sur la base de cette dernière classification, 

ces molécules peuvent être distinguées en 2 groupes: les entérotoxines cytotoniques et les 

entérotoxines cytotoxiques (Gemmell, 1984; Fasano et al., 1990; Lucas et al., 1991). Les 

entérotoxines cytotoniques affectent les cellules épithéliales intestinales pour en altérer 

directement les fonctions sécrétoires. Le caractère principal de ces entérotoxines réside 

dans leur pouvoir d'induire une réponse sécrétoire en anses intestinales ligaturées chez un 

modèle animal (Bergdoll, 1988). La toxine du choléra et les entérotoxines produites par les 

E. coli enterotoxinogènes (ETEC) provoque ce type de diarrhée non-inflammatoire rapide 

et déshydratant. Par contre, les entérotoxines cytotoxiques, peu ou pas actives dans les 

anses intestinales ligaturées, agissent sur l'épithélium intestinal en y provoquant des 

dommages histologiques importants. Les représentants des entérotoxines cytotoxiques les 

plus connus sont les vérotoxines VTI, VTII (ou toxine « Shiga-like », SLTI, SLTII) des E. 

coli, la toxine Shiga ou vérotoxine de Shigella, la toxine A de Clostridium difficile et 

l'entérotoxine CPE de Clostridium perfringens. 

Il n'est cependant pas toujours évident de grouper chaque toxine entérique dans l'un de 

ces 2 types d'activité. Par ailleurs, l'augmentation de la réponse sécrétoire d'une toxine 

peut aussi dépendre, non seulement de facteurs de l'hôte, mais aussi de plusieurs facteurs 

bactériens, tels que les facteurs de colonisation intestinale, et/ou les facteurs d'invasion de 

l'épithélium. L'expression d'une protéine de virulence peut également avoir un effet sur un 

autre facteur de virulence. Par exemple, la neuraminidase produite par V. cholerae catalyse 

la conversion de longs gangliosides en monosialogangliosides GM1 . GM1 étant le 

récepteur de la toxine CT, cela permet d'augmenter l'attachement de la toxine avec les 

cellules et donc la réponse sécrétoire de CT (Galen et al., 1992). 

2. 1. 2. Attributs d'un récepteur membranaire pour une entérotoxine 

Les neurotransmetteurs, les hormones, incluant les facteurs de croissance, et les 

messagers du système immunitaire, tels que les cytokines, exercent leurs actions sur les 

cellules cibles par l'intermédiaire de récepteurs membranaires. Seules les hormones 

liposolubles et de petite taille traversent directement la membrane plasmique. 
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Classiquement, les sites d'attachement des récepteurs sont occupés par un agoniste, c'est-à-

dire la molécule qui va induire une réponse à partir du récepteur. Le processus utilisé, 

appelé «transduction du signal », implique 2 étapes consécutives caractéristiques. Le 

récepteur capte le messager physiologique extracellulaire, puis communique l'information 

au compartiment intracellulaire. Le signal intracellulaire va à son tour propager la réponse 

pour activer la sécrétion, le métabolisme, la contraction, la croissance ou d'autres effets de 

la régulation cellulaire. Les cellules intestinales possèdent 4 voies intracellulaires 

principales pour réguler le transport transépithélial des ions : les voies dépendantes du Ca2+, 

le GMPc, l'AMPc et le réarrangement du cytosquelette (Keusch et Donowitz, 1983; Weikel 

et al., 1985; Fasano, 1997). Une toxine entérique peut donc utiliser au moins l'un de ces 

régulateurs du transport des électrolytes des cellules intestinales pour induire une sécrétion, 

ou d'autres voies pour exercer des effets physiologiques propres aux cytotoxines. 

Les connaissances sur les mécanismes d'action de chaque toxine varient 

considérablement. Pour quelques cas seulement, le mécanisme moléculaire est compris en 

détail. Les toxines bactériennes sont généralement divisées en deux groupes en fonction de 

leur site d'action : celles qui agissent sur une cible intracellulaire et celles qui agissent sur 

la membrane plasmique (Eidels et al., 1983; Menestrina et al., 1994; Ganguly et Kaur, 

1996). Certaines toxines agissent sur un récepteur stimulant la libération ou la production 

d'un second messager intracellulaire (comme le GMPc ou le calcium), qui active souvent 

une kinase. D'autres agissent sur la cellule via une activité enzymatique intrinsèque. Ce 

sont le plus souvent les toxines de type A-B. La sous-unité B (« Binding ») permet la 

liaison de la toxine au récepteur de la cellule eucaryote, alors que la sous-unité A 

(« Activity »), qui possède une fonction enzymatique spécifique agissant à l'intérieur de la 

cellule, est transloquée à travers la membrane cellulaire eucaryote vers son substrat dans le 

cytosol. Enfin, des toxines s'insèrent directement dans la membrane plasmique, créant un 

pore de plus ou moins grande taille. La réponse des entérotoxines dites cytotoniques 

implique souvent l'activation d'un système cyclasique (adénylate ou guanylate cyclase). Le 

mécanisme d'action des entérotoxines dites cytotoxiques est généralement moins connu, 

mais est corrélé dans la plupart des cas à une perturbation des grandes fonctions cellulaires, 

comme la synthèse protéique, ou la perméabilité aux ions, aux acides aminés ou au glucose. 

Comme pour les hormones, la sélectivité de la réponse aux toxines dépend en général 

de récepteurs particuliers à la surface des cellules. Dans le processus d'action d'une toxine, 
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l'attachement à la surface des cellules animales de l'hôte est reconnu comme une étape 

caractéristique essentielle à comprendre pour déterminer comment les fonctions intestinales 

sont spécifiquement altérées pour provoquer une diarrhée. L'attachement des entérotoxines 

constitue en l'occurrence l'étape initiale de la pathologie, et en conséquence, les récepteurs 

membranaires des entérotoxines jouent un rôle aussi important que les toxines elles-mêmes 

au niveau des infections intestinales. Le tableau 1 récapitule les entérotoxines bactériennes 

associées à une diarrhée et dont le récepteur membranaire est connu. 

2. 1. 3. Diversité fonctionnelle de l'attachement d'une entérotoxine 

2. 1. 3. 1. Activation de l'adénylate cyclase 

Parmi les mécanismes d'action établis chez les entérotoxines bactériennes, le mieux 

compris à un niveau moléculaire est celui de la toxine cholérique (CT). De nombreuses 

études ont montré que CT reconnaissait un récepteur spécifique unique, le glycolipide 

GM1, à la surface de nombreuses cellules, et induisait une élevation du taux d'AMPc 

proportionnel au nombre de sites reconnus (van Heyningen et al., 1971; Cuatrecasa, 1973; 

Holmgren et al., 1975; Fishman et Atikkan, 1980; Fishman, 1982a; Griffiths et al., 1986). 

La toxine CT exerce son activité toxique en se fixant à la surface cellulaire par 

l'intermédiaire de ses 5 sous-unités B. Les sous-unités B forment une structure 

pentamérique très stable, tel un anneau étroit, avec un trou central où est connectée la sous-

unité A (Sixma et al., 1991; Sixma et al., 1993a; Sixma et al., 1993b). La sous-unité A 

comprend 2 composants (Al et A2) générés par protéolyse et reliés par un pont disulfure. 

Le fragment Al possède l'activité ADP-ribosyltransférase, et le fragment A2 assure la 

liaison de la sous-unité Al et du pentamère de sous-unités B. Chaque sous-unité B porte un 

site d'attachement spécifique de la portion glucidique du ganglioside GM1. Les 5 sous-

unités de la toxine CT s'attachent en fait avec 5 molécules de GM1 (Miller-Podraza et al., 

1982). Les sites d'attachement des sous-unités B sont localisés au niveau de la surface 

externe du cylindre formé par le pentamère. Ainsi, un attachement étroit a lieu entre la base 

de l'anneau de sous-unités B et la bicouche via des sites saccharidiques liés à des lipides. 
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L'attachement à la cellule induit soit la translocation rapide de la sous-unité Al 

directement à travers la membrane, soit l'endocytose de la toxine CT avec le fragment Al 

restant associé à la membrane endosomale. Le mécanisme d'insertion membranaire n'est 

pas très clair (Tomasi et Montecucco, 1981; Sixma et al., 1992). Il est proposé que le 

clivage du pont disulfure, libérant le fragment Al, rende ce fragment hydrophobe. De plus, 

les sous-unités B joueraient un rôle important dans l'orientation topologique de ce fragment 

par rapport à la surface membranaire. A l'intérieur de la cellule, la sous-unité Al catalyse 

l'ADP-ribosylation d'une arginine (R201) de la sous-unité cc de la protéine stimulatrice Gs 

de l'adénylate-cyclase intestinale (Levis et Boume, 1992). Cette ADP-rybosylation bloque 

l'activité GTPase de la sous-unité oc. La sous-unité cc liée au GTP active alors en 

permanence la sous-unité catalytique de l'adénylate-cyclase. Une production constitutive 

d'AMPc intracellulaire est ainsi déclenchée. Cette augmentation d'AMPc active les 

protéines kinases dépendantes de l'AMPc (PKA), ce qui entraîne la phosphorylation de 

protéines membranaires, notamment les canaux de transport des ions tels que les canaux 

CFTR pour la sécrétion des ions de chlore dans la lumière intestinale (Cheng et al., 1991). 

La toxine LT d'E. coli reconnaît également le récepteur membranaire GM1, par 

l'intermédiaire de ses sous-unités B, et conduit aux mêmes effets dans les cellules et dans 

l'intestin que la toxine CT (Holmgren et al., 1985; Griffiths et al., 1986; Sixma et al., 

1991). Alors que la toxine CT s'attache au GM1 avec une grande sélectivité, la toxine LT 

fixe d'autres récepteurs membranaires, non reconnus par CT, et qui sont fonctionnels pour 

LT (Holmgren et al., 1982; Zemelman et al., 1989; Griffiths et Critchley, 1991; Orlandi et 

al., 1994; Shida et al., 1994). En raison de la présence souvent en grand nombre de 

récepteurs fonctionnels, uniquement reconnus par LT, l'attachement et la réponse de LT 

n'est pas inhibée par les sous-unités B de la toxine CT ajoutée en excès in vitro (Holmgren 

et al., 1982). Le ganglioside GM1 semble être aussi le récepteur de l'entérotoxine CFT de 

Campylobacter jejuni, qui est une toxine proche de LT (Klipstein et Engert, 1985; Calva et 

al., 1989). Par contre, l'aérolysine d'Aeromonas (A. hydrophila et A. sobria notamment) 

induit des effets proches de ceux de CT et de LT, notamment l'augmentation d'AMPc 

intracellulaire, mais ne reconnaît pas GM1 (Chopra et al., 1992). L'aérolysine est tout de 

même assez éloignée fonctionnellement de CT et LT. Elle n'est pas seulement cytotonique, 

mais aussi cytotoxique, car elle induit la formation de pores membranaires (Chopra et al., 

1992). 
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2. 1. 3. 2. Activation de la guanylate cyclase 

Une classe de toxines bactériennes entériques stimule directement une guanylate-

cyclase, augmentant le taux intracellulaire de GMPc à l'origine de la fuite des électrolytes. 

L'exemple le plus connu est celui de la toxine thermostable STa d'E. co/i. La toxine STa 

fixe et stimule la guanylate cyclase de type C (GC-C), qui est une protéine 

transmembranaire N-glycosylée, de 140 à 160 kDa, localisée au pôle apical des cellules 

épithéliales intestinales (Giannella et al., 1983; Frantz et al., 1984; Schultz et al., 1990; 

Mezoff et al., 1992; Vaandrager et al., 1993). 

L'attachement de STa à ce récepteur de surface cellulaire (appelé STaR/GC) induit un 

changement de conformation propageant la transduction du signal du côté intracellulaire, 

c'est-à-dire au niveau du domaine catalytique de l'enzyme. La protéine kinase C (PKC) 

phosphoryle et active ce domaine intracellulaire. Le site de phosphorylation serait la sérine 

en position 1029 du STaR/GC pour la PKC (Crane et Shanks, 1996). Ainsi, suite à 

l'attachement de STa, une production de GMPc est déclenchée, qui conduit à 

l'augmentation de la sécrétion intestinale de chlore et à l'inhibition de l'absorption de 

sodium (Field et al., 1978; Guarino et al., 1987a; Huott et al., 1988; Forte et al., 1992; 

Parkinson et al., 1997). 

Le ligand naturel qui stimule l'enzyme GC-C chez les mammifères est la guanyline, un 

peptide de 15 acides aminés présentant 50% d'homologie avec la toxine STa (Currie et al., 

1992; Greenberg et al., 1997). Plusieurs autres toxines thermostables apparaissent 

appartenir à la même classe que STa. La toxine EAST1 des E. coli entéroaggrégatives est 

très apparentée à la guanyline. Le domaine d'attachement de la guanyline et de 

l'entérotoxine STa avec le récepteur protéique GC-C serait identique à celui de EAST1 

(Savarino et al., 1993; Yamamoto et al., 1997). La toxine thermostable de Yersinia 

enterolytica, souvent impliquée dans les gastroentérites de l'enfant, rappelle également STa 

par sa structure et son mode d'action (Robins-Browne et al., 1993). 

2. 1. 3. 3. Voie du calcium 

Les ions Ca2+  sont soit sous forme libre, à une concentration maintenue à environ 100 

mM dans la plupart des cellules, soit en réserve à des concentrations plus élevées dans 

différents compartiments, tels que les fluides extracellulaires ou intersticiels, les 
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mitochondries, et le réticulum endoplasmique. Plusieurs voies signalisatrices du calcium 

sont connues. Néanmoins, les mécanismes sont très peu définis pour les entérotoxines qui 

stimulent une sécrétion par des mécanismes dépendants de voies du calcium. 

L'entérotoxine de Clostridium perfringens (CPE) est essentiellement cytotoxique, 

probablement en provoquant un arrêt de la synthèse protéique, mais elle induit aussi une 

réponse sécrétoire en anses ligaturées. Ses effets physiologiques sont en grande partie dus à 

un changement de la perméabilité des cellules, et notamment à un influx de Ca2+  (Matsuda 

et Sugimoto, 1979; McClane et al., 1988b). CPE semble agir sur les cellules épithéliales par 

un mécanisme en plusieurs étapes : attachement avec la surface cellulaire, insertion 

membranaire puis formation d'un pore perméable aux ions (Sugimoto et al., 1988; 

McClane et Wnek, 1990; Hanna et McClane, 1991). Le pore est constitué d'un 

hétérocomplexe entre la molécule de toxine et 2 protéines membranaires de 70 et 50 kDa 

(Wnek et McClane, 1986; Wnek et McClane, 1989; Katahira et al., 1997a). L'attachement 

et l'insertion membranaire sont des étapes indépendantes des cations divalents, alors que 

les étapes consécutives sont dépendantes du calcium (Sherman et al., 1994). La fixation de 

CPE sur les entérocytes inpliquerait 2 classes distinctes de récepteurs protéiques, dont un a 

été récemment cloné (Katahira et al., 1997a; Katahira et al., 1997b). 

Quelques données suggèrent également un mécanisme dépendant du calcium pour 

l'hémolysine thermostable directe TDH de Vibrio parahaemolyticus (Tang et al., 1994; 

Raimondi et al., 1995). Tang et al. (1994) suggèrent que l'hémolyse causée par TDH 

consiste en un processus comportant au moins 2 étapes, soit un attachement à la surface des 

érythrocytes précédant un attachement nécessaire à la formation de pores membranaires. 

Cette toxine apparait s'attacher au trisialoganglioside GT1b comme récepteur de surface 

cellulaire (Raimondi et al., 1995; Yoh et al., 1995). 

D'après les informations obtenus ces cinq dernières années, la toxine STb d'E. co/i 

appartient à cette catégorie dont l'action initiale conduit à l'augmentation du taux de Ca2+  

dans le cytosol (Fig. 4). Seules les étapes se déroulant dans les cellules épithéliales seraient 

dépendantes du calcium, alors que le mécanisme de libération de la 5-HT par les cellules 

entérochromaffines de la base des villosités serait indépendant du calcium (Harville et 

Dreyfus, 1996). Le calcium intracellulaire active le métabolisme de l'acide arachidonique 

pour la synthèse de la PGE2 (Fujii et al., 1995), mais la voie principale serait celle de la 

calmoduline (Fujii et al., 1997). Les différentes étapes seraient les suivantes : 1) la toxine 
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STb se fixe à un récepteur membranaire, encore non identifié, ce qui active une protéine G 

stimulant l'ouverture d'un canal et l'entrée du Ca2+  extracellulaire dans la cellule (Dreyfus 

et al., 1993), 2) le Ca2+  intracellulaire active la calmoduline, une protéine complexant le 

Ca2+, qui à son tour active la kinase II dépendante de la calmoduline (Fujii et al., 1997), 3) 

la kinase II activée va probablement catalyser la phosphorylation de certaines protéines, 

telles que des protéines membranaires de transport des ions. 

2. 1. 3. 4. Réarrangement du cytosquelette 

Une autre voie des toxines bactériennes entériques pour communiquer avec les cellules 

intestinales est le réarrangement du cytosquelette. Le cytosquelette des entérocytes aide à 

maintenir la polarité et la structure des cellules épithéliales. L'actine est présente dans les 

cellules sous 2 formes majeures : l'actine G monomérique (globulaire) et l'actine F 

polymérique (filamenteuse). Cette dernière est le constituant principal des microfilaments 

du cytosquelette et des fibres de stress des cellules. L'actine F est donc à la base de la 

forme de la cellule et surtout à la base de fonctions cellulaires essentielles, telles que la 

motilité, l'adhésion, la phagocytose et la division. 

Les entérotoxines les plus représentatives de cette catégorie sont des toxines 

clostridiales, comme la toxine C2 de Clostridium botulinum (Aktories et Wegner, 1992; 

Fritz et al., 1995), ou la toxine A de Clostridium difficile (ou CDTa). Le récepteur de CDTa 

a été le plus étudié parmi ceux des entérotoxines ayant une activité dirigée contre l'actine 

(Krivan et al., 1986; Clark et al., 1987; Pothoulakis et al., 1991; Tucker et Wilkins, 1991; 

Pothoulakis et al., 1996; Teneberg et al., 1996; Sauerborn et al., 1997; Smith et al., 1997). 

CDTa est cytotonique et peut exercer aussi des effets cytotoxiques (Tucker et al., 1990). 

L'activité enzymatique intrinsèque de la toxine A est l'activité glucosyltransférase. Elle 

modifie une thréonine (T37) des petites protéines G monomériques de sous-type Rhô. 

L'addition d'une seule molécule de glucose bloque l'association de la protéine Rhô avec 

son effecteur, dissociant les microfilaments d'actines F du cytosquelette endothélial, 

important dans la fonction de barrière de l'endothélium (Just et al., 1995; Hippenstiel et al., 

1997). Toutefois, l'identification du récepteur n'est toujours pas clairement établie. Il 

semble que plusieurs récepteurs, à la fois de nature glycoprotéique et glycolipidique, soient 

reconnus au niveau des cellules épithéliales intestinales (Smith et al., 1997). 
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2. 1. 3. 5. Arrêt de la synthèse protéique 

La vérotoxine (ou toxine Shiga) de Shigella dysenteriae type 1 et les vérotoxines VT, 

(ou SLT) apparentées chez E. coli sont des toxines A-B (0 'Brien et Holmes, 1987; Stein et 

al., 1992; Jemal et al., 1995), pour lesquelles le mécanisme d'action a été partiellement 

élucidé. Les vérotoxines provoquent un détachement et une destruction irréversible des 

cellules Vero en culture, et induisent une réponse sécrétoire et entéronécrosante dans 

l'intestin. L'activité sécrétoire est encore mal comprise, mais l'effet cytotoxique est 

aujourd'hui bien expliqué (Gyles, 1992; Takeda, 1997). 

L'attachement du pentamère de sous-unités B induit l'entrée de la sous-unité A dans la 

cellule (Sandvig et al., 1989). La toxine est internalisée par voie endocytosique, et les 

vésicules formées, contenant la toxine, fusionnent avec des lysosomes. La sous-unité Al 

provenant du clivage du composant A (par réduction d'un pont disulfure) passe dans le 

cytosol où elle s'associe à la sous-unité 60S du ribosome (Reisbig et al., 1981). L'activité 

N-glycosidase de la sous-unité Al clive l'adénine en position 4324 de l'extrémité 3 de 

l'AR_Nr 28S du complexe ribosomal, inhibant l'action du facteur d'élongation peptidique, 

et donc la synthèse protéique (Endo et al., 1988; Tesh et O'Brien, 1991b). L'inhibition de la 

synthèse protéique aboutit à la mort de la cellule. Ce mécanisme rend compte de l'activité 

entéronécrosante de la vérotoxine. L'effet sécrétoire serait corrélé à la destruction des 

cellules épithéliales impliquées dans l'absorption intestinale du sodium. 

Le pentamère de sous-unités B de la vérotoxine se fixe aux membranes cellulaires sur 

un récepteur spécifique. Le globotriosylcéramide Gb3 (le glycolipide du groupe sanguin P) 

est le récepteur à la fois pour la toxine Shiga, et pour les toxines VTI et VTII (Jacewicz et 

al., 1986; Lindberg et al., 1987; Waddel et al., 1988). Le récepteur de la toxine Shiga a été 

mis en évidence principalement sur les cellules Hela et les cellules Vero. En fait, peu de 

lignées cellulaires reconnaissent cette toxine, et il est intéressant de remarquer que, mis à 

part les cellules Véro, seules les cellules humaines y sont sensibles (Eiklid et Olsnes, 1980). 

Il a été montré que la toxine Shiga in vivo ne s'attache qu'aux cellules villositaires qui 

contiennent Gb3 et non aux cellules cryptiques qui sont démunis de ce glycolipide (Kandel 

et al., 1989). Cet attachement sélectif permet à la toxine Shiga d'affecter essentiellement 

l'absorption du sodium propres aux cellules du sommet des villosités, et d'altérer 

légèrement et indirectement la sécrétion de chlore par les cellules cryptiques à la base des 

villosités. 
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2. 1. 3. 6. Formation de pores membranaires 

Plusieurs entérotoxines bactériennes exercent une action commune sur la membrane 

plasmique des cellules, à savoir la formation de pores. L'insertion membranaire d'une 

toxine avec création dans la bicouche lipidique d'un pore conduisant à la sécrétion est un 

mécanisme encore hypothétique chez les toxines bactériennes entériques. Il est d'ailleurs 

possible que seule la formation de pores ne soit pas suffisante pour causer une réponse 

sécrétoire du tissu intestinal. Par exemple, la toxine TDH et la toxine CPE citées plus haut 

peuvent causer la formation de canaux perméables aux ions, et le mécanisme utilisé 

apparaît principalement être dépendant des voies du calcium. 

De manière générale, il semble que la concentration de toxine soit importante dans 

l'attachement des toxines formant des pores. La toxine a de S. aureus est la mieux connue 

parmi ces toxines. Il a été montré que l'attachement de la forme monomérique de la toxine 

a peut avoir lieu soit avec un récepteur protéique spécifique de forte affinité (Hildebrand et 

al., 1991), soit avec des lipides (Forti et Menestrina, 1989). Le processus d'oligomérisation, 

d'insertion et de formation d'un pore transmembranaire semble dépendre de la présence de 

récepteurs spécifiques lorsque la concentration de toxine est très faible à la surface 

cellulaire. Les récepteurs ont probablement pour rôle de concentrer la toxine par diffusion 

latérale à la surface de la bicouche, favorisant alors l'oligomérisation et l'insertion. Le 

mode d'action pour la formation de pores par l'aérolysine d' Aeromonas est apparenté à 

celui de la toxine cc. Les pores de l'aérolysine sont légèrement sélectifs en anions, à la 

différence des pores formés par CPE et TDH (Chakraborty et al., 1990). L'aérolysine 

s'attache aux cellules par un récepteur, et forme alors un canal heptamérique dans la 

membrane (Buckley, 1992; Wilmsen et al., 1992; Moniatte et al., 1996). L'attachement 

précède l'étape d'oligomérisation, et cette dernière est requise pour la formation du pore 

dans la bicouche lipidique (Garland et Buckley, 1988). Les sites requis pour l'attachement 

sont distincts de ceux nécessaires à l'oligomérisation et à la formation de pores. Le 

récepteur fonctionnel de l'aérolysine serait la glycophorine dans certains cas, ou la 

thyroglobuline-1 ancrée à un glycosylphosphatidylinositol (GPI) (Garland et Buckley, 

1988; Buckley, 1992; Cowell et al., 1997; Nelson et al., 1997). Il est important de noter que 

les protéines ancrées au GPI ont le potentiel d'une très grande mobilité latérale, ce qui est 

un avantage pour une toxine qui doit devenir compétente dans l'oligomérisation après 

l'attachement pour s'insérer dans la membrane. 
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Des structures secondaires caractéristiques sont partagées par les toxines formant des 

pores. La toxine cc de S. aureus comporte des hélices oc amphipatiques et hydrophobes dans 

sa région N-terminale. Cette propriété structurale est retrouvée chez le mastoparan du venin 

de serpent, l'équinatoxine d'anémone de mer, des peptides de fusion membranaire de 

certains virus (Katsu et al., 1990; Thiaudiere et al., 1991; Belmonte et al., 1994). Cette 

région servirait à l'ancrage d'un monomère de la toxine dans la bicouche lipidique et à 

l'association des monomères entre eux. Il est interessant de rappeler que la toxine STb 

d'E.co/i comporte également ce motif N-terminal, et qu'elle s'insère de façon stable dans la 

membrane plasmique (Sukumar et al., 1995; Chao et Dreyfus, 1997a). De plus, la toxine 

STb, similairement à la toxine cc, comporte une zone flexible riche en glycine connectant 

les 2 régions N- et C- terminales (Fig. 3). Cependant, le rôle de cette insertion membranaire 

dans l'action de la toxine STb n'a pas été élucidé. 

2. 2. Bases biochimiques cellulaires 

2. 2. 1. Nature et structure d'un site d'attachement d'un récepteur 

2. 2. 1. 1. Différents constituants de la surface cellulaire 

Les récepteurs pour les entérotoxines bactériennes présentent une diversité au niveau 

de leurs fonctions et également au niveau de leurs structures et de leurs spécificités. Dans 

les mécanismes moléculaires de pathogénèse, la grande majorité des associations connues 

apparaissent basées sur la reconnaissance spécifique d'un ligand protéique par un 

glycoconjugué à la surface de la cellule hôte. Le plus souvent, la partie glycosylée est 

impliquée dans la spécificité de l'attachement (Dimmock, 1982; Eidels et al., 1983; Jones et 

Isaacson, 1983; Bernardi et al., 1997). Chez les toxines bactériennes entériques, les sites 

d'attachement glycosylés, dont les structures sont les mieux décrites, sont le 

monosialoganglioside GM1 pour les toxines CT et LT, et le globotriosylcéramide Gb3 pour 

les vérotoxines. 

Certaines interactions protéine-protéine sont également connues entre pathogène et 

hôte (Beachey et al., 1988). La séquence en acides aminés détermine le site d'attachement 

(Janin et Chothia, 1990). En général, chez les toxines bactériennes, les toxines possédant 
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plusieurs domaines d'attachement, comme CT, LT ou VT, reconnaissent la partie 

glucidique portée par des lipides ou des protéines, alors que les toxines présentant un seul 

domaine d'attachement, comme la toxine diphtérique ou la toxine STa, semblent 

reconnaitre un site protéique (Hirayama et al., 1992; Wada et al., 1996). 

Par ailleurs, des entérotoxines reconnaissent des sites sur de simples lipides 

membranaires (le cholestérol, les phospholipides tels que la phosphatidylcholine, et les 

sphingolipides tels que la sphingomyéline). Dans la plupart des cas, ce sont les toxines 

endommageant la membrane plasmique. Ces toxines peuvent utiliser certains lipides, non 

comme récepteur membranaire, mais plutôt comme accepteur de faible affinité (Forti et 

Menestrina, 1989; Menestrina et al., 1990). Les lipides sont des composants fondamentaux 

et très abondants de la membrane plasmique, ils sont répandus sur différents types 

cellulaires mais ne présentent pas de caractéristiques spécifiques. 

2. 2. 1. 2. Caractéristiques des glycoconjugués de surface cellulaire 

Plusieurs caractéristiques peuvent expliquer pourquoi les glycoconjugués sont le plus 

souvent impliqués comme sites d'attachement spécifiques parmi les constituants de surface 

cellulaire. Leur caractéristique majeure est leur abondance à la surface de la cellule 

animale, notamment des cellules épithéliales des surfaces mucosales, site de colonisation 

normal des bactéries et porte d'entrée principale des infections. Les chaînes glucidiques 

détectées à la surface des membranes cellulaires sont composées de 1 à 20 sucres dont les 

plus connus sont le glucose, le galactose, le mannose, le fucose, ou les sucres aminés 

comme la N-acétylglucosamine, la N-acétylgalactosamine et l'acide neuraminique 

(IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclature, 1978; IUPAC-IUB Joint 

Commission on Biochemical Nomenclature, 1986). Par conséquent, ces structures 

saccharidiques exposées à la surface des cellules sont des sites privilégiés pour la 

reconnaissance des toxines bactériennes, notamment dans l'intestin. 

Les glycoconjugués membranaires sont présents sous différentes formes: 

glycoprotéines, protéoglycans et glycolipides. Ces glycoconjugués ont une portion 

hydrophobe de leur molécule solidement ancrée dans la membrane cellulaire, et une portion 

saccharidique exposée à la surface externe de cette membrane. Les glycoconjugués les 

moins fortement associés aux membranes sont les glycoprotéines, telles que les mucines, et 
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les protéoglycans, dans la mesure où ces molécules peuvent être sécrétées (Paulson, 1989). 

Les glycoconjugués protéiques ont plusieurs chaînes souvent différentes liées au même 

peptide. Ces chaînes sont liées aux sérines (S) ou aux thréonines (T) formant une liaison 0-

glycosidique, ou liées aux asparagines (N) formant une liaison N-glycosidique. La partie 

peptidique peut traverser la membrane. En revanche, les glycolipides ont la particularité de 

porter une seule chaîne saccharidique par molécule. La partie lipidique semble 

exclusivement localisée dans le feuillet externe de la bicouche lipidique. Dans la plupart 

des cas, les glycolipides sont strictement liés à la membrane et sont absents des sécrétions 

(Karlsson, 1986). Toutefois, l'intestin dispose d'un très rapide renouvellement de cellules 

épithéliales, qui sont libérées de l'épithélium et dégradées dans la lumière intestinale. C'est 

pourquoi les glycolipides peuvent être présents dans le mucus intestinal. 

La majorité des glycoconjugués de la surface cellulaire jouent un rôle dans la 

protection et la structure de l'intégrité de la cellule. C'est le cas essentiellement des chaînes 

riches en mannose liées en N- aux protéines. Ces chaînes sont abondantes à la surface des 

cellules et ne semblent montrer que peu de variation parmi les espèces, les individus, les 

tissus et les cellules. Par contre, les chaînes liées en 0- aux protéines, comme dans les 

mucines qui ne contiennent pas de mannose, et les chaînes liées aux lipides démontrent une 

forte variation. Les chaînes liées en 0- des glycoprotéines semblent porter les mêmes 

séquences que les chaînes des glycolipides, à l'exception du premier monosaccharide, qui 

est généralement le GalNAcot au lieu du G1cf3 pour les glycolipides. La complexité de ces 

chaînes augmente en fonction de l'évolution des espèces. Les chaînes diffèrent par la 

nature, le nombre et l'agencement des sucres. Ces derniers jouent un rôle fondamental 

quant à l'affinité des glycoconjugués pour certaines toxines. Il existe un grand nombre de 

spécificités d'attachement avec la partie glycosylée des glycoconjugués. Cette grande 

variabilité structurale des chaînes saccharidiques, comparée à la séquence en acides aminés 

des protéines, favorise la possibilité d'un changement de récepteurs grâce à très peu de 

mutations sur le ligand. 

La topologie moléculaire et le réarrangement des molécules à la surface cellulaire sont 

également des éléments importants dans l'attachement et la pénétration d'une toxine. La 

partie glycosylée d'une glycoprotéine est en général plus longue et apparaît plus exposée et 

plus accessible que la partie glycosylée d'un glycolipide. De plus, les constituants 

lipidiques et protéiques d'une bicouche ne sont pas immobiles mais en perpétuel 
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mouvement. Cette situation dynamique au niveau de la surface cellulaire autorise des 

diffusions latérales et des échanges de position par les molécules ancrées dans la bicouche 

lipidique. Pour accéder à un site très proche de la membrane, il semble que le ligand 

nécessite l'induction d'une diffusion latérale des composants masquant la surface. Cette 

théorie a d'ailleurs été émise pour l'adhésion cellulaire (Bell et al., 1984). Le modèle 

cinétique d'adhésion cellulaire décrit indique que les forces de répulsion impliquées lors du 

rapprochement d'une particule semblent induire une diffusion latérale et une réorganisation 

des composants de surface permettant alors un attachement de faible énergie. 

2. 2. 2. Reconnaissance et attachement d'un glycoconjugué 

2. 2. 2. 1. Principe de « clé-serrure» 

Un attachement peut avoir lieu soit par une association aspécifique, souvent de nature 

non polaire, soit par une interaction spécifique de type « clé-serrure » comparable à la 

combinaison d'un antigène avec son anticorps, ou d'une enzyme avec son substrat (Kabat, 

1988; Thurin, 1988; Padlan et Kabat, 1991; Braden et al., 1995). Le plus souvent, 

l'association est spécifique pour former des complexes stables et conférer une activité au 

complexe formé. 

La reconnaissance moléculaire de deux protéines entre elles ou d'une protéine et d'un 

site saccharidique dépend de la complémentarité stérique et électrostatique des surfaces se 

combinant. L'ajustement serré des deux surfaces rend compte du fait que la fixation 

spécifique est une interaction non covalente extrêmement solide. Plus la spécificité est 

grande, et plus le profil moléculaire du ligand épouse la forme du site d'attachement. La 

conformation cristallographique des complexes ligand-récepteur montre généralement la 

séquence d'attachement prenant place entre deux domaines majeurs du ligand protéique, 

qui enserrent un site actif placé dans une poche. Les deux lobes sont souvent assez 

hydrophobes alors que la poche de fixation est hydrophile. Le site spécifique à une 

séquence saccharidique ressemble à une cavité pour l'attachement de courtes séquences 

terminales, et à un sillon profond ou crevasse pour des séquences plus longues ou internes 

(Karlsson, 1986). 

Certaines forces électrostatiques entrent en jeu dans la reconnaissance entre les 

groupements du site d'attachement saccharidique et les acides aminés du site actif du 
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ligand. Généralement, les chaînes latérales de ces acides aminés sont engagées dans des 

liaisons hydrogènes. Le ligand protéique interagit avec des groupements polaires d'oxygène 

ou d'azote très proches, qui sont issus des unités saccharidiques. Parfois, les acides aminés 

du site actif portent des sites anioniques ou cationiques qui entrent en jeu dans la 

reconnaissance via des liaisons ioniques. Ces interactions fortement polaires déterminent 

entièrement la spécificité de l'attachement. 

En plus de ces forces polaires, la séquence saccharidique expose une surface à caractère 

non polaire. Cette dernière est formée d'un anneau d'atomes d'hydrogène qui s'étend 

autour des groupements polaires. Cette surface va former un contact hydrophobe avec les 

chaines latérales d'acides aminés hydrophobes appartenant à la protéine complémentaire. 

Ce contact est la contribution majeure pour la stabilité du complexe. Les interactions 

hydrophobes sont connues, en effet, pour jouer un rôle crucial dans le maintien des 

structures moléculaires en place. 

2. 2. 2. 2. Reconnaissance de séquences internes 

Les ligands des micro-organismes à activité lectine partagent la propriété de 

reconnaître des séquences terminales mais aussi internes dans la chaîne saccharidique 

(Bock et al., 1988; Karlsson et al., 1992; Angstrom et al., 1994), à la différence de la 

plupart des anticorps qui reconnaissent des parties terminales seulement (Thurin, 1988). 

Cette propriété est à l'origine du terme « isorécepteurs ». 

Une série de glycoconjugués peut présenter un même site d'attachement placé à 

différents endroits dans la chaîne. Les isorécepteurs possèdent une séquence minimale 

d'attachement en commun, mais des groupements voisins distincts. Les sites saccharidiques 

d'attachements identiques retrouvés à différentes positions vont, par conséquent, présenter 

des conformations préférentielles pour l'accessibilité du site par le ligand. La spécificité 

d'attachement est une notion large par rapport au site minimal d'attachement (ou épitope 

d'attachement). La conformation environnante de l'épitope d'attachement confère une 

affinité optimale parmi une famille d'isorécepteurs. La toxine Shiga, par exemple, reconnaît 

le disaccharide Ga1a1-4Gal (Lindberg et al., 1987). Parmi une série d'isorécepteurs portant 

ce disaccharide en position terminale ou interne, plusieurs sont reconnus par la toxine. 

Cependant, le globotriosylcéramide Gb3 présente la plus forte affinité et joue également un 
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rôle important dans le tropisme de la toxine (Boyd et al., 1993; Boyd et al., 1994). 

La reconnaissance du site en position interne de la chaîne est une activité lectine unique 

pour le ligand. En effet, les différences en fonction des espèces et des tissus résident 

majoritairement dans la partie terminale de la chaîne saccharidique. C'est un avantage pour 

la toxine, nécessitant un attachement à la muqueuse, car elle évite ainsi ces différences en 

position terminale, alors que l'anticorps est produit notamment pour les détecter. 

2. 2. 2. 3. Attachement de faible affinité 

L'affinité du complexe est généralement mesurée par la constante de dissociation KD  

ou la donnée inverse qui est la constante d'association KA. La constante KA varie entre 107  

et 1011  M-1  pour les complexes anticorps-antigène qui sont de forte affinité (Braden et al., 

1995). Même si les systèmes de forte affinité existent, ceux de faible affinité sont souvent 

sélectionnés par les toxines bactériennes et de nombreux autres ligands de pathogènes 

(Karlsson et al., 1992). 

La constante d'association du récepteur de STa est forte (environ 109  M-1) (Guarino et 

al., 1987b). Plus la valeur de KA est forte, plus la toxine se fixe fermement à son récepteur. 

Cet attachement de forte affinité est inhibé par la molécule récepteur sous forme soluble 

même à de faibles concentrations. En revanche, le site galabiose (Galcc1-4Gal) reconnu par 

la toxine Shiga n'est pas un compétiteur efficace. L'attachement de la toxine Shiga avec les 

cellules cibles n'est pas inhibé par des concentrations élevées du disaccharide Gala1-4Gal 

libre. La constante KA d'un site d'attachement d'une sous-unité B de la toxine est de l'ordre 

de 103  M-1. Un attachement de faible affinité n'est pas inhibé par un oligosaccharide 

soluble univalent, même à des concentrations élevées. Par conséquent, les méthodes 

classiques de compétition basées sur l'inhibition avec des oligosaccharides solubles ne 

peuvent pas être utilisées pour démontrer la spécificité de l'attachement. En fait, la toxine 

Shiga nécessite une multivalence de la séquence disaccharide pour un attachement efficace 

avec les cellules cibles (Lindberg et al., 1987). Lorsque le site Galcc1-4Gal est présenté de 

façon multivalente en conjugaison avec de la BSA (albumine de sérum bovin), l'inhibition 

est efficace. L'inhibition est optimale lorsque 25 résidus de Gala1-4Gal sont liés avec la 

BSA. Aucune inhibition n'est obtenue avec le composé (Gala1-4G1c)25-BSA, où le lactose 

au lieu du galabiose est lié avec la BSA. 
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Le site d'attachement de faible affinité doit être présenté sous sa forme multivalente à 

la surface des cellules, et ce phénomène est largement influencé par l'état de la membrane 

et en particulier par sa fluidité (Spiegel et al., 1984). L'attachement de la toxine CT requiert 

aussi un attachement multivalent (Fishman et Atikkan, 1980). Il est supposé qu'une 

molécule de toxine CT s'attache premièrement à une seule molécule de GM1 et se déplace 

alors latéralement à la surface de la membrane plasmique de façon à rencontrer une autre 

molécule de GMl. Similairement à la toxine Shiga, l'affinité d'attachement pour une seule 

sous-unité B de CT avec l'oligosaccharide porté par GM1 est plutôt faible. Cependant, 

comme l'attachement de CT avec la membrane est pentavalent, la constante d'association 

de la toxine avec la cellule est forte (de l'ordre de 1010  M-1). 

Karlsson et al., (1992) estiment que l'attachement de faible affinité relève d'une 

complémentarité insuffisante entre la protéine et le site saccharidique. Pour qu'un inhibiteur 

(de synthèse par exemple) de cet attachement soit efficace en compétition, soit le site 

saccharide doit être multivalent, soit s'il est univalent, l'affinité des sites individuels doit 

être augmentée par rapport à l'affinité naturelle. Ce type d'attachement de faible affinité 

apparaît constituer un avantage à la surface des cellules. Il est fort probable qu'il ait été 

sélectionné de façon à contrer les inhibitions par des oligosaccharides solubles et univalents 

présents à la surface des cellules cibles en raison de diverses dégradations enzymatiques. 

2. 2. 3. Familles de spécificités d'attachement 

Acide neuraminique (ou sialique)  

Les groupements d'acide neuraminique (NeuAc, NeuGc) sont présents en densité 

élevée à la surface des cellules (Higa et Paulson, 1985a). Ce sont des constituants des 

glycoconjugués lipidiques, comme protéiques. Ces groupes sont reconnus par des virus 

(Dimmock, 1982; Higa et al., 1985b), des bactéries (Jones et Isaacson, 1983) et des toxines 

(Fishman et al., 1993). Il s'agit d'une très grande famille comportant plusieurs types de 

spécificité d'attachement. 

L'acide neuraminique joue notamment un rôle dans le site d'attachement 

spécifiquement reconnu par les toxines CT et LT. Le monosialoganglioside GM1 est un 

glycosphingolipide complexe, dont la structure biochimique est aujourd'hui caractérisée 

(Lanne et al., 1994). Cette molécule de 1.5 kDa porte un pentasaccharide composé d'un 
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« core » de lactosylcéramide (Galf31-4G1431-1Cer) auquel sont liés un galactose (Gal), un 

groupe de N-acétylgalactosamine (GalNAc) et un groupe d'acide neuraminique (NeuAc) 

(Fig. 7). L'attachement de la sous-unité B de la toxine CT nécessite à la fois le galactose 

interne du « core » et l'acide neuraminique en position terminal lié sur ce galactose, avec 

une légère contribution du N-acétylgalactosamine (Merritt et al., 1994; Shoham et al., 

1995). 

Le pentasaccharide porté par GM1 n'a pas été retrouvé dans les formes 

glycoconjuguées aux protéines. Sélectionner un récepteur tel que GM1 semble représenter 

un double avantage pour la toxine CT (Eidels et al., 1983; Pacuszka et al., 1991). 

Premièrement, le récepteur étant le plus souvent absent dans les sécrétions, la toxine évite 

d'être éluée avec les glycoprotéines sécrétées et assure ainsi un attachement membranaire. 

Deuxièmement, un site d'attachement porté par un glycolipide crée un contact intime avec 

la bicouche lipidique, crucial surtout pour les toxines qui doivent traverser la membrane. 

NeuAc 
a2 
	 Core de lactosyleéramide 

Galpi —3Ga1NAcp1—  4 a11 	 0 
C—N—i

I 	
18C (acides stéariques) 

C—Sphingosine 

Céramide 
Figure 7. Structure du monosialoganglioside GM1, le récepteur commun aux toxines CT et LT. L'acide 

N-acétyl neuraminique (NeuAc ou NANA) fait partie de la structure des gangliosides. 

Galabiose 

Comme pour le pentasaccharide porté par GM1, le disaccharide Galoc1-4Gal apparaît 

être exclusivement exprimé dans les glycolipides retrouvés dans les tissus humains (Yang 

et al., 1994). La toxine Shiga de Shigella dysenteriae type 1 et les vérotoxines VTI et VTII 

d'E. co/i reconnaissent ce site galabiose dans le globotriosylcéramide Gb3 (Lindberg et al., 

1987; Lingwood et al., 1987; Waddel et al., 1988). Le galactose terminal est crucial dans 
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l'activité d'attachement de ces toxines. Le galabiosylcéramide a été proposé comme 

récepteur pour l'entérotoxine B de staphylocoque (SEB) dans les cellules humaines de rein 

(Chatterjee et al., 1995). Dans le galabiosylcéramide, le site Ga1cc1-4Ga1 est localisé plus 

près de la bicouche que dans le globotriosylcéramide. Le Gb3 porte ce disaccharide en 

position terminale et espacé du céramide par un seul saccharide. Ce phénomène de 

proximité membranaire est important pour l'attachement, car il peut contribuer à l'insertion 

membranaire d'un ligand. 

N-acétylgalactos amine et N-acétylglucosamine 

Les hexosamines GalNAc et GlcNAc sont exprimés par de nombreux glycoconjugués à 

la fois lipidiques et protéiques. Plusieurs études ont indiqué que la toxine LT de type I 

s'attache à des galactoprotéines sur les cellules épithéliales intestinales chez certaines 

espèces, mais pas la toxine CT. D'un côté, LT-I reconnait des glycoprotéines et des 

polyglycosylcéramides préparés à partir de tissus cibles respectivement humain et de lapin. 

Les données de modélisation moléculaire ont montré que l'épitope d'attachement est limité 

au disaccharide terminal Ga1f31-4G1cNAc (Karlsson et al., 1996). D'un autre côté, Shida et 

al., (1996) suggèrent que LT-I reconnaît certaines chaînes oligosaccharidiques de type 

mucine contenant la séquence terminale Ga1f3 1 -3GaINAc. La séquence Ga1NAci31-3Ga1f31-

4G1cNAc serait également intimement impliquée dans le site d'attachement de la toxine A 

de C. difficile à la fois sur des glycoprotéines et des glycolipides (Krivan et al., 1986; 

Teneberg et al., 1996; Smith et al., 1997). 

Mannose 

Le mannose est utilisé par de nombreuses bactéries pour leur adhérence (Beachey et 

al., 1988; Svanborg-Eden et al., 1988; Wold et al., 1988). Par exemple, le fimbriae de type 

1 des entérobactéries comprend une sous-unité protéique mineure, FimH, qui démontre un 

attachement spécifique au mannose sur les cellules épithéliales intestinales (Abraham et al., 

1988). Le mannose est très représenté à la surface des cellules et dans le mucus, mais 

seulement dans certaines glycoprotéines. Il s'agit des glycoprotéines portant les chaînes de 

type riche en mannose liées en N-. La plupart des chaînes liées en 0- des glycoprotéines, 

incluant les mucines, ne contiennent pas de mannose. De plus, les oligosaccharides 
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contenant du mannose sont absents des glycolipides chez les mammifères. Le mannose 

étant très abondant parmi certaines glycoprotéines et absent dans les mucines sécrétées, 

l'attachement aux cellules ne peut pas être inhibé efficacement par des glycoconjugués 

sécrétés. Le mannose permet donc d'assurer un attachement du ligand avec la membrane 

cellulaire. Curieusement, aucune toxine entérique n'est connue pour s'attacher 

spécifiquement au mannose. Une seule étude montre que l'attachement de la toxine C2 de 

C. botulinum avec la thyroglobuline est inhibé par le mannose, suggérant que ce site peut 

appartenir à l'épitope d'attachement (Sugii et Kozaki, 1990). 

Lactose 

Les isorécepteurs avec le lactose Gal[31-4G1c comme site minimal d'attachement sont 

reconnus spécifiquement par de nombreuses adhésines de bactéries pathogènes ou de la 

flore normale, principalement dans le côlon (Hansson, 1983; Stromberg et al., 1988; 

Karlsson et al., 1992). Ce site est porté exclusivement par des glycolipides. Le mode 

d'attachement à cette séquence dans le lactosylcéramide (Ga1131-4G1c31-1Cer) présente 

généralement une sélection particulière pour les céramides (Hansson, 1983). Il semble que 

la spécificité minimale du site d'attachement soit le lactose, tandis que la structure du 

céramide influence la présentation du lactose, ce qui est crucial vis-à-vis de l'accessibilité 

pour le ligand (Karlsson et al., 1992). L'attachement au lactosylcéramide est très répandu 

pour les adhésines des pathogènes entériques, cependant ce type de spécificité n'a pas été 

rapporté chez les toxines bactériennes entériques. 

2. 2. 4. Variants de ligands 

Il est fréquent de rencontrer des variants de ligands. Ces ligands diffèrent légèrement 

dans leurs spécificités d'attachement. Chaque famille de spécificité d'attachement est 

corrélée avec des ligands nécessitant la même séquence minimale. Cependant, les membres 

individuels se distinguent par leurs préférences pour certains isorécepteurs. Par conséquent, 

les sites d'attachement complémentaires des ligands protéiques doivent être apparentés au 

niveau structural (Karlsson et al., 1992). Des mutations de ces ligands sont considérées 

affecter 1 ou quelques acides aminés pour induire des modifications structurales fines du 

site et conduire à un changement de spécificité d'attachement entre 2 isorécepteurs. Par 
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contre, ces mutations doivent être beaucoup plus grandes pour conduire à un changement 

entre 2 familles d'isorécepteurs. De même, il est supposé qu'un attachement à une séquence 

terminale présentant une séquence voisine d'un seul côté va necessiter des mutations 

importantes si le changement de spécificité du ligand s'oriente vers la reconnaissance d'une 

séquence interne. 

De telles modifications des ligands peuvent expliquer les changements dans la 

sélectivité de divers tissus de l'hôte pour l'infection. Par exemple, le récepteur 

membranaire de la toxine VTe ou VTIIv, de la maladie de l'oedème du porc, est le 

globotétraosylcéramide Gb4 ou globoside (De Grandis et al., 1989). Le site minimal 

d'attachement est la séquence Galct1-4Gal à la fois pour la toxine VTII et pour le variant de 

VTII. 11 a été montré qu'un changement dans l'attachement par les vérotoxines entre le Gb4 

(pour VTIIv) et le Gb3 (pour VTII) peut expliquer la différence du tropisme cellulaire de 

l'infection respectivement chez le porc et l'humain (Samuel et al., 1990). 

2. 2. 5. Sites d'attachement multifactoriels 

L'attachement multifactoriel définit l'existence de plusieurs spécificités d'attachement 

pour un même ligand. Une spécificité d'attachement supplémentaire peut représenter un 

récepteur alternatif pour la toxine. Par exemple, comparativement au récepteur ubiquitaire, 

GM1 de CT et LT, le récepteur GC-C de STa est présent uniquement dans l'intestin. La 

stimulation de GC-C par STa est plus grande dans le petit intestin que dans le côlon 

(Guarino et al., 1987b; Kuhn et al., 1994), et, en général, moins de récepteurs à STa sont 

trouvés dans le côlon (Cohen et al., 1988; Krause et al., 1994). En revanche, la réponse à 

STa en flux d'électrolytes, telle que mesurée en chambre d'Ussing, est plus forte dans le 

côlon (Kuhn et al., 1994). Il est possible que la toxine STa soit inactivée à différents 

niveaux dans différentes régions de l'intestin, comme il a été montré dans le jéjunum et 

l'iléon (Cohen et al., 1989). Une autre hypothèse est basée sur la présence de récepteurs 

pour STa « non GC-C » dans le côlon. Dans ce cas, les récepteurs non GC-C pourraient être 

corrélés à une voie de signalisation alternative, permettant cette plus forte réponse en flux 

d'électrolytes dans le côlon. La présence d'un nouveau récepteur pour STa est fortement 

suggerée (Almenoff et al., 1993; Mann et al., 1993; Almenoff et al., 1994). 

Dans le cas de plusieurs toxines bactériennes, des résultats récents s'orientent vers un 
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mécanisme d'attachement en 2 ou plus de 2 étapes. Le site d'attachement de première étape 

serait impliqué dans le ciblage et le tropisme de l'infection. Le site d'attachement de 

deuxième étape servirait à établir un attachement membranaire. Ce mécanisme a été 

proposé pour la toxine LT, considérant que l'attachement de l'anneau de sous-unités B au 

GM1 devait être précédé de l'attachement avec un site plus distant de la membrane 

cellulaire. Il a été observé que la toxine LT démontre un attachement 10 fois plus fort que la 

toxine CT dans le petit intestin de lapin. Un site récepteur membranaire additionnel à GM1 

pour LT a désormais été identifié (Holmgren et al., 1982; Zemelman et al., 1989; Griffiths 

et Critchley, 1991; Angstrom et al., 1994; Orlandi et al., 1994; Teneberg et al., 1994; Shida 

et al., 1996). Il est surprenant que 2 bactéries qui colonisent le même tissu, le petit intestin, 

et utilisent le même système cible pour leurs toxines, diffèrent dans leur attachement. Il est 

possible que les 2 bactéries adhèrent différemment, de telle façon que la toxine d'E. co/i 

nécessite un mécanisme en 2 étapes. L'attachement avec les résidus N-acétyllactosamine 

(Galf31-4G1cNAc) des glycoprotéines ou des polyglycosylcéramides plus allongées serait 

suivi de l'attachement clé au GM1 très proche de la bicouche lipidique. De cette manière, 

les glycolipides courts comme GM1, qui sont souvent peu accessibles directement du fait 

de la présence de chaînes saccharidiques plus étendues, deviendraient alors accessibles 

suite à la première étape d'attachement. Dans ce modèle, l'accessibilité serait induite suite à 

l'attachement au site de première étape. De façon similaire, Lindberg et al. (1987) ont 

constaté que certaines lignées cellulaires sont résistantes à l'action de la toxine Shiga 

(internalisation et arrêt de la synthèse protéique), alors que les sites récepteur sont présents 

en densité élevée. Ces résultats suggèrent qu'il existe au moins 2 classes de récepteurs 

distincts sur le plan fonctionnel, et qui ne sont pas toujours exprimés. Les auteurs proposent 

que l'attachement au site galabiose à proximité de la bicouche lipidique correspond à un 

récepteur fonctionnel pour la pénétration de la toxine, alors que d'autres sites plus éloignés 

vont permettre l'attachement avec la surface cellulaire, mais pas la pénétration. 

La susceptibilité de l'hôte vis-à-vis d'une infection est significativement dépendante de 

ses caractéristiques spécifiques, comme l'espèce, l'âge ou la lignée génétique. La 

distribution des sites d'attachement peut expliquer très souvent le tropisme d'un micro-

organisme et notamment d'une toxine (Mobassaleh et al., 1988; Mobassaleh et al., 1989). 

Toutefois, les stratégies utilisées par les toxines sont certainement encore plus élaborées et 

peut-être plus insidieuses qu'il n'était envisagé. 



III. MATÉRIEL, MÉTHODES ET RÉSULTATS 
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Article 1 : Binding characteristics of Escherichia coli enterotoxin b (STb) 

to the pig jejunum and partial characterization of the molecule involved 

E. Rousset, J. Harel & J. D. Dubreuil 

Microbial Pathogenesis (1998, 24 : 277-288) 
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PATHOGENESIS 

Binding characteristics of Escherichia coli 
enterotoxin b (STb) to the pig jejunum and 
partial characterization of the molecule 
involved 
Elodie Rousset, Josée Harel & J. Daniel Dubreuil* 
Groupe de recherche sur les malades infectieuses du porc (GREMIP), Département de pathologie et 
microbiologie, Faculté de médecine vétérinaire, Université de Montréal, C. P. 5000, Saint-Hyacinthe, 
Québec, Canada, J2S 7C6 

(Received June 26, 1997; accepted in revised forrn December 18, 1997) 

Escherichia coli heat-stable enterotoxin b (STb) causes severe diarrhoea in weaning pig lets. STb most 
probably has to bind to intestinal epithelial cells in order to achieve its effect. Using biotinylated 
biologically active STb, we developed a semi-quantitative binding assay using indirect fluorescence 
microscopy. We demonstrated the attachment of the biotinylated toxin to microvilli of the pig jejunum. 
However, binding was abolished when biotinylated STb was either boiled or treated with 2-mer-
captoethanol, treatments known to abolish biological activity. Different characteristics of STb at-
tachment to the pig small intestine were determined. The reaction was rapid and reached maximun 
intensity atter approximately 10 min. The binding was pH dependent showing an optimum at pH 5.8. 
Incubation at either 4°C, 25°C or 37°C did not affect the binding. No competition was observed with 
non-biotinylated STb. However, preincubation of biotinylated STb with streptavidin conjugated to 
horseradish peroxidase completely abolished the binding. Pig tissues other than jejunum dem-
onstrated binding towards STb including duodenum, ileum, caecum, colon, liver, lung, spleen and 
kidney. The molecule involved was then partially characterized. Metaperiodate treatment of the je-
junum sections abrogated binding but protease treatment had no effect. Enzymatic treatments of 
jejunal sections demonstrated that N- and 0-glycosidases, and several exoglycosidases did not affect 
binding, whereas reduced binding was observed with ceramide glycanase and Y-glucosidase, and 
was completely abolished following neuraminidase treatment. Overall, our results suggest that in vitro 
STb binding was rapid, pH dependent, temperature independent, not restricted to jejunum and 
involves a molecule that seems to be composed of a ceramide moiety, terminal neuraminic acid and/ 
or Y-linked terminal glucose residue(s). 	 © 1998 Academic Press Limited 
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Introduction 

Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) produces 
two types of enterotoxins, classified as heat-
labile toxins, LTI and LTII, and heat-stable toxins, 
STa and STb (also named STI and STII, re-
spectively), which cause net fluid and electrolyte 
secretions, leading to diarrhoea, dehydration 
and, in severe cases, death of the animal. To 
initiate disease, many enterotoxins have to re-
cognize and bind to host cell surface molecules, 
such as proteins, glycoproteins or lipid glyco-
conjugates, serving as their receptors [1]. 

The heat-stable enterotoxin b (STb) is the most 
prevalent toxin associated with ETEC causing 
diarrhoeal disease in weaning piglets 6-10 weeks 
old [2, 3]. While the epidemiological, phys-
icochemical and genetic aspects of STb have 
been studied since the identification of STb by 
Burgess et al. [4], the mechanism of action of 
STb is poorly understood and particularly the 
interaction between the toxin and the intestinal 
epithelial cells [5]. In 1995, Peterson and Whipp 
[6] compared the secretory response of purified 
toxins using the pig intestinal loop assay. They 
demonstrated that maximal doses of STa and STb 
when mixed together yielded additive effects on 
fluid secretion, suggesting distinct mechanisms 
of action for STa and STb. The same phenomenon 
was noted with CT and STb. The STb toxin has 
been reported to elicit a rapid secretory response 
of brief duration [7-9 J.  Moreover, STb increases 
short-circuit current when the toxin is delivered 
to the mucosal but not the serosal side of in-
testinal tissue mounted in Ussing chambers [10]. 
Whipp et al. [11] reported that the secretory 
response of STb is dependent on the integrity 
of the villous epithelium. 

At the molecular level, although the structure 
of STb [12], and regions of the molecule required 
for biological activity have been studied [13, 14, 
15], further analysis will be necessary to identify 
the amino acid residues involved in the inter-
action of STb with its putative receptor. Dreyfus 
et al. [16] suggested that STb functions by open-
ing a G-protein-linked-receptor-operated Ca' 
channel in the plasma membrane of different 
cell lines. Hitotsubashi et al. [17] demonstrated 
the specific binding of "I-labelled STb to mouse 
intestinal villus cell membranes. The identified 
STb binding protein did not contain saccharide 
and was found in the intestine of CD-1 mouse 
but was absent from the other tissues tested. 
Recently, Chao and Dreyfus [18] studied the 
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Figure 1. SDS-PAGE and Western blot of STb and 
biotinylated STb. (a) SDS-PAGE. (b) Western blot 
using a polyclonal monospecific antibody against 
STb. (c) Western blot using a streptavidin horseradish 
peroxydase conjugate. 1: STb 2: biotinylated STb 3: 
biotin. Wells 1 and 2 contain 4 lig STb. On the left, 
peptide molecular weight standard is indicated by 
arrows, f-rom top to bottom 16 949, 14 404, 8159, 6214 
and 2512 Da. 

interaction of STb with cultured human in-
testinal epithelial cells. Together, their results 
indicate that STb binds with low affinity to the 
plasma membrane of cultured epithelial cells 
and polarized T84 cells, probably to membrane 
lipids, and becomes stably associated with the 
lipid bilayer. 

We have investigated the presence of a com-
ponent(s) acting as a STb receptor in pig intestine 
where STb naturally acts. Primary attention has 
been given to the jejunum since it was observed 
that STb induced a more consistent secretory 
response in rat jejunal loops compared with 
other parts of the intestine (E. Rousset and J. D. 
Dubreuil, unpublished result). In the present 
study, we examined the binding of STb to pig 
jejunum rnicrovilli, and determined certain bind-
ing characteristics of STb. A preliminary charac-
terization of the molecule involved in STb 
binding was performed using chemical and en-
zymatic treatments of the pig jejunum. 

Results 

We first determined if STb toxin was bio-
tinylated. Figure 1 shows that STb is detected 
both by polyclonal IgG directed against STb 
and by streptavidin conjugated to horseradish 
peroxidase, indicating that biotin molecules are 
fixed to STb. The in vivo activity of the bio-
tinylated toxin in ligated rat intestinal segments 
was then evaluated. A similar accumulation of 
fluid was noted for STb (ratio of 0.15 + 0.04, 
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P<0.005) and biotinylated STb (ratio of 
0.11 + 0.04, P<0-005) compared to the control. 
These data indicated that the biological activity 
was not affected by fixation of biotin to STb and 
that recognition and binding to the molecule 
acting as the receptor was not influenced by the. 
toxin modification. Thus, biotinylated STb could 
be used to study the toxin attachment to pig 
tissues. 

PH 

Development of the STb binding assay 

Using 8-week-old pig jejunum sections, the bind-
ing of biotinvlated STb was visualized following 
incubation with a streptavidin-FITC conjugate. 
The specificity of the in vitro test was confirmed 
as incubation on pig tissue of either un-
biotinylated toxin, biotin or streptavidin-FITC, 
individually or in combination resulted in a 
negative response. On the other hand, when 
biotinylated STb was boiled for 15 min or treated 
with 2-mercaptoethanol, treatments known to 
affect the biological activity, the binding was 
completely abolished. 

STb dose-response evaluation on pig 
jejunum 

Titration of biotinvlated STb showed that 10 ng 
of toxin added to 5 pm thick jejunum section 
was the detection limit of the method. The re-
sponse was shown to be dose dependent (data 
not shoven) and 50 ng toxin gave consistent 
results. The observed fluorescence after 2 min 
was restricted to a coarse region surrounding 
villi and crypt cells of the intestinal mucosal 
epithelium. As the incubation time of STb was 
increased, the fluorescent region became more 
important reaching saturation after 10 min. The 
fluorescence started at the microvilli cells ex-
posed to the intestinal lumen and proceeded 
towards the lamina propria. Fluorescence was 
observed for mucosa, musculosa and serosa but 
not for submucosa. An incubation period of 
2 min was retained as it corresponded to a pref-
erential binding to intestinal epithelium. An in-
cubation period of 10 min was retained for 
pretreatment experiments of the pig tissue as 
it was easier to visualize the result. We then 
determined whether the incubation conditions 
of STb with the jejunum sections could affect 
the binding reaction. 

Figure 2. Effect of pH on STb binding to jejunal 
circular sections. Binding of biotinylated STb to pig 
jejunal circular sections was carried out at various pH. 
A streptavidin-peroxydase conjugate was incubated 
and the developed colour was recorded at 410nm in 
an ELISA reader. The curve represents the average 
of three experiments. 

Incubation temperature effect on STb 
binding 

The effect of incubation temperature on the bind-
ing to pig jejunum was investigated. No dif-
ference in binding was noted when incubation 
temperatures of 4°C, 25°C or 37°C were com-
pared. 

Effect of binding buffer pH and molarity 

Using buffers of different pH, quantitative ex-
periments were performed with jejunum circular 
sections in order to determine whether pH had 
an effect on STb binding. As shown in Figure 2, 
binding was optimal at pH 5.8 but decreased as 
buffer was either acidified or alkalinized. For 
this reason, all binding assay to pig tissues was 
performed using phosphate buffer of pH 5.8 as 
it showed the maximum binding activity. It was 
also noted that the molarity of the buffer had an 
influence on binding. In fact, a 0.1 M compared 
to a 0.01 M buffer phosphate buffer promoted 
binding. The influence of ions was investigated 
to determine if the STb-receptor interaction is 
ion-dependent. Addition of EDTA, a chelator of 
divalent ions, or addition of CaC12, MgC12  or 
NaC1 to the buffer did not result in any ob-
servable change in binding reaction. 

STb binding assay standard conditions 

Following experimental determination of STb 
binding to pig jejunum under different con-
ditions, the standard conditions retained for the 
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8 week-old pig jejunal sections 

STb in vitro binding assay 
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Sodium metaperiodate oxidation of carbohydrate residues 

Sensitive binding 

Carbohydrates 

Proteases treatments 

Resistant binding 

Not a protein 

Organic solvents treatments 

Sensitive binding 

Lipid 

Glycosidases treatments of corresponding sugar residues 

Neuraminidase 
Ceramide glycanase 
a-Glucosidase 

N-acetyl r3-D-Glucosaminidase 
a-Mannosidase, p-Galactosidase 
a-Galactosidase, P-Glucosidase 

O-Glycosidase 
N-Glycosidase F 

Sensitive binding 

Glycosphingolipid 

Resistant binding Resistant binding 

Not a Glycoprotein 

Figure 3. Summarv of the different treatments performed on the pig jejunum to determine the STb binding 
molecule chemical identity. 

STb binding assay were the following: reactions 
used 50 ng of biotinylated STb for 2 or 10 min 
(for pig jejunum pretreatment experiments) at 
25°C in a 0.1 M phosphate buffer adjusted to pH 
5.8, without addition of ions or chelators. 

Competition assay and binding of STb to 
other pig tissue 

A 100-fold molar excess of unbiotinylated STb, 
incubated on the sections before the binding 
assay did not prevent binding of biotinylated 
STb. In the same way, preincubation of the toxin 
with non-neutralizing IgG directed against STb 
did not affect binding. However, when biotinyl-
ated STb was preincubated with streptavidin 
conjugated to horseradish peroxydase, STb bind-
ing to pig jejunum was completely abolished. 
STb binding to other tissues was examined using 

the in vitro binding assay we developed. Using 
the conditions already described, sections of 
5 pm of duodenum, ileum, caecum, colon, liver, 
lung, spleen and kidney from 8-week-old pigs 
demonstrated binding activity towards STb. 

Partial characterization of the STb binding 
molecule 

In order to determine the chemical nature of the 
molecule present on the pig jejunum responsible 
for the binding of STb, different chemical and 
enzymatic treatments known to have well de-
fined effects were used to treat the pig tissues 
before performing the binding assay (Table 1). 
First, metaperiodate treatment abrogated bind-
ing of STb suggesting that some sugars could 
be responsible for STb binding. Protease-treated 
tissue sections including trypsin, elastase and 
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Table 1. Binding of STb to pretreated pig jejunal 
section. All treatments were carried out at least three 
times on different tissue sections 
Pretreatment of tissue 	 Binding 

None 
Sodium metaperiodate 
Trypsin 
Elastase 
Protease V8 
N-Glycosidase F 
O-Glycosidase 
Acetone / chloroform /methanol 
Ceramide glycanase 
y-Galactosidase 
fi-Galactosidase 
x-Glucosidase 
fi-Glucosidase 
N-acetyl fi-D-Glucosaminidase 
x-Mannosidase 
Neuraminidase 

Standard conditions were used for binding of STb to pro-
mote specific binding to the pig jejunum. Biotinylated toxin 
(50 ng) was incubated in presence of pig tissue for 10 min 
at 25°C in a 0.1 M phosphate buffer, pH 5.8. 

protease V8 revealed no altered binding towards 
STb. Enzvmatic digestions with N-glycosidase 
F and *O-glycosidase, which hydrolyse re-
spectively the glycan chains N- and 0-linked 
present in glycopeptides/proteins, did not affect 
binding of STb. Tissue treatment with a solution 
composed of methanol and chloroform in the 
same proportions, a solution known to solubilize 
lipids, abolished the binding to microvilli cells. 
Acetone is a solvent that can hardly solubilize 
phospholipids. On the other hand, glycolipids 
are highly soluble in this solvent which displaces 
them onto the cell surface. After acetone treat-
ment, binding to intestinal epithelium was ab-
olished but was seen for cells surrounding 
microvilli. When acetone treatment was fol-
lowed by the methanol and chloroform solution, 
binding was completely abolished. Treatment of 
tissue sections with ceramide glycanase, which 
hydrolyses the glycosyl )31-1 linkage between 
the ceramide moiety and the oligosaccharide 
chain of the glycosphingolipid, significantly re-
duced the binding of STb. To further characterize 
the nature of the sugar residue(s) involved in 
binding, a panel of exoglycosidases were tested. 
Enzymes such as y- and /3-galactosidases, 
glucosidase, N-acetyl fl-D-glucosaminidase and 
ce-mannosidase did not affect binding. On the 
other hand, z-glucosidase reduced binding and 

neuraminidase completely abolished the bind-
ing. Figure 3 stanmarizes the different treat-
ments perfonned on the pig jejunum in order 
to determine the binding molecule chemical 
identity. 

Discussion and conclusions 

Relatively little information exists about the nat-
ural host cell surface component acting as re-
ceptor for STb. This study was conducted to 
determine the in vitro binding characteristics of 
STb enterotoxin to the pig jejunum and chem-
ically characterize the STb binding molecule 
present on this swine tissue. 

To achieve our goal, a semi-quantitative in 
vitro assay using fluorescence microscopy was 
developed. STb toxin was chemically coupled 
to biotin and this covalently modified toxin was 
shown to be biologically active in vivo using a 
rat loop assay. Thus, if the toxin has to bind to 
a molecule present on the intestinal epithelium 
in order to initiate a cascade of events leading 
to fluid secretion, the biotinylated STb toxin 
could still realize these steps. Using streptavidin-
fluoroisothiocyanate conjugate, the binding of 
STb could be visualized in fluorescence micro-
scopy. Controls consisting of either the strept-
avidin conjugated to FITC, biotin X-NHS, or 
unbiotinylated STb, individually or in com-
bination, gave a negative response. 

Using our in vitro assay, we determined that 
STb could bind as well to crypts as to villi of 
the jejunal brush border. A preferential binding 
was observed for the intestinal epithelium when 
STb was incubated for 2 min or less. However, 
with increasing incubation time (more than 5 
min), STb was binding to cells composing the 
intestinal tissue. We observed that after in-
creased incubation time, STb could bind to mus-
culosa and to serosa. These observations could 
indicate that the molecule binding STb is also 
present on cell types other than those forming 
the brush border and since we were using cryo-
stat jejunal sections, those cells could now come 
into contact with the toxin and bind to it. In vivo 
such a contact would not take place as the 
integrity of the tissue is not affected by STb [7, 
19, 201. On the other hand, we cannot exclude 
the possibility that binding to those cells exists 
in vivo, since STb is known to act on muscle cells 
of isolated section of ileum and enhance the 
spontaneous motility of the intestine [211 



60 

282 

Hitotsubashi et al. [21] explained that STb could 
reach the muscle layer by passing through the 
mucosa and entering into the lamina propria of 
the intestine as reported in the case of Vibrio 
cholerae [22]. STb structure comprises two di-
sulfide bridges and when either one or both of 
those chemical bonds are oxidized, the toxic 
activity is completely abolished [15]. Thus, to 
ensure the specificity of the assay, we use heat-
inactivated or 2-mercaptoethanol-treated bio-
tinylated STb and showed that the toxin could 
no longer bind to the intestinal epithelium. 

Binding of STb to the jejunum was observed 
as early as 2 min and was maximal after 10 min, 
indicating a rapid binding reaction. This result 
correlates with previous experiments using 
either mounted tissue or animal models that 
indicated that STb induces a rapid response [6, 
8, 23]. Recently, using cultured human intestinal 
epithelial cells, Chao and Dreyfus [18] reported 
that STb readily associated with intestinal epi-
thelial cells, reaching equilibrium within 5 to 
10 min. 

All pig tissue tested showed a binding towards 
STb suggesting that a common molecule re-
sponsible for the attachment could be present 
on all these tissues. Such is the case with LT 
toxin and cholera toxin (CT), which binds to a 
membrane glycolipid, the gartglioside GM1 [24], 
whereas the effect of STa toxin, which binds to 
a membrane-bound guanylyl cyclase [25] ap-
pears to be tissue specific [26]. Thus, if a par-
ticular receptor is a ubiquitous molecule, then 
the toxin that utilizes such a receptor could affect 
(or at least bind to) a variety of tissues and 
cells from many animal species, unlikely to be 
encountered during the natural physio-
pathological interaction. Dreyfus et al. [16] have 
shown that cells of different origins including 
Mardin-Darby canine kidney (MDCK), HT-29/ 
C1  intestinal epithelial cells and primary rat 
pituitary cells were affected by STb toxin. On 
the other ha.nd, a study by Hitotsubashi et al. 
[17] indicated that only mouse ileum was bind-
ing STb and that a protein of 25 kDa responsible 
for the process was not present on the other 
mouse tissues tested. 

In our study, a 100-molar-fold excess of STb 
could not compete for binding with biotinylated 
STb. A competition study by Chao and Dreyfus 
[18] indicated that competition, for STb, was 
limited and gradual. In fact, binding of 125I-STb 
to T84 cells was reduced by approxirnately 50% 
in presence of five-fold excess of urdabelled STb 
but interestingly the binding did not decrease 
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further in the presence of 100- to 1000-fold excess 
STb. This result suggests that either STb binds 
to a low affinity receptor on the pig jejunum, or 
that multiple interactions could occur between 
STb and host cells, so that only a partial in-
hibition was obtained and could not be visu-
alized using our semi-quantitative toxin-host 
cell binding assay. In fact, the study of Chao 
and Dreyfus [18] indicated that STb probably 
interacts with the cell membrane lipid bilayer 
and showed that STb binding was specific but 
not saturable. No inhibition was obtained when 
biotinylated STb was preincubated with IgG 
purified from a non-neutralizing polyclonal anti-
serum directed against STb. This result can be 
explained if we consider the fact that in vivo 
IgG present in the serum we used could not 
neutralize the toxic activity and that recognition 
and reaction with the receptor (the first reaction 
needed to be toxic) was not inhibited. On the 
other hand, preincubation of biotinylated STb 
with the streptavidin-peroxydase conjugate in-
hibited the binding. Hitotsubashi et al. [17] 
showed that STb binds to a 25 kDa protein, and 
the binding was specific as it was inhibited by 
unlabelled STb. To this day, those data were not 
confirmed or contradicted. Collectively, these 
results strengthen the argument that more than 
one binding molecule may exist for STb toxin, 
and the different assays employed could provide 
a way to elucidate these multifactorial inter-
actions. For example, when K88 adhesin re-
ceptors were initially identified, attention was 
directed towards a glycoprotein receptor in-
volved in the haemagglutination of guinea-pig 
erythrocytes by K88 [27]. Attention was then 
directed towards a brush border glycolipid re-
ceptor for K88 [28]. More recently, it has been 
established that piglet mucus contains both gly-
coprotein and glycolipid receptors specific for 
K88 firnbriae [29]. It is known that most bacterial 
toxins involve several molecules in attachment 
to target cells. For example, although GM1 is 
the principal receptor for both LT and CT, the 
LT toxin also binds to a glycoprotein receptor 
for which CT lacks affinity [30], and which is 
expressed with a marked variation in different 
strains of rat, different animal species [31], and 
in the adult rat but not in neonatal rat intestine 
[32]. The authors proposed that the toxin first 
interacts with this low-affinity receptor and fa-
vours interaction with the high-affinity receptor 
GM1. For STa toxin, guanylyl cyclase-C (GC-C) 
was identified as the receptor [25]. More recently, 
Almenoff et al. [33] have reported that STa also 
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binds to another molecule in addition to GC-C. 
We then determined whether incubation con-

ditions of STb with jejunum sections could affect 
the binding reactions. In our study, no tem-
perature dependence on STb binding was ob-
served between 4 and 37°C. These results are 
consistent with those of Chao and Dreyfus [18] 
obtained with cultured human intestinal cells. 
The binding activity of STb, as reported, reached 
an equilibrium by 5 to 10 min at all temperatures 
tested (i.e. 4, 22 and 37°C). None the less, in 
their study, the total binding of '25I-STb to in-
testinal cells at 4 and 22°C was about 50% lower 
than at 37°C. 

Interestingly, optimal binding to jejunum was 
observed at a pH of 5.8, an acidic pH similar to 
the situation found for this tissue in vivo (Fig. 
2). A similar phenomenon was noted for ad-
hesion of Helicobacter pylori to T8.1  human in-
testinal cell monolayeis where binding was 
increased by three- to four-fold compared to 
neutrality [34]. The pH-dependent binding ob-
served could imply that the conformation of the 
toxin or its putative receptor is modified and 
that a peculiar form allows optimal binding. STb 
binding in response to pH variation was also 
observed in the fluorescence microscopy assay 
(data not shown). Sukumar et al. [12], using 
circular dichroism, suggested that the secondary 
structure of STb seemed independent of pH 
between 4.0 and 11.0. Future studies could be 
directed towards a better understanding of this 
observation, and thus to know whether pH-
dependent binding could be a key-factor in re-
gulation of STb toxicity. On the other hand, 
divalent or monovalent ions did not seem to be 
required nor did it interfere with the binding 
process. It is likely that the high concentration 
of positive charge on STb, with a pI of 9.6 [14, 
35] could promote, in a certain way, interaction 
with the negatively charged cell surface. Seig-
nole et al. [36] suggested that charged surface 
molecules on the intestine may play a role of 
attractor for K99 fimbriae binding, via an inter-
action between opposite charges. Chao and 
Dreyfus [18] propose that STb could interact 
with intestinal cells through association with the 
plasma membrane phospholipids by a weak 
ionic interaction with polar head groups. 

Finally we determined the chernical nature of 
the molecule involved in STb recognition and 
binding. We observed that STb binding was 
abolished by treating the jejunum sections with 
organic solvents known to solubilize lipids. This 
could suggest that a lipid or lipid-containing  

molecule could be implicated. On the other 
hand, protease treatment of the tissue did not 
affect binding. Similarly, Chao and Dreyfus [18] 
indicated that STb binding to cultured intestinal 
cells was not affected by trypsin. Their results, 
as ours, strongly indicated that STb is binding 
to a nonproteinaceous receptor(s) on the cell 
surface. 

Because sodium metaperiodate, a chemical 
which cleaves the C-C bond between adjacent 
hydroxyl groups of sugars, did abolish the bind-
ing it could indicate that sugar molecules could 
be implicated. Enzymes hydrolysing specific ter-
minal sugars were used to determine the nature 
of the sugar(s) recognized by STb. Neur-
aminidase treatment abolished binding while y-
glucosidase decreased binding. Ceramide 
glycanase altered the binding and in a way 
supported the results observed with the organic 
solvents. The physical incorporation of glyco-
lipids into eukaryotic cell membrane may be 
responsible for the partial decrease of STb bind-
ing observed following ceramide glycanase 
treatment. Glycolipid head groups are mobile 
and extended straight up from the surface of the 
cellular lipid bilayers whereas the lipid portion is 
embedded in the lipid bilayers. In fact, sugar 
residues should be, in general, more accessible 
to enzymes than the lipid moiety of glycolipids 
[37]. Taken together, these results seem to in-
dicate that a molecule containing a ceramide 
moiety and either terminal neuraminic acid 
and/or glucose could be responsible for STb 
binding. These sugars are not part of a glyco-
protein since N- and 0-glycosidases did not 
affect binding. Binding of STb via glycoproteins 
was also ruled out by Chao and Dreyfus [18]. 
We thus presume that STb could recog-nize fleur-
aminic acid and/or glucose (y-linked) 
molecules, in terminal position, present on a 
ceramide molecule. In other words, STb could 
bind to a glycosphingolipid as is the case for 
numerous toxins of bacterial origin [38]. Our 
data using another type of assay confirmed 
many of the observations recently published by 
Chao and Dreyfus [18]. For now, some of the 
differences observed by our group can be at-
tributed to the fact that we are using pig tissue 
and not cultured human cell lines. This choice 
is crucial since a study by Weikel et al. [8] on 
STb action on human ileal mucosa indicated that 
it did not respond electrogenically in an Ussing 
chamber when compared to the piglet jejunum. 

In summary, we have provided evidence that 
STb toxin binds to the pig jejunum, its natural 
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target tissue. We demonstrated that the binding 
molecule could be glycolipidic in nature con-
taining neuraminic acid, and/or OE-glucose 
molecules. We now propose to further char-
acterize the molecule involved to understand 
more precisely the interaction involved in STb-
mediated secretion. 

Materials and methods 
STb production and purification 

As previously described, STb enterotoxin was 
purified using an E. co/i recombinant strain har-
bouring the pMalp-STb plasmid coding for a 
fusion protein composed of the maltose binding 
protein (MBP) and the mature STb [39]. Briefly, 
the recombinant strain was grown in Luria 
Bertani medium containing 50 pg /m1 ampicillin 
at 37°C with agitation (200 rpm). When the 
OD,Don, was equal to 0.5, the expression of the 
fusion protein was induced by addition of IPTG 
to a final concentration of 0.3 niM. Three hours 
later, cells were harvested by centrifugation and 
gentiv washed in 20% sucrose. After centri-
fugation, the cells were suspended in 5 inM 
MgS0., at 4°C for 10 min. Following centri-
fugation, the supematant representing the os-
motic shock fluid was filter sterilized (0.22 pm). 
The fusion protein MBP-STb was affinity-puri-
fied using an amylose resin (New England Bio-
labs, Mississauga, Ontario, Canada) according 
to the described method [35]. The fusion protein 
was then cleaved ovemight at 4°C with 1.0 unit 
of Xa factor per mg of MBP-STb directly in 
amylose column elution buffer. Cleaved material 
was loaded on a Poros R2 /H-10 /100 reverse 
phase-column (PerSeptive Biosystems, Cam-
bridge, MA, U.S.A.). The column coupled to 
a Waters 625 Liquid Chromatography system 
(Waters, Milford, MA, U.S.A.) was equilibrated 
in water and eluted with acetonitrile; both solv-
ents contained 0.1% trifluoroacetic acid. The 
peaks were monitored using a Waters 990 Pho-
todiode array detector. The peak containing STb 
was lyophilized and stored at —20°C. 

STb biotinylation 

STb biotinylation was performed following the 
method of Schryvers [40]. Sulfosuccinimidy1-6-
(biotinamido)-hexanoate (biotin-XNHS, Cal-
biochem, San Diego, CA, USA) was dissolved 

in dimethylsulfoxide to a final concentration of 
25 rnM. Twenty microlitres were added to 100 pg 
purified STb dissolved in 0.9m1 of distilled 
water. The reaction rnix was incubated for 2 h at 
4°C with gentle end-to-end rotation. The reaction 
was then stopped by adding 100 pl glycine 
(10 mg/mi in H20) and incubating for 2 h at 4°C. 
Biotinylated STb was dialysed against distilled 
water using a 2000 Da cut-off membrane for 4 h 
at 4°C. The biotinylation reaction efficiency was 
verified by Western blot using streptavidin con-
jugated to horseradish peroxidase. Biological ac-
tivities of biotinylated and native STb were 
compared using ligated rat intestinal segments. 

Frozen pig tissue sections preparation 

Tissue samples from killed 8-week-old specific 
pathogen free pigs including liver, lung, spleen, 
kidney, duodenum, jejunum, ileum, caecum and 
colon were obtained. The tissue samples were 
embedded in Tissue-Tek OCT compound (Miles 
Inc., Elkhard, IN, U.S.A.), frozen immediately in 
liquid nitrogen for 3h and stored at —70°C. 
Frozen sections of 5 pm thickness were prepared 
using a Leitz 720 cryostat (Heidelberg, Germany) 
as reported by Dozois et al. [41]. The tissue 
sections were directly mounted on poly-L-ly-
sine-coated glass slides (Canlab, Mississauga, 
Ontario, Canada), fixed for 10 min at 25°C with 
1% (wt/vol) paraformaldehyde in 0.1 M phos-
phate buffer, pH 5.8 (PB) and then washed three 
tirnes with PB, air-dried and stored at — 70°C 
until use. 

ln vitro STb binding assay 

Each paraformaldehyde-fixed tissue section was 
incubated with 50 ng of biotinylated STb in 5 pl 
of PB into a moist chamber at 25°C for 2 or 
10 min. After four washings to remove unbound 
toxin, the tissue sections were air-dried. The 
slides were incubated with streptavidin con-
jugated to fluorescein-isothyocyanate (Cal-
biochem) at a dilution of 1:100 in 0.05M 
carbonate buffer pH 9.0, in a dark moist chamber 
at 25°C for 1 h, then washed four times and air-
dried. Sections were mounted in FA mounting 
fluid pH 9.0 (Difco Laboratories, Detroit, MI, 
USA) and observed at magnifications of 400 x 
and 1000 x on a Leitz microscope combined 
with a fluorescence epicondenser. Before all ex-
perirnents, titration of STb was established with 



63 

STb binding to pig jejunum 

concentrations ranging from 0.5 ng to 5 µg per 
5 pl of PB per tissue section. Streptavidin con-
jugated to either FITC, biotin X-NHS or un-
biotinylated STb, individually or in combination, 
were applied to the tissue sections as controls. 

Physical and chemical treatments of STb 

The following treatments were performed prior 
to the binding assay. (1) Time. To study the effect 
of time on STb binding, biotinylated toxin was 
incubated with pig jejunum for 1, 2, 5, 10, 20, 
30 min or 2 h. (2) Temperature. In order to deter-
mine the influence of temperature on the rate 
of binding, incubation of STb was performed at 
4°C, 25°C or 37°C. (3) Heat and 2-mer-
captoethanol. Biotinylated STb was either boiled 
for 15 min or treated in the presence of 0.57 M 
2-mercaptoethanol. Pig jejunum was also treated 
with 2-mercaptoethanol before incubation with 
biotinvlated STb as control. (4) Chelator and 
ions. to determine if ions were involved in the 
binding of STb, biotinylated STb was incubated 
either with 1 or 10 mM EDTA, 1 or 5 mM Caa, 
or 5 mM MgC12  or 150 mM NaCl. (5) Competition 
experiments. In order to inhibit STb interaction 
with the pig jejunum, 5 µg (or 100-fold molar 
excess of unlabelled STb) were incubated on 
tissue sections for 30 min before performing the 
binding assay. In addition, 50 ng of biotinylated 
STb was preincubated for 30 min with either 
20 µg IgG (non-neutralizing serum) or 5 pl of 
streptavidin conjugated to horseradish per-
oxydase. 

Influence of pH on binding 

Jejunum from 8-week-old specific pathogen free 
pigs were obtained, rinsed with cold PBS 0.1 M 
pH 7.4, incised, opened and frozen immediately 
in OCT for 3 h in liquid nitrogen, and stored at 
— 70°C, until use. Frozen jejunum was cut using 
a punch (diameter of 5 mm) and placed in 100 µ1 
0.1 M buffer at pH from 3.0 to 11.0. Acetate 
buffer was used for pH from 3.0 to 6.0, phosphate 
buffer was used to pH from 5.6 to 9.0 and Tris-
HC1 buffer was used for pH from 8.0 to 11.0. 
Then, 50 ng of biotinylated STb toxin was added 
and incubated for 30 min with the pig jejunum 
circular section. Subsequently, the buffer was 
discarded and the tissue washed and 100 p1  
streptavidin conjugated to peroxydase was 
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added at a final dilution of 1:100 in 0.1 M phos-
phate buffer pH 7.0, and incubated for 1 h. The 
buffer was discarded and 200 µ1 2,2'-Azino-bis 
(3-ethylbenz-thiazoline-6-sulfonic acid) 4 mg/ 
ml in citrate-phosphate buffer, pH 4.5 and H202  
25 µ1/10 mlwas added to each tube. After 15 min 
of revelation, tubes were centrifuged and the 
supernatant was distributed in wells of a micro-
titre plate. Plates were read at 410 nm using a 
spectrophotometer (Dynatech MR 5000). 

Chemical and enzymatic treatments of 
jejunal sections 

Tissue sections were treated as follows and as-
sayed for STb binding as described above. (1) 
Organic solvents. In order to examine the role 
of lipids in STb binding, tissue sections were 
treated with organic solvents. First, cold acetone 
(4°C) was used to ensure exteriorization of mem-
brane glycolipids [42]. The sections were in-
cubated with cold acetone for 10 min at 4°C and 
washed four times with the same solvent. The 
sections were then placed into a tank where 
the atmosphere was previously saturated with 
chloroform/methanol (1:1, vol/vol) for 15 min 
at 25°C and subsequently washed with the same 
solvent rnix. The chloroform/methanol mix was 
used to solubilize lipids [42]. (2) Proteases. Tissue 
sections were incubated at 37°C in a moist cham-
ber for 2 h with either 25 pg (92.5 U) of trypsin 
(from bovine pancreas, Calbiochem), 166 µg 
(14 U) of elastase (from pig pancreas, Sigma, 
Oakville, Ontario, Canada) or 20 µg (15 U) of 
protease V8 (from S. aureus, Boehringer Mann-
heim) in 10 µ1 0.1 M Tris-HC1, pH 8.0. After 
treatment, the sections were rinsed five times 
with PB containing protease inhibitors (0.4 mM 
PMSF, 1 mM EDTA) and the STb binding assay 
was carried out. Controls were performed by 
treating the sections without adding the enzyme. 
(3) N- and 0-glycosidases. Treatrnents with N-
glycosidase F or 0-glycosidase (Boehringer 
Mannheim) were carried out according to the 
manufacturer's instructions. The sections were 
incubated either with 60 ng (1.5U) of N-Gly-
cosidase F in 20 mM cacodylate buffer pH 6.0, 
or 0.3 µg (3 mU) of 0-glycosidase in 10 µ1 of PB 
at 37°C in a moist chamber for 16 h. Tissue 
sections treated in the same way but without 
the enzyme served as controls. (4) Sodium meta-
periodate. Sodium metaperiodate oxidation was 
performed by treating jejunal sections with 10 pl 
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of either 10 rnM or 100 mM of sodium me-
taperiodate (Sigma) in 0.2 M sodium acetate buf-
fer pH 5.0 at 25°C in a dark moist chamber for 
1 h in the dark. Controls were carried out in 
parallel but omiting the sodium metaperiodate. 
(5) Glycosidases. Tissue sections were also 
treated with a battery of glycosidases, at 37°C 
in a moist chamber, following manufacturer's 
instructions (Boehringer Mannheim): 33.34 pg 
(0.5 U) of oc-galactosidase (from green coffee 
beans) or 35 pg (0.5 U) of x-glucosidase (from 
yeast) in 0.1 M phosphate buffer pH 6.5; 
166.67 ng (0.5 mU) of /3-galactosidase (from bov-
ine testes) in 0.1 M citrate-phosphate buffer pH 
4.3; 2.5 pg (0.5 U) fl-glucosidase (from sweet al-
monds) or 91 pg (0.5 U) of N-acetyl B-D-glu-
cosaminidase (from beef kidney) in 0.1 M citrate 
buffer pH 4.5; 33.34 pg (0.5 U) of Cl-mannosidase 
(from jack bean) in 0.125 M acetic acid-NaOH 
buffer pH 4.5, 1 nM ZnC12, EDTA 1 nM; 35.71 pg 
(0.5 mU) of ceramide glycanase (from leech) in 
0.05 M sodium acetate buffer pH 5.0; ne-
uraminidase (from C. perfringens, Sigma) used 
at either 32.2 (1 U) or 322.6 pg (10 U) in 10 pl 
of PB. In control experiments, sections were 
incubated under similar conditions without the 
corresponding enzyme. 

Protein determination 

Protein concentration was determined by the 
method of Lowry as modified by Markwell et 
al. [43] using bovine serum albumin as the stand-
ard. 

Western blot analysis 

Western blot analysis was performed using Im-
munodyneTM  membrane (Pall Biosupport Div-
ision, Glen Cove, NY, U.S.A.) to ensure STb 
biotinylation. Transfer was conducted as de-
scribed [35]. The unreacted sites were blocked 
in 2% (wt/vol) skirnmed milk in PBS, 20 mM, 
pH 7.4. Streptavidin conjugated to horseradish 
peroxidase at a dilution of 1:1000 was incubated 
1 h at 25°C. Alternatively, after blocking, the 
membrane was probed with a monospecific 
polyclonal antiserum against STb (1:300), fol-
lowed by goat anti-rabbit sertun conjugated to 
horseradish peroxidase (1:2000). The reactive 
bands were visualized using 4-chloro-1-naph-
thol and H202  following the method of Hawkes 
[44]. 

Ligated rat intestinal segments 

In vivo biological activity of STb was determined 
in ligated rat intestinal segments as described 
previously [45]. Briefly, 6- to 10-week-old white 
rats (Sprague-Dawley) were anaesthetized and 
the jejunum was exteriorized following a mid-
line incision. Ligated intestinal segments of 5 cm 
in length were made and injected with 500 pl 
20 mM Tris-HC1 buffer containing 5 pg native 
STb, 5 pg biotinylated STb or control consisting 
of only the buffer. Two hours later, the animals 
were killed and the amount of fluid accumulated 
in the loop was measured. Results are expressed 
as the ratio of millilitres of fluid accumulated 
per centimeter of ligated intestinal segment. Val-
ues are the average + standard deviation (SD) of 
four to eight determinations from four separate 
experiments. The data were analysed using the 
statistical Student's test. 
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ABSTRACT 

Escherichia coli STb enterotoxin binding capacity to various glycolipids of defined 

structure was investigated using a quantitative dot-blot overlay assay on PVDF membrane. 

STb toxin bound strongly to acidic glycosphingolipids, including sulfatide (or 3'-

sulfogalactosylceramide) and several gangliosides, but not significantly to their derivatives, 

which are galactosylceramide and asialogangliosides, respectively. The highest binding 

affinity of STb toxin was exhibited for sulfatide. STb bound to pure sulfatide in a dose-

dependent and saturable manner with a detection level of a few nanograms. The binding 

was not inhibited by tetramethylurea, which is a strong disrupter of hydrophobic 

interactions, as well as by the aniorlic sulfated polymer of glucose, dextran sulfate, 

indicating that the binding is not due solely either to hydrophobie or to ionic interactions 

via the sulfate group of the sulfatide. The specificity of the binding was confirmed as a 500 

fold molar excess of sulfatide inhibited STb binding by approximately 45 %, whereas no 

competition was obtained with galactosylceramide under the same conditions. Taken 

together, our data indicated that a galactose residue linked to a sulfate group is required for 

the binding specificity of STb. Then, total lipids extracted either from the mucous layer or 

from the epithelial cells of the pig jejunum brush border, the natural target of STb, were 

analyzed by thin-layer chromatography (TLC). Both extracts contained a lipidic molecule 

with a relative mobility on TLC plate similar to that of the sulfatide standard. The migrated 

lipid extracted directly from a preparative TLC plate was confirmed to be sulfatide, as it 

was recognized by laminin, a sulfated glycolipid binding protein, and by a monoclonal 

antibody directed against sulfatide. In overlay assay on PVDF membrane, STb bound to the 
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sulfatide prepared from porcine jejunum as well as to the sulfatide standard. Thus, these 

findings suggest that terminal oligosaccharide sequence Gal(3SO4)131- on sulfatide could 

mediate binding of STb to its target cells, and supporting a recent report (Rousset, E., J. 

Harel, and J.D. Dubreuil, Microb. Pathog., 24: 277-288, 1998), probably terminal sialic 

acid residue on another glycosphingolipid. Moreover, pretreatments in the ligated intestinal 

loop assay with laminin or sulfatase altered the biological activity of STb. In summary, we 

present data indicating that sulfatide represents a functional receptor for the STb toxin. 
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INTRODUCTION 

Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC), which produce enterotoxins, are a 

worldwide, economically important agent of diarrhea in animals and humans. These 

enterotoxins are classified as heat-labile toxins (LT-I and LT-II), which are multimeric 

proteins that resemble cholera toxin in structure and function (28, 39), and heat-stable 

toxins (STa and STb), which are peptides with no sequence homology and distinct 

mechanism of action (10, 35). Among the knowledge acquired on the heat-stable 

enterotoxin b (STb), the steps leading to diarrhea, especially those involving the initial 

binding of STb to the intestinal epithelial cell surface, are poorly understood (11). 

Early and later reports indicated that ETEC strains producing STb are closely 

associated with weaning pig diarrheal diseases (2, 4, 46). STb enterotoxin induced a rapid 

fluid accumulation in the small intestine leading to diarrhea, as it was demonstrated by in 

vivo studies in ligated intestinal loop in a variety of animal models (45), and caused 

increased short circuit current across stripped porcine intestinal mucosa (43, 44). Unlike the 

other E. coli enterotoxins, intestinal secretion is independent of a cyclic nucleotide 

elevation (32, 35, 43). In vitro experiments with several different cell lines, of intestinal and 

nonintestinal origin, indicated that STb activates a pertussis toxin sensitive GTP-binding 

regulatory protein (Go), resulting in calcium ion entry through a receptor-dependent ligand-

gated Cd' channel (9, 20). The elevated intracellular Ca' concentration in response to STb 

has been involved in activation of calmodulin-dependent protein kinase II (CaMKII) 

through the Ca2+-ca1modu1in pathway (16). The protein kinase II might be implicated in 

activation of an undetermined channel conducting intestinal ion transport. In vivo, STb 
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treatment results in a dose-dependent increase of prostaglandin E, (PGE2) and 5-

hydroxytryptamine (5-HT), which are two intestinal secretagogues (35). STb has been 

reported to stimulate arachidonic acid release from membrane phospholipids, apparently 

through phosholipases A, and C activity via a Ca2tdependent mechanism, and subsequent 

formation and secretion of PGE2  (15, 23, 35). In contrast, a Ce-independent mechanism 

was shown to mediate STb action via G protein activation for the release of 5-HT, 

presumably from intestinal enterochromaffin cells (19, 35). Furthermore, Chao and Dreyfus 

(6) have recently shown that after binding to the cell surface, STb is internalized into the 

cytoplasm following a stable association with lipids of the cell plasma membrane. They 

demonstrated that STb may penetrate into cells through an unknown receptor-mediated 

mechanism and suggested that STb may directly traverse the membrane bilayer. 

However, the molecular details by which STb toxin binding could occur onto the 

plasma membrane surface remain unknown. Mucosal surfaces are the ports of entry and 

major sites of many infectious agents. A considerable number of microbes, including 

viruses, bacteria, fungi and parasites, bind to specific carbohydrate moieties on the mucosal 

surfaces (29). This property has been linked, in many cases, to the essential attachment to 

the host cells, enabling colonization and infection and potentially mediating a toxic effect 

on the host cells. These carbohydrate moieties may be present in either glycoproteins, 

proteoglycans or glycolipids (30). We postulated that the intestinal epithelial cell membrane 

surface may expose specific attachment sites for STb toxin. In vitro, attachment of STb 

toxin to intestinal epithelial cells have been studied, but its host receptors have not been 

identified. Chao and Dreyfus (6) determined that STb does not bind to proteins, 

glycoproteins or proteoglycans on the surface of cultured human epithelial cells, but 

presumably directly to membrane lipids. Hitotsubashi et al. (22) showed that STb binds 
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specifically to a protein of 25 kDa from mouse intestinal epithelial cell protein extracts. 

Nevertheless, Chao and Dreyfus (6) suggested that the identified 25 kDa-protein does not 

appear to be exposed on the cell surface. In our previous study (38), treatments of porcine 

jejunal thin sections before toxin binding assay with either sodium metaperiodate, organic 

solvents, or ceramide glycanase decreased STb binding, whereas no effect was observed 

following treatments with several specific proteases and 0-glycosidase or N-glycosidase F. 

These data strongly indicated that glycosphingolipids present on epithelial cells surface of 

the pig jejunum, the STb natural host tissue, could be responsible for the attachment of the 

toxin. Moreover, terminal sialic acid residues were presumed to be involved in the binding 

to the pig jejunum, as pretreatment with neuraminidase from Clostridium perfringens 

completely inhibited the binding of STb to the cell surface. 

In the present paper, binding of STb to various commercially available glycolipids 

was studied to examine the oligosaccharide structure recognized by STb toxin using an 

overlay assay on PVDF membrane. We report strong binding of STb toxin to terminal 

Ga1(3SO4)[31-residues of sulfatide, and a relatively weaker binding to terminal sialic acid 

residues found in several gangliosides. We further determined that sulfatide occuring in the 

total lipid extract of pig jejunum mucosal surface was bound by STb. Finally, the sulfatide 

appeared functional as laminin, a sulfated glycolipid binding protein, or sulfatase 

pretreatments of ligated rat intestinal loops inhibited significantly the in vivo action of STb. 

Those data indicated that sulfatide represents a functional STb receptor. 
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MATERIALS AND METHODS 

Materials. Tetramethylurea was purchased from American Chemicals Ltd. 

(Montreal, Qc, Canada). Orcinol ferric chloride spray reagent (Bial's reagent), dextran 

sulfate (Mr 10,000), dextran (Mr 9,500), sulfatase (type VI) from Aerobacter aerogenes, 

laminin from basement membrane of Engelbreth-Holm-Swarm mouse sarcoma, rabbit anti-

laminin antibodies, NBT (nitro blue tetrazolium), BICP (5-bromo-4-chloro-3- 

indolylphosphate), 4CN (4-chloro-1 -naphthol) and fluorescein isothiocyanate (FITC)-

antimouse IgG were from Sigma-Aldrich Ltd. (Oakville, ON, Canada). Alkaline 

phosphatase-conjugated goat anti-rabbit immunoglobulin G and horseradish peroxidase-

conjugated goat anti-mouse immunoglobulin were obtained from Jackson ImmunoResearch 

Laboratories, Inc. (Mississauga, ON, Canada). Polyclonal antibodies to STb toxin were 

produced by immunizing rabbits with pure STb (12). Mouse monoclonal antibody to 

sulfatide was kindly provided by Dr Pam Fredman, University of Göteborg, Sweden. 

Lipids and glycolipids. Cholesterol (CHL), phytosphingosine (PG) from yeast, 

lactosylceramide from bovine, glucosylceramide from human (Gauchers) spleen, 

globotriosylceramide and globotetraosylceramide from human erythrocytes, 

monosialoganglioside GM3, and all the following glycolipids from bovine brain : 

disialoganglioside GD3, monosialoganglioside GM2, monosialoganglioside GM1, 

trisialoganglioside GT lb, disialoganglioside GD1a, disialoganglioside GD lb, 

asialoganglioside GM1, galactosylceramide and sulfatide were purchased from Sigma-

Aldrich Ltd. (Oakville, ON, Canada). 
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STb purification. STb enterotoxin was purified according to the described method 

(18). Briefly, the fusion protein MBP-STb was produced using an Escherichia coli 

recombinant strain harboring the pMal-STb plasmid coding for a fusion protein composed 

of the maltose binding protein (MBP) and the mature form of STb (3). The fusion protein 

was affinity-purified using an amylose resin (New England Biolabs Ltd., Mississauga, ON, 

Canada). After cleaving the fusion protein with factor Xa, STb was purified on a Poros 

R2/H-10/100 reverse phase-column (PerSeptive Biosystems, Cambridge, MA, USA) 

coupled to a Waters 625 Liquid Chromatography system (Waters, Milford, MA, USA). The 

peaks were monitored using a Waters 990 Photodiode array detector. Purified STb was 

lyophilized and stored at -20 °C. The purity of the toxin was routinely verified by N-

terminal sequence analysis using Edman degradation (Applied Biosystem gas-phase 

sequencer, model 470 A) as described before (18). The biological activity of STb was 

assessed by the rat ligated intestinal loop assay (12). 

Extraction of total lipids from preparation of pig jejunal epithelial cells and 

mucus. Pathogen-free pigs about 8-weeks-old who had fasted for 24 h were euthanized. 

The jejunum was surgically excised and rinsed with ice-cold phosphate buffered saline 

(PBS). In order to prepare jejunal epithelial cells, the jejunum was opened longitudinally 

and then cut into pieces and thoroughly rinsed with ice-cold PBS. The epithelial cells were 

harvested by scraping the mucosa with a microscope slide. The scraped cells were 

homogenized with a Tissue Grinder (Wheaton, NJ, USA) for 5 min. In order to prepare 

mucus from the porcine jejunum, the jejunum was also opened longitudinally and cut into 

pieces. The mucus was then harvested in PBS by gently scraping the mucosa with a rubber 
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policeman stirrer. Crude mucus was subjected to ultracentrifugation of 27,000 x g for 30 

min, and the supematant was filter sterilized (0.22 am). 

Lipids were prepared by the chloroform-methanol extraction method (13). One 

volume of preparation corresponded to 1 ml of either the homogenized scraped jejunal 

epithelial cells or the ultracentrifugated and filtered jejunal mucus. Briefly, 20 vol of 

mixture of chloroform/ methanol, 2: 1 (v/v) containing 0.25% of concentrated HC1 was 

added and yielded a homogeneous single phase suspension after vortexing. The extract was 

allowed to stand for at least 20 min, and was pelleted by centrifugation (15,000 g for 20 

min) to remove the nonsoluble material, mainly composed of proteins. The supematant, 

corresponding to the total lipid extract, was decanted. The extract was concentrated by 

evaporation of the solvent in a fume hood under a stream of nitrogen. The quantity of lipid 

was estimated using dry weight. 

Lipids separation using thin-layer ehromatography (TLC). Various lipid 

standards and total lipids extracts were chromatographed on aluminium-backed TLC plates 

coated with silica gel 60, AL SIL G/ UV254, 250 mm (Whatman Ltd., Maidstone, Kent, 

England) using the solvent system of chloroform/ methanol/ CaC12  0.02 % in water, 55 : 

45: 10 (v/v). Chromatograms were developed by spraying with Bial's reagent, as 

recommended by the manufacturer, to display sugars, glycolipids, sulfolipids and 

gangliosides with different colorations. Two dimensional TLC was carried out as follows. 

The first dimension was developed in the neutral solvent system of chloroform/ methanol/ 

CaC12  0.02 % in water, 55 : 45 : 10 (v/v), and the second dimension was developed in the 

acidic solvent system of chloroform/ methanol/ acetone/ acetic acid/ water, 80 : 20 : 40 : 

20: 10 (v/v). 
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Isolation of sulfatide following preparative thin-layer chromatography. Total 

lipids extracted from pig jejunum epithelial cells were applied in a linear configuration 

accross a 5-cm width of the aluminium backed TLC plate. Sulfatide standards were spotted 

at each end of the TLC plates, and chromatography was performed using chlorofonn/ 

methanol/ CaC12  0.02 ')/0 in water, 55 : 45 : 10 (v/v) as the solvent. Following the migration, 

standard lanes were cut out and stained with the Bial's spray reagent. The regions 

corresponding to the band of sulfatide on the remaining unstained plates were scraped with 

a disposable scalpel, and the silica gel was collected. A blank control experiment was done 

consisting of silica gel where no lipid material was applied. The putative sulfatide and the 

control were eluted from the collected silica gel by extraction with 2 ml of chlorofolin/ 

methanol, 2 : 1 (v/v) per mg of silica gel. Solvent was separated from the silica gel by 

centrifugation at 5,000 g for 20 min. The extraction was conducted three times, and the 

solvent was pooled and evaporated. Then, the eluted putative sulfatide was resuspended in 

methanol and the control was resuspended in the same volume of methanol. 

For identification of the eluted putative sulfatide, both extracts were submitted to 

either recognition with laminin, a glycoprotein which binds specifically to sulfated 

glycolipids (37), or immunodetection with mouse monoclonal antibody to sulfatide (14). 

Both extracts in methanol were dotted in triplicate on polyvinylidene difluoride membrane 

(PVDF, Millipore Corporation, Bedford, MA, USA). The methanol was allowed to 

evaporate for 10 min. The membrane with dotted extracts was blocked for 1 h in PBS (0.1 

M, pH 7.4) supplemented with BSA 1 %. The technique used to detect the binding of 

laminin was modified from the method described by Iida et al. (25). In brief, after blocking, 

the membrane was overlaid with laminin at a concentration of 1 or 100 µg/mi in PBS for 2 

h. Then after washing, the membrane was incubated for 1 h with rabbit anti-laminin 
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antibodies diluted 1/500 in PBS, washed and incubated for 1 h with goat anti-rabbit IgG 

conjugated to alkaline phosphatase diluted 1/2000 in PBS. After washing the membrane, 

the bound laminin was detected using color development with 7.5 ml of the revelation 

buffer containing 0.1 M Tris-HC1, 0.1 M NaC1 and 0.05 M MgC12  to which 33 pl of NBT 

(75 µg/ Fil in 70 % dimethylformarnide), and 25 p.1 of BICP (50 µg/ pl in 100 % 

dimethylformamide). The reaction was stopped after 10 min by addition of H20. The 

immunodetection method with antisulfatide was carried out as follows. The blocked 

membrane was incubated with mouse monoclonal anti-sulfatide at a dilution of 1/100 in 

PBS for 2 h. Horseradish-peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse Ig, diluted 1/4000 in 

PBS, was used as the second antibody. Solutions of 4-CN and H,02  were used to reveal the 

peroxidase reaction product using the method of Hawkes (21). Experiments omitting 

laminin and anti-sulfatide respectively were done as negative controls. 

Dot Blot STb binding assay on PVDF membrane. This assay was developed to 

quantify the binding of STb toxin to various glycolipids. Each step was performed at 25°C. 

A PVDF membrane was dotted with 1 pl of each glycolipid in methanol. The solvent was 

allowed to evaporate for 10 min, the membrane was blocked for 1 h with PBS (0.1 M, pH 

7.4) supplemented with BSA 1 %, and overlaid for 10 min with 50 µ1/ cm' of STb at a 

concentration of 0.1 µg/ ml in phosphate buffer PB (0.1 M, pH 5.8). The membrane was 

rinsed 5 times with PBS to remove unbound toxin, and incubated for 1 h with a rabbit 

polyclonal antiserum directed against STb diluted 1/500 in PBS to detect bound toxin. The 

membrane was rinsed and incubated for 1 h with the alkaline phosphatase-conjugate diluted 

1/2000 in PBS. After washing the membrane, color development was carried out using 
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NBT and BICP as described above. Experiments omitting STb were done as negative 

controls. 

Quantitative binding of STb to glycolipids was determined by densitometric 

analysis (Alpha ImagerTM 2000, Canberra Packard Ltd., Montreal, Qc, Canada) of the 

PVDF membranes. For analysis, the background of the membrane was subtracted for each 

value to allow for possible small differences in background within and between 

membranes. The mean densitometric value obtained for each glycolipid on the control 

membrane, without STb, was subtracted from the mean densitometric value obtained on the 

membrane with STb overlay. The results shown are the mean ± standard deviation of 

triplicate determinations and represent quantitative binding of STb. 

Treatments of STb with various chemicals. STb was incubated for 10 min in 

presence of various chemicals prior to the STb binding assay. The applied method was 

carried out as decribed above in the standard protocol. STb was preincubated with either 

0.01 M or 0.50 M of tetramethylurea (TMU), and with either 0.05 or 1 mg/ ml of dextran 

(Mr 9,500) or dextran-sulfate (Mr 10,000). For the competition experiments, STb was 

preincubated with either sulfatide or galactosylceramide in 500 fold molar excess. For each 

experiment, positive control was done under the same conditions in the absence of the 

chemical tested. 

Immunocytochemistry. Freshly excised jejunum of pig about 6-weeks-old was cut 

into small pieces and was immediately frozen in OCT compound (Miles Inc., Elkhard, IL, 

U.S.A.) and stored at —70 °C. Sections 5 um thick were cut with a cryostat microtome 

(LEICA, model CM3050) and were thaw-mounted on poly-L-lysine-coated glass slides 
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(Canlab, Mississauga, ON, Canada). After a brief immersion of the slides in cold acetone, 

the diluted antisulfatide monoclonal antibody (1/50) in PBS was applied to tissue sections 

and incubated 10 hours at 4 °C. After washing in PBS five times, diluted fluorescein 

isothiocyanate (FITC)-antimouse IgG (1/64) in PBS was applied and these sections were 

incubated 10 hours at 4 °C in a dark chamber, and latter washed five times. Control slides 

whithout the first antibody were run in parallel. Slides were mounted in FA mounting fluid 

pH 9,0 (Difco Laboratories, Detroit, MI, U.S.A.) and observed using a Leitz microscope 

combined with a fluorescence epicondenser at a magnification of 100 x and of 500 and 

1000 x under oil immersion. 

Ligated rat intestinal loop assay. In vivo action of STb was determined in ligated 

rat intestinal loop assay as described previously (12). Briefly, six- to eight-week-old white 

male rats (Sprague-Dawley) were fasted for 48 h and anesthetized. The small intestine was 

exteriorized following a midline abdominal incision and rinsed with 8 ml of 0,85 % of 

saline solution containing 300 lig of trypsin inhibitor (TI) (Boerhinger Mannheim, Gmbh, 

Germany) per ml. A serie of ligated segments (loops) of 5 cm in lenght were made in the 

small intestine and injected with 500 pl of the test material in 20 mM Tris hydrochloride 

buffer (pH 6,8) containing 300 lig of TI per ml. Each loop received either 2 units of 

sulfatase, 400 µg of laminin or the buffer only and were then incubated for 20 min before 

the addition of 5 lig of pure STb. One rat also received either a dilution 1/100 of the anti-

sulfatide monoclonal antibody, a mouse monoclonal antibody anti-LPS 0-chain of 

Actinobacillus pleuropneumoniae serotype I or the buffer only. The abdominal incision was 

closed and later, the rats were euthanized and the amount of fluid accumulated in the loop 

was measured. Results are expressed as the ratio of millimeters of fluid accumulated per 
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centimeter of ligated intestinal segment. Values are the average ± standard deviation (SD) 

of at least three experiments and were evaluated statistically by Student's t test. 
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RESULTS 

Binding of STb toxin to glycolipids. Various standards of neutral lipids, acidic and 

neutral glycolipids were subjected to dot blot STb binding assay on PVDF membrane to 

compare their affinities for STb (Table 1). As shown in Figure 1, among the glycolipids 

tested, STb bound strongly to sulfatide but also more weakly to several gangliosides. The 

highest binding affinity for STb was obtained with sulfatide and so, the binding level of 

sulfatide was set arbitrarily at 100 %, for comparaison purpose. A binding level relative to 

that of sulfatide of 30 % or less was shared by all neutral glycolipids and every lipid tested, 

suggesting that neutral carbohydrate were not significantly involved in STb recognition. 

The following gangliosides : GM3, GM2, and GD1b exhibited binding levels of at 

least 40 °A relatively to the sulfatide. The binding to GM3 was of 54 % whereas it was less 

than 25 % to lactosylceramide (asialo-GM3). The levels of GD1b and GM1 binding were 

approximately 46 % and 33 %, respectively, whereas it was less than 15 % for asialo-GMl. 

Thus, the relative binding levels between these related glycolipids of the sialo- and asialo-

gangliosides series indicated that the absence of the sialic acid resulted in a remarkable 

difference in binding to STb toxin. This result suggested that sialic acid residues are 

involved in the binding process. Interestingly, binding less than 30 % when compared to 

sulfatide was observed for galactosylceramide; the latter being the precursor structure of 

sulfatide where a terminal sulfate is added to the 3-position of the galactose. The difference 

obtained between these two structurally related structures suggested that the sulfate group 

on the glycolipid participates in the interaction of the STb toxin. 
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Binding epitope of sulfatide for STb toxin. Since STb bound to sulfatide with the 

highest affinity among the lipids tested, fiirther experiments were conducted to determine 

the nature of this interaction. The binding of STb (0.1 .tg/ ml) to increasing arnounts of 

sulfatide was dose-dependent (Fig. 2). This result shows that STb bound avidly to sulfatide, 

even at concentrations less than 100 ng. Saturation was obtained around 1 	of sulfatide 

within the concentration range used. The decreased binding may be due to superposition of 

glycolipid and ligand-glycolipid complexes occuring on the PVDF membrane, which might 

be washed away as the amount of glycolipid increased. 

The nature of the interaction between STb and the sulfatide was further 

characterized by determining the effect of various chemicals on binding (Fig. 3). STb toxin 

(0.1 lig/ ml) was preincubated with a fixed concentration of the tested chemicals and 

subsequently added to 1 !ag of immobilized sulfatide on PVDF membrane. The toxin was 

treated with tetramethylurea (TMU), which strongly disrupts hydrophobic interactions. The 

binding of STb in the presence of TMU was not affected compared to the untreated control. 

Thus, the hydrophobic ceramide moiety of the sulfatide did not appear to be responsible for 

the interaction with STb. 

The difference of binding efficiencies observed between the sulfatide and 

galactosylceramide may be attributed to the charge of the sulfate group. As STb is a basic 

peptide (17, 18), it is possible that the binding was simply due to ionic charges. To 

determine the importance of the sulfate group, the toxin was incubated with either dextran 

or sulfated dextran. Those compounds exerted no significant effect on the binding of STb to 

sulfatide, suggesting that it is not solely the result of an ionic interaction (Fig. 3). 

Furthermore, binding to dextran and sulfated dextran was assayed by incubation with STb. 

No binding of STb was observed to 0.05 lig or 100 µg of dextran or dextran sulfate 
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immobilized on nitrocellulose membranes (data not shown). The data indicate that 

recognition may also involved the stereospecificity between STb and both the sulfate group 

and the galactose residue that seems to constitute the recognized binding epitope. We also 

examined the ability of the sulfatide to compete for STb binding. Sulfatide in 500 fold 

molar excess was a potent competitor of STb binding with approximately 45 % inhibition 

from total binding obtained, whereas the corresponding amount of galactosylceramide 

showed no detectable inhibition (Fig. 4). 

Occurrence of sulfatide-like glycolipid in lipids extracted from pig jejunal 

epithelial cells and mucus. Total lipids were extracted from the mucosal cell surface and 

mucus of the pig jejunum, and were resolved on the thin-layer chromatogram. Many of the 

lipid molecules were detected by Bial's reagent and were therefore regarded as glycolipids. 

One of them had a mobility similar to that of the standard sulfatide (Fig. 5). Identification 

of the lipid contained in this band was performed. We observed that the band comigrated 

with standard sulfatide when total lipids extract was submitted to two dimensional TLC 

using a different elution system (data not shown). Thus, the band of interest did not 

correspond to a mixture of lipids, suggesting a composition and a structure similar to the 

standard sulfatide. 

The jejunal lipid contained in this sulfatide-like band was extracted and purified to 

homogeneity from the TLC plate. The preparations of the jejunal lipid and of a silica gel 

control were overlaid with laminin, a glycoprotein which specifically binds to sulfated 

glycolipids. Laminin bound to the extracted lipid but not to the extracted silica gel control. 

Furthermore, the jejunal lipid was specifically recognized by a monoclonal anti-sulfatide 

antibody (data not shown). The epitope recognized by this monoclonal antibody, developed 
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by Fredman et al. (14), is the terminal Gal(3SO4)131- and part of the hydrophobic region of 

the ceramide. These results indicated that sulfatide was present in the total lipid extract of 

the pig jejunum mucosal surface. Moreover, an immunocytochemistry study of pig jejunum 

using the monoclonal anti-sulfatide antibody revealed that epithelial cells of the mucosa 

were specifically labeled, and that no staining was observed in controls in which the first 

antibody was omitted (Fig. 6). Thus, sulfatide was shown to be accessible to STb toxin on 

the target cell surface. 

Binding activity of STb toxin to the sulfatide obtained from the pig jejunum 

mucosal cell surface. Using TLC, the sulfatide band from the total lipids preparation of 

epithelial cells was 4 time less intense than the band corresponding to 5 µg of sulfatide 

standard as determined by densitometry (Fig. 5), indicating that approximately 1.25 µg of 

sulfatide is contained in 200 ttg of total lipid extract (or 0.62 %). As shown in figure 7, the 

eluted epithelial cell sulfatide was bound by STb in the dot blot STb binding assay on 

PVDF membrane. The amounts of eluted sulfatide dotted were from 80 ltg and 240 µg of 

jejunal epithelial cell total lipids extract. The corresponding amounts of eluted sulfatide 

were thus estimated to 0.5 ltg and 1.5 lig, respectively. The results indicate that the binding 

levels measured with the eluted sulfatide are similar to those with the sulfatide standard 

shown in Figure 2, in which 0.5 kug and 1.5 lig resulted in binding levels of approximately 

7300 and 8700 (DU, Densitometric Unit), respectively. Thus, the binding of STb to the 

sulfatide identified in the porcine jejunum seems dose-dependent and saturable similarly to 

the sulfatide standard. 
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Functional receptor activity of sulfated glycolipid for STb toxin. In the in vivo 

model, the biological activity of STb was strongly inhibited when the intestinal loops were 

pretreated with either sulfatase or laminin before addition of STb, while the ratio obtained 

when either sulfatase or laminin was injected alone into the loops were similar to the loop 

control containing only the buffer (Fig. 8). An inhibition of approximately 100 % of the 

STb-mediated secretion was observed following pretreatment with sulfatase. Thus, the 

sulfation of cell surface molecules seems crucial for biological activity of STb. The 

pretreatment with laminin decreased the biological response of STb by approximately 71 

%, indicating the functionality of the sulfated glycolipids, including the sulfatide present in 

the cell membrane. Additional evidence provided the functional activity of the sulfatide, as 

we have observed a reduction of secretion due to STb by 35 % following a pretreatment 

with the diluted monoclonal anti-sulfatide antibody (1/100) (data not shown). 
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DISCUSSION 

The interaction of most extracellular toxins, like the E. coli STb enterotoxin, to host 

cells is thought to be an important first step in pathogenesis in order to elicit a specific toxic 

effect. This pathogenic event is most likely to take place through the binding of the toxin to 

specific receptors on target cells. In the search of the molecules which serve as STb 

receptor, we have recently investigated the interaction of STb at the surface of the epithelial 

cells of the pig jejunum brush border (38). Our study indicated that oxidation of the 

carbohydrates from the cell surface by sodium metaperiodate treatment significantly 

inhibited STb binding, suggesting that the binding could be mediated by a lectin-like 

activity of the STb toxin. We have also shown that the glycoconjugate molecules bound by 

STb were lipid and not proteinaceous in nature. 

In this study, a simple binding assay for the STb toxin was developed, in which 

densitometric analysis provided a mean for quantitation of bound toxin to various purified 

lipids and glycolipids containing different oligosaccharide structures (Table 1). A 

polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane was used because of its stability in various 

organic solvents in addition to its capacity to immobilize glycolipids with high efficiency 

(5, 41). Several optimal parameters of the STb binding reaction to the pig jejunum thin 

sections were established in our previous study (38). Here, the binding assay was performed 

under the same optimal conditions (with STb at a final concentration of 0.1 lag/ml, in 

phosphate buffer 0.1 M, pH 5.8 for 10 min). Of the many tested lipids and glycolipids, STb 

toxin selectively bound to acidic glycolipids (Fig. 1). Sulfatide, which is a molecule 

carrying an anionic sulfate residue, showed the strongest binding affinity. STb toxin did 
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also significantly bind to several gangliosides and the negatively charged sialic acid 

residues appeared to be involved in this reaction. The implication of acidic glycolipids in 

STb binding was not surprising. Since mature STb is a basic peptide with a pI of 9.6 (18), 

the binding of STb to acidic molecules suggested that a strong stereospecific and 

electrostatic bond can be formed between a protonated nitrogen of STb and the anionic site 

on the glycolipid. In other words, most of the affinity of the acidic glycolipids with STb 

may require an intact three dimensional structure containing some specific positively 

charged amino acids. Of interest, three positively charged amino acid residues K45, K46 

and R52 and one negatively charged amino acid residue D53 containing in STb were 

previously shown to be crucial for enterotoxicity and were presumed to belong to a 

receptor-binding domain (10, 17). 

The specificity of STb binding to sulfatide was demonstrated here by several 

indirect and direct evidences. We have shown that this binding was strong, dose-dependent 

and saturable, and, not due to either hydrophobic or sulfate group ionic interactions alone. 

Finally, the specificity was supported as the binding was competed by an excess of the 

sulfatide. Differences in STb binding levels between sulfatide and galactosylceramide 

indicated that the sulfation of the carbohydrate chain was important for binding (Fig. 1). 

However, the sulfate group itself was not sufficient to explain STb binding, since sulfated 

dextran, a sulfated polymer of glucose, had no effect on binding of STb to sulfatide (Fig. 3). 

Sulfatide competition suggested that the binding was dependent on the sulfate group linked 

on the galactosyl moiety (Fig. 4). As STb was not competed by galactosylceramide, it 

indicated that the unsubstituted galactosyl residue was not sufficient to allow STb binding. 

The sulfation of this carbohydrate seems important for binding. Thus, the binding goes 

beyond simple charge interactions with an anionic group and has also some specificity for 
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the nature of the carbohydrate with a particular chain geometry and distribution of negative 

charge. These results indicate that STb binding specificity for sulfatide requires the 

Ga1(3SO4)13 1- residue. 

A lipid preparation from the pig jejunum exhibited one lipid with a mobility on TLC 

similar to the standard sulfatide (Fig. 5), and the sulfatide identification was confirmed by 

specific detections with laminin binding and with a anti-sulfatide monoclonal antibody. Our 

findings indicated that substantial amounts of sulfatide were present in porcine epithelial 

cells and associated with the mucous layer. Glycolipids are membrane-bound molecules 

and do not appear in secretions, except when shed with epithelial cells. The small intestinal 

epithelium is continuously renewed by the proliferation of some mitotically active crypt 

cells, which migrate towards the top of the villi where they desquamate. The presence of 

sulfatide in mucus could be explained in part by the abundance of this substance of the cell 

surface and also by the procedure retained for mucus preparation, in which the intersticial 

mucus was harvested and may therefore contain some epithelial cells. 

The cellular surface localization and abundance of sulfatide was confirmed in pig 

jejunal mucosa using immunocytochemistry (Fig. 6). Multiple functions have been 

proposed for sulfatide, including a role in sodium chloride transport (31), in myelin 

compaction by its association with the encephalitogen basic protein (8), as opiate receptors 

(7), and a role in cell adhesion (36, 40). Although this sulfated glycolipid is most abundant 

in the white matter of the brain, it is also found in the extracellular matrix, in mucus, and on 

the surface of epithelial cells of many mammalian tissues. Sulfatide has been already shown 

to be the most predominant acidic glycosphingolipid in rabbit and human gastric mucosa 

(33, 34). Because of its acid-resistant nature and the high negative charge of the sulfated 

sugar moiety, it was assumed that sulfatide might play a role in protection of the mucosa. 
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From this point of view, enrichment of the pig jejunum mucosa with sulfatide is consistent 

with the physiological relevance of this particular substance to mucosal function, because 

the pH of the jejunum is relatively acid, varying between 5.5 and 6.5. Moreover, the 

localization of sulfatide on mucosal cell surface indicates that this molecule could also be 

recognized and utilized as a receptor. We have effectively shown that sulfatide was present 

in the total lipids extract of the pig jejunum mucosal surface and that this jejunal sulfatide 

was bound by STb toxin (Fig. 7). The binding activity of STb to sulfatide corroborates the 

inhibition of the secretory response evoked by STb in the ligated loop model observed with 

either sulfatase or laminin pretreatments (Fig. 8). The elimination of sulfate groups of 

various carbohydrate sequence, including the sulfate groups on the galactose residues 

present in sulfatide, abolished completely STb activity. In addition, the STb enterotoxicity 

was strongly affected following the action of the laminin, a 850-1(Da cell adhesion protein 

which binds specifically to sulfated glycolipids and does not bind to other anionic lipids, 

including gangliosides, phospholipids, or cholesterol-3-sulfate (37). The monoclonal anti-

sulfatide antibody also altered STb toxicity. Together, these data indicate that sulfatide 

molecule functions as a receptor for STb interaction in vivo. 

Investigations will be pursue in order to determine if sulfatide is the unique 

functional receptor for STb. Effectively, the reported results also support that terminal sialic 

acid residues of gangliosides might be involved in the binding of STb. Significant binding 

was obtained with several gangliosides, including GM3, GM2 and GD1b, whereas binding 

to asialo-GM1 and asialo-GM3 (lactosylceramide) was 3 and 4 times less, respectively (Fig. 

1). Because of the unique structural difference between these molecules is the presence or 

absence of sialic acid residues, it appears that sialic acid residues are important for STb 

binding to gangliosides. Binding of STb to gangliosides was expected because it was 
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already described that pretreatment of pig jejunal epithelial cells surface with the 

neuraminidase from Clostridium perfringens completely abolished the binding of STb (38). 

The effect on STb binding following the pretreatment of HT29 and T84 human intestinal 

epithelial cells with a neuraminidase from Vibrio cholerae was also studied by Chao and 

Dreyfus (6). The results have shown that the neuraminidase pretreatment did not reduce the 

binding of STb to the cells. While both the pH of the assay binding buffer and the nature of 

the cells used were different, the neuraminidase specificity cleavage appears to be the most 

important difference between the two studies. In fact, the enzyme from C. perfringens 

preferentially cleaves sialic acid in terminal location and linked a2-3 to galactose, whereas 

the enzyme from V. cholerae used by Chao and Dreyfus (6) selectively cleaves terminal 

sialic acid linked a2-6 to galactose. Therefore, our data highlighted the importance of sialic 

acid in a2-3 linkage to galactose for the binding of STb. Interestingly, the GM3 

ganglioside, which exhibited the strongest binding to STb in comparison with the other 

tested gangliosides, contains a short carbohydrate sequence, where NeuAca2-3Ga1131- is 

found in terminal position (Table 1). However, the commercially available gangliosides 

tested in this study did not allow us to identify which ganglioside in the target tissue total 

lipids extract could be responsible for STb binding. Further analysis are in progress in our 

laboratory to examine the role of gangliosides in STb toxin binding, but one challenging 

hypothesis may be developed to describe the relevant binding of STb to its target cells. 

First, since the C. perfringens neuraminidase treatment of pig jejunum completely 

abolished STb binding, it was thought that STb could not exhibit binding to 

glycosphingolipids other than gangliosides (38). Nevertheless, a strong binding level 

toward sulfatide obtained from the pig jejunal epithelial cells was shown (Fig. 7). Thus, 

sulfatide and some gangliosides are present on the cell surface of the jejunum and could be 
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all bound by STb toxin. Then, if these two attachment sites are required for STb on the 

target cells, the data let us hypothesize a multistep attachment process where sulfatide-

mediated binding occurs only if the attachment to ganglioside takes place first. This 

hypothesis could explain why the binding of STb to sulfatide could not be detected after 

neuraminidase treatment that affects the ganglioside binding to the pig jejunum. Second, 

Chao and Dreyfus (6) have observed that elimination of sulfated structures by pretreatment 

of human intestinal epithelial cell lines with sodium chlorate did not decrease the binding of 

STb to the cells. Sodium chlorate, which is a potent inhibitor of cellular sulfotransferases, 

induces expression of surface glycoproteins and glycolipids lacking sulfate groups (24). 

According to our proposed model, after elimination of surface sulfation, binding to sialic 

acid of gangliosides would be nevertheless possible. The observed binding might represent 

binding to ganglioside in absence of sulfated structures. Third, we present evidence that the 

sulfated structures act as biologically functional receptors for STb, as sulfatase pretreatment 

in ligated rat intestinal loop assay abolished STb enterotoxicity (Fig. 8). Overall in this 

study, cell surface sulfated glycolipids were shown to be required in both binding and 

biological activities of STb. We thus propose a multistep binding model for STb on 

epithelial cells : the binding to ganglioside could represent the first step, which might be 

important to facilitate the subsequent binding to sulfatide. This second step could ensure an 

intimate contact of the toxin with the host cell membrane due to the shorter structure of the 

sulfatide molecule. 

The competitive binding experiments performed by Chao and Dreyfus (6) indicated 

that unlabeled STb could specifically compete with 125I-STb binding to a receptor on T84 

and HT29 cells, but failed to reduce by more than 50 % of the binding in the presence of 5-, 

100- and 1000- fold excess STb. The authors concluded that the STb toxin-epithelial cell 
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interactions could be characterized by binding to a high number of binding sites and that 

STb could interact with mutiple receptors. Based on our previous study (38) and the results 

of this study, at least two glycolipid molecules could effectively be involved in STb 

recognition and binding to pig jejunum. STb toxin could bind both sialic acid and sulfated 

galactose residues on gangliosides and sulfatide, respectively. These glycosphingolipids 

could serve as multiple attachment sites for STb toxin. Interestingly, the parallel occurrence 

of sialic acid and sulfate group specificities has been observed for some lectins. For 

example, the vascular adhesion family of selectins exhibited specificity for the blood group 

oligosaccharides sialyl-Lewisx and sialyl-Lewisa bearing either a sialic acid linked a2-3 or a 

sulfate group on carbon 3 of the nonreducing terminal galactose (42). Another example is 

the natural killer cell called lectin NKR-P1, which bound a2-3 linked sialic acid- or sulfate-

modified galactosyl determinants on tumor cell membrane constituents, with greater 

affinity for the latter (1). Complete characterization of the STb -sulfatide and -ganglioside 

binding reactions should help to develop a STb-receptor model to study the process at the 

molecular level. 
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TABLE 1. Oligosaccharide structure' of glycosphingolipids used in this study. 

Name 	 Abbreviation 	 Structure 

3-Sulfogalactosylceramide 	SFT 	 Gal(3SO4)P1Cer 

(Sulfatide) 

Gal actosyl ceramide 	 GalCer 	 Gal pi Cer 

Lactosylceramide 	 LacCer 	 Gal[31-4G1c131Cer 

Glucosylceramide 	 G1cCer 	 GI431 Cer 

Globotriosylceramide 	 Gb3 	 Gala1-4Ga1131-4G1c131Cer 

(Pk-anti gen) 

Globotetraosylceramide 	Gb4 	 GaINA01-3Ga1a I -4Galp1-4G1c131Cer 

(P-antigen) 

Monosialoganglioside GM3 	GM3 	 NeuAca2-3Ga1131 -4G1cP 1 Cer 

Monosialoganglioside 0M2 	GM2 	 GaINAcp 1 -4[NeuAca2-3]GalP 1 -4G1431 Cer 

Monosialoganglioside GM1 	GM I 	 Galf31-3GaINAcI31-4[NeuAca2-3]GalP1-4G1cP1Cer 

Disialoganglioside GD3 	GD3 	 [NeuAca2-8,NeuAcct2-3]GalP 1 -4G1431 Cer 

Disialoganglioside GD 1 a 	GD1 a 	 NeuAcct2-3Galf31 -3GaINAc p I -4[NeuAca2-3]GalP I -4G1c131Cer 

Disialoganglioside GD1 b 	GD1b 	 GalP 1-3GaINAc01-4[NeuAcct2-8,NeuAca2-3]Galp 1 -4G1cP 1Cer 

Trisialoganglioside GT1b 	GT1 b 	NeuAca2-3Ga1131-3GalNA431-4[NeuAca.2-8,NeuAca2-31Ga1P1-4G1cP1Cer 

Asialoganglioside GM 1 	AGM1 	 Gall31-3GaINAcP1-4GalP1-4G1cP1Cer 

'The carbohydrate nomenclature is according to the recomrnendations of the 

IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclature (CBN) (26) and the Joint 

Commission on Biochemical Nomenclature (JCBN) (27). 
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FIG. 1. Relative binding of STb toxin to various lipids and glycolipids. Lipids tested 

(1 µg/ µ1 in methanol) were immobilized on PVDF membrane at 1 µg/ spot, and the 

binding of STb toxin (0.1 µg/ ml) was measured after 10 min as described under «Materials 

and Methods». Values represent the average of at least duplicate experiments (three spots 

per experiment) analysed by densitometry. STb binding to sulfatide was taken as 100 % and 

relative binding to other lipids was calculated in percentage as follows : (mean 

densitometric value of lipid x 100)/(mean densitometric value of sulfatide). The standard 

deviations are shown. For oligosaccharide structures of glycolipids, see Table 1. 
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FIG 2. Dose-dependent binding of STb toxin to sulfatide. Sulfatide was immobilized on 

PVDF membrane at various concentrations ranging from 0.001 to 2 µg in 1 of methanol, 

and the binding of STb toxin (0.1 ltg/ ml) was measured after 10 min as described under 

«Materials and Methods». Values represent the average of duplicate experiments (three 

spots per experiment) analysed by densitometry. The standard deviations from the mean are 

shown. 

Log [Sulfatide (g)] 
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FIG 3. Effect of various chemicals on STb toxin binding to sulfatide. Sulfatide (1 l_tg) was 

immobilized on PVDF membrane. Incubation of STb toxin (0.1 ii.g/ ml) was performed for 

10 min with either 0.05 or 0.1 M of tetramethylurea (TMU), 0.05 or 1 mg/ ml of dextran 

(DX, Mr 9500) or dextran sulfate (DS, Mr 10000), before adding to immobilized sulfatide. 

Then, the binding of STb toxin was measured after 10 min as described under «Materials 

and Methods». Values represent the average of duplicate experiments (three spots per 

experiment) analysed by densitometry. The standard deviations from the mean are shown. 
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FIG 4. Competition assay of STb toxin binding to sulfatide. After sulfatide (1 µg) was 

immobilized on PVDF membrane, STb toxin (0.1 µg/ ml) preincubated for 10 min with 500 

fold molar excess of either the sulfatide or galactosylceramide was added. Then, the 

binding of STb toxin was measured after 10 min as described under «Materials and 

Methods». Values represent the binding of STb to sulfatide, and are the average of 

duplicate experiments (three spots per experiment) analysed by densitometry. The standard 

deviations from the mean are shown. 
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FIG 5. Occurence of sulfatide-like glycolipid in pig jejunal mucus and epithelial cells. Total 

lipid extracts were separated by thin layer chromatography developed in chloroform/ 

methanoll 0.02 % CaC12  in water, 55 : 45 : 10 (v/v), and visualized with Bial's reagent. 

Lanes contain : (1), total lipids extracted from mucus of pig jejunum (200 µg); (2), total 

lipids extracted from epithelial cells of pig jejunum (200 µg); (3), sulfatide standard (5 µg); 

(4), glycolipid standards ; GalCer (10 µg), GlcCer (10 µg), LacCer (10 µg), Gb3 (2.5 lig), 

Gb4 (2.5 µg), GM3 (2.5 µg), GM2 (2.5 µg), GM1 (2.5 µg), GD3 (2.5 µg), GDla (2.5 µg), 

GD1b (2.5 µg), GT1b (2.5 µg), AGM1 (2.5 µg). Reference glycolipids are indicated in the 

right margin. The arrow indicates the sulfatide. For abbreviations, see Table 1. 
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FIG 6. Determination of the epithelial localization of sulfatide on pig jejunal mucosa 

using immunocytochemistry and a monoclonal anti-sulfatide antibody. A: pig jejunum 

showing immunofluorescence of the villi, x 100. B : control experiment where the primary 

antibody was omitted, x 100. C: pig jejunum showing the immunofluorescence of the 

epithelial cells, x 500. 
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FIG 7. Binding of STb toxin to the sulfatide isolated from pig jejunal epithelial 

cells. Following extraction from preparative TLC developed in chloroform/ methanoll 0.02 

% CaC12  in water, 55 : 45 : 10 (v/v), the eluted pig jejunal sulfatide was immobilized on 

PVDF membrane, and the binding of STb toxin was measured after 10 min as described 

under «Materials and Methods». The binding was calculated by subtracting the mean 

densitometric value obtained for the silica gel control from the mean densitometric value 

obtained for the eluted sulfatide. Values represent the average of triplicate experiment 

(three spots per experiment) analysed by densitometry. The standard deviations from the 

mean are shown. 
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FIG 8. Inhibition assay of the biological activity of STb. STb provoked-secretion was 

measured in ligated rat small intestinal loops. Each loop received 5 1.1.g of STb diluted in 20 

mM Tris-HC1 buffer (pH 6,8) containing 300 itg of TI per ml following pretreatments with 

either laminin (400 ltg) or sulfatase (2 units) during 20 min. The standard deviations are 

shown. Each ratio was significantly different to the STb maximal ratio (0,1 ml./ cm) using 

the statistical Student t test analysis. * p < 0,01, ** p < 0,005. 
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IV. DISCUSSION ET CONCLUSIONS 
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Cette étude menée sur l'entérotoxine thermostable STb visait à apporter des 

connaissances sur la première étape de son mécanisme d'action. Elle a été divisée en deux 

grands objectifs qui consistaient : 1) à mettre en évidence l'attachement de STb à la surface 

des cellules cibles, et 2) à identifier les molécules impliquées dans cet attachement. 

Avant d'aborder la discussion et les conclusions générales, voici un rappel des 

principaux résultats obtenus lors de ce projet de recherche, ainsi que deux figures décrivant 

la structure de glycosphingolipides. 

Premier article. 

--) La toxine STb se fixe à la surface des cellules épithéliales du jéjunum porcin et 

plusieurs caractéristiques de l'attachement ont été déterminées 

- 	L'attachement observé avec la bordure en brosse jéjunale est rapide et dépend de la 

concentration de toxine 

- La présence des 2 ponts disulfures, qui maintiennent la conformation en boucle de 

la toxine, est requise pour l'attachement 

- Des anticorps spécifiquement dirigés contre STb (IgG polyclonaux et non 

neutralisants) ne masquent pas le site d'attachement sur la toxine, et l'attachement n'est pas 

compétitionné par un excès molaire de 100 fois de toxine 

- La température, ainsi que la présence ou l'absence d'ions, n'ont aucun effet sur 

l'attachement, mais l'attachement dépend du pH, il est optimal autour de pH 6.0 

- L'attachement n'est pas restreint au tissu jéjunal, il a été observé avec tous les 

autres tissus porcins testés (i. e. le duodénum, l'iléon, le caecum, le côlon, le foie, le 

poumon, la rate et le rein) 

--> Les sites spécifiquement impliqués dans l'attachement de STb avec le jéjunum 

porcin sont portés par des glycosphingolipides de surface, probablement des gangliosides 

- L'action de prétraitements spécifiques sur les sections de jéjunum montre que 
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certaines structures de surface sont spécifiquement impliquées dans l'attachement de STb 

- L'attachement n'a pas lieu avec des structures de nature protéique ou 

glycoprotéique, mais avec des glycosphingolipides 

- Les acides neuraminiques (ou acides sialiques), portés par les glycosphingolipides 

appelés gangliosides (Fig. 1), seraient des sites spécifiquement impliqués dans 

l'attachement de STb 

• Second article (première version soumise à IAI). 

--) La toxine STb présente une forte affinité pour le sulfatide, et porterait une 

spécificité d'attachement pour le galactose sulfaté terminal du sulfatide 

- Parmi une batterie de glycosphingolipides purs, le sulfatide ou 

3'sulfogalactosylcéramide (Fig. 2) est le plus fortement fixé par STb, alors que 

l'attachement n'est pas significatif avec le galactosylcéramide (Fig. 2) 

- L'attachement est moindre mais significatif avec certains gangliosides, tandis 

qu'aucun attachement significatif n'a été relevé avec les asialogangliosides 

- Les lipides neutres non glycosylés testés démontrent un attachement non significatif 

L'épitope spécifique d'attachement porté par le sulfatide implique à la fois le 

groupement sulfate et le galactose 

—Y Le sulfatide est présent à la fois dans les cellules épithéliales de la muqueuse et dans 

le mucus du jéjunum porcin 

- Les extraits de lipides totaux, préparés à partir des cellules épithéliales de la 

muqueuse ou de la couche de mucus recouvrant les cellules, contiennent un lipide 

possédant des caractéristiques de composition et de structure similaire au standard de 

sulfatide 

- Ce lipide est un sulfatide, car il est détecté par la laminine, molécule reconnaissant 

spécifiquement les glycolipides sulfatés, et également par un anticorps monoclonal dirigé 

spécifiquement contre le sulfatide 

- 	La toxine STb se fixe avec une forte affinité au sulfatide identifié dans le jéjunum 
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Figure 1. Structure générale d 'un ganglioside typique, le monosialoganglioside GM2. 

Les gangliosides sont des glycolipides dont les chaînes oligosaccharidiques liées au 

céramide portent un ou plusieurs acides N-acétylneuraminiques. Ce dernier est un dérivé 

acétylé d 'un sucre aminé à neuf carbones, un membre de la famille des acides sialiques. 

La présence du groupe carboxyle de 1 'acide N-acétylneuraminique confère un caractère 

anionique (ou acide) aux gangliosides. 
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Figure 2. Structures générales d'un galactosylcéramide et d'un 3'sulfo-galactosylcéramide ou sulfatide. 

Le 13-D-galactose est lié au groupe hydroxyle du carbone C-1 d'un céramide. Le sulfatide est synthétisé à 

partir du galactosylcéramide par adjonction d'un groupement ester sulfate en position 3 du galactose. Le 

groupement sulfate confère au sulfatide un caractère fortement acide. 

Les galactosylcéramides, appelés encore galactocérébrosides, sont des cérébrosides dont la tête polaire est 

faite d'un seul résidu galactosyle. Dans les tissus des mammifères, on trouve aussi des glucocérébrosides, 

lipides où le groupe P-glucosyle a pris la place du [3-galactosyle sur le C-1 d'un céramide. D'autres lipides 

sont apparentés, dont le résidu galactosyle porte une chaîne linéaire contenant jusqu'à quatre 

monosaccharides supplémentaires. R, enchaînement d'acides gras. 
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DISCUSSION 

Au cours de notre étude portant sur la première étape d'attachement du mécanisme 

d'action de l'entérotoxine STb, il s'avérait important de travailler sur les cellules cibles. Le 

pouvoir d'une toxine peut refléter la présence et le nombre des récepteurs impliqués sur les 

membranes des cellules cibles. En fait, l'expression de molécules de surface jouant le rôle 

de récepteurs de la toxine peut varier en fonction de différents paramètres, tels que l'espèce, 

l'âge, la partie de l'intestin ou le type de cellule. 

La toxine STb est produite par certaines souches d'E. co/i entérotoxinogènes (ETEC) 

dans la lumière intestinale, et induit rapidement une accumulation de fluide et 

d'électrolytes, provoquant alors une diarrhée chez l'animal. Parmi les entérotoxines 

produites par E. coli, STb est communément retrouvée chez des souches isolées de porcs, 

souffrant de diarrhée, âgés de plus d'une semaine et surtout pendant et après le sevrage 

(Burgess et al., 1978; VVhipp et al., 1981; Blanco et al., 1997; Dubreuil, 1997). L'activité 

entérotoxique de STb est mesurée par la méthode des anses intestinales ligaturées chez 

différents modèles animaux. Généralement, l'accumulation de fluide induite par STb est 

plus abondante dans la portion jéjunale du petit intestin. La susceptibilité à la toxine STb 

apparaît donc être dépendante de l'âge et de la portion intestinale. C'est pourquoi les sites 

d'attachement de STb, susceptibles d'initier son processus sécrétoire, ont été recherchés à 

la surface des cellules épithéliales de la bordure en brosse du jéjunum provenant de porcs 

sevrés. 

Aucun système d'étude sur l'hôte n'a été auparavant mis en place dans le but 

d'identifier une ou des molécules impliquées dans l'attachement de la toxine STb à la 

surface de la muqueuse intestinale (Hitotsubashi et al., 1994; Chao et Dreyfus, 1997a). 

Alors que des progrès importants ont été obtenus sur des systèmes modèles, peu d'efforts 

ont été réalisés sur les cellules cibles pour comprendre le mécanisme d'action et surtout 

pour identifier le récepteur membranaire de STb. 

Ce constat reflète probablement la nécessité de techniques plutôt laborieuses pour 

travailler sur le tissu de l'hôte. Par exemple, l'obtention d'un tel matériel chez l'humain 
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reste évidemment très limité. Dans le cas de la toxine A de Clostridium difficile, la 

découverte en 1986 de la séquence d'attachement Ga1a1-3Ga1f31-4G1cNAc dans des tissus 

animaux laissait supposer que cette séquence était portée par le récepteur fonctionnel pour 

les cellules rénales chez les humains (Krivan et al., 1986). Cependant, cette séquence 

nécessite l'activité de la transférase du Gala, et cette activité enzymatique semble absente 

dans les tissus humains. Ces derniers expriment, en fait, d'autres séquences avec une 

affinité similaire, incluant la séquence Ga1NA431-3Ga1l31-4G1cNAc (Teneberg et al., 

1996). Ces informations n'auraient pu être obtenues suite aux expériences réalisées 

uniquement sur des modèles cellulaires ou des composés standards. Ainsi, les études 

d'attachement et également de structure des sites d'attachement utilisant les molécules 

issues des cellules cibles chez l'hôte sont essentielles. 

Les premiers travaux de ce projet ont été réalisés sur les sections de jéjunum porcin, et 

ont permis à la fois de mettre en évidence l'attachement de STb avec la surface des cellules, 

et d'établir les conditions optimales de cet attachement. Ce système d'attachement in vitro a 

constitué alors la base pour déterminer la nature des molécules impliquées dans la fixation 

de STb sur le tissu cible. 

Nous avons démontré que des glycosphingolipides présents sur les cellules des 

villosités du jéjunum porcin sont impliqués dans l'attachement de STb. De nombreux autres 

types cellulaires, sont également reconnus par la toxine. Dreyfus et al. avaient déjà suggéré, 

en 1993, que le récepteur de STb devait être présent sur différents types cellulaires, dans la 

mesure où la toxine induit une augmentation rapide et dose-dépendante de la concentration 

intracellulaire de Ca2+  dans différentes lignées cellulaires d'origine intestinale ou non 

intestinale. Les glycosphingolipides sont présents dans la plupart des cellules chez les 

mammifères. Il n'est donc pas surprenant que la toxine STb s'attache à tous les tissus testés 

provenant d'organes autres que l'intestin, et à des cellules autres que celles composant les 

villosités intestinales. C'est d'ailleurs le cas du ganglioside GM1, le récepteur des toxines 

CT et LT, qui est présent et fonctionnel chez de nombreux types cellulaires (Fishman et al., 

1993). En revanche, le récepteur GC-C de la toxine thermostable STa est de nature 

protéique et est spécifique du tissu intestinal (Guerrant et al., 1980; Giannella et al., 1983). 
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Deux méthodes indépendantes ont été essentiellement utilisées pour étudier les 

structures portées par les glycosphingolipides impliqués dans l'attachement de STb. 

L'étude sur des sections fines de jéjunum porcin décrite dans le premier article de cette 

thèse, et l'étude en Dot-Blot sur des glycosphingolipides purs décrite dans le second article, 

ont montré que la toxine STb se fixe au niveau de chaînes glucidiques. La plupart des 

glycoconjugués de surface n'ont pas seulement un rôle de protection et de structure pour le 

maintien de l'intégrité de la cellule, mais joue aussi un rôle capital dans les différentes 

fonctions cellulaires avec le milieu extérieur. D'après l'ensemble des connaissances, de 

nombreuses toxines possèdent un activité lectine, qui leur permet de s'attacher à la surface 

des cellules (Karlsson, 1995). Pour résumer l'ensemble de ces 2 articles, nous avons 

déterminé que la molécule de STb comporterait 2 sites d'attachement spécifiques distincts. 

L'un des sites reconnus implique les acides neuraminiques terminaux de gangliosides, et 

l'autre le galactose sulfaté terminal du sulfatide. 

L'attachement au sulfatide a été étudié lors du second article de la thèse. La structure 

du sulfatide est présentée dans la figure 1 de ce chapitre. Nous avons montré que la toxine 

STb présente la plus forte affinité pour le sulfatide parmi une batterie de 

glycosphingolipides purs. Nous avons mis en évidence qu'à la fois le galactose et le 

groupement sulfate contribuent à l'attachement de STb avec le sulfatide. 

La structure essentielle d'attachement de STb avec le sulfatide comporte donc le sucre 

sulfaté HSO4-3Gall31. De nombreux autres ligands possèdent une spécificité d'attachement 

pour un sucre sulfaté. Certaines études ont montré que ce type d'attachement peut conduire 

l'action du ligand sur la cellule cible. Plusieurs adhésines de bactéries s'attachent à des 

sucres sulfatés pour coloniser ou envahir le tissu de l'hôte, par exemple chez Borrelia 

burgdorferi (Isaacs, 1994), Helicobacter pylori (Saitoh et al., 1991; Ascencio et al., 1993; 

Huesca et al., 1996), Staphylococcus aureus (Liang et al., 1992; Alston et al., 1997), 

Mycoplasma pneumoniae et M hyopneumoniae (Krivan et al., 1989; Lingwood et al., 

1990; Zielinski et Ross, 1993), Bordetella pertussis (Brennan et al., 1991; Hannah et al., 

1994; Menozzi et al., 1994; Geuijen et al., 1996), Streptococcus pyogenes (Schmidt et al., 

1993) et Escherichia coli (Prasadarao et al., 1993; Stins et al., 1994). Certains virus initient 

leur entrée dans leurs cellules cibles via l'attachement à des sucres sulfatés portés par leurs 
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récepteurs, comme le virus HSV (herpes simplex virus) (WuDunn et Spear, 1989; Shieh et 

al., 1992; Spear et al., 1992; Banfield et al., 1995; Feyzi et al., 1997), et les 

cytomégalovirus (CMV) (Compton et al., 1993). Également, des protozoaires s'attachent à 

ces sites pour induire leur invasion, tels que les trypanosomes (Ortega-Barria et Pereira, 

1992; Herrera et al., 1994), et les sporozoïtes de la malaria (Pancake et al., 1992). Par 

contre, cette spécificité d'attachement avec un sucre sulfaté a été démontrée pour la 

première fois, lors de ce travail, chez une entérotoxine bactérienne. Les séquences en acides 

aminés des différents ligands cités auparavant, lorsqu'elles sont connues, pourront être 

comparées avec la séquence de STb. Ces comparaisons devraient apporter des informations 

sur les acides aminés de STb impliqués dans l'attachement avec la séquence HSO4-3Ga1f31. 

Les résultats présentés dans les 2 articles indiquent une autre spécificité d'attachement 

pour STb, contenant un acide neuraminique (NeuAc). Tout d'abord, l'attachement de STb a 

été complètement inhibé suite à un prétraitement du tissu avec la neuraminidase de 

Clostridium perfringens. Cette enzyme clive les acides neuraminiques en position terminale 

sur un galactose dans l'ordre préférentiel des liaisons a(2-3) > a(2-6) > a(2-8). De plus, 

lors de l'étude comparant l'affmité de STb parmi divers glycosphingolipides purs, 

l'attachement est significatif avec GM3 et GM2, gangliosides portant un acide 

neuraminique terminal en liaison a(2-3) sur un galactose. Pour exemple, la structure du 

ganglioside GM2 est présentée dans le figure 2 de ce chapitre. 

Les deux études suggèrent qu'une autre spécificité d'attachement existe pour STb, qui 

doit correspondre au site NeuAca(2-3)Gal porté par certains gangliosides. C'est d'ailleurs 

une spécificité d'attachement retrouvée pour les entérotoxines CT et LT avec GM1, et 

d'autres toxines (Fishman et al., 1993). Chao et Dreyfus (1997a) ont également étudié 

l'implication des acides neuraminiques de surface dans l'attachement de STb avec des 

cellules en culture. Ils ont utilisé la neuraminidase de Vibrio cholerae, qui clive les acides 

neuraminiques dans un ordre préférentiel différent, à savoir les liaisons a(2-6) > a(2-3) > 

41(2-8). Ils ont montré que l'action de cette enzyme n'a aucun effet sur l'attachement de 

STb avec les lignées de cellules épithéliales. L'ensemble de ces données indiquent que si 

les acides neuraminiques sont impliqués dans l'attachement avec les cellules en culture 

utilisées, comme avec les sections de jéjunum porcin, alors ces acides neuraminiques ne 
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sont pas liés en a(2-6) mais plutôt en a(2-3) sur le galactose. La séquence NeuAca(2-3)Gal 

en position terminale et portée par un glycolipide semble donc être une autre spécificité 

d'attachement de la toxine STb. 

Une des perspectives principales de ce projet sera d'identifier les gangliosides 

impliqués dans l'attachement de STb avec les cellules cibles. Deux stratégies pourront être 

employées. D'un côté, les gangliosides peuvent être isolés de l'extrait de lipides totaux par 

la technique de fractionnement de Folch, de façon à rechercher les gangliosides qui sont 

reconnus par la toxine. Puis, les gangliosides d'intérêt pourront être caractérisés par 

comparaison avec différents gangliosides purs après séparation préparative en 

chromatographie sur couche mince. Ultérieurement, la composition et la séquence de la 

chaîne saccharidique, ainsi que la structure pourront être élucidées par les techniques en 

spectroscopie de masse et en résonance magnétique nucléaire. D'un autre côté, divers 

« isorécepteurs », portant le site NeuAca(2-3)Gal, peuvent être obtenus commercialement, 

et leurs affinités avec STb pourront être comparées. Cette approche devrait permettre de 

déterminer quel ganglioside est préférentiellement fixé par STb en fonction de la séquence 

saccharidique environnante, et de définir précisément l'épitope spécifique d'attachement. 

Plusieurs arguments indiquent que les deux classes d'attachement mises en évidence 

sont spécifiques pour STb. Tout d'abord, l'attachement de la toxine avec le tissu est inhibé 

complètement suite à l'action d'une exoglycosidase clivant spécifiquement la liaison entre 

un acide neuraminique en position terminale et un galactose. Ensuite, l'attachement de STb 

en Dot-blot avec le sulfatide pur est inhibé à plus de 50% avec un excès molaire de 

seulement 5 fois de sulfatide. Par ailleurs, la détection de l'attachement est rapide et 

sensible dans les deux méthodes employées. D'une part, elle nécessite une faible quantité 

de toxine sur les sections de tissus (de l'ordre de 50 ng). D'autre part, le seuil de détection 

est inférieur à 100 ng de sulfatide pur lors de l'étude de l'attachement sur membrane en 

Dot-Blot. Enfin, l'attachement sur le tissu nécessite que la structure tridimensionnelle de 

STb soit maintenue par ses 2 ponts disulfures. Il serait à présent intéressant de déterminer 

les constantes d'affinité pour chacun de ces sites d'attachement avec STb. 

Il a été difficile d'évaluer au départ la spécificité de l'attachement de la toxine avec le 

tissu. 11 était inattendu qu'un excès de toxine non marquée (100 fois) ne déplace pas 
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l'attachement de la toxine marquée. Parallèlement, Chao et Dreyfus (1997a) ont montré que 

le nombre de sites d'attachement à la surface des cellules en culture était très élevé (> 

106/cellule), au point que l'excès de toxine non marquée utilisé était insuffisant pour inhiber 

complètement l'attachement de STb, même avec un excès de 1000 fois. Le nombre de sites 

d'attachement disponibles serait nettement supérieur à la quantité de toxine fixée. De plus, 

aux vues des derniers résultats obtenus par Chao et Dreyfus (1997a) sur l'insertion 

membranaire de STb, il est probable que l'excès de toxine s'attache et se stabilise très 

rapidement à l'intérieur de la membrane plasmique, laissant libres les sites d'attachement 

de surface pour la toxine marquée. Pour ces différentes raisons, les expériences de 

compétition de l'attachement de STb avec la surface des cellules ont été au premier abord 

difficiles à évaluer pour conclure sur la spécificité de l'attachement. 

Par ailleurs, l'attachement n'a pas été affecté non plus par des anticorps polyclonaux 

dirigés spécifiquement contre STb. Ce résultat permet toutefois de comprendre pourquoi les 

anticorps utilisés ne sont pas neutralisants de l'activité biologique de la toxine. La raison 

apparaît résider dans leur incapacité à inhiber l'attachement initial du mécanisme d'action. 

Les anticorps, fixés sur STb, ne semblent pas masquer, ou contraindre par empêchement 

stérique, le site d'attachement sur la toxine. Sulcumar et al. (1995) ont déterminé que la 

structure en boucle de STb contenant le site d'attachement potentiel est de très petite taille. 

Ces résultats nous laissent supposer que la surface de STb se combinant avec le site 

saccharidique doit être effectivement très restreinte, et cela signifie que très peu d'acides 

aminés doivent être impliqués dans chacune des spécificités d'attachement. Des 

expériences ultérieures de mutagénèse dirigée dans la séquence du domaine actif 

d'attachement devraient permettre d'assigner précisément les acides aminés impliqués dans 

chacun des sites complémentaires d'attachement de STb. 

Ces sites portés par les glycoconjugués de surface sont le plus souvent responsables de 

la reconnaissance pour le ciblage des cellules, de la translocation de la toxine dans la 

cellule, ou encore de la transduction du signal à travers la membrane plasmique de la 

cellule. Néanmoins, la corrélation entre l'activité d'une toxine et sa fixation n'est pas 

toujours simple. En effet, cet attachement peut faire appel par exemple à des récepteurs non 

fonctionnels ou à des phénomènes coopératifs entre les sites. Plusieurs méthodes pourraient 

être utilisées pour démontrer si les glycosphingolipides fixés par la toxine sont aussi des 
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récepteurs fonctionnels pour STb. 

Les études in vitro sont généralement basées sur la propriété des glycosphingolipides à 

s'intégrer spontanément dans la bicouche lipidique des cellules auxquelles ils sont ajoutés. 

Les travaux de Fishman et Atikkan (1980) montrent que l'activité cyclasique de la toxine 

CT n'est pas induite dans les cellules gliales, qui sont déficientes en GMl. Lorsque ces 

cellules sont incubées avec le ganglioside GM1, les cellules deviennent sensibles à la 

toxine. D'une part, la fixation de CT est observée, et d'autre part, la production d'AMPc est 

déclenchée, alors que les autres gangliosides testés n'ont aucun effet. Une étude similaire a 

été réalisée pour la vérotoxine et son récepteur Gb3 (Waddel et al., 1990). Plusieurs 

modèles cellulaires ont été mis en place pour étudier l'activité toxique de STb in vitro 

(Dreyfus et al., 1992; Harville et Dreyfus, 1996; Fujii et al., 1997; Chao et Dreyfus, 1997a), 

mais aucune lignée cellulaire insensible à la toxine STb n'a été rapportée. Or, cette 

approche nécessite une lignée ne contenant pas le récepteur potentiel à étudier dans la 

membrane plasmique des cellules. Les connaissances acquises sur les sites fixés par STb à 

la surface des cellules cibles devraient permettre de sélectionner une lignée cellulaire 

appropriée. 

Sachant que la toxine STb est faiblement représentée parmi les ETEC isolées de porcs 

nouveau-nés (Handl et Flock, 1992), et qu'elle n'apparaît pas déclencher de diarrhée sévère 

chez ces même porcs (Casey et al., 1998), il est concevable que les sites récepteurs de STb 

soient absents sur le tissu cible de ces porcs. Une autre étude consisterait à déterminer la 

distribution des sites d'attachement, tels que le sulfatide, dans le petit intestin des porcs 

nouveau-nés. Le sevrage et l'âge, la différenciation cellulaire, influencent généralement 

l'expression de certaines molécules de la surface cellulaire de l'intestin en réponse au 

régime alimentaire et à la croissance de l'animal. Par exemple, la toxine Shiga ne déclenche 

aucune sécrétion dans l'intestin de lapin jusqu'à l'âge de 16 jours, où son récepteur Gb3 

commence à être exprimé. La susceptibilité à la toxine Shiga augmente avec l'expression 

de Gb3, qui est régulée en fonction du développement de l'animal (Mobassaleh et al., 

1989). Une localisation immunohistochimique des sites sulfatides pourrait être réalisée en 

marquant des sections fines de tissu, issu de porcs nouveau-nés, avec l'anticorps 

monoclonal anti-sulfatide. Si aucun sulfatide n'est détecté à la surface de la bordure en 

brosse intestinale, ou si leur nombre est très faible, cela pourrait expliquer pourquoi les 

porcs nouveau-nés ne sont pas susceptibles à l'action toxique de STb. Cette approche serait 
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indirecte pour mettre en évidence que le sulfatide intervient dans la pathologie, mais 

permettrait à priori d'apporter également des informations sur une comparaison entre les 

porcs nouveau-nés résistants et les porcs sevrés sensibles à l'action sécrétoire de STb. La 

même stratégie pourrait être employée avec les sites gangliosides, lorsqu'ils seront 

clairement identifiés. 

L'activité in vivo pourrait être la base d'étude pour établir la relation entre la fixation de 

la toxine et son activité biologique. L'activité in vivo, mesurée dans les anses intestinales 

ligaturées, de la toxine STb pourrait être comparée avec celle d'anses préalablement 

incubées avec des anticorps dirigés spécifiquement contre les sites d'attachement. Cette 

expérience serait concluante si elle montre qu'il y a inhibition spécifique du processus 

sécrétoire de STb. 

L'interprétation de l'ensemble des résultats obtenus permet d'élaborer certaines 

hypothèses quant au rôle de chacune de ces classes de sites d'attachement pour la toxine 

STb. Une première hypothèse concerne la sélectivité du mode d'action de STb. Différents 

récepteurs peuvent être impliqués dans la mesure où la toxine STb apparaît déclencher 

différentes voies de signalisation sur différents types cellulaires. Une voie serait 

responsable d'étapes dépendantes du calcium via une protéine G pour l'activation de la 

kinase II dépendante de la calmoduline, et la libération de la prostaglandine PGE2  par les 

cellules épithéliales intestinales. Une autre voix induirait la libération de la 5-

hydroxytryptamine (5-HT) par les cellules entérochromaffines intestinales, toujours via une 

protéine G, mais indépendamment du calcium (Fig. 4, Chap. II). Ainsi, l'activation d'un 

récepteur conduirait à des étapes indépendantes du calcium pour la libération de la 5-HT 

par les cellules entérochromaffines, tandis qu'un récepteur différent serait responsable des 

étapes dépendantes du calcium par les cellules épithéliales. Il serait donc important de 

démontrer si l'existence de sites spécifiques distincts à la surface cellulaire peut gouverner 

le mode d'action sélectif particulier utilisé par STb en fonction de types cellulaires. 

Toutefois, ce mode d'action sélectif utilisé par STb peut également avoir recours au 

même processus d'attachement sur les différents types de cellule, mais les types cellulaires 

peuvent posséder différents éléments du processus intracellulaire. Les résultats suggèrent, 

en effet, que les 2 sites mis en évidence sont nécessaires à l'attachement. D'un côté, la 
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toxine STb présente une affinité nettement plus marquée pour le sulfatide que pour les 

gangliosides tels que GM3 et GM2. La différence est de l'ordre de 40-50%. D'un autre 

côté, curieusement, le prétraitement du tissu avec la neuraminidase inhibe complètement 

l'attachement. Ainsi, lorsque les sites neuraminiques sont éliminés à la surface du tissu, 

alors STb semble incapable de s'attacher. Or, si on considère que le sulfatide présent à la 

surface des cellules mucosales est également responsable d'un attachement fort avec STb, 

les résultats indiquent que lorsque les gangliosides ne sont pas fixés par STb, aucun 

attachement significatif n'est observé avec le sulfatide sur les sections de tissu. Il semble 

que l'attachement de STb aux gangliosides soit un prérequis pour que l'attachement au 

sulfatide ait lieu. Il est possible que la toxine STb fixe des sites d'acides neuraminiques 

suffisamment éloignés de la membrane plasmique pour être accessibles, et, cette étape 

d'attachement de la toxine serait requise pour l'attachement consécutif au sulfatide. Le 

modèle ainsi proposé est schématisé dans la figure 3. 

Quelques arguments nous permettent d'appuyer cette seconde hypothèse. Le sulfatide 

est un glycolipide très court dans la mesure où il ne porte qu'un seul résidu galactosyl. 

Plusieurs chercheurs se sont intéressés à l'attachement des ligands aux glycolipides courts 

ancrés dans la membrane plasmique des cellules. L'accessibilité d'un site d'attachement 

très proche de la bicouche lipidique, tel que le sulfatide, requiert souvent un système 

d'étapes séquentielles. 

Le marquage des chaînes saccharidiques de surface à l'aide de la galactose oxydase et 

du NaBH4  tritié montre que les glycolipides à courtes chaînes, tels que le lactosylcéramide 

(Ga1[31-4G1c[31-1Cer) et le glucosylcéramide (G1c[31-1Cer), ne sont pratiquement pas 

marqués, à l'inverse des glycolipides plus longs. La galactose oxydase de 12 kDa semble 

atteindre difficilement les sites étroitement associés à la membrane (Lampio et al., 1984). 

La situation dynamique au niveau de la surface cellulaire consiste en des diffusions 

latérales et en des échanges de position par les molécules ancrées dans la bicouche 

lipidique. Pour accéder à un site très proche de la membrane, il semble nécessaire que le 

ligand induise une diffusion latérale des composants masquant la surface. Cette théorie a 

été émise pour l'adhésion cellulaire (Bell et al., 1984). 

Le processus d'attachement proposé pour la toxine STb peut être comparé à celui des 
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fimbriae S. Une adhésion multifactorielle a été décrite pour les E. coli portant les fimbriae 

S, via la protéine fimbriaire majeure SfaA avec le sulfatide (Prasadarao et al., 1993), et via 

l'activité lectine de l'adhésine SfaS spécifique pour le NeuAccc(2-3)Gal contenu dans les 

glycoprotéines et les gangliosides (Moch et al., 1987). L'élimination des acides 

neuraminiques de la surface cellulaire par un traitement avec une neuraminidase bloque 

complètement l'attachement des E. coli portant les fimbriae S, alors que des micelles de 

glycolipides sulfatés bloquent l'attachement à 50 % seulement (Prasadarao et al., 1993). 

Les auteurs suggèrent que l'adhésion des E. coli portant les fimbriae S, gouvernée par les 

glycolipides sulfatés, est importante pour assurer un contact intime du micro-organisme 

avec la membrane de l'hôte dans la pathogénèse de la méningite à E. coli, de façon à 

favoriser ensuite la traversée de la barrière endothéliale du cerveau. 

Dans le modèle séquentiel d'attachement proposé pour la toxine STb (Fig. 3), 

l'attachement au sulfatide constitue l'attachement clé avec la membrane plasmique. Le 

sulfatide est un glycolipide court, favorisant par conséquent une proximité membranaire 

très élevée pour la toxine. Chao et Dreyfus (1997) ont démontré que la toxine s'insère dans 

la bicouche lipidique suite à l'attachement de surface. Il est probable que l'attachement 

avec le sulfatide joue un rôle important dans la pénétration de la toxine (Fig. 3). Cette 

seconde étape d'attachement serait essentielle pour positionner la toxine de manière étroite 

avec la cellule de l'hôte pour sa pénétration. 

Le modèle séquentiel proposé pour STb permet d'expliquer qu'aucun attachement pour 

le sulfatide n'ait été observé sur le tissu après l'élimination des acides neuraminiques 

terminaux. De plus, ce modèle suggère que les sites d'acides neuraminiques doivent être 

portés par de longs gangliosides. Ainsi, ces sites étaient d'autant plus facilement accessibles 

par la neuraminidase. Par contre, un attachement résiduel de la toxine a été observé suite au 

clivage à la base de la chaîne oligosaccharidique des glycosphingolipides par la céramide 

glycanase. Le site de clivage de cette endoglycosidase doit être difficilement accessible sur 

le tissu. 

Pour identifier les gangliosides impliqués dans l'attachement de STb avec les cellules 

cibles, il sera important de considérer que ces gangliosides doivent appartenir à la catégorie 

des polyglycosylcéramides, dont les chaînes oligosaccharidiques sont longues et fortement 
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polaires (Fig. 3). Les polyglycosylcéramides (PGC) possèdent des chaînes de 

polylactosamine typiques sur lesquelles sont branchés des fucoses terminaux, des 

galactoses terminaux et des acides neuraminiques terminaux (Miller-Podraza et al., 1982; 

Miller-Podraza et al., 1993). Les polyglycosylcéramides contiennent en moyenne un acide 

neuraminique toutes les 15 unités saccharidiques. 
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Figure 3. Modèle séquentiel proposé pour l'attachement de la toxine STb avec la 
surface de ses cellules cibles. 
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CONCLUSIONS 

En conclusion, nous avons mis en évidence pour la première fois l'attachement de STb 

avec le tissu cible chez l'hôte naturel. Nous avons démontré que la toxine STb s'attache au 

tissu par l'intermédiaire de glycosphingolipides de surface. Plus précisément, l'ensemble 

des résultats indique que la toxine STb comprendrait 2 sites d'attachement distincts avec la 

surface des cellules cibles, l'un contenant un acide neuraminique terminal porté par des 

gangliosides, qui restent à être identifiés, et l'autre pour le galactose sulfaté en 3 porté par 

le sulfatide. 

Nous supposons que ces 2 sites distincts d'attachement peuvent jouer le rôle de 

récepteurs membranaires pour la toxine STb. En effet, la fonction cellulaire d'un récepteur 

pour une toxine dépend de la fixation spécifique entre ces deux molécules. Ainsi, 

l'attachement de STb avec les deux classes de sites peut être corrélé avec l'activité 

biologique de la toxine, dans la mesure où ces sites sont présents sur les cellules cibles. 

Nous avons proposé que ces 2 sites distincts d'attachement sont impliquées dans un 

attachement séquentiel avec les cellules cibles. Un attachement de première étape avec des 

sites neuraminiques serait nécessaire pour que le second attachement avec le sulfatide ait 

lieu efficacement. Le site d'attachement porté par le sulfatide doit probablement déterminer 

la susceptibilité. Les études futures devraient s'orienter vers la vérification du modèle 

séquentiel d'attachement dans l'initiation du mécanisme d'action de STb. 

Comprendre l'attachement des toxines bactériennes avec la muqueuse intestinale est 

essentiel pour déterminer comment ces pathogènes altèrent spécifiquement les fonctions 

intestinales pour causer une diarrhée. Les connaissances basées sur les structures de 

complexes toxine-récepteur ouvrent également un important champ d'applications 

pratiques. L'application la plus spectaculaire est de synthétiser des analogues qui soient de 

plus forte affinité que les sites d'attachement naturels pour être utilisés en tant qu'inhibiteur 

thérapeutique. Ces connaissances peuvent même être une base d'étude des interactions 

impliquées dans l'action des hormones, ou dans l'adhésion des cellules entre elles chez les 

mammifères. 
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Binding of Escherichia coli Enterotoxin b (Stb) to Lipids Isolated 
from Pig Jejunum Brush Border Epithelial Cells and Mucus 

Dubreuil, J. D., Rousset, E. and Harel, J. 

Departement de Pathologie et Microbiologie, Faculté de Médicine Vétérinaire, Université de 
Montréal, 3200 Rue Sicotte, C.P. 5000, Saint-Hyacinthe, Québec, Canada, J2S 706 

OVERVIEW 

Enterotoxigenic Escherichia coli cause disease in man and animais by 
elaboration of heat-labile and heat-stable toxins. These enterotoxins alter normal 
intestinal homeostasis causing water, ions secretion and diarrhea. One of these toxins, 
the heat-stable enterotoxin b (STb) is a 48 amino acid peptide that is responsible for 
severe diarrhea in weaning piglets (1). STb, as was shown for other toxins, most 
probably recognizes and binds to a specific molecule present on the surface of intestinal 
epithelial cells (2). We investigated the characteristics governing the recognition and 
binding processes of STb to the pig intestinal tissue and the chemical nature of the 
molecule involved. 

in vitro BINDING ASSAY/BINDING CHARACTERISTICS OF STb 

We developed a semi-quantitative in vitro assay involving fluorescence 
microscopy to assess binding of STb to pig tissues. STb was biotinylated using 
sulfosuccinimidy1-6-(biotinamido)-hexanoate (Calbiochem) as recommanded by the 
manufacturer. Biotinylated toxin retained its full toxicity compared to unmodified STb as 
demonstrated in rat loop assay (3). As STb was shown, by our group, to induce a more 
consistent secretory response in pig jejunum, binding to this tissue was particularly 
studied. Thus, frozen sections of pig jejunum were done using a cryostat and fixed to 
glass slides on which the binding assay was performed. The binding of biotinylated toxin 
was revealed using a streptavidin-fluoroisothiocyanate conjugate. We demonstrated that, 
using this system, the conjugate alone did not interact with the pig tissues. ln addition, 
denatured biotinylated STb (100°C/.15 min) or 2-mercaptoethanol treated toxin could no 
longer bind to the jejunum. 

The conditions required to obtain a consistent observable binding of STb to the 
pig jejunum were determinee No competition, even at 100-fold molar excess of native 
STb was observed indicating probably that the binding was unsaturable. On the other 
hand, the binding was rapid occuring within minutes. Binding was observed to jejunal 
crypts and villi. The reaction was temperature independent between 4 and 37°C and 
ions like Ca++, Mg++, Cl-  (10 mM) and Na (150 mM) or the presence of EDTA did not 
affect the binding. However, the binding was pH dependent and showed a maximum 
around pH 6. Other pig tissues sections tested including liver, lung, spleen, kidney, 
duodenum, ileum, caecum and colon demonstrated binding of STb to a certain degree. 

XX 
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CHEMICAL NATURE OF THE BINDING MOLECULE 

Chemicals and enzymes were used to treat pig jejunum sections in order to 
resolve the chemical nature of the binding molecule. When the tissue sections were 
treated with organic solvents known to displace lipids (methanol-chloroform), binding of 
STb was abrogated. Proteolytic enzymes did not, however, affect the binding indicating 
that proteins were not involved in this reaction. Sodium metaperiodate, a chemical 
cleaving the C-C bonds between adjacent hydroxyl groups of sugars, abolished the 
binding of STb indicating that sugar moieties could be involved in the process. 
Glycosidases with definite specificities were used to pin-point the peculiar sugar(s) 
recognize by the toxin. Out of a battery of enzymes tested, neuraminidase completely 
abrogated binding while ceramide glycanase and alpha-glucosidase greatly reduced the 
binding. 

BINDING OF STb TO EPITHELIAL CELL EXTRACTED LIPIDS AND TO MUCUS 
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were binding STb whereas no binding to 
ceramide was observed (data not shown). 
Mucus freshly recovered as described by Figure 1. Binding of STb toxin (lpg) to 

commerclally available Ilpids (5 pg) coated 
Waddell et al (6) from pig jejunum was tested in methanol as revealed using a muttiplate 
for STb binding. Using SDS-PAGE and over- enzyme-iinked immunosorbent binding assay. 
lay binding, we observed a band of low Mr 
(<15 kDa) to which STb was binding. This band was not stained with Coomassie blue 
and was extracted by methanol-chloroform indicating most probably a lipidic nature. 
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DOES ESCHERICHIA COLI STb ENTEROTOXIN BIND TO SULFATIDES ? 
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Introduction 
Porcine enterotoxic colibacillosis can originate from two 
distinct types of enterotoxin delineated by their heat 
stability characteristic. The heat-labile enterotoxins (LT) 
are oligomeric toxins with structural and ffinctional 
similarities to cholera toxin. The heat-stable enterotoxins 
(STa and STb) are low-molecular-mass toxins that can be 
incubated at 100°C for 30 min without affecting their toxic 
activity. STb is a 48-amino-acid basic peptide with two 
disulfide bonds of which the integ-rity is critical for 
biological activity. In vitro experiments using several cell 
lines of intestinal and non intestinal origin indicated that 
STb activates a G protein (Gi3) resulting in calcium ion 
entry through a ligand-gated calcium ion channel. The 
increase of Ca2+  concentration could stimulate arachidonic 
acid release from membrane phospholipids. In vivo, 
addition of STb results in a dose-dependent rise in 
arachidonic acid level and subsequent release of 
prostaglandin E2, a Icnown secretagogue. The toxin also 
mediates the release of 5-hydroxytryptamine involved in 
secretion. However, a target cell surface receptor for STb 
has not been elucidated (1). We have investigated the initial 
binding of STb to porcine intestinal epithelial cells and 
mucus. A prehminary characterization of the molecule 
involved was performed (2). We now report on molecules 
found in total lipid extracts, that in vitro shows high 
binding capacity toward STb. 
Materials and methods 
STb and glvcocompounds: STb was produced and purified 
to homogeneity using an E. cali recombinant strain 
harboring the pMalp-STb plasmid as already described (3). 
Pure sulfatide (or sulfogalactosylceramide) and 
galactosylceramide were from Sigma. 
Preparation and lipid extraction of pig jejunal epithelial  
cells and mucus: Pathogen-free pigs 8-weeks old who had 
fasted for 24 h were euthanatized. Cnide mucus was 
prepared from the jejunum by gently scraping the mucosa 
with a rubber policeman. The sample was centrifuged 
(27,000 x g,/min) and the supernatant was filter sterilized 
(0,22 um). The epithelial cells were obtained by scraping 
the mucosa with a microscope slide, and homogenized for 5 
min with a tissue grinder. Total lipid of either mucus or 
epithelial cells was extract using the method of Folch (4). 
PVDF binding assav after electrophoresis: Samples were 
separated using either SDS-PAGE 12% or high density 
Phastgele  (Pharmacia). The separated material was 
transferred to PVDF membrane. STb at 0.5 µg in 50 µ1/cm2  
was then overlayed and revealed using anti-STb antibodies. 
Altematively, gels were stained using either Coomassie 
blue or silver. 

kDa 

Figure I. Preparations of pig jejunal epithelial cells (C), 
and mucus (M), molecular weights standards (kDa) 
separated using a SDS-PAGE 12%, transferred on PVDF 
membrane and overlayed with STb toxin. 

- 16.9 
- 14.4 

Figure 2. Pure glycolipids separated by high-density 
Phastgele, transferred on PVDF membrane and overlayed 
with STb toxin. Lanes contain: 1 µg of sulfatide (S1); 10 
µg of sulfatide (S10); 10 µg of galactosylceramide (G10). 

Lm Le S Lm Lc 1(.1Da 

Figure 3. Pure sulfatide (S), pig jejunal epithelial cell lipid 
extract (Lc) and mucus lipid extract (Lm) separated by 
high-density Phastgele, stained with either Coomassie blue 
(A) or silver (B). 

Results and discussion 
Binding of STb toxin to nig iejunum preparations after 
electrophoresis: The PVDF membrane, which is available 
for blotting both lipids and proteins (5) was used for STb 
overlay binding assays. Pig jejunal epithelial cells and 
mucus preparations demonstrated one band in the front of 
the gel binding STb toxin (Fig. 1). 
BindinR of STb toxin to pure sulfatide on SDS-PAGE: As 
pure sulfatide was assumed to bind STb with the highest 
affinity among a variety of glycolipids (2), we investigated 
its electrophoretic migration pattem. Technical difficulties 
encountered when several pure glycolipids were separated 
by SDS-PAGE lead us to develop a method using high 
density Phastgele, which is usually performant in 
separation of peptides. We confirmed that STb bound 
avidly to sulfatide (Fig. 2). The binding was dose-
dependent, whereas no binding was observed with an 
apparented glycolipid lacking the sulfate group, the 
galactosylceramide. 
Preliminary characterization of the STb binding component 
isolated from pig jejunum: Total lipid extracts from pig 
jejunum preparations were separated using high density 
Phastgele, and compared with sulfatide (Fig. 3). The lowest 
band in the lipid extracts migrated approximately at 
6.2kDa, similarly to sulfatide. Interestingly, this band, as 
sulfatide, was detected after silver nitrate staining, but not 
with Coomassie blue which is a specific dye for protein. 
Taken together, these data suggest that this band 
correspond to sulfatide or at least a lipidic molecule with 
si milar biochemical characteristics. 
In conclusion, sulfatide is a candidate target molecule for 
STb binding to initiate its enterotoxic mechanism. Further 
studies using classical methods in lipidology and in ligand-
receptor binding would be helpful to determine if sulfatide 
is the only receptor for STb found in the jejunum. 
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Annexe 3 : Graphiques représentant l'attachement dose-dépendant et 

saturable de la toxine STb avec le sulfatide 



7 8 2 	3 	4 	5 	6 1 

12000 

10000 

8000 

6000 

4000 

2000 

0 
0 

A
tt

ac
he

m
en

t  d
e  

ST
b 

(U
D

)  

B. 
12000 - 

10000 - 

8000 - 

6000 - 

4000 

2000 

0 
0 

A
tt

ac
he

m
en

t  
de

  S
T

b 
(U

D
)  

2 1 1,5 0,5 

Quantité de sulfatide (µ,g) 

A. 

xxvi 

Quantité de STb (tg) 

Fig. 1. Attachement de la toxine STb au sulfatide préalablement déposé sur membrane de 

PVDF (polyvinylidene difluoride). Le niveau d'attachement de STb avec le sulfatide a été 

mesuré par analyse densitométrique (UD, unité densitométrique). A: STb en quantités 

croissantes (0 à 81.1g par ml) en fonction d'une quantité fixe de sulfatide (1 Ftg). B : STb en 

quantité fixe (1 lag/m1) en fonction de quantités croissantes de sulfatide (0,001 à 2 i.tg). 
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