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RÉSUMÉ 



IV 

L'entérotoxine STb produite par les Escherichia coli entérotoxinogènes provoque la 

diarrhée chez diverses espèces animales ainsi que chez l'homme. STb est un peptide de 48 

acides aminés dont la structure tridimensionnelle présente deux hélices-a antiparallèles 

(l'hélice hydrophile de CIO à K22 et l'hélice hydrophobe de G38 à A44) reliées par une 

boucle riche en glycine. Deux ponts disulfures sont essentiels à la stabilité de la structure 

tertiaire et à l'activité entérotoxique. Le sulfatide, un glycosphingolipide présent à la 

surface des cellules épithéliales du jéjunum, a été identifié comme récepteur fonctionnel 

pour STb. Les premières étapes de l'interaction de STb avec la membrane et les 

implications dans l'apparition de la diarrhée sont encore peu connues. 

Cette étude démontre, pour la première fois, la capacité de STb à perméabiliser la 

membrane cible et suggère la formation d'un pore non sélectif. STb dépolarise la 

membrane des vésicules de la bordure en brosse du jéjunum de porcelet. Ce phénomène est 

saturable et dépend de la concentration de la toxine ainsi que de l'intégrité des ponts 

di sulfure s. 

L'interaction de STb avec différents glycosphingolipides a été étudiée en utilisant la 

technique de résonance plasmonique de surface. STb présente une plus grande affinité pour 

le sulfatide que pour le lactocéramide et le glucocéramide précédemment proposés comme 

récepteurs éventuels. L'affinité de STb pour le sulfatide a été estimée à 2,40 ± 0,61 nM. La 

liaison de STb au sulfatide est inhibée par des concentrations de l'ordre du picomolaire de 

À-carragénine. 
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La capacité de STb à perméabiliser des membranes cellulaires a été observée sur les 

lignées cellulaires IPEC-J2 (cellules épithéliales de jéjunum de porcelet nouveau-né) et 

NIH-3T3 (cellules fibroblastiques d'embryon de souris Swiss). La À-carragénine inhibe la 

perméabilisation des cellules IPEC-J2 par STh. De plus, STb s'intemalise et s'accumule 

dans les cellules NIH-3T3. Certains sites d'accumulation se sont colocalisés avec le 

marquage mitochondrial. L'utilisation d'une sonde fluorescente sensible au potentiel de 

membrane mitochondrial (JC-l) a permis d'observer l'induction de l'hyperpolarisation des 

mitochondries. par STb chez les cellules NIH-3T3 en cytométrie en flux. La toxine STb 

induit également des altérations morphologiques au niveau de la membrane cellulaire et du 

cytoplasme des cellules NIH-3T3. 

L'ensemble de cette étude met en évidence la capacité de STb à perméabiliser la 

membrane, à altérer le potentiel membranaire et à endommager la cellule. Ces résultats 

contribuent à expliquer le mécanisme d'induction de la diarrhée par STh. 

Mots-clés: entérotoxine STb, perméabilisation, sulfatide, mitochondrie 
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Enterotoxigenic Escherichia coli produce STb enterotoxin that is responsible for the 

onset of diarrhea in various animal species including humans. STb is a 48-residue 

polypeptide whose tridimensionnal structure shows two anti-parallei alpha-he lices (C 10-

K22, amphipathic, and G38-A44, hydrophobie) connected by a glycine-rich loop. Two 

disulfide bridges are essential for the stabilization of the STb tertiary structure and for 

enterotoxicity. Sulfatide, a glycosphingolipid present at the epithelial ce Ils surface of the 

piglet jejunum, has been identified as a functional receptor for STb. The first steps of STb 

interaction with cell membranes and its involvement in the onset of diarrhea are still 

unknown . 

. This study demonstrates, for the first time, that STb permeabilizes target membrane and 

suggests that it does so by formation of non specifie pores. STb depolarizes brush border 

membrane vesicles isolated from the jejunum of the pig. This process is dose-dependent 

and saturable. The integrity of the disulfide bridges of STb is essential for this activity. 

Using surface plasmon resonance technology, the dissociation constant of the STb­

sulfatide interaction was estimated to be 2.40 ± 0.61 nM. The data indicate that STb binds 

with greater affinity to sulfatide than lactoceramide and glucoceramide. This study also 

demonstrated the inhibition of STb binding to sulfatide by À-carragenan at picomolar 

concentration. 
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STb penneabilization of cell membranes was observed in IPEC-J2 (porcine newbom 

jejunal epithelial cells) and NIH-3T3 cells (Swiss mouse embryo fibroblast cells). 

Moreover, penneabilization ofIPEC-J2 cells by STb was inhibited by À-carragenan. 

STb was intemalized and accumulated in the NIH-3T3 cells at sites that colocalized 

with mitochondria. Using a fluorescent mitochondrial potential sensor (JC-l probe) and 

flow cytometry, we observed mitochondrial membrane hyperpolarization ofNIH-3T3 cells 

in the presence of STb. Furthennore, STb induced morphological alterations of the cell 

membrane and the cytoplasm ofNIH-3T3 cells. 

Taken together, the se results demonstrate that STb can penneabilize membranes, impair 

the membrane potential" and damage cells. This may contribute to our understanding of 

how STb causes diarrhea. 

Keywords : STb enterotoxin, penneabilization, sulfatide, mitochondria 
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La toxine STb produite par les Escherichia coli .entérotoxinogènes est responsable 

de l'apparition de la diarrhée chez diverses espèces animales, ainsi que chez l'homme. 

Cette toxine déstabilise l 'homéostasie intestinale par la sécrétion de fluides. Sa présence 

entraîne l'accumulation de Na +, de cr et de bicarbonate dans la lumière des anses ligaturées 

de porcelet (Argenzio et al. 1984; Weikel et Guerrant 1985 ; Weikel et al. 1986b). De plus, 

après deux heures d'exposition, une atrophie partielle des villosités a été observée (Whipp 

et al. 1985, 1986). Ces altérations histologiques se marquent par une désquamation du 

sommet des microvillosités ainsi que par une rupture de l'intégrité des microvillosités 

associée à une réduction de l'absorption par les èellules épithéliales des porcelets (Whipp et 

al. 1986, 1987 ; Rose et al. 1987). 

STb est un peptide de 48 acides aminés formant deux hélices a antiparallèles 

(l'hélice hydrophile de CIO à K22 et l'hélice hydrophobe de G38 à A44) reliées par une 

boucle riche en glycine (Sukumar et al. 1995). La structure est stabilisée par deux ponts 

di sulfures (ClO-C48 et C21-C36) essentiels à l'activité entérotoxique (Arriaga et al. 1995 ; 

Okamoto et al. 1995). La formation d'hexamères et d'heptamères a été observée en 

présence d'un agent pontant et l'intégrité structurale de la toxine est essentielle à la 

formation de ces oligomères (Labrie et al. 2001a). Le sulfatide (SFT), un 

glycosphingolipide présent à la surface des cellules épithéliales du jéjunum, a été identifié 

comme récepteur fonctionnel pour STb (Rousset et al. 1998a). 

STb aurait la capacité de stimuler une protéine Gia3 sensible à la toxine pertussique. 

Cette protéine Gia3 serait impliquée dans l'induction de l'ouverture d'un canal calcique 

(non identifié) qui permet l'augmentation de la concentration intracellulaire en calcium 
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(Ca2+) (Dreyfus et al. 1993). L'élévation de la concentration de Ca2+ active les 

phospholipases A2 (PLA2) et C (PLC) qui métabolisent les acides gras et produisent le 

diacylglycérol (DAG) et l'inositol 1,4, 5-triphosphate à partir du phosphatidylinositoI4,5-

diphosphate (Dubreuil 1999). Ces seconds messagers induisent la production de 

prostaglandine E2 (PGE2) qui favorise la sécrétion de fluide au niveau de la lumière 

intestinale (Hitotsubashi et al. 1992a). 

De récentes études de notre laboratoire ont mis en évidence des étapes essentielles 

dans l'interaction de la toxine STb avec la membrane cellulaire. Tout d'abord, lors d'une 

étude préliminaire réalisée sur des bicouches lipidiques planes, la toxine STb en présence 

ou non de sulfatide (SFT), forme un canal ionique (Labrie et al. 2001 c). De plus, il a été 

démontré que STb perméabilise certaines lignées cellulaires (CHO, IEC-18 et HT -29) au 

bleu de trypan (Beausoleil et al. 2002a). Une bonne corrélation a été observée entre les 

résultats obtenus avec le bleu de trypan et ceux obtenus avec les anses ligaturées d'intestin 

de rat, couramment utilisées pour observer l'activité toxique de STb (Beausoleil et al. 

2002b). Enfin, l'internalisation de STb dans les cellules épithéliales de rat a été observée au 

microscope électronique à transmission grâce à un anticorps couplé à des billes d'or 

colloïdal (Labrie et al. 2002). 

Nous avons orienté nos recherches sur les premières étapes de l'interaction de 

l'entérotoxine STb avec la membrane lipidique ainsi que sur sa cytotoxicité afin de mieux 

comprendre les mécanismes impliqués dans l'apparition de la diarrhée. Différents modèles 
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ont été utilisés dans ce but: des vésicules de la bordure en brosse (VMBB) de l'épithélium 

de jéjunum porcin, des monocouches de glycosphingolipides en résonance plasmonique de 

surface et des cellules en culture (NIH-3T3, IPEC-J2) analysées par cytométrie en flux et 

observées en microscopie confocale. 

Ces modèles ont été choisis afin de répondre aux objectifs suivants: 

1. Étudier l'interaction de STb avec son récepteur, le sulfatide, comparer 

cette interaction avec d'autres glycosphingolipides, et identifier un 

inhibiteur efficace à une faible concentration; 

2. Observer et caractériser la capacité de STb à perméabiliser des 

membranes artificielles et cellulaires; 

3. Étudier l'impact de l'activité entérotoxique de STb sur la cellule. 



RECENSION DE LA LITTÉRATURE 
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1. . Généralités sur Escherichia coli 

1.1. Caractéristiques 

Escherichia coli est le microorganisme le plus étudié et le plus couramment utilisé 

en recherche fondamentale. En 1885, Théodore Escherich a réalisé la première étude 

portant sur ce bacille et a mis en évidence sa présence dans la flore fécale commensale des 

nourrissons. E. coli est le bacille à Gram-négatif le plus répandu dans la flore commensale 

de l'homme"et des animaux à sang chaud (les mammifères et les oiseaux) (Bettelheim et al. 

1974 ; Gyles 1994). Dès la naissance, E. coli colonise rapidement la peau et les muqueuses 

de l'hôte sans pour autant lui nuire (Kaper et al. 2004). L'occupation de ces surfaces par E. 

coli empêche la colonisation par des bactéries pathogènes. L'hôte bénéficie également de la 

production de certaines enzymes nécessaires dans le métabolisme d'hormones ainsi que 

dans la synthèse de certaines vitamines (vitamines K, B5,B6 et la biotine) (Bentley et 

Meganathan 1982 ; Savage 1986). 

Cependant, E. coli reste potentiellement un pathogène quand les défenses de l'hôte 

sont affaiblies par des infections (bactériennes ou . virales) ou des traitements 

immunodépresseurs (traitements contre le rejet de greffe ou chimiothérapie). Le sevrage et 

les changements de régime alimentaire sont également des événements qui perturbent la 

flore intestinale et peuvent entraîner une colibacillose (Nagy et Fekete 2005). 
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Certaines souches d'E. coli ont acquis au cours de l'évolution une panoplie de gènes 

de virulence qui leur pennettent de contourner les mécanismes de défense de l'hôte. Ces 

, 
souches spécialisées expriment des gènes de virulence portés par des plasmides (surtout 

pour les ETEC) et souvent localisés en îlots de pathogénicité. L'expression de ces gènes 

conduit à la production de facteurs de virulence associés à des pathologies diverses (Nataro 

et Kaper 1998). 

1.2. Les E. coli pathogènes 

Les E. coli pathogènes sont classés selon deux catégories d'infections: les bactéries 

causant des maladies gastro-intestinales (diarrhée, gastro-entérite ... ), et celles causant des 

'maladies extra-intestinales (méningite, septicémie, cystite, pyélonéphrite, syndrome 

hémolytique et urémique ... ) (Gyles et Fairbrother 2004; Kaper et al. 2004). 

Les E. coli suivent en général les mêmes étapes clés dans le déroulement de 

l'infection. Tout d'abord, les bacilles colonisent la muqueuse et dans certains cas 

envahissent les cellules. Ils se multiplient au niveau extracellulaire ou intracellulaire et 

échappent aux défenses de l'hôte par diverses stratégies acquises grâce aux gènes de 

virulence. Pour finir, ils provoquent des lésions chez l'hôte conduisant à l'apparition de la 

maladie. 

Les E. coli induisant des infections gastro-intestinales sont divisées en six classes: 

E. coli entéropathogènes (EPEC), E. coli produisant des toxines Shiga (STEC), E. coli 
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entéroaggrégatives (EAEC), E. coli entéroinvasives (ElEC), E. coli à adhérence diffuse 

(DAEC) et E. coli entérotoxinogènes (ETEC). Chaque classe d'E. coli présente des 

caractéristiques qui lui sont propres (Figure 1) (Levine 1987 ; Kaper et al. 2004). 

~es EPEC ont la propriété d'adhérer intimement aux entérocytes et de sécréter des 

protéines via un système de sécrétion de type III (Figure 2). Les protéines sécrétées 

induisent un réarrangement du cytosquelette au niveau des microvillosités et permettent la 

formation d'un piédestal. Cet attachement intime entraîne la destruction des microvillosités 

intestinales. La principale caractéristique des EPEC sont les lésions de type attachant 

effaçant (Franke1 et al. 1998). Le phénotype de type attachant effaçant est hautement 

corrélé à un îlot de pathogénicité, le locus d~ effacement des entérocytes (locus of 

enterocytes effacement, LEE) (McDaniel et al. 1995). Le LEE renferme de nombreux 

gènes, dont le gène eae codant pour l'intimine (une protéine de la membrane externe) et le 

gène tir codant pour le récepteur transloqué de l'intimine, ainsi que des gènes codants pour 

des protéines du système de sécrétion de type III (Figure 2) (gènes sep), des protéines 

chaperonnes (gènes ces), des protéines de translocation ou effectrices (famille de gènes 

esp). Il a été récemment démontré que la protéine Paa (porcine attaching and effacing­

associated factor) est un facteur de virulence associé aux EPEC et aux ETEC (Batisson et 

al. 2003 ; Leclerc et al. 2007). 
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Figure 1. Caractéristiques des six pathotypes d'E. coli des infections gastro­
intestinales. A) Les EPEC adhèrent à la surface des entérocytes( 1), sécrètent des protéines 
dans la cellule hôte par le système de sécrétion de type III (2) et forment un piédestal (3). 
B) Les STEC produisent des toxines Shiga et induisent également des lésions de type 
attachant effaçant. C) Les ETEC produisent des entérotoxines ST (heat-stable) et LT (heat­
labile) reconnues par des récepteurs spécifiques. D) Les EAEC forment un biofilm et 
produisent des cytotoxines et des entérotoxines. E) Les EIEC envahissent les cellules 
épithéliales, lysent les phagosomes et traversent le cytoplasme en utilisant le cytosquelette 
d'actine de l'hôte. F) En induisant l'élongation des microvillosités, les DAEC permettent 
ainsi leur internalisation et envahissent les cellules épithéliales. Adapté de Kaper et al. 
(2004). 
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Figure 2. Systèmes de sécrétion de type l, II et III. (Type II) Le transport des 
protéines est réalisé en deux étapes. Les protéines portant une séquence signal sont 
transportées du cytosol vers le périplasme par le système Sec. Après le clivage de la 
séquence signal, les protéines repliées sont transportées à travers la membrane externe par 
une structure semblable à un pi li (protéines GspG et J) qui agit comme un piston et pousse 
les protéines à travers le pore ancré dans la membrane externe (protéines GspD et S). (Type 
1) Dans la membrane interne, un transporteur ABC (protéine HlyB) hydrolyse l' ATP et 
fournit l'énergie nécessaire au passage des protéines du cytosol au milieu extracellulaire. 
Ces protéines empruntent un tunnel périplasmique (protéine HlyD) puis le canal ToIC. 
(Type III) Le système comprend deux anneaux (famille de protéines Esc) ancré dans 
chaque membrane et une aiguille (protéine EspA) qui permet l'injection d'effecteurs 
directement dans le cytoplasme de la cellule hôte. Adapté de Büttner et Bonas (2002). 
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La principale caractéristique des STEC est la propriété de produire des toxines 

Shiga (Stx, ou vérotoxines (VT), ou Shiga-like toxins (SLT)). Celle-ci est transportée à 

travers les cellules épithéliales vers la circulation sanguine. Elle est responsable de la 

maladie de l'œdème chez le porcelet. Certains STEC, dont le sérotype 0157:H7, induisent 

également des lésions de type attachant effaçant comme les EPEC, mais au niveau du côlon 

chez l'homme. La capacité de certaines souches d'E. coli à induire des lésions de type 

attachant effaçant est due à la présence de l'îlot de pathogénicité LEE dont de nombreux 

gènes sont conservés entre les EPEC et les STEC. Les STEC sont aussi responsables des 

gastro-entérites et du syndrome urémique hémolytique (Frankel et al. 1998). Les STEC 

causent des colites hémorragiques, ce pourquoi ils sont également appelés E. coli entéro­

hémorragiques (EHEC) (Gonzalez Garcia 2002). 

Les EAEC (ou EAggEC) adhèrent à la muqueuse intestinale et forment un biofilm 

dense (adhésion agrégative) où des entérotoxines et cytotoxines sont sécrétées. Ces souches 

provoquent des diarrhées chez les enfants des pays en voie de développement (Nataro et 

Kaper 1998). Les facteurs de virulence associés aux EAEC sont la toxine thermostable 

EASTl (Ménard et Dubreuil 2002 ; Osek 2003 ; Ménard et al. 2004), le pilus AAF/1 

(N ataro et Kaper 1998) ainsi que le gène eae codant pour l' inti mine qui est aussi associée 

aux EPEC (Donnenberg et Whittam 2001). 

Les EIBC sont responsables de diarrhées dysentériques. Ces E. coli suivent les 

mêmes étapes de l'infection que les Shigella : elles envahissent les cellules épithéliales au 

niveau du côlon, s'y multiplient, lysent les phagosomes, se déplacent dans la cellule en 



12 

utilisant les microfilaments d'actine et passent de cellule à cellule, se propageant tout le 

long de l'épithélium (Ebel et al. 1998). Elles causent la mort cellulaire, ce qui entraîne une 

intense réaction inflammatoire. Leurs principaux facteurs de virulence sont les invasines 

(Nataro et al. 1995; Nataro et Kaper 1998; Gyles 2007). 

Les DAEC sont les E. coli les moins connues et dont le mécanisme de pathogénicité 

est le moins décrit dans la littérature. Elles envahissent les cellules épithéliales en induisant 

l'élongation des microvillosités qui englobent la bactérie et permettent ainsi son 

internalisation dans la cellule. Les DAEC provoquent la diarrhée chez l'homme et le porc 

(Ngeleka 2002). Les facteurs de virulence répertoriés sont AIDA-I (Ha et al. 2003), F1845, 

et CF16K (Kaper et al. 2004). 

Les ETEC sont responsables de diarrhée chez l'homme et diverses espèces. 

animales. Les ETEC produisent différents facteurs de colonisation permettant l'adhésion à 

la cellule cible et la prolifération des bactéries. Ces E. coli sécrètent deux familles 

d'entérotoxines (les L T et les ST) qui perturbent l'épithélium intestinal et induisent la 

diarrhée (Nagy et Fekete 2005; Turner et al. 2006). Les ETEC font l'objet d'une 

description plus complète dans la section suivante. 

1.3. Les E. coli entérotoxinogènes 

Les ETEC sont le principal agent responsable de la diarrhée chez les enfants de pays 

en voie de développement, ainsi que de la diarrhée du voyageur (Gaastra et Svennerholm 
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1996 ; Bouckenooghe et al. 2002; Qadri et al. 2005). Chaque année, près de 650 millions 

de cas d'infections aux ETEC sont déclarés et 800000 enfants de moins de cinq ans 

décèdent d'une infection aux ETEC dans les pays en voie -de développement (Sack 1975 ; 

Qadri et al. 2005 ; Turner et al. 2006). L'environnement, les aliments et l'eau contaminés 

par les ETEC sont à l'origine d'épidémies de diarrhée chez les enfants en bas âge (Rowland 

1986 ; Al-Gallas et al. 2007a; Al-Gallas et al. 2007b). D'après une étude réalisée au 

Bangladesh, 90% des cas de diarrhée rapportés dans les hôpitaux sont des enfants de 3 mois 

à 2 ans (Qadri et al 2000). 

Les ETEC sont aussi responsables de diarrhée chez les animaux d'élevage. Les 

porcelets et les veaux sont les plus touchés. Les cas de diarrhée chez les moutons, les lapins 

et les chevaux sont plus rare (Nagy et Fekete 1999). Les signes cliniques observés sont la 

diarrhée aqueuse aiguë, la perte de poids, le retard de croissance et la mort (Soderlind et al. 

1 

1988; Moon et Bunn 1993). Des taux élevés de morbidité et de mortalité sont associés à 

ces infections. Les infections dues aux ETEC provoquent des pertes économiques 

importantes dans les élevages du monde entier et tout particulièrement dans le cas de 

l'industrie du porc (Gaastra et Svennerholm 1996 ; Nagy et Fekete 1999 ; Nagy et Fekete 

2005). Les infections apparaissent à deux étapes critiques de la croissance du porcelet, la 

diarrhée néonatale, dans les quelques jours après la naissance, et la diarrhée postsevrage qui 

apparaît à 3 à 4 semaines (Moon et al. 1977 ; Madec et al. 2000 ; Nagy et Fekete 2005). 
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Les ETEC qui contaminent l'environnement sont ingérées par les animaux et les 

hommes. Ces bactéries présentent des facteurs de colonisation (fimbriae et adhésines) qui 

permettent l'adhésion à des récepteurs spécifiques sur les cellules épithéliales de l'int"estin. 

Une fois adhérée, la bactérie produit des entérotoxines (toxines LT et ST) (Berberov et al. 

2004; Kaper et al. 2004 ; Nagy et Fekete 2005 ; Zhang et al. 2006). Celles-ci altèrent les 

fonctions d'absorption et de sécrétion des entérocytes, induisant ainsi la diarrhée. 

2. Facteurs de virulence 

Les ETEC se différencient des autres E. coli pathogènes par leur aptitude à produire 

deux types de facteurs de virulence spécifiques: les facteurs de colonisation (FC) et les 

entérotoxines. 

2.1. Les facteurs de colonisation 

La colonisation de l'épithélium intestinal de l'hôte est une étape essentielle dans la 

pathogénèse des ETEC. Cette adhérence est possible grâce aux facteurs de colonisation ou 

fimbriae. Les fimbriae sont des structures filamenteuses rigides ou flexibles de 2 à 7 nm. de 

diamètre résultant de l'assemblage de sous-unités protéiques. Leur rôle est de permettre aux 

bactéries d'adhérer au mucus et à la surface des cellules épithéliales grâce à des récepteurs 

. glycoprotéiques ou glycolipidiques (Erickson et al. 1992; Erickson et al. 1994; Smeds et al. 
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2003). Les facteurs de colonisation confèrent une spé,cificité d'espèce et d'âge à la souche. 

En effet, les ETEC exprimant la fimbria F4 (K88) sont associées aux diarrhées chez les 

porcelets alors que la fimbria F5 (K99) est associée aux souches ETEC isolés de porcs, de 

veaux et d'agneaux. Le CF Ail ne se rencontre que dans des souches isolées de cas de 

diarrhées humaines. 

À ce jour, une vingtaine de facteurs de colonisation différents ont été identifiés chez 

les ETEC infectant l'homme (Wolf 1997; Pichel et al. 2000). Une classification des 

fimbriae a été établie selon leur séquence et leur structure (Tableau 1) (Gaastra et 

Svennerholm 1996). 

Tableau 1 : Facteurs de colonisation d'E. coli isolés de l'homme. 

Facteurs de colonisation humains Caractéristiques 

Groupe CF AlI - forte similarité de séquence, distinction antigénique 
CFA/l, CSl, CS2, CS4, CSI4, CSI7, - fimbriae composées d'une seule sous-unité 
CSl9 

Groupe CSS - homologie de séquence avec les fimbriae F4, F6, F7 

CS5, CS7, CSI3, CSI8, CS20 exprimées chez les ETEC infectant les porcelets 

Groupe « bundle-forming » - structures proches du pili de type IV 

CS8(CF AIIII), CS2l (Longus) - CS8 forme une structure de 5 à IOllm et CS21 de 20f..lm 

Groupe CSIS - sont associés à la fimbria SEF 14 de Salmonella enterica 

CSI5, CS22 serovar Enteritidis 

Non-homologue 
- aucune homologie avec les autres fimbriae 

CS3, CS6, CSlO, CSll, CSl2 
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Chez les animaux, d'autres facteurs de colonisations ont été identifiés (Tableau 2). 

Les fimbriae les plus répandues chez les souches porcines sont les fimbriae F4 (K88), 

F5 (K99), F6 (987P), F7 (F41) et F18 (Nagy et al. 1990; Smyth et al. 1994; Nagy et al. 

1997 ; Nagy et Fekete 1999). Les fimbriae F17 (Fy/Att25) et F41 sont exprimées chez des 

souches isolées de bovins et d'ovins (Girardeau et al. 1988; Blanco et al. 1991; Nagy et 

Fekete 1999). 

Tableau 2 : Fimbriae exprimées d'E. coli isolés d'animaux. 

Fimbriae/variants Caractéristiques 

F4 (K88)/ab, ac, ad - F4 est fortement associé à la diarrhée chez le porcelet (Nagy et Fekete 1999) 

- Récepteur sialo-glycoprotéique (Van Den Broeck et al. 1999) 

F5 (K99) - Récepteur glycolipidique (NeuGC-GM3) au niveau de l'intestin (Smit et al. 
1984) 

F6 (987P) - Récepteur glycoprotéique et sulfatide (Choi et Schifferli 1999;, Choi et 
Schifferli 2001) 

FI7 (Fy) - Récepteur glycoprotéique (Merckel et al. 2003) 

FI8/ab, ac - FI8ab et FI8ac sont fortement associés à la maladie de l'œdème ou à la diarrhée 
chez le porcelet (Bertschinger et al. 1990; Rippinger et al. 1995; Nagy et al. 
1997) 

- FI8 est associé à AIDA chez des ETEC porcines (Mainil et al. 2002; Ngeleka 
et al. 2003) 

- Récepteur glycoprotéique (Francis et al. 1999 ; Jin et Zhao 2000) 

F4I - Récepteur glycoprotéique 

F42 - Souvent associé aux ETEC (Nagy et Fekete 1999) 

- Récepteur glycoprotéique 

FI65 - Souvent associé aux ETEC (Broes et al. 1988; Nagy et Fekete 1999) 

- Récepteur glycoprotéique 
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Selon l'âge de l'animal, certains récepteurs de fimbriae sont plus ou moins exprimés 

à la surface de l'épithélium intestinal. Les souches exprimant les fimbriae F5, F6 et F7 sont 

ainsi associées aux diarrhées néonatales des porcelets (Wilson et Francis 1986; Francis 

2002) alors que les souches ETEC produisant les fimbriae F18 ou F4 sont associées à la 

diarrhée postsevrage des porcelets (Osek et al. 1999; Post et al. 2000 ; Francis 2002; Vu­

Khac et al. 2004 ; Do et al. 2005). 

Certaines fimbriae présentent des variants. Actuellement, les fimbriae les plus 

étudiées sont les fimbriae F 4 et F 18. La fimbria F 4 existe sous la forme de trois variants 

antigéniques (F4ab, F4ac et F4ad) (Guinée et Jansen 1979) et la fimbria F18 sous la forme 

de deux variants antigéniques (F18ac et F18ab) (Rippinger et al. 1995; Nagy et al. 1997). 

La fimbria F18ac est associée aux ETEC isolées de porcelets souffrant de diarrhée de post- . 

sevrage, alors que F 18ab est associée aux VTEC isolées de porcelets souffrant de la 

maladie de l'œdème (Fekete et al. 2003). L'expression de la fimbria F4ac est souvent 

associée à la production des entérotoxines L T et STb (STa + ou STa-) et les souches. 

produisant la fimbria F18 expriment également STa et STb (Rippinger et al. 1995 ; Francis 

2002). 

L'adhésine AIDA (Adhesin lnvolved in Diffuse Adherence), associée le plus 

souvent aux DAEC, a été détectée parmi des souches ETEC F18+ isolées de porcelets 

souffrant de diarrhée de post-sevrage (Niewerth et al. 2001). Récemment, de nombreuses 
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études ont porté sur la prévalence du gène codant pour AIDA-I chez des porcelets souffrant 

de diarrhée (Ha et al. 2003,2004; Ngeleka et al. 2003 ; Pritchard et al. 2004). 

L'adhésine AIDA-I est fortement associé à la toxine STb (20,5%) (Ngeleka et al. 

2003). Cettè adhésine serait un nouveau facteur de virulence impliqué dans l'adhésion des 

ETEC porcins (Ngeleka et al. 2003 ; Pritchard et al. 2004 ; Ravi et al. 2007). In vivo, ces 

souches induisent de la diarrhée chez les porcelets 16 à 18 heures suivant l'inoculation 

(Ngeleka et al. 2003 ; Pritchard et al. 2004; Ravi et al. 2007). Récemment, une souche E. 

coli présentant le pathotype AIDA-t/STb+ a été étudiée dans des modèles in vivo et in 

vitfo. La souche adhère aux cellules HeLa de façon diffuse, s'aggrége et forme un biofilm. 

L'inoculation de la souche AIDA + /STb + à des porcelets nouveau-nés a confirmé les 

observations in vitro et induit la diarrhée (Ravi et al. 2007). 

Récemment, une étude sur la prévalence des gènes codant pour des facteurs de 

virulence chez les ETEC isolés de porcelets souffrant de diarrhée a démontré que 57% des 

souches possédaient des gènes de virulence, dont des gènes codants pour les fimbriae 

F4 (64,6%), F18 (34,3%), F7 (0,57%), F5 (0,57%) ainsi que l'adhésine AIDA-I (26,9%) 

(Zhang et àl. 2007). 
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2.2. Entérotoxines 

Les ETEC colonisent l'intestin et y sécrètent des deux types d'entérotoxines. La 

production des entérotoxines dans l'intestin mène la sécrétion de fluide et à un défaut 

d'absorption au niveau du jéjunum et de l'iléum, provoquant une importante perte de 

liquides dans la lumière intestinale (Banwell et al. 1971). Cette perte de liquide étant 

définie comme. une diarrhée rapide non inflammatoire, ce qui mène à la déshydratation 

(Nagy et Fekete 1999; Rousset et DubreuiI2000). Les entérotoxines se distinguent par leur 

sensibilité à une exposition de 30 minutes à 100°C: les toxines instables à la chaleur (L T) 

et les toxines stables à la chaleur (ST) (Germani 1986). 

2.2.1. Les entérotoxines thermolabiles (LT) 

Les toxines thermolabiles (LT) sont des holotoxines de type ABs classées en deux 

groupes selon leurs propriétés antigéniques: LT-1 et LT-II (Green et al. 1983). La toxine 

LT -1 présente une forte homologie de séquences avec la toxine du choléra (CT). La sous­

unité A et la sous-unité B présentent respectivement 75% et 77% de similarité avec leurs 

homologues de la toxine CT. Il existe deux variants de LT-II : LT-Ila et LT-Ilb (Pickett et 

al. 1987). La sous-unité A de la toxine LT -II présente 57% de similarité avec la sous-unité 

A de la toxine CT (Pickett et al. 1987, 1989). La sous-unité B de la toxine LT-II diffère 

complètement de celle de LT -1 et de CT (Takeda et al. 1983 ; Spangler 1992 ; Kaper et al. 

1995). 
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Les toxines LT sont codées par l'opéron eltAB. En plus des similitudes de structure, 

ces toxines présentent des similitudes de fonction et d'action avec la toxine CT (Takeda et 

al. 1983 ; Spangler 1992 ; Kaper et al. 1995). 

Ces toxines sont des holotoxines de type ABs de 88 kDa (Hofstra et Witholt 1985). 

La sous-unité A de 28 k:Da s'associe avec un anneau formé d'un pentamère de sous-unités 

B (5 fois Il,6 kDa). La sous-unité A est une chaîne polypeptidique qui est clivée en deux 

chaînes, Al et A2, reliées par un pont disulfure (Robertson et al. 1983 ; Fukuta et al. 1988 ; 

Sixma et al. 1991 ; Spangler 1992). La chaîne Al possède l'activité ADP ribosylase et 

NAD glycohydrolase. La chaîne A2 permet l'association avec le pentamère formé des sous­

unités B (Spangler 1992). 

Les sous-unités A et B traversent la membrane interne d'E. coli vers le périplasme 

par le système de sécrétion Sec. L'assemblage de la toxine sous la forme AB5 a lieu dans le 

périplasme (Yu et al. 1992). D'après une étude récente, les toxines LT sont sécrétées à 

travers la mçmbrane externe par le système de sécrétion de type II (Figure 2) (Tauschek et 

al. 2002). La toxine se lie' aux lipopolysaccharides (LPS) de la surface bactérienne par 

l'intermédiaire de la sous-unité B (Horstman et Kuehn 2002; Horstman et al. 2004). 

L'activité de la toxine L T a été observée au niveau des vésicules de la membrane externe. 

La toxine est internalisée dans les cellules cibles (Fukuta et al. 1988 ; Horstman et Kuehn 

2002 ; Horstman et al. 2004). 

La liaison de la toxine à son récepteur cellulaire dépend de la sous-unité B. À 

chaque type de sous-unité B correspond un récepteur cellulaire distinct (Fukuta et al. 1988). 
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Dans le cas de la·toxine LT-I, la sous-unité B permet l'attachement aux gangliosides GMI 

ou GM2 à la surface des cellules épithéliales (Schengrund et Ringler 1989). Les toxines 

.LT-lla et LT-Ilb se lient respectivement aux gangliosides GDlb et GDla (Fukuta et al. 

1988). De plus, les LT-lla et LT-Ilb interagissent avec le Toll-like receptor 2, ce qUI 

entraîne la réponse cytokinaire (Hajishengallis et al. 2005). 

Une fois la sous-unité B de la toxine liée à son récepteur, la sous-unité A est 

endocytée par la cellule et les vésicules du système trans-golgien permettent son transport 

(Lencer et al. 1995). La sous-unité A subit un c1ivàge qui libère deùx fragments Al et A2 

(Lencer et al. 1997). Le fragment A 1 est transporté dans la cellule vers le réticulum 

endoplasmique (Fujinaga et al. 2003). La sous-unité Al permet le transfert de l'ADP-ribose 

du NAD sur l'arginine 201 de la protéine Gsa . L'ADP-ribosylation inhibe l'activité 

GTPasique (Sears et al. 1996). L' adénylate cyc1ase associée à la protéine Gsa reste activée, 

ce qui conduit à l'augmentation de la concentration intracellulaire en AMPc. L'AMPc 

active différentes enzymes comme la protéine kinase A (PKA) qui phosphoryle des canaux 

chlore tels que le CFTR (Cys!ic Fibrosis Transmembranaire Conductance Regulator -

Régulateur de conductance transmembranaire de la fibrose kystique). Le canal CFTR 

permet la sécrétion de chlore et réduit l'absorption de sodium au niveau des cryptes 

intestinales (Spangler 1992). De plus, la sous-unité A induit la .production de 

prostaglandine E2, de sérotonine et de cytokines. Le déséquilibre ionique ainsi produit et la 

sécrétion des sécrétagogues provoquent la perte de liquide dans la lumière intestinale et 

conduisent à la diarrhée (Nataro et Kaper 1998). 
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2.2.2. Les entérotoxines thermostables (ST) 

2.2.2.1. Généralités 

Les entérotoxines thermostables sont des toxines monomériques de faible poids 

moléculaire. Elles ne présentent pas de similitudes structurales ou fonctionnelles avec les 

toxines LT. Les toxines thermostables sont classées en deux sous-types: la toxine STa ou 

ST! (forme mature de 2,0 kDa), soluble dans le méthanol et active dans l'intestin de 

souriceau, et la toxine STb ou STH (forme mature de 5,2 kDa) insoluhle dans le méthanol, 

inactive dans l'intestin du souriceau, mais active dans celui du por~elet (Burgess et al. 

1978 ; Weikel et al. 1986b). 

En 1995, Peterson et Whipp ont comparé l'activité sécrétrice des toxines STa et STb 

sur les anses ligaturés de porcelet. Ils ont observé que chaque entérotoxine induit une 

sécrétion de fluide après deux heures d'exposition, mais que la combinaison des toxines 

STa et STb montre un effet additif induisant une plus forte accumulation de fluide. L'effet 

additif a été suggéré par la mise en évidence de mécanismes intracellulaires distincts entre 

les toxines STa et STh (Peterson et Whipp 1995). Ces mécanismes seront décrits plus en 

détail dans les sections suivantes. 

EAST1 est une autre entérotoxine thermostable récemment décrite. Elle a été 

observée pour la première fois chez la souche EAEC 17 -2 (Savarino et al. 1993; 
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. Yamamoto et Nakazawa 1997). La présence du gène codant pour EAST1 a été associée à 

des porcelets souffrant de diarrhée (Choi et al. 2001 a, 2001 b ; Osek 2003). 

2.2.2.2. L'entérotoxine thermostable STa 

STa est une toxine qui est isolée chez les porcelets au cours de la première semaine 

de vie et du sevrage (Katwa et al. 1991 ; Mezoff et al. 1991). 

Le gène codant STa est localisé dans le transposon Tn1681 flanqué de séquences 

répétitives inversées (IS 1) (So et McCarthy 1980 ; Sekizaki et al. 1985). Deux formes de 

toxines STa (STIa ou STp et STIb ou STh) sont connues. La toxine STh (19 acides aminés) 

a été isolée de souches d'E. coli humaines (Aimoto et al. 1982 ; Moseley et al. 1983a) alors 

que STp (18 acides aminés) a été isolé de souches d'E. coli d'origine porcine (Gyles 1992). 

Le variant STp a aussi été décrit chez l'homme et les bovins (Moseley et al. 1983b ; Takao 

et al. 1983 ; Sekizaki et al. 1985; Nair et Takeda 1998). Ces variants ont conservé les six 

cystéines permettant la formation de trois ponts disulfures essentiels à l'activité biologique 

(Robertson et al. 1983 ; Okamoto et al. 1987 ; Nair et Takeda 1998). 

STa est soluble dans l'eau et dans les solvants orgamques. Elle résiste à un 

traitement de lOO°C pendant 15 minutes (Lazure et al. 1983), à diverses enzymes 

protéolytiques (pronase, trypsine, chymotrypsine ... ), et à un pH acide mais pas alcalin 

(Smith et Halls 1967 ; Alderete et Robertson 1978). Il est connu que le CRP (Catabolite 

Repression Prote in) s'associe à l'AMPc et reconnaît spécifiquement une séquence d'ADN, 
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favorisant ainsi la transcription de certains gènes par l' ARN polymérase (Adhya et Garges 

1982). Le D-glucose, le D-gluconate et le L-arabinose exercent une répression catabolique 

sur l'expression du gène estA. La répression de la synthèse de la toxine peut être 

contrecarrée en ajoutant de l'AMPc (Alderete et Robertson, 1977a, 1977b). 

Les deux formes de STa subissent deux phases de maturation. Tout d'abord, la 

toxine est synthétisée dans le cytoplasme bactérien sous la forme d'un précurseur de 72 

acides aminés (Sekizaki et al. 1985 ; Okamoto et Takahara 1990). Le précurseur subit une 

première digestion par une peptidase libérant un peptide signal de 18 acides aminés. La 

forme pro-STa est ensuite acheminée de la membrane interne vers le périplasme. 

La famille des protéines Dsb intervient dans la formation des ponts di sulfures dans 

le périplasme. Deux mécanismes complémentaires interviennent dans la formation des 

ponts dissulfures. Les protéines DsbA et DsbB forment de nouveaux ponts disulfures lors 

du repliement de la protéine, alors que les protéines DsbC et DsbG permettent le 

ré appariement des cystéines mal appariées. Dans lè cas de STa, la protéine DsbA a été 

décrite comme étant essentielle à la formation des ponts disulfures sans lesquels une 

réduction de l'activité toxique était observée (Bardwell et al. 1991 ; Yamanaka et al. 1994, 

1997). Cependant, d'autres études remettent en question l'implication de DsbA dans la 

formation des ponts disu1fures (Rasheed et al. 1990; Yang et al. 1992; Batisson et Der 

Vartanian 2000). Aucune corrélation n'a été établie entre l'activité de DsbA et la sécrétion, 

le repliement et l'activité toxique de STh. Les ponts di sulfures se formeraient au niveau 

extracellulaire (Batisson et Der Vartanian 2000). 
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Le principal récepteur de la toxine STa est une enzyme transmembranaire N­

glycosylée localisée au niveau de la bordure en brosse de l'intestin: la guanylate cyc1ase C 

(GC-C) (Giannella 1983 ; Giannella et al. 1983 ; Dreyfus et al. 1984 ; Dreyfus et Robertson 

1984; Frantz et al. 1984). Cohen et ses collaborateurs (1987) ont démontré que 

l'attachement de la toxine au récepteur était réversible et spontané (Cohen et al. 1987; 

Guarino et al. 1987). 

La toxine STa active la GC-C, entraînant une augmentation intracellulaire de GMPc 

(Field et al 1978; Hughes et al. 1978; Rao 1985; Vaandrager 2002). L'augmentation de 

GMPc mène à l'activation d'une phosphodiestérase qui entraîne la synthèse de 

diacylglycérol (DAG) et d'inositoll, 4, 5- triphosphate à partir du phosphatidylinositol 4,5-

diphosphate (Dreyfus et al. 1984; Knoop et Owens 1992). L'augmentation de l'inositol 

triphosphate permet la libération de calcium intracellulaire (Knoop et Owens 1992; 

Bhattacharya et Chakrabarti 1998). Cette hausse de calcium induit à son tour l'activation 

d'une protéine kinase C qui induit l'activation de guanylate cyc1ase et la production de 

GMPc (Khare et al. 1994; Ganguly et al. 2001 ; Gupta et al. 2005). 

L'augmentation de GMPc provoque l'activation du canal CFTR par l'intermédiaire 

de la phosphorylation de la protéine kinase II. L'ouverture du CFTR mène à la sécrétion 

d'eau et de électrolytes, mais aussi à l'inhibition de l'absorption en ions Na+ par 

l'intermédiaire" de l'échangeur Na+/H+ au niveau apical (Goldstein et al. 1994; Tien et al. 

1994; Vaandrager 2002 ; Golin-Bisello et al. 2005). De plus, STa induit la sécrétion de 
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prostaglandines, de leukotriènes et de thromboxanes qui favorisent le relâchement de fluide 

vers la lumière intestinale (Knoop et Owens 1992). 

2.2.2.3. La toxine EAST1 

L'entérotoxine EAST1 a été isolée, au Chili, d'une souche EAEC 17-2 provenant 

d'enfants souffrant de diarrhée (Savarino et al. 1991). Le gène astA codant pour cette 

toxine est associé aussi aux ETEC isolées de porcelets souffrant de diarrhée (Choi et al. 

2001a, 2001b ; Nagy et Fekete 2005 ; Veilleux et Dubreui12006 ; Zhang et al. 2006,2007). 

Des tests in vivo chez le lapin et la souris ont démontré l'accumulation de liquide au 

niveau de la lumière intestinale en présence de la toxine EASTl. L'activité entérotoxique a 

aussi été observée dans les chambres d'V ssing (Savarino et al. 1991, 1993 ; Veilleux et al. 

2008). Cependant, le rôle de l'entérotoxine EAST1 dans la diarrhée chez le porcelet est 

controversé. Les souches ETEC ayant comme seul facteur de virulence EAST1 ne sont pas 

capable d'induire la diarrhée chez des porcelets nouveau-nés même après 72 heures 

d'inoculation (Ngeleka et al. 2003). 

EAST1 comprend 38 acides aminés (4,1 kDa) et quatre cystéines qui permettent la 

formation de deux ponts disulfures (Savarino et al. 1993). De nombreux variants ont été 

isolés et parmi eux le variant provenant de la souche EAEC 0-42 (Savarino et al. 1991 ; 

Ménard et Dubreuil 2002). Ce variant présente une mutation de l'acide aminé T21 en A21 

(Savarino et al. 1991) qui lui confèreraitune activité toxique plus importante que la toxine 
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isolée de la souche EAEC 17-2 (Yamanaka et al. 1997). Cette toxine est différente des 

entérotoxines STa et STb mais présente 50% d'homologie avec le domaine 

entérotoxigénique de STa (Savarino et al. 1993). Tout comme STa, EASTI induit la 

production de GMPc via l'activation de la GC-c. Le mécanisme d'action de la toxine 

EASTI reste peu connu (Savarino et al. 1991, 1993 ; Ménard et al. 2004). 

3. L'entérotoxine thermostable 8Tb 

3.1.Généralités 

La toxine STb a été isolée pour la première fois d'une souche d'E. coli porcine en 

1978 (Burgess et al. 1978), puis chez diverses espèces animales. Le gène codant pour STb a 

été détecté de souches d'E. coli isolées de bovins (buffle inclus) (Echeverria et al. 1985 ; 

Mainil et al. 1986, 1990; Shin et al. 1994), de poulet (Akashi et al. 1993), de chien (Drolet 

et al. 1994; Hammermueller et al. 1995; Beutin 1999), de chat (Beutin 1999), de furet 

(Bradley et al. 2001a), de chevreuil, de marmotte (Caprioli et al. 1991) ainsi que chez 

l'homme (Lortie et al. 1991; Dubreuil 1997; Beutin 1999; Bradley et al. 2001a). La 

production de STh est associée à l'apparition d'une colibacillose (Moon et al. 1983, 1986 ; 

De Castro et al. 1984 ; Monckton et Hasse 1988 ; Sôderlind et al. 1988 ; Nagy et al. 1990 ; 

Blanco et al. 1997; Osek 1999 ; Kwon et al. 2002). 
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La prévalence de STh chez les ETEC porcines est très élevée (De Castro et al. 

1984 ; Wilson et Francis 1986; Sôderlind et al. 1988; Randl et al. 1992: Mainil et al. 

1998 ; Beausoleil et al. 1999; Zhang et al. 2007). Récemment, la prévalence des gènes 

codants pour des toxines chez des souches isolées de porcelets souffrant de diarrhée aux 

Etats-Unis est de 72,6 % pour la toxine STb, 57,7% pour la toxine LT, 35% pour la toxine 

EASTl et 27,4% pour la toxine STa (Zhang et al. 2007). La même étude a montré que les 

principaux pathotypes responsables de la diarrhée de postsevrage chez le porcelet étaient 

associés aux ETEC exprimant la fimbria F4 et les toxines LT/STb (42.5%) ou 

LT/STbIEASTl (23.9%), ou encore à la fimbria F18 et les toxines STa/STb/Stx2e (31.7%) 

(Zhang et al. 2007). 

La production de plusieurs entérotoxines par les souches ETEC causant la diarrhée 

chez le porc rend l'étude de la toxicité de STb plus difficile. La capacité de STh à induire la 

diarrhée a été pendant un temps sujet à controverse (Moon et al. 1986, Casey et al. 1998). 

Depuis, de nombreuses études ont démontré la capacité de STb à induire la diarrhée. Les 

souches ETEC Ol15:K"V165" isolées de porcs souffrant de diarrhée produisent 

uniquement la toxine STb (mais pas les toxines STa et LT). In vivo, après 24 heures 

d'inoculation, ces souches colonisent modérément l'iléon de porcelets nouveau-nés privés 

de colostrum et induisent une diarrhée aqueuse (Fairbrother et al. 1989). Plus récemment, 

deux études ont utilisés des souches isogéniques exprimant la fimbria F4 et les 

entérotoxines LT et STh. Ces études ont démontrées que l'inoculation de souches 

exprimant F 4 et STb induit une sévère diarrhée chez des porcs gnotoxéniques (Berberov et 
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al. 2004; Zhang et al. 2006). Berberov et ses collaborateurs ont observé que 60% des 

porcelets traités avec une souche exprimant STb et EASTI présentaient une diarrhée 

deshydratante ainsi qu'une septicémie (Berberov et al. 2004). Des résultats similaires ont 

été observés par l'inoculation de souches exprimant AIDA-l et STb chez des porcelets 

nouveau-nés (Ravi et al. 2007). 

3.2. Gène estB 

Le gène estB codant pour la toxine STb a été cloné et séquencé en 1983 (Lee et al. 

1983 ; Picken et al. 1983). Aucune homologie de séquence n'a été observée entre les 

toxines STa et STb (Dreyfus et al. 1992). La séquence nucléotidique de STb est fortement 

conservée entre les souches. Récemment, un variant de la toxine STb a été décrit dans une 

souche ETEC isolée d'un porcelet souffrant de diarrhée post-sevrage (souche 2173) (Fekete 

et al. 2003). Ce variant présente une mutation au niveau de deux acides aminés: 

l'histidine 12 en asparagine et la lysine 23 en isoleucine. L'activité toxique de ce variant 

n'a pas été étudiée à ce jour. 

Le gène estB est présent dans le transposon Tn4521 (9 kb) qui se trouve sur un 

plasmide (Lee et al. 1985; Hu et al. 1987; Hu et Lee 1988). Le transposon Tn4521 est 

encadré par des éléments d'insertion IS2 qui ont gardé l'aptitude de s'e transposer d'un 

plasmide à un autre (Lee et al. 1985 ; Hu et Lee 1988). Les séquences adjacentes au gène 

codant pour STb témoignent de nombreux remaniements, ce qui suggère que le gène estB 
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puisse se retrouver sur de nombreux transposons (Lee et al. 1985). Dans le cas du variant, 

le gène tetB (résistance à la tétracycline) ainsi que les gènes codants pour STa et STb sont 

localisés au niveau de l'îlot de pathogénicité (PAh173) sur un fragment de 10 kpb appelé 

TSL (Toxin-Specific Locus) présent dans le plasmide pTC. Le séquençage du fragment a 

permis de démontrer que les transposons Tn1681 et Tn4521 ont fusionné et que le fragment 

est encadré par des éléments ISI0'(Fekete et al. 2003). 

La séquence estB est présente dans divers plasmides qui codent aussi pour d'au~res 

toxines (LT, STa, VTs), des facteurs de colonisation, des facteurs de résistance aux 

antibiotiques et des facteurs de transfert (Gyles 1974 ; Echeverria et al. 1985; Harnett et 

Gyles 1974, 1985a, 1985b ; Blanco et al. 1991 ; Tsen et al. 1998). 

3.3. Synthèse et régulation 

Des quantités infimes de toxine STb sont obtenues à partir de souches sauvages. Ce 

phénomène s'explique par la présence d'un promoteur faible qui contrôle la transcription 

du gène estB (Spandau et Lee 1987). Le promoteur présente une mutation au niveau de la, 

boîte de « Pribnow» (région -10 du gène estB) par rapport à la séquence consensus 

(TATAAT) des E. coli (Pribnow 1975 ; Lee et al. 1983). La thymine finale, nommée T 

invariable, est remplacée par une guanine. La région -35 du promoteur est conservée par 

rapport à la séquence consensus -35 (TTGACA) des E. coli (Lawrence et al. 1990). Le 

promoteur du gène estB est donc capable de reconnaître l'ARN polymérase au niveau de la 
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région -35, mais la mutation au niveau de la région -10 rend l'initiation de la transcription 

moins fréquente. 

L'expression de STb est soumise à une répression catabolique (Busque et al. 1995), 

comme celle de STa (Alderete et Robertson1977b ; Stieglitz et al. 1988). Elle est due à 

l'inactivation de l'adénylate cyclase lorsque le glucose est intemalisé par la bactérie, ce qui 

conduit à la diminution de la concentration en A TP utilisé pour la formation d' AMPc. Une 

séquence de 22 pb d'ADN, à 26 nucléotides .en amont de la région -35 du gène estB, 

présente 72% d'identité avec la séquence consensus liant le CRP. La répression de la 

production de STb par le glucose est abolie par l'ajout d'AMPc. Ce phénomène a été étudié 

à l'aide de souches mutantes crp- et cya- (codant pour la protéine réceptrice de l'AMPc) 

(Busque et al. 1995). 

3.4. Structure protéique 

3.4.1. Structures primaire et secondaire 

La séquence en acides aminés de la toxine STb est connue (Picken et al 1983 ; Lee 

et al 1983). L'analyse de cette séquence a démontré l'absence d'homologie avec la toxine 

STa (Dreyfus et al. 1992). La toxine comprend 71 acides aminés (8100 Da) dont un peptide 

signal de 23 acides aminés en position N-terminale. 
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Lors de la sécrétion de la protéine, le peptide signal est clivé et la toxine est 

reconnue par SecA du système de sécrétion Sec (Kupersztoch et al. 1990; Fujii et al. 

1991 ; Dreyfus et al. 1992). STb est alors exporté à travers la membrane interne vers le 

périplasme, ce qui requiert l'hydrolyse de l'ATP (Kupersztoch et al. 1990). À l'état mature, 

STb comprend 48 acides aminés (5200 Da) dont quatre cystéines permettant la formation 

de deux ponts disulfures : Cl 0-C48 et C21-C36 (Fujii et al. 1991 ; Dreyfus et al. 1992; 

Okamoto et al. 1993, 1995) (Figure 3). 

N-terminale 5 10 15 20 25 
STQSNKKDLÇEHYRQIAKESCKKGFL 

SiG 
Il S~ VR 

~ ~ GD.34J 
CGKAA VMIOAGFCAGAT 

(-terminale 45 4t) 35 

Figure 3. Séquence primaire de la toxine STb avec les deux ponts di sulfures situés 
entre C10-C48 et C21-C36. 

3.4.2. Propriétés physico-chimiques 

La toxine STb présente une séquence riche en acides aminés basiques (une histidine, 

deux arginines et six lysines) ce qui lui donnent un point isoélectrique basique de 9,6 

(Rand1 et al. 1993 ; Fujii et al. 1994). La séquence en acides aminés de STb comprend trois 

acides aminés aromatiques (une tyrosine et deux phénylalanines). L'absence de tryptophane 

et la faible quantité d'acides aminés aromatiques conduisent à une faible absorbance à 
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280 nm (Handl et al. 1993). L'absorbance est donc mesurée à 214 nm ce qUI met en 

évidence les liaisons peptidiques. 

. La toxine STb résiste à une température de 60°C à 100°C pendant 30 minutes sans 

perte d'activité biologique (Burgess et a~. 1978; Weikel' et al. 1986b; Dubreuil et al. 

1991 ; Fujii et al. 1991) et elle n'est pas affectée par des variations de pH (pH 2 à 12) 

(Dubreuil et al. 1991 ; Sukumar et al. 1995). STh est insensible à des traitements tels que 

60 à 93% de méthanol même après précipitation de la toxine (Burgess et al. 1978), 100% 

d'acétonitrile (Fujii et al. 1991), 50% d'acide formique, 8 M d'urée et 2,5% de SDS 

(Dubreuil et al. 1991). 

Elle perd son activité entérotoxique après ajout de p-mercaptoéthanol, après un 

traitement par la trypsine (Dubreui1 et al. 1991 ; Fujii et al. 1991) ou d'autres protéases de 

la même famille (Whipp 1987, 1991 ; Fujii et al. 1991 ; Dreyfus et al. 1992). 

3.4.3. Structure tertiaire 

La structure tridimensionnelle de STh a été déterminée par spectroscopie à 

résonance magnétique nucléaire (RMN) (Sukumar et al. 1995). Cette analyse de la structure 

de STb montre que la toxine contient deux hélices a antiparallèles reliées par une boucle 

riche en glycine. La boucle ne comprend pas de proline, ce qui rend la structure flexible 

(Figure 4). 



C-terminaJe 
\ 
A 

1 
1 

Hélice-a amllhiphiJe 
. CIO-K22 

/ 

Hélice-a hydrophobe 
G38-A44 

l'ont disulfure 
C21-C36 

34 

Boucle 
C21-C36 

Figure 4. Structure tridimensionnelle de la toxine STb obtenue par Tésonance 
magnétique nucléaire. Adapté de Sukumar et al. (1995). 

À l'extrémité N-terminale, l'hélice a s'étend des acides aminés CIO à K22. Elle 

comprend de nombreux résidus polaires (D8, R12, Q15, LI8, E19, K22 et K23) exposés 

vers l'extérieur. Du côté C-terminal, l'hélice a couvre les acides aminés G38 à A44 et 

comprend des résidus hydrophobes (F37, 141 et M42). Les deux ponts disulfures (C21-C36 

et CI O-C48) et les interactions entre les deux hélices a rapprochent les chaînes peptidiques 

à une distance subatomique de 4,7 A entre les carbones a des cystéines C2l et C36. Les 

hélices a interagissent entre elles par l'intermédiaire des chaînes latérales des acides 
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aminés hydrophobes qui ont des contacts lâches entre les résidus Y 13 et R14 avec le résidu 

V43, et le résidu Al? avec les résidus A39 et Q40 (Sukumar et al. 1995). Ainsi, l'hélice a 

amphipatique et l'hélice hydrophobe sont stabilisées par les deux ponts disulfures et les 

interactions hydrophobes. 

Le pont di sulfure C2l-C36 permet la formation d'une boucle dite n (Leszczynski et 

Rose 1986). La boucle délimitée par les cystéines C21 et C36 contient 14 acides aminés. 

Parmi ces 14 acides aminés, quatre glycines et quatre acides aminés chargés confèrent à la 

région une structure non organisée (appelée pelote statistique ou random-coil) (Dreyfus et 

al. 1992, Sukumar et al. 1995). La boucle comprend des acides aminés hydrophobes F25, 

V28, A33 et A35 et expose à ses extrémités deux résidus chargés vers l'environnement 

hydrophile (R29-D30 et K22-K23). La structure tridimensionnelle par cristallographie de la 

toxine STb n'a pas été déterminée. 

3.5. Biogenèse 

Peu d'informations sont disponibles au sujet du mécanIsme de sécrétion de STb. Sur 

la base de la composition en acides aminés, il a été déduit que les 23 acides aminés en 

position N-terminale présentent des propriétés analogues à un peptide signal (Lee et al. 

1983 ; Picken et al. 1983). Le peptide signal permet le transfert de la toxine au travers de la 

membrane interne vers le périplasme de la bactérie (Kupersztoch et al. 1990; Fujii et al.· 
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1991 ; Dreyfus et al. 1992). La translocation du précurseur de STb (48 acides aminés) dans 

le périplasme dépend de SecA (Kupersztoch et al. 1990). 

Le précurseur subit une deuxième étape de maturation au niveau du périplasme par 

la formation de deux ponts disulfures (entre CIO et C48, et entre C2l et C36). La protéine 

périplasmique DsbA intervient dans la formation des ponts disulfures de STb (Akiyama et 

al. 1992; Okamoto et al. 1995). La toxine STb est ensuite sécrétée par le système de 

sécrétion de type l (Figure 2) comprenant TolC (Foreman et al. 1995; Okamoto et al. 

2001). 

3.6. Propriété des ponts disulfures 

Les ponts disulfures de STb ont fait l'objet de diverses études structure-fonction. La 

substitution des cystéines par des sérines rend la toxine sensible aux protéases 

périplasmiques (Dreyfus et al. 1992; Okamoto et al. 1993, 1995). La formation des ponts 

disulfures la protège de ces protéases. 

L'absence d'un seul pont di sulfure suffit à abolir l'activité de la toxine sur la 

sécrétion intestinale (Arriaga et al. 1995). L'observation de la toxine mature par dichroïsme 

circulaire a permis de mettre en évidence que la protéine comprend 73% d'hélices a, 4% de 

feuillets ~ et 22% de régions apériodiques. Dans le cas de STb réduit, on retrouve 20% 

d'hélices a, 29% de feuillets ~ et 51 % de régions apériodiques. La réduction des ponts 

disulfures provoque donc un changement radical de la conformation tridimensionnelle de la 
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toxine (Sukumar et al. 1995). Le double mutant C21 S-C36G présente une structure 

comparable à la toxine réduite. Les deux ponts disulfures sont donc essentiels à la stabilité 

et à l'activité entérotoxique de la toxine. 

3.7. Activité intestinale 

L'activité toxique a été démontrée en inoculant des souches productrices de STb 

chez différentes espèces animales (porcelets, agneaux, lapins, veaux, rats, souris ... ) 

(Dubreuil 1997, 2007). 

Dans des conditions d'atrophie des villosités et d'hyperplasie des cryptes 

intestinales induites par un rotavirus, l'activité toxique de STb est réduite. La réponse de 

STb dépend donc de l'intégrité des villosités intestinales (Whipp et al. 1985). De plus, les 

anses intestinales ligaturées provenant de porcelets de trois semaines traitées pendant deux 

heures avec STb présentent une perte des microvillosités et une atrophie partielle des 

villosités intestinales. Ces altérations structurales dans la muqueuse intestinale conduisent à 

une perte de la capacité d'absorption des cellules épithéliales (Whipp et al. 1986). Ces 

résultats ont été observés sur du jéjunum porcin et ovin (Rose et al. 1987). 

Afin de localiser plus précisément la section intestinale qui interagit avec la toxine 

STb, une comparaison de l'activité toxique a été réalisée entre la muqueuse de l'iléon 

humain et du jéjunum porcin par la technique des chambres d'Ussing (Weikel et al. 1986a). 
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Cette technique utilise des sections d'intestin collectées et montées sur un filtre entre deux 

demi-chambres reproduisant des milieux séreux et muqueux. Il est possible ainsi de 

mesurer .la réponse électrique de la muqueuse à l'exposition à une toxine (ou autres 

stimuli). Dans le cadre de cette étude, l'activité toxique de STb n'a pas été observée sur la 

muqueuse d'iléon humain. En revanche, elle a été mesurée au niveau de la muqueuse du 

jéjunum porcin. L'activité toxique a donc tout d'abord été associée aux tissus du jéjunum 

porCIn. 

Des cellules d'origine épithéliale (HT-29/Cl et MDCK) ou provenant d'une culture 

primaire de cellules de l'hypophyse de rat ont été utilisées pour observer la toxicité de la 

toxine STb (Dreyfus et al. 1993). Les cellules traitées avec STb présentent une 

augmentation de la concentration en calcium intracellulaire. Le récepteur de la toxine est 

donc présent sur différents types cellulaires. 

Pour étudier la liaison de STb à la surface de l'épithélium, la toxine a été biotinylée 

et son activité a été vérifiée sur des anses ligaturées d'intestin de porcelet. Ce marquage a 

permis d'observer la liaison de STb au niveau des microvillosités du jéjunum ainsi que sur 

d'autres tissus: le duodénum, l'iléum, le caecum, le colon, le foie, le rein, la rate et le 

poumon (Rousset et al. 1998a). 
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3.8. Le récepteur 

Le récepteur membranaire de la toxine STb est essentiel à sa liaison de la toxine à la 

cellule cible. Cette première interaction enclenche les mécanismes conduisant à l'apparition 

d'une activité toxique. Diverses études ont porté sur l'identification. du récepteur 

fonctionnel de STb. 

3.8.1. Historique 

La première étude portant sur l'affinité de STb à son récepteur et sur l'isolement de 

celui-ci a été réalisée par Hitotsubashi et ses collaborateurs en 1994 (Hitotsubashi et al. 

1994). À l'aide d'un agent pontant et d'un extrait de protéines de la muqueuse intestinale de 

souris, les chercheurs ont isolé une protéine de 25 kDa s'attachant à STb (Hitotsubashi et 

al. 1994). Cette protéine a été décrite comme le récepteur de STb. L'utilisation de STb 

marqué à l'iode 1125 et de STb non marqué dans une expérience d'inhibition compétitive de 

l'interaction au récepteur a confirmé ce résultat. STb interagissait avec son récepteur au 

niveau de l'intestin mais pas au niveau du foie, du rein, des poumons et de la rate de souris. 

En revanche, lors d'une autre étude, Chao et Dreyfus (Chao et Dreyfus 1997) ont 

obtenus des résultats qui vont à l'encontre de ceux obtenus par l'équipe d'Hitosubashi; 

(Hitotsubashi et al. 1994). Divers traitements enzymatiques réalisés sur les cellules en 

culture (trypsine, endoglycosidase F/peptide N-glycosidase F, neuraminidase de Vibrio 

cholerae, tunicamycine ou chlorate de sodium) ont permis de conclure que le récepteur de 
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STb n'est ni une protéine, ni un hydrate de carbone, ni un protéoglycane sulfaté présent à la 

surface des cellules. Ces résultats mettent en évidence une interaction toxine/lipide (Chao et 

Dreyfus 1997). 

En 1999, les résultats précédents furent vérifiés sur des cellules épithéliales 

d'intestin de rat (Chao et Dreyfus 1999). STb se lie préférentiellement à certains lipides 

commerciaux purs comme le lactosylcéramide et l'acide arachidonique, plutôt qu'aux 

phospholipides, au cholestérol ou aux gangliosides. STb interagit avec des lipides purifiés à 

partir des cellules étudiées (Chao et Dreyfus 1999). En revanche, le lien entre l'interaction 

protéine/lipide et l'activité toxique n'a pas été mis en évidence. 

Une autre étude a évalué l'affinité de la toxine ràdio-marquée. Celle-ci a été testée 

pour deux types de cellules épithéliales en culture dérivées du carcinome de côlon humain 

(T84 et HT29). Le nombre de sites de liaison à' la bicouche lipidique est particulièrement 

élevé (2:106 par cellule). La toxine présente une faible affinité (~105 M- 1
). L'équilibre est 

atteint au bout de 5 à 10 minutes aux températures de 4°C, 22°C et 37°C (Chao et Dreyfus 

1997). 

Une technique semi-quantitative a été développée afin de mesurer l'affinité de STb 

pour divers lipides et d'identifier ainsi le ou les récepteurs potentiels. La toxine a été 

biotinylée et son activité mesurée sur des anses ligaturées d'intestin de porcelet. La .liaison 

aux microvillosités dû jéjunum de porcelet est rapide et une saturation apparaît en 

10 minutes. Le processus est indépendant de la température mais dépendant du pH 

(optimum pH 5.8) (Rousset et al. 1998a). Le pH 5.8 correspond à celui retrouvé au niveau 
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du jéjunum du porcelet (Snoeck et al. 2004). Afin de mieux caractériser le récepteur, divers 

traitements enzymatiques ont été réalisés. La liaison de STb au jéjunum porcin est diminuée 

par un traitement du tissu par les enzymes céramide glycanase et a-glucosidase. Elle est 

abolie par la neuraminidase. Le récepteur est donc un céramide qui présente à la surface 

cellulaire un acide neuraminique ou un à plusieurs résidus a-glucose (Rousset et al. 1998b). 

Deux autres études montrent l'importance de l'interaction de STb avec un lipide en 

particulier (Rousset et al. 1998a, 1999). Tout d'abord, une migration d'extraits de lipides 

provenant de la muqueuse du jéjunum de porc a été réalisée par électrophorèse. Une bande 

de 2,5 à 6,5 kDa apparaît suite à la coloration au nitrate d'argent. Ce résultat a permis aux 

auteurs de conclure que le récepteur de STb n'était pas une protéine (Rousset et al. 1999). 

Des extraits lipidiques de jéjunum de porcelet de huit semaines ont été séparés par 

chromatographie sur couche mince. Après migration, la bande reconnue par STb était à la 

même hauteur que le sulfatide commercial. Cette bande a été identifiée par spectrométrie de 

masse comme étant un sulfatide comprenant un céramide de 16 carbones (Beausoleil et al. 

2002b). 

Ce sulfatide a été identifié à l'aide d'un anticorps monoclonal comme étant le lipide 

interagissant avec STb. Une diminution de l'activité toxique de STb a été observée en 

traitant lès anses ligaturées d'intestin de porcelets par l'ajout de laminine, d'anticorps 

monoclonaux anti-SFT ou encore par des sulfatases (Rousset et al. 1998a). Le sulfatide 

présent sur la muqueuse intestinale du jéjunum de porc est donc une cible naturelle pour 
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STb. L'affinité de STb a été testée pour un ensemble de glycolipides commerciaux. STb se 

lie plus fortement au sulfatide qu'aux autres glycolipides étudiés (Rousset et al. 1998a). 

Tous ces résultats indiquent donc que le sulfatide est le récepteur fonctionnel de 

STb. La liaison de STh au sulfatide a été décrite comme étant de faible affinité. La 

constante de dissociation est de 2,0 à 6,0 ± 1,5 ~M. La liaison est saturable et dépend de la 

dose, du temps et de la température, mais est insensible au pH. Elle n'est pas inhibée par 

des sucres, des polymères sulfatés, des glycolipides et des ions en solution, mais elle l'est 

par des sucres chargés (Beausoleil et Dubreuil 2001). 

3.8.2. Le sulfatide 

Les glycosphingolipides (GSL) sont des composants ubiquitaires des membranes 

cellulaires eucaryotes et procaryotes. Ils sont composés d'un céramide formé à partir d'une 

sphingosine et d'un acide gras reliés à une chaîne oligosaccharidique. Les GSL forment une 

famille de lipides dont la chaîne oligosaccharidique est très variable .. Parmi les GSL, les 

cérébrosides et les gangliosides sont les plus répandus. Les cérébrosides du cerveau 

contiennent un ~ galactose (galactocérébrosides) alors que ceux des autres organes portent 

plutôt un ~ glucose (glucocérébrosides). Les gangliosides sont plus complexes et présentent 

une grande variabilité. Ils ont un à plusieurs groupements d'acide sialique (ou acide 

neuraminique) chargeant le lipide négativement. Il existe également d'autres GSL classés 

selon les groupements glucidiques présents (globo-, ganglio-, lacto-, néolacto-, fucolipides) 
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et les GSL sulfatés dont les sulfatides font partie (Snook et al. 2006 ; Regina Todeschini et 

Hakomori 2007 ; Sillence 2007). 

Les sulfatides (SFT) sont une famille de sulfosphingolipides comprenant un 

céramide et un galactose sulfaté en position 3 (925,35 poids moléculaire) (Figure 5). La 

chaîne de carbone formant le céramide peut varier en longueur et en saturation. Le SFT a 

été décrit pour la première fois par J. L. W. Thudichum en 1884 (Merrill et al. 1997). Il est 

synthétisé dans les cellules produisant la myéline, par les oligodendrocytes dans le système 

nerveux central et par les cellules de Schwann dans le système nerveux périphérique. Ce 

sphingolipide se trouve à la surface de toutes les cellules en quantité plus ou moins 

appréciable (Honke et al. 2004). 1 

+ 
H 

Sulfatide 
OH 

Figure 5. Structure du sulfatide. 

Diverses publications ont montré le rôle du SFT dans de nombreux mécanismes 

physiologiques. Le SFT est impliqué dans le développement du système nerveux central et 

dans la cinétique de production de cytokines, ainsi que dans l'apparition du diabète de 

type 1. et de type 2 et dans la réponse inflammatoire auto-immune dans le système nerveux 
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central (Buschard et al. 2005). Des anomalies dans le métabolisme, le transport ou 

l 'homéostasie du SFT sont des signes précurseurs de la maladie d'Alzheimer et sont 

également associés à la leucodystrophie métachromatique (Kawasaka et al. 2006). 

Le SFT est reconnu par divers pathogènes et impliqué dans leurs mécanismes 

d'action. En effet, une action synergique a été décrite entre le SFT présent à la surface des 

cellules de souris et un lipide de la paroi cellulaire de Mycobacterium tuberculosis (Saito et 

al. 1976). Le SFT intervient également dans l'attachement de Pseudomonas aeroginosa sur 

les cellules épithéliales du pharynx (Yagci et al. 2007) et est impliqué dans le mécanisme 

d'action de la toxine du choléra (Kanfer et al. 1976). 

La liaison de STb avec divers glycosphingolipides a été testée. STb interagit avec 

les galactosylcéramides, mais plus fortement encore avec le 3-sulfolactosylcéramide 

(environ 76% de la liaison au SFT). La toxine STb reconnaît d'autres glycocéramides tels 

que les glucocéramides (63%), les galactocéramides (27%) et les lactocéramides (24%) 

(Beausoleil et Dubreuil 2001). En effet, les glycocéramides présentant un résidu 

~-galactose interagissent plus fortement avec STb, et un groupement sulfaté en position 3 

augmente aussi la liaison (Beausoleil et Dubreuil 2001). En conclusion, STb se lie plus 

fortement au SFT qu'aux autres glycolipides étudiés (Rousset et al. 1998a; Rousset et 

Dubreuil 1999; Beausoleil et DubreuiI2001). STb semble reconnaître tout particulièrement 

le groupement galactose sulfaté (Beausoleil et Dubreuil 2001). 
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La liaison entre le SFT et STh est saturable et dépend de la dose comme observé au 

cours de diverses études (Rousset et al. 1998a; Rousset et Dubreuil 1999; Beausoleil et 

Dubreuil2001). Comme la liaison n'a pas été inhibée par la tétraméthylurée, il ne s'agit pas 

uniquement d'une interaction hydrophobe. De même, l'utilisation du dextran sulfaté a 

montré qu'il ne s'agit pas uniquement d'une interaction ionique par le groupement sulfate 

(Rousset et al. 1998a). 

Au cours d'une étude permettant d'observer l'effet de la toxine sur la perméabilité 

cellulaire, des cellules CHO ont été traitées avec de la sulfatase pour éliminer les 

groupements sulfatés présents à la surface des cellules. Le résultat a été une absence 

complète de perméabilité au bleu de trypan (un colorant de viabilité) par rapport au témoin. 

Donc, le groupement sulfaté est essentiel dans l'interaction de la toxine à la cellule 

(Beausoleil et al. 2002a). 

Des mutations par substitution ont été réalisées au niveau de la boucle riche en 

glycine afin d'éliminer les charges des acides aminés R29 et D30 de STb. Les mutants 

R29S et D30S présentent une toxicité moindre par rapport à la toxine native (12,7% et 

39%, respectivement). De plus, le traitement simultané d'anses ligaturées d'intestin de rat 

avec STb et l'un des deux mutants n'affecte pas la sécrétion de fluide au niveau de la 

lumière intestinale due à STb seul. Les mutants n'agissent pas comme des inhibiteurs 

compétitifs face à l'attachement de la toxine à son récepteur. Ainsi, d'après les auteurs les 

résidus R29 et D30 seraient impliqués dans l'interaction au récepteur (Dreyfus et al. 1992). 
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En 1994, Fujii et ses collaborateurs ont souligné l'importance de la présence des 

lysines dans l'activité entérotoxique de STb chez la souris (Fujii et al. 1994). En réalisant 

une mutagenèse dirigée sur les acides aminés basiques, ils ont démontré le rôle essentiel 

des lysines 18, 22, 23 et 46 dans l'activité entérotoxique mesurée sur des anses intestinales 

ligaturées. Les mutants simples (K22L et K23T) et le double mutant (K221 - K23N) ont 

affiché une chute de l'ordre de 90% de l'activité toxique (Fujii et al. 1994). 

En se basant sur la structure de STb établie par RMN (Sulrumar et al. 1995), une 

étude par mutagenèse dirigée a été réalisée pour déterminer la région responsable de 

l'interaction avec le récepteur (Labrie et al. 2001 b). Les mutations ont été choisies pour 

affecter les acides aminés basiques et les acides aminés hydrophobes exposés au solvant. 

Dix-sept mutants simples et doubles ont ainsi été sélectionnés. Les mutations tant au niveau 

de l'hélice a hydrophobe (F37K, 141S et M42S) qu'au niveau des résidus basiques (K22A, 

K23A et R29A) provoquent une diminution de la liaison au sulfatide (Dreyfus et al. 1992 ; 

Fujii et al. 1994). 

La mutation des glycines localisées au niveau de la boucle riche en glycine (G24A, 

G27P, G31A et G34A) conduit à une diminution de l'attachement au sulfatide. La présence 

des glycines rend la boucle flexible. La réduction de l'attachement au sulfatide peut 

s'expliquer par la perte de flexibilité apportée par les résidus de substitution. En conclusion, 

l'attachement de la toxine au sulfatide· résulte d'interactions hydrophobes et 

électrostatiques. 
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Tous les mutants qui présentent une diminution de la capacité à se lier au sulfatide 

démontrent également une diminution de la toxicité. La liaison au récepteur est donc une 

étape sine qua non pour induire la sécrétion de fluides au niveau des anses ligaturées 

d'intestin de rat (Labrie et al. 2001 b). 

3.9. Mécanismes d'action 

3.9.1. Activité biologique 

L'activité toxique de STb a été mesurée dans différents modèles. Pour la première 

fois, en 1984, Kennedy et ses collaborateurs ont exposé des anses intestinales ligaturées de 

porcelet à du surnageant provenant de culture d'une souche ETEC produisant STb mais pas 

les entérotoxines STa et LT. La sécrétion de fluide observée n'a pas été accompagnée 

d'altérations histologiques (Kennedy et al. 1984). 

Au niveau des anses ligaturées de jéjunum de porc, l'activité biologique de STb 

conduit à des altérations histologiques de la muqueuse intestinale qui s'accompagnent 

d'une perte des cellules au sommet des microvillosités de l'épithélium et d'une atrophie 

partielle des microvillosités (Whipp et al. 1986, 1987). Ces altérations réduisent la capacité 

d'absorption de la muqueuse. Les mêmes observations ont été faites chez le veau (Rose et 

al. 1987). 
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L'application de la toxine STb purifiée sur la séreuse de l'iléon de la souns 

provoque une accélération de la motilité et des contractions de la muqueuse (Hitotsubashi 

et al. 1992b). L'application de la toxine purifiée sur la muqueuse du jéjunum de souris 

induit, après trois heures d'incubation, la dilatation des capillaires, unè atrophie de la 

lamina propria et une réduction de la motilité. Pourtant aucun dommage cellulaire ni signe 

d'inflammation n'a été observé (Hitotsubashi et al. 1992a). Toutes les études n'ont pas 

démontré des dommages au niveau de l'épithélium. L'utilisation de surnageants de culture 

au lieu d'une solution de toxine STb purifiée et même l'utilisation d'inhibiteurs de 

protéases pourrait expliquer ces observations contradictoires. 

De nombreuses études ont permis d'approfondir les connaissances sur certaines 

étapes menant à l'activité toxique de STb. Les sections suivantes traiteront de 

l' oligomérisation de la toxine, de la perméabilisation de la membrane cellulaire, de 

l'internalisation et de l'activation de cascades intracellulaires. 

3.9.2. Oligomérisation 

Des purifications de filtrat bactérien contiennent des agrégats de la toxine STb. Ces 

agrégats sont actifs sur les anses ligaturées d'intestin de rat et provoquent la sécrétion de 

fluide au niveau de la lumière intestinale (Dubreuil et al. 1991). L'hypothèse selon laquelle 

STb peut s'oligomériser a été confirmée par l'utilisation d'un agent pontant (Labrie et al. 

2001a). Des hexamères d'environ 28 kDa et des heptamères de 32 kDa ont été observés. 
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Ces oligomères se forment indépendamment de la température (4°C, 21 oC, 37°C et 56°C). 

La présence de sulfatide libre ou inséré dans des liposomes n'interfère pas avec 

l'observation des oligomères. Le traitement par un agent réducteur, du tétraméthylurée ou 

divers détergents empêche l'oligomérisation. Les ponts disulfures sont donc essentiels à la 

formation des oligomères de STb et des forces hydrophobes sont en cause. 

Les mutants F37K, 141S et M42S, précédemment étudiés (Labrie et al. 200lb), ne 

forment pas d'oligomèrès (Labrie et al. 200 la). L'hélice a hydrophobe de l'extrémité 

C-terminale est donc une région impliquée dans la formation d' oligomères. Le phénomène 

de répulsion des résidus hydrophobes vis-à-vis de l'environnement aqueux, dans lequel la 

toxine est sécrétée, peut conduire à la formation d'oligomères de STb. Ces mêmes mutants 

ont perdu la capacité de se lier au sulfatide et sont moins toxiques dans le modèle des anses 

intestinales ligaturées de rat (Labrie et al. 2001b). L'oligomérisation est donc une étape 

indispensable à l'activité toxique de STb. 

3.9.3. Perméabilisation cellulaire 

Comme décrit précédemment, la toxine STb. induit la sécrétion de fluide dans les 

anses intestinales ligaturées de porcelet (Kennedy et al. 1984 ; Whipp et al. 1985 ; Peterson 

et Whipp 1995), de souris (Whipp et al. 1985; Fujii et al. 1994), de rats (Urban et al. 

1990 ; Whipp 1990 ; Hitotsubashi et al. 1992b) et même de cobaye (Choudhry et al. 1991). 

En 1985, Weikel et Guerrant ont montré que STb induisait la sécrétion de Na+, de cr ainsi 
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de bicarbonate (HC03-) dans la lumière intestinale (Weikel et Guerrant 1985). Ces données 

ont été confirmées par la suite (Argenzio et al. 1984; Weikel et al. 1986a). 

L'étude par RMN de la structure de STb confirme la théorie selon laquelleSTb 

s'ancre dans la membrane de l'hôte et la perméabilise (Sukumar et al. 1995). L'hélice a 

C-terminale a des propriétés hydrophobes, ce qui permettrait l'insertion de la toxine dans la 

bicouche lipidique de la membrane. Cette région hydrophobe présente des similarités avec 

des séquences en acides aminés décrites dans d'autres peptides et permettant leur insertion 

dans la bicouche lipidique (Segrest et al. 1990). 

La perméabilisation de la membrane cellulaire par STb a été observée par 

l'utilisation du bleu de trypan (Beausoleil et al. 2002a). Cinq lignées cellulaires ont été 

testées: A549 dérivé de poumon humain, CHO dérivé d'ovaire de hamster, IEC-18 dérivé 

d'iléum de rat, HT-29 dérivé de côlon humain et PK-l dérivé de rein de porc. L'entrée du 

bleu de trypan dans ces lignées a été observée suite au traitement avec STb. Les lignées 

CHO et IEC-18 sont les plus sensibles. Après deux heures d'incubation, environ 50% des 

cellules traitées sont chargées de colorant. Cette réponse dépend de la concentration de STb 

utilisée. Les mutants testés dans les anses ligaturées d'intestin de rat (Labrie et al. 2001 b) 

ont été utilisés dans ce modèle cellulaire. L'activité biologique mesurée dans le modèle des 

anses ligaturées présente une corrélation significative avec celle mesurée par l'entrée du 

bleu de trypan dans les cellules CHO (Beausoleil et al. 2002a). 

Le bleu de trypan est normalement utilisé pour évaluer la viabilité cellulaire. Dans 

le cadre d'études sur la viabilité cellulaire, de nombreux tests sont basés sur la perméabilité 
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de la membrane cellulaire car il s'agit d'un des premiers signes de mort cellulaire. En 

revanche, ces tests ne prennent pas forcément en compte les traitements qui pourraient eux 

même affecter la perméabilité de la membrane. Ainsi dans le cas de l'étude de l'activité 

toxique de STb, un autre test basé sur l'activité de la chaîne respiratoire mitochondriale, a 

été réalisé. Le test MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl 

tétrazolium) est un indicateur de l'activité de la succinate déshydrogénase mitochondriale 

des cellules vivantes. Le tétrazolium (jaune) est réduit en cristaux de formazan (bleu-

violacé). Ainsi, le traitement de STh n'affecte pas l'activité métabolique mitochondriale. Le 

bleu de trypan est un indicateur de l'intégrité de la membrane cellulaire mais pas forcément 

un marqueur de viabilité cellulaire. La conclusion de cette étude est que STb perméabilise 

la membrane cellulaire sans pour autant affecter l'activité de la chaîne respiratoire et la 

viabilité cellulaire (Beausoleil et al. 2002a). 

En parallèle, une étude préliminaire a été réalisée sur des bicouches lipidiques 

planes. Le sulfatide a été inséré dans des vésicules obtenues à partir d'un mélange de 

PE:PC:cholestérol (7:2: 1). Ces vésicules sont fusionnées à la bicouche lipidique plane 
, 

séparant deux compartiments contenant une solution de KCI (lM). En présence de STb et 

en appliquant un voltage, une conductance de 180 pS et plusieurs états de sous-conductance 

ont été observés. L'obtention d'une conductance met en évidence la formation d'un canal 

ionique liée à la présence de STh. L'activité de ce canal semble dépendre du voltage. Il 

s'ouvre à tous les voltages testés et se ferme pendant de longues périodes à un voltage 
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négatif (au mOInS - 60mV). De plus, STb est capable de former un canal dans une 

membrane artificielle contenant ou non du sulfatide (Labrie et al. 2001 c). 

En se basant sur toutes les données accumulées, la toxine STb s'oligomérise en 

heptamères ou d'hexamères (Labrie et al. 2001a) puis interagit avec la membrane 

cytoplasmique (Rousset et al. 1998a) pour s'y ancrer et y former un pore (Labrie et al. 

2001 c) qui perméabilise la membrane cellulaire (Beausoleil et al. 2002a). 

3.9.4. Internalisation 

L'internalisation de STb a été observée dans des cellules épithéliales humaines 

(HT29 et T84) de façon indépendante de la température (4°C, 22°C et 37°C) (Chao et 

Dreyfus 1997). Le traitement avec diverses enzymes inhibant le réarrangement du 

cytosquelette (cytochalasine, colchicine), avec de fortes concentrations de suc rose 

(0,45 mM) ou avec une solution d'azide de sodium (5 mM, un inhibiteur de la chaîne 

respiratoire) n'inhibe pas l'internalisation. D'après ces résultats, la toxine utilise une voie 

d'internalisation indépendante des ressources' énergétiques de la cellule. La toxine STb ne 

suit pas les voies d'endocytose dépendantes ou indépendantes de la clathrine, par caveolae 

ou par micropinocytose (Chao et Dreyfus 1997). Environ 50% à 80% de STb-l125 restent 

associés aux cellules intestinales de rat. Ainsi, les auteurs suggèrent que la toxine s'associe 

à la membrane ou s'internalise dans les cellules intestinales, ou les deux (Chao et Dreyfus 

1999). Une autre hypothèse proposée est que la toxine STb serait ancrée dans la membrane 
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sous la fonne d'un pore, ce qui expliquerait l'effet observé sur la pennéabilité membranaire 

(voir section 3.9.3). 

Plus récemment, l'internalisation de STh a été observée par microscopie 

électronique à transmission (Labrie et al. 2002). Dans des anses intestinales ligaturées de 

rat, STb a été marqué avec un anticorps anti-STb couplé à des billes d'or colloïdal. STb et 

la protéine de fusion STb-MBP (Maltose Binding Prote in) sont internalisées dans les 

entérocytes. En revanche, le mutant 141E-M42R ne s'internalise pas. Ceci peut s'expliquer 

par le faible niveau d'hydrophobicité du double mutant qui perd ainsi sa capacité à interagir 

avec la membrane lipidique (Labrie et al. 200Ib). Aucun organite n'a été identifié comme 

étant la cible de la toxine. 

3.9.5. Voie intracellulaire 

Le traitement des cellules en culture (MDCK, HT -29) avec STh provoque 

l'augmentation transitoire (l à 5 minutes selon la dose de STh utilisée) de la concentration 

en calcium intracellulaire (Dreyfus et al. 1993). Différents antagonistes des canaux 

calciques dépendants du voltage ont été testés pour inhiber l'augmentation de calcium (le 

nitrendipine et le vérapamil (inhibiteur de canaux de type L), le ro-conotoxine E (canaux de 

type N) et l'ion nickel (canaux de type T». Ces inhibiteurs n'empêchent pas l'augmentation 

de Ca2
+ intracellulaire induite par STb. La thapsigargine et l'acide cyclopiazonique, des 

agents supprimant et bloquant les réserves de Ca2
+ internes, n'affectent pas l'effet de STb. 
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Donc STb n'agit pas sur les réserves internes de Ca2
+, mais provoque l'ouverture d'un 

canal calcique non sensible aux inhibiteurs habituels présents dans la membrane 

cytoplasmique (Dreyfus et al. 1993). 

En revanche, l'utilisation de la toxine pertussique inhibe l'augmentation de la 

concentration en ci+ intracellulaire induite par STb. Donc, STh permet l'activation de la 

protéine G sensible à la toxine pertussique. Cette protéine G est impliquée dans l'induction 

de l'ouverture d'un canal calcique présent à la surface de la membrane plasmique (Dreyfus 

et al. 1993). La protéine de 25 kDa, décrite précédemment comme un récepteur de STh par 

Hitoshubashi et ses collaborateurs (1994) serait une protéine Gi3 impliquée dans les 

mécanismes intracellulaires (Hitotst;tbashi et al. 1994 ; Chao et Dreyfus 1997). 

L'augmentation de la concentration en calcium intracellulaire permet également 

l'activation des phospholipases A2 et C (Harville et Dreyfus 1995 ; Dubreuil 2007). STh 

induirait la production d'acide àrachidonique par l'activation des phospholipases A2 

(Harville et Dreyfus 1995; Dubreuil1999, 2007). 

STb entraîne la production de PGE2 dans la lumière intestinale. L'aspirine et 

l'indométhacine, des inhibiteurs de la cyclooxygénase impliquée dans la synthèse des 

prostaglandines à partir d'acide arachidonique, réduisent la réponse induite par STb (Fujii 

et al. 1995). 

De même, l'augmentation de la concentration en Ca2
+ intracellulaire active la 

production de la prostaglandine endoperoxidase synthétase (Dreyfus et al. 1993) et permet 
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la libération de PGE2 dans les anses intestinales ligaturées de souris (Hitotsubashi et al. 

1992a). La production de PGE2 est proportionnelle à la concentration de STb utilisée (Fujii 

et al. 1995). 

Les anses ligaturées d'intestin de rats traitées avec de la kétansérine (un antagoniste 

du récepteur de la sérotonine) présentent une sécrétion réduite par rapport aux anses de rats 

traitées uniquement avec STb (Harville et Dreyfus 1995). La sécrétion de sérotonine (5-

hydroxytryptamine ou 5-HT) a été observée sur des cellules RBL-2H3 (cellules basophiles 
, 

leucémiques de rat) et inhibée par la présence de' toxine pertussique (Harville et Dreyfus 

1996 ; Lundgren 1998). 

L'utilisation de la kétansérine sur des anses ligaturées de rat réduit également le 

niveau de sécrétion de PGE2 induite par STb. Une partie de la production de PGE2 est 

stimulée par la sérotonine. En revanche, l'indométhacine ne réduit pas la production de la 

sérotonine. Donc, STb induit la production de sérotonine et de PGE2 laquelle peut être 

stimulée par la sérotonine (Harville et Dreyfus 1995 ; Peterson et Whipp 1995). 

Une comparaison des niveaux de production de l'AMPc, du GMPc, de la PGE2 et 

de la 5-HT a été réalisée sur des cellules entérochromaffines intestinales après traitement 

avec les toxines CT, STa et STb (Hitotsubashi et al. 1992b, Peterson et Whipp 1995). 

Chaque toxine induit des niveaux de production différents d'AMPc, de GMPc, de PGE2 et 

de 5-HT. STb n'induit pas la production de GMPc et d'AMPc. Un traitement simultané de 

STa et STb ou de CT et STb entraîne un effet synergique sur la sécrétion de fluide, ce qui 

indique que les mécanismes d'action des toxines CT et STa diffèrent de ceux de STb. La 
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sécrétion de fluide est maximale après 2h, 3h et 8h pour les toxines STa, STb et CT, 

respectivement (Hitotsubashi et al. 1992a). 

Le mode d'action de STb pourrait être similaire à celui de la toxine CT; puisque 

STb stimule la sécrétion de PGE2 et de 5-HT, ainsi STb pourrait agir sur le système nerveux 

autonome entérique. En utilisant des souches d'E. coli productrices de STa et de STb, il a 

été démôntré que ces toxines provoquent la sécrétion de fluide, en partie via l'activation du 

système nerveux entérique. Ces toxines influencent l'activité du système nerveux et 

diminuent la réponse sécrétoire (Eklund et al. 1985). STb peut directement augmenter la 

motilité des cellules musculaires lisses de l' iléum de souris (Hitotsubashi et al. 1992b). 

Mais ces contractions n'apparaissent pas quand le traitement par STb seulement est réalisé, 

sur la muqueuse. La motilité n'a pas été inhibée par l'atropine, indiquant que les nerfs 

cholinergiques ne sont pas stimulés. En revanche, la papaverine, un agent myorelaxant, a 

un effet inhibiteur sur l'activité de STb. 

Une étude suggère que la protéine kinase II, dont l'activation dépend du complexe 

calcium/calmoduline (CaMK-II), est impliquée dans le mécanisme de sécrétion intestinale 

induit par STb (Fujii et al. 1997). Le traitement de l'intestin de souris par des antagonistes 

de la calmoduline (W-5 et W-7) a permis de mettre en évidence l'implication de la 

CaMK-II dans le mécanisme d'action de STb. Ce résultat a -été confirmé par l'utilisation 

d'un inhibiteur de la CaMK-II, le KN-93. D'après ces auteurs, l'augmentation de la 

concentration en Ca2
+ intracellulaire permet l'activation de la CaMK-II, ce qui conduit à 

l'ouverture d'un canal chlore et à la sécrétion de fluide provoquant ainsi l'apparition de la 
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diarrhée (Fujii et al. 1997). Une étude a précédemment démontré que la sécrétion d'ions 

chlore est induite par la CaMK-II dans la lignée cellulaire T84 (Worrel et Frizzel 1991). La 

voie calcique active la voie CaMK-II, ce qui conduit à la phosphorylation et à l'ouverture 

d'un canal chlore (Worrel et Frizzell 1991 ; Kidd et Thom 2000). Le canal chlore stimulé 

par la CaMK-II n'a pas été identifié. 

Le canal CFTR est impliqué dans le mécanisme d'action de STa et la sécrétion de 

HC03- dans l'iléon de souris (Wagner et al. 1991 ; Seidler et al. 1997). Par contre CFTR ne 

semble pas intervenir dans le mécanisme d'action de STb. Trois voies de transduction 

intracellulaire sont connues pour activer la sécrétion de HC03-: la voie AMPc, la voie 

GMPc et la voie Ca2
+. STb induit la sécrétion de HC03 -. La sécrétion de bicarbonate serait 

reliée à la hausse de la concentration en calcium au cours des premières étapes du 

mécanisme d'action intracellulaire de STb. 

En activant la protéine Gi3, STb permettrait donc l'ouverture d'un canal calcique 

dans la membrane cytoplasmique et l'augmentation de calcium intracellulaire. La 

concentration élevée en calcium intracellulaire active des phospholipases qui libèrent de 

l'acide arachidonique provenant de la membrane lipidique. Par la suite, la synthèse de la 

PGE2 et d'autres sécrétagogues est stimulée, ce qui conduit à la diarrhée (Figure 6). 



Sécrétion 
d'électrolytes 
et d'eau 

.... --..;..,....,,....,.....,. CaMK-1i 

" Ca
2
+'c/, 

PGE1:,1~~';,')7., ,'," ,"",.,:.; .... , ' 

:~ __ ~;o~~ '< 

," ~cide;:/ 
arachidoniq~ 

';: 

,,~,' ~', 

58 

Figure 6. Mécanisme d'action simplifié de la toxine STh. STh s'oligomérise et 
interagit avec son récepteur le sulfatide. La protéine Gi3 est activée et permet l'ouverture 
d'un canal calcique au niveau de la membrane cellulaire. L'augmentation de Cai2+ 
provoque l'activation des PLA2 et PLC ainsi que l'activation de la CaMK-II. L'hydrolyse 
des phospholipides membranaires libère de l'acide arachidonique, ce qui permet la synthèse 
de PGE2. La PGE2 induit la sécrétion d'électrolytes et d'eau. Le complexe CaMK-II est 
activé par l'augmentation de Cai2+ et permet l'ouverture d'un canal Cr. Adapté de Dubreuil 
(1997). 
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4. Les toxines agissant sur l'intestin· 

4.1. Homéostasie intestinale 

Le tractus gastro-intestinal est le siège de la digestion des aliments et de leur 

transfonnation en nutriments utilisables par l'organisme. Ces substances sont entre autres 

des protéines, des glucides et des lipides. Le tractus gastro-intestinal comprend l'œsophage, 

l'estomac, l'intestin grêle (duodénum,jéjunum, iléum), le côlon, le caecum et le rectum. 

La majorité des phénomènes d'absorption d'eau et de nutriments ont lieu dans 

l'intestin grêle. La muqueuse intestinale est constituée principalement d'une couche 

monostratifiée de cellules épithéliales en colonne, les entérocytes. Ces cellules sont 

responsables de la sécrétion et de l'absorption de l'eau, des électrolytes et des nutriments. 

Les villosités, replis de la muqueuse sur la paroi interne de l'intestin, et les microvillosités 

présentes à la surface apicale des entérocytes augmentent la surface d'absorption. Dans 

l'intestin grêle et le côlon, la sécrétion semble se produire essentiellement au fond des 

cryptes alors que l'absorption est la plus importante aux extrémités des microvillosités. 

L'absorption et la sécrétion dépendent de différents mécanismes de transport impliquant, 

entre autre, l'eau et les électrolytes prédominants que sont le sodium et le chlore. Le 

moindre dysfonctionnement conduit à des symptômes de constipation ou de diarrhée 

(F ondacaro 1986 ; Field 2003 ; Moeser et Blikslager 2007). 
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L'homéostasie IOnIque de l'intestin est maintenue grâce à de nombreux canaux 

IOnIques, pompes et transporteurs présents dans la membrane des entérocytes. Les 

entérocytes sont des cellules polarisées. La région apicale est séparée de la région 

basolatérale par les jonctions serrées. Cette polarité permet d'établir un gradient 

électrochimique grâce aux divers systèmes de transports ioniques spécifiques à chacun des 

pôles. Le gradient ainsi généré favorise l'absorption ou la sécrétion des électrolytes 

(Massey-Harroche 2000; Banks et Farthing 2002 ; Field 2003 ; Kapus et Szaszi 2006 ; 

Moeser et Blikslager 2007). 

La pompe à sodium (Na+/K+/ATPase) est située dans la membrane basolatérale des 

entérocytes. Elle maintient une concentration intracellulaire faible en Na + (15 mM) et 

élevée en K+ (150 mM) ce qui génère un potentiel de membrane. 

Le gradient électrochimique formé par la concentration en Na + de part et d'autre de 

la membrane favorise l'entrée de Na+ (Dyer et al. 2003; Kapus et Szaszi 2006). La famille 

des transporteurs NHE (Na +/H+ echanger) permet l'absorption de sodium au niveau apical. 

Ces transporteurs NHE échangent un ion Na + pour un proton (H+) (Zachos et al. 2005 ; 

Kiela et al. 2006) (Figure 7). Le Na + est ensuite expulsé au niveau basolatéral par la pompe 

Na+/K+/ATPase (Field 2003; Kapus et Szaszi 2006; Moeser et Blikslager 2007). Les 

transporteurs NHE sont régulés en partie par le pH intracellulaire. L'augmentation du 

métabolisme provoque une acidification du cytoplasme et entraîne l'activation des 

transporteurs NHE. Les échangeurs sont également régulés par l'AMPc et le Ca2+. L'AMPc 

active la PKA laquelle inactive les NHE par phosphorylation. À l'inverse d'un pH acide, 
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l'augmentation de la concentration d'AMPc provoque une réduction de l'absorption de 

HCO -:1 

Glut 2 E)NKCC1 

Figure 7. Récapitulatif des· mécanismes d'absorption et de sécrétion des 
entérocytes. Au niveau apical, le transporteur NHE permet l'absorption d'un ion Na + pour 
un proton alors que deux ions Na + sont absorbés avec une molécule de glucose par le 
cotransporteur SGTU. Le sodium absorbé traverse la membràne basolatérale par la pompe 
Na+/K+/ATPase alors que le glucose absorbé est transporté par Glut2. Au niveau 
basolatéral, le co-transporteur NKCC1 permet le passage du cr qui est ensuite sécrété dans 
la lumière intestinale par le canal CFTR. 
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L'absorption du Na+ est associée au transport du glucose, des acides aminés et des 

vitamines. Le transporteur SGLT -1 (Sodium Glucose Linked transporter 1) localisé dans la 

membrane apicale permet l'entrée de 2 ions Na + pour une molécule de glucose (Duggan et 

al. 2004). Le Na+ est ensuite sécrété au niveau de la membrane basolatérale par la pompe 

Na+/K+/ ATPase et le glucose.par le transporteur GLUT 2. L'absorption du glucose conduit 

à la formation d'un gradient osmotique qui permet le passage de l'eau entre les cellules 

(Figure 5B) (Wright et Loo 2000 ; Dyer et al. 2003) (Figure 7). 

Le chlore est l'ion le plus sécrété dans la lumière intestinale. En réponse au gradient 

électrique et osmotique, la sécrétion de cr est suivie par la sécrétion de Na + et d'eau. La 

sécrétion du cr produit une différence de potentiel électrique positif ainsi générée assure le 

gradient électrochimique nécessaire à la sécrétion de Na+. Le canal CFTR est le principal 

canal chlore au niveau apical (Thiagarajah et Verkman 2003). Il est activé par les protéines 

kinases A ou C qui sont activées respectivement par l'AMPc ou le GMPc (Sheppard et 

Welsh 1999). L'ouverture des canaux chlore est aussi stimulée par des hormones ou des 

neurotransmetteurs (Haas et Forbush 2000 ; Field 2003). Le canal CFTR sécrète également 

des ions HC03· (Clarke et al. 2001). Du côté basolatéral, l'entrée du cr est jumelée à celle 

du Na+ et du K+ et assurée par le co-transporteur Na+/K+I2Cr (NKCCl) grâce au gradient 

électrochimique formé par la Na+/K+/ATPase (Haas et Forbush 2000; Petri et al. 2008) 

(Figure 7). Le cr est également réabsorbé par un échangeur ClïHC03- dans la membrane 

apicale (Jacob et al. 2002) stimulé par un pH alcalin. Le pH de la cellule est régulé par 
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l'échangeur Na+/H+ (NHE) qui augmente le pH cellulaire. L'augmentation du pH active 

l'échangeur CrlHC03 lequel permet l'entrée d'un ion cr et la sortie d'un ion HC03-

(Schultheis et al. 1998 ; Jacob et al. 2002). 

Les entérotoxines produites par les ETEC stimulent la sécrétion de fluiqe au niveau 

de la lumière intestinale, ce qui entraîne une sévère déshydratation. Elles déstabilisent 

l'homéostasie intestinale en augmentant les concentrations intracellulaires d'AMPc, de 

GMPc ou de Ca2+ (Field 2003 ; Moeser et Blikslager' 2007). La toxine LT stimule la 

production d'AMPc qui active la PKA. D'une part, la PKA phosphoryle ~t inactive 

l'échangeur NHE, ce qui réduit l'absorption de NaT. D'autre part, cette même PKA 

phosphoryle et active le canal CFTR, ce qui augmente la sécrétion de cr et de HC03 . Les 

toxines STa et EAST1, quant à elles, stimulent la production de GMPc. Cela conduit à une· 

forte sécrétion de NaT et à une inhibition de son absorption. La toxine STb augmente la 

concentration en Ca+ intracellulaire et stimule l'ouverture de canaux cr. Ces différents 

mécanismes de sécrétion conduisent à l'apparition de la diarrhée (Moon 1978; Morris et 

Estes 2001 ; Laohachai et al. 2003 ; Field 2003). 

Les entérotoxines (LT, STa, STb) induisent la production et la sécrétion de PGE2 et 

de 5-HT. Ces sécrétagogues activent le système nerveux entérique, lequel stimule une forte 

sécrétion au niveau des cryptes de l'épithélium (Peterson et Whipp 1995). La toxine STb 

endommage la muqueuse intestinale et entraîne l'atrophie des microvillosités. La 
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pennéabilité du tissu est donc altérée et peut augmenter le degré de sévérité de la diarrhée 

(Rose et al. 1987 ; Whipp et al. 1987). 

4.2. Toxines formant des pores 

L'altération de la sécrétion des électrolytes est due en partie à des toxines fonnant 

des pores dans la membrane cytoplasmique de la cellule cible (Morris et Estes 2001). Les 

toxines fonnant des pores sont classées en trois principaux groupes: les toxines fonnant de 

larges pores, les toxines fonnant de petits pores et les toxines RTX. 

4.2.1. Toxines formant de larges pores 

Les toxines de cette famille ont une taille de 50 à 60 kDa. Leur extrémité 

C-tenninale porte un motif conservé essentiel à l'interaction avec leur récepteur cellulaire, 

le cholestérol, particulièrement concentré au niveau des radeaux lipidiques. La présence du 

cholestérol est nécessaire à leur activité toxique (Heuck et al. 2003). Ces toxines fonnent 

des oligomères qui s'insèrent dans la membrane lipidique en pores de diamètre d'environ 

30 nm. Les pores provoquent la libération de macromolécules et de solutés. Les toxines les 

plus connues de cette famille sont la streptolysine de Streptococcus pyogenes, la 

perfringolysine de Clostridium perfringens, la listériolysine de Listeria monocytogenes et la 

pneumo lysine de Streptococcus pneumoniae. 
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La perfringolysine (PFO) est responsable d'intoxications alimentaires et de diarrhée 

chez l'homme et l'animal (Hardy et al. 2001 ; Songer et Uzal 2005 ; Geny et Popoff 

2006a). C'est une protéine hydrophile de 472 acides aminés, riche en feuillets ~. La PFO 

comprend 4 domaines. Le quatrième domaine porte une séquence hautement conservée de 

Il acides aminés (Rossjohn et al. 1997). A l'état de monomère, la perfringo1ysine reconnaît 

le cho lestéro 1 par· l'intermédiaire de cette séquence de Il acides aminés (ECT -

. GLA WEWWR) (Ramachandran et al. 2002). Les monomères liés au cholestérol 

s'assemblent pour former une structure 'en anneau de 40 à 50 monomères qui s'insère dans 

la bicouche lipidique. Le pore ainsi formé perméabilise les cellules Caco-2 aux cations 

(Hardy et al. 2001). 

Selon un modèle proposé par Heuck et ses collaborateurs, la PFO change de 

conformation lors de son insertion dans la membrane (Figure 8) (Heuck et al. 2000, 2003, 

2007). En premier lieu, le domaine 4 interagit avec le cholestérol (Figure 8 - Etape i), 

change de conformation et s'insère dans la membrane (Figure 8 - Etape ii). Les domaines 2 

et 3 subissent aussi des changements conformationnels. Suite à l'étape ii, les monomères de 

PFO s'oligomérisent et forment un complexe, le prépore. La dernière étape de la formation 

du pore est l'insertion de deux structures en épingle à cheveux (TMH 1 et 2 -

Transmembrane ~ Hairpin 1 et 2) dans la membrane (Figure 8 - Etape iii). A ce stade, le 

pore a un diamètre de 250 à 300 A (Heuck et al. 2003). 
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Figure 8. Modèle d'insertion et de formation du pore par la perfringolysine O. 
Adapté de Heuck et al. (2000). 

La listériolysine (LLO) est une protéine de 56 kDa produite par L. monocytogenes. 

La bactérie est phagocytée dans la cellule où elle est protégée du système immunitaire. La 

LLO sécrétée est activée par le pH acide du phagosome (Beauregard et al. 1997). Grâce à 

cette toxine, la bactérie lyse le phagosome et se retrouve libre dans le cytoplasme. La 

listériolysine forme de larges pores qui permettent le passage des PLC bactériennes dans la 

membrane du phagosome. Celles-ci interviennent dans la lyse de la membrane lipidique du 

phagosome et dans la production de DAG (Schnupf et Portnoy 2007). Elle affecte aussj la 
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concentration en Ca2
+ intracellulaire (Repp et al. 2002) et provoque la chute du potentiel de 

membrane des mitochondries des lymphocytes (Carrero et al, 2004). 

En se basant sur l'étude par cristallographie de la toxine PFO (Rossjohn et al, 

1997), une structure tridimensionnelle de la toxine LLO a été suggérée (Schuerch et al. 

2005 ; Hamon et al, 2006). Comme la toxine PFO, la toxine LLO aurait quatre domaines 

riches en feuillets P qui changeraient de conformation au cours de l'insertion dans la 

membrane lipidique. LLO suivrait le modèle de la toxine PFO. Ce modèle a été également 

suggéré pour la famille des toxines formant de larges pores de 250 à 300 A de diamètre 

(Tweten 2005 ; Vazquez-Boland et al, 2006). 

4.2.2. Toxines formant de petits pores 

Ces toxines s'oligomérisent en heptamères, conduisant à la formation de pores 

d'environ 2 nm de diamètre qui perméabilisent la membrane cellulaire aux ions et aux 

nucléotides. L'aérolysine d'Aeromonas hydrophila et l'a-toxine de Staphylococcus aureus 

sont des exemples de toxines formant de petits pores. 

A. hydrophila est responsable de septicémie et de gastro-entérite aiguë chez l'enfant 

et l'adulte ainsi que d'intoxication alimentaire et de la diarrhée du voyageur (Albert et al. 

2000). L'aérolysine (52 kDa) est la principale toxine étudiée chez A. hydrophila: Elle 

comprend quatre domaines distincts. Les domaines 1 et 2 ont des acides aminés 
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aromatiques essentiels à l'interaction avec le récepteur cellulaire. Le domaine 3, avec le 

domaine 2, est impliqué dans l'oligomérisation, alors que le domaine 4 porte la séquence C­

terminale permettant l'activation de la toxine. La proaérolysine est activée par le clivage du 

peptide à son extrémité C-terminale par les protéases (trypsine, chymotrypsine et furine) 

présentes à la surface cellulaire des entérocytes (Abrami et al. 1998). La proaérolysine 

reconnaît avec une forte affinité les protéines transmembranaires exposant un glycosyl­

phosphatidylinositol principalement localisées au niveau des radeaux lipidiques de la face 

apicale des entérocytes (Hong et al. 2002). La toxine s'insère sous la forme d'heptamère à 

ce niveau formant ainsi un pore de 1,7 nm de diamètre (Wilmsen et al. 1992). Le pore 

perméabilise la membrane au calcium et au potassium (Abrami et al. 2000). L'aérolysine 

provoque la libération du calcium des compartiments intracellulaires par l'activation d'une 

protéine G et la production d'inosito1 (1,4,5)-triphosphate. La proaérolysine induit une 

dépo1arisation et un flux de potassium au travers du pore formé. La proaérolysine et 

l'aérolysine augmentent la concentration intracellulaire en calcium. L'aérolysine induit 

l'apoptose chez les lymphocytes T (Nelson et al. 1999). 

L'a-toxine (ou a-hémolysine) de S. aureus est un peptide hydrosoluble de 33 kDa 

qui forme également de petits pores de 1,4 nm de diamètre (Song et al. 1996; Schiavo et 

Van der Goot 2001 ; Menestrina et al. 2003). La structure tridimensionnelle de la toxine a 

et de son pore a été déterminée par cristallographie (Song et al. 1996). Le pore est formé de 

trois domaines : le domaine « Cap» pour le chapeau, le domaine « Rim » pour la couronne, 
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le domaine « Stem» pour le pied. Le « Cap» est composé d'un sandwich de deux feuillets 

~ antiparallèles et le «Stem» d'une structure en épingle à cheveux (transmembr~ne 

~ hairpin) (Figure 9). 

A B 

monomère a-toxine pore a-toxine 

Tri 

Figure 9. Structure tridimensionnelle de la toxine a de Staphylococcus aureus. A. 
Monomère de la toxine a B. Héptamère formant un pore. Adapté de Menestrina et al. 
(2003). 

Le monomère reconnaît la phosphatidylcholine et le cholestérol à la surface de la 

membrane par l'intermédiaire du « Rim »(Song et al. 1996 ; Meunier et al. 1997 ; Ferreras 

et al. 1998). Le monomère expose entre le « Stem» et le core de la protéine les régions 

« Triangle» et «Latch ». Les régions «Latch» et «Triangle» permettent l'interaction 
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entre les monomères et la formation de l'heptamère (Song et al. 1996; Menestina et al. 

2003). Les deux brins ~ de la structure en épingle à cheveux du domaine « Stem)) change 

de conformation et permet l'insertion de la toxine dans la membrane. Le brin ~ hydrophobe 

interagit avec la bicouche lipidique et le brin hydrophile forme la lumière du pore. Ce 

changement de conformation fait apparaître une structure en tonneau de feuillets ~, laquelle 

forme le canal transmembranaire du pore (Menestrina et al. 2003 ; Geny et Popoff 2006b). 

L'a-toxine perméabilise la membrane cellulaire au potassium et au sodium, elle 

agit également au niveau des mitochondries où elle libère le cytochrome C et induit 

l'apoptose des cellules en culture (Bantel et al. 2001). 

4.2.3. Les toxines RTX 

Les toxines RTX portent ce nom en raison d'un motif répété de neuf acides aminés 

riches en glycine et en asparagine (UXGGXG(N/D)DX) à leur extrénlité C-terminale, le U 

représentant un acide aminé hydrophobe. Ce motif est indispensable pour l'activité 

cytolytique, la fixation du calcium et l'attachement à la membrane cellulaire. Les toxines 

RTX ont trois domaines fonctionnels: 1) un domaine N-terminal hydrophobe indispensable 

à l'interaction avec la membrane et à la formation du pore; 2) une région permettant la 

fixation d'acides gras également nécessaire à la formation du pore, et 3) le domaine C­

terminal portant le motif répété qui permet la liaison du calcium et facilite la fixation aux 

acides gras (Geny et Popoff 2006a, 2006b). Les hémolysines produites par E. coli, Proteus 
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vulgaris, Bordetella pertussis, et les leukotoxines de Pasteurella haemolytica sont des 

exemples de toxines RIX. 

L'alpha-hémolysine d'E. coli (HlyA) est la toxine RIX la plus connue. Le gène 

hlyA codant pour la toxine HlyA (110kDa) appartient à un opéron comprenant trois autres 

gènes (hlyC, hlyB, hlyD) codant pour des protéines impliquées dans la maturation et 

l'activation de la toxine. La toxine HlyA est sécrétée par un transporteur ABC composé des 

protéines HlyB (80 kDa), HlyD (55 kDa) et IolC (51,5 kDa) (Figure 10). HlyB et HlyD 

forment un complexe stable dans la membrane interne de la bactérie et permettent la 

sécrétion de la toxine. HlyB reconnaît une région C-terminale de 50-60 acides aminés de 

HlyA et hydrolyse l'AIP, ce qui permet le transfert de la toxine vers le périplasme. HlyD 

permet l'interaction de HlyA avec IolC et la sécrétion dans le milieu externe (Ludwig et 

Goebel 2006). HlyC est une enzyme qui active la toxine HlyA par le transfert d'un 

groupement acyle sur deux lysines (K564 et K690). L'acylation de la toxine augmente 

l'hydrophobicité requise pour la liaison du calcium à la région répétée et pour l'activité 

hémolytique (Stanley et al. 1998). La liaison au calcium provoque des changements de 

structure, permettant l'interaction plus intime de la protéine à la membrane et la formation 

du pore de 1 à 1,5 nm de diamètre (Geny et Popoff2006a). 

Les premières étapes de l'interaction de HlyA à la cellule ne sont pas bien connues. 

Cependant, de récentes études ont démontré que la région'C-terminale de HlyA permettrait 



72 

la liaison à la glycophorine, une glycoprotéine transmembranaire des globules rouges 

(Cortajarena et al. 200 1,2003). 

membrane 

Figure 10. Voie de sécrétion de HlyA. Adapté de Zaitseva et al. (2005). 

4.2.4. Mécanismes d'internalisation des toxines bactériennes 

Différentes voies d'internalisation des toxines bactériennes ont été décrites. Les 

toxines suivent des mécanismes d'internalisation plus ou moins complexes. Lors de 
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l'internalisation rapide, les toxines sont endocytées puis, selon le pH des endosomes, le 

domaine enzymatique est activé et libéré dans le cytoplasme (Figure Il). Les toxines à 

plusieurs sous-unités suivent une voie d'internalisation plus longue. Elles sont internalisées 

vers l'appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique (Figure 12) (Schiavo et van der Goot 

2001 ; Geny et Popoff 2006a ; Reig et van der Goot 2006). 

Bacillus anthracis est responsable ~e la maladie du charbon. Sa virulence est le 

résultat de la production de deux toxines composées de trois protéines distinctes: l'antigène 

protecteur (PA, 83 kDa), le facteur oe?ématogène (EF, 89 kDa) et le facteur létal (LF, 

83 kDa). La toxine oedématogène (TxEd) est composée de PA et EF et la toxine létale 

(TxLe) de PA et LF. Ces deux toxines sont des exemples de la voie d'internalisation rapide 

(Figure Il)., La protéine PA permet le transport de LF et EF dans le cytoplasme. La 

protéine PA aurait pour récepteur les protéines TEM8 (Tumor Endothelium Marker 8) ou 

CMG2 (Capillary Morphogenesis Gene 2) (Bradley et al. 2001 b ; Scobie et al. 2003). La 

protéine PA subit une protéolyse limitée par la furine qui libère un fragment de 20kDa 

(Klimpel et al. 1992). Les fragments de 63kDa (PA63) restent associés au récepteur et 

forment un heptamère. Celui-ci est reconnu par les protéines EF ou LF (Lacy et al. 2004 ; 

Santelli et al. 2004). Ce complexe est internalisé dans des vésicules recouvertes de 

c1athrines et transportés vers les endosomes précoces (Abrami et al. 2004) (Figure Il). 

L 'heptamère de P A63 libère la protéine LF dans le cytosol. La protéine LF est une métallo­

protéase à zinc responsable de l'inactivation des MAPKK (Mitogen-Activated Prote in 
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Kinases Kinases) (Duesbery et al. 1998; Vitale et al. 1998 ; Pellizzari et al. 1999). En 

revanche, la protéine EF reste associée à la membrane de la vésicule. EF a une activité 

adénylate cyclase activée par la calmoduline. Une fois dans le cytoplasme, elle permet la 

production d'AMPc (Leppla 1982, 1984). 

A ANTHRAX B BoTN 

(DI 

Figure 11. Voies simplifiées d'internalisation rapide des toxines bactériennes. A. 
Anthrax: (1) la protéine PA reconnaît le récepteur membranaire et (2) forme un oligomère 
reconnu par les. protéines LF et EF. Le complexe est internalisé dans un endosome 
précoce (3) dont l'acidification (4) mène à libération de LF, la métallo-protéase à zinc (5). 
B. Toxine botulique: (1) Elle interagit avec des récepteurs lipidiques et protéiques puis est 
endocytée (2). L'aciqification de l'endosome (3) conduit à l'oligomérisation et à la 
sécrétion du fragment porteur de l'activité métallo-protéasique à zinc (4). Adapté de Geny 
et Popoff (2006b). 
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Les neurotoxines clostridiales du botulisme sont un autre exemple d'internalisation 

rapide (Figure 11). La neurotoxine botulique de type CI (BoNTlCl) est produite par 

Clostridium botulinum de sérotype C. Cette protéine (150 kDa) est clivée en deux 

fragments, L (50 kDa) et H (100 kDa), qui restent liés par un pont di sulfure (Krieglstein et 

al. 1994). Le fragment L porte l'activité métallo-protéasique à zinc, alors que le fragment H 

permet la liaison au récepteur (Lacy et al. 1998 ; Swaminathan et Eswaramoorthy 2000). Le 

fragment H comprend le domaine Hc qui permet la liaison à la membrane cellulaire, et le 

domaine Hn qui intervient dans la formation d'un canal ionique et la translocation du 

fragment L dans le cytoplasme (Donovan et Middlebrook 1986). 

Lors d'une infection intestinale à C. botulinum, les toxines BoNTs sont sécrétées 

dans la lumière intestinale et sont endocytées rapidement. Ces toxines reconnaissent des 

gangliosides de la membrane apicale des entérocytes par l'intermédiaire du domaine Hc 

(Swaminathan et Eswaramoorthy 2000). Le complexe BoNT -récepteur est endocyté et 

transporté vers la membrane basolatérale des entérocytes. La toxine est sécrétée dans le 

milieu extracellulaire par exocytose et disséminée dans l'organisme par la circulation 

sanguine et le système lymphatique. Les toxines botuliques ont pour cibles les jonctions 

neuromusculaires où elles sont à nouveau endocytées (Marvaud et al. 2002 ; Poulain et al 

2006; Bohnert et al 2006). Le domaine Hc interagit avec un ganglioside (Swaminathan et 

Eswaramoorthy 2000) et la synaptotagmine (Li et Singh 1998). La toxine internalisée subit 

des changements de conformation lors de l'acidification de l'endosome précoce. Le 

fragment H s'oligomérise en tétramère, s'insère dans la bièouche lipidique et forme un 
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canal ionique. Le canal permet la translocation du fragment L dans le cytosol où il clive des 

protéines du complexe SNARE (Soluble NSF (N-ethyl-maleimide Sensitiye Factor) 

Attachment Receptors) (Turton et al. 2002). Le complexe SNARE intervient dans 

l'exocytose des vésicules synaptiques contenant les neurotransmetteurs (Bajjalieh 1999). Le 

fragment L inhibe la libération de l'acétylcholine, ce qui se traduit par une paralysie 

musculaire (Maksymowych et Simpson 1998 ; HeITeros et Schiavo 2001 ; Schiavo et van 

der Goot 2QO 1). 

Les toxines Shiga, la toxine CT de V. cholerae et les toxines L T d' E. coli présentent 

une structure de type ABs et une voie d'internalisation plus longue, appelée le transport 

rétrograde (Lencer et al. 1995; Sandvig et van Deurs 2002). La toxine Shiga (Stx) est le 

premier exemple décrit de toxine faisant appel au transport rétrograde (Sandvig et al. 

1992). La toxine Shiga produite par Shigella dysenteriae et les toxines Shiga de type 1 et 2 

produites par E. coli appartiennent à la même famille de « shigatoxines ». La toxine Shiga 

comprend la sous-unité StxA (32 kDa) et la sous-unité StxB (7,7 kDa) (O'Brien et Holmes 

1987). StxB forme le pentamère qui permet l'interaction au glycosphingolipide Gb3 présent 

dans la membrane cellulaire. La toxine Stx est endocytée dans des vésicules recouvertes de 

clathrines. Le transport de Stx dans la cellule se poursuit des endosomes précoces vers le 

réseau trans-golgien, l'appareil de Golgi et finalement dans le réticulum endoplasmique où 

l'activité toxique est observée. StxB est recyclée à la surface de la cellule, alors que la sous­

unité StxA est scindée en deux fragments: A 1 et A2. Le fragment Al, portant l'activité N­

glycosidase, est transféré dans le cytoplasme. Il clive spécifiquement l'ARN ribosomique 
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28S ce qui inhibe la synthèse protéique (Figure 12) et entraîne la mort cellulaire (Le a et al. 

1999). Stx induit également l'apoptose en causant des dommages au niveau de la 

membrane mitochondriale, en libérant le cytochrome C et en réduisant le potentiel de 

membrane mitochondrial (Fùjii et' al. 2003). 

Liaison au Gb3 

Endocytose 
(vésicules recouvertes de clathrines) 

.~ 
Réticulum endoplasmique 

Clivage de StxA 
par la furlne 

.StxA1 

,! 

S~1. ~~A::;;;:;.~ ~~élqu. 
Figure 12. Transport rétrograde 

de la toxine Stx. Adapté de 

Paton et al. (2006). 
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Dans le cas de la CT, le pentamère (Bs) interagit avec le ganglioside GMI à la 

surface des cellules épithéliales (Lauer et al. 2002 ; De Haan et Hirst 2004). La toxine CT 

est internalisée au niveau des radeaux lipidiques (Nichols et Lippincott-Scwartz 2001 ; 

Fujinaga et al. 2003). La toxine CT utilise différentes voies d'internalisation (voies 

dépendante et indépendante de la clathrine, voie des caveolae, voie indépendante de la 

dynamine et de la clathrine). Le transport de la toxine CT vers l'appareil de Golgi est 

principalement dû aux endosomes à cavéoline-I et est indépendant de la clathrine (Lencer 

et al. 1995; Lencer et Tsai 2003 ; Reig et van der Goot 2006). La sous-unité A subit une 

protéolyse et la réduction du pont disulfure qui maintient les domaines Al et A2 ensemble 

(Lai et al. 1981). Le domaine Al ADP-ribosyle les protéines G au niveau de la sous-unité 

GSCl (De Haan et Hirst 2004). La présence du motif KDEL à l'extrémité C-tenninale du 

domaine A2 pennet le transport de la toxine CT du Golgi vers Je réticulum endosplasmique 

(Lencer et al. 1995; Lord et Roberts 1998). Une cascade d'événements intracellulaires 

conduit à l'ouverture du canal CFTR puis à une sécrétion d'eau et de chlore (Van den 

Broeck et al. 2007). 

L'adénylate cyclase (CyaA, 177 kDa) de Bordetella pertussis ne s'intemalise pas 

comme les précédents exemples. Cette toxine t(st capable de traverser directement la 

membrane cellulaire. La CyaA appartient à la famille des toxines RTX. Elle est sécrétée 

selon le modèle de l'hémoiysine HlyA déjà décrit (Koronakis et al. 2004). La toxine CyaA 

est organisée en deux domaines: le domaine enzymatique (400 acides aminés) et le 

domaine hémolytique (1 300 acides aminés) (Glaser et al. 1988). Le domaine hémolytique 
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se lie au récepteur de l'intégrine CDllb/CDI8 (EI-Azami-EI-Idrissi et al. 2003) et forme 

un pore de 0,6 à 0,8 nm de diamètre. Ce pore permet le transport du domaine enzymatique 

dans le cytosol (Benz et al. 1994; Iwaki et al. 1995). La fonction adénylate cyclase est 

activée par la calmoduline et entraîne l'accumulation d' AMPc dans le cytoplasme de la 

cellule cible (Masin et al. 2006 ; Geny et Popoff 2006a). 

4.2.5. Toxines agissant sur la mitochondrie 

La mitochondrie est un organite essentiel dans l'homéostasie cellulaire (Figure 13). 

Elle possède une deux membranes dont la composition et la fonction diffère. La membrane 

externe renferme la porine VDAC (Voltage Dependènt Anion Channel) et la famille des 

translocases TOM (Translocases of the Outer Membrane) qui permettent les transports 

ioniques et protéiques entre le cytosol et l'espace intermembranaire (Wiedemann et al. 

2004; Shoshan-Barmatz et al. 2006). La translocase ANT (Adenine Nucleotide 

Translocase) et la famille de protéines TIM (translocases of the inner membrane) de la 

membrane interne permettent les échanges entre l'espace intermembranaire et la matri~e 

mitochondriale (Wiedemann et al. 2004; Tsujimoto et Shimizu 2007). Ancrée. dans la 

membrane interne, la chaîne respiratoire permet la synthèse de l'ATP. La mitochondrie 

intervient aussi dans le stockage et la régulation de la concentration en calcium 

intracellulaire (Duszynski et al. 2006). 

La mitochondrie joue un rôle clé dans le contrôle de l'apoptose. L'ouverture de 

pores perméabilisent les membranes mitochondriales et provoquent une transition de la 
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perméabilité des membranes qui se caractérise par la libération du calcium dans le cytosol, 

la chute de potentiel transmembranaire et l'arrêt de la phosphorylation oxydative. La 

libération de protéines apoptogènes (cytochrome C, caspases 3 et 9, facteur ArF) est sous le 

contrôle de protéines anti-apoptotiques (famille des protéines bcl2) (Mignotte et Vayssiere 

1998 ; Kroemer et Reed 2000 ; Chalah et Khosravi-Far 2008). 

Membrane externe ---1 
(TOM, VDAC) 

Cytochrome C 

Membrane interne 
(TIM. ANT) 

Matrice 
(ADN, ribosomes) 

Espace 
intermembranaire 

Fonctions: 
- Production d'ATP 
- Contrôle de l'apoptose 
- Homéostasie du Ca2+ et du fer 
- Homéostasie des glucides et des lipides 
- Synthèse des stéroïdes 

Figure 13. Structure simplifiée et fonctions générales de la mitochondrie. La 
membrane externe renferme la porine VDAC (Voltage Dependent Anion Channel) et la 
famille des translocases TOM (Translocases of the Outer Membrane). La translocase ANT 
(Adenine Nucleotide Translocase), la famille de protéines TIM (translocases of the inner 
membrane) et la chaîne respiratoire sont quant à elles ancrées dans la membrane interne. 

Certaines toxines bactériennes ont pour cible la mitochondrie (Tableau 3). Ces 

toxines affectent la mitochondrie selon des mécanismes qui ne sont' pas toujours bien 

caractérisés. Elles provoquent, entre autres, la chute du potentiel membranaire, la déplétion 

de l'ATP, la libération du cytochrome c et l'activation des caspases. Ces événements sont à 
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l'origine de la mort cellulaire programmée, l'apoptose. Cette section décrit les toxines 

affectant l'activité mitochondriale. 

Tableau 3: Toxines 
Galmiche et Boguet 2006). 

bactériennes agissant sur les mitochondries. (Adapté de 

1 T 1 oxmes b t' . ac erlennes aglssan t sur 1 't h d' es ml oc on ries 

1 T ' 1 oxmes Bactéries Références 

Por8 Neisseria gonorrhoeae Müller et al. 2000 ;. Müller et al. 2002 

Neisseria menin~itidis Massari et al. 2000 ; Massari et al. 2003a ; Massari et al. 2003b 

Toxine a. Staphylococcus aureus Bantel et al. 2001 

Toxine A Clostridium difficile He el al. 2000 ; He el al. 2002 

Toxine 8' Clostridium difficile Fiorentini el al. 1998 ; Matarrese et al. 2007 

Toxine léthale Clostridium sordellii Petit el al. 2003 

VacA He/icobacter pylori Galmiche el al. 2000 ; Whillhite et Blanke 2004 

Céréulide Bacillus ceretls Hughes el al. 1998; Kotiranta el al. 2000; Andersson el al. 2007 

Les porines PorB produites par Neisseria gonorrhoeae et Neisseria meningitidis 

présentent 70% d'homologie de séquence. PorB produite par N. gonorrhoeae induit 

l'apoptose des cellules épithéliales en culture (Müller et al. 1999). La pori ne PorB est le 

résultat de l'assemblage de trois monomères de 37 kDa. La porine forme une structure en 

tonneau p qui présente des propriétés similaires à la porine VDAC (Rudel et al. 1996). 

PorB perméabilise la membrane cellulaire (Derrick et al. 1999) mais sa cible principale est 

la mitochondrie. La porine PorB reconnaît TOM20, s'insère dans la membrane externe et 

interagit avec ANT. Ce point de contact entre les deux membranes provoque une transition 

de la perméabilité mitochondriale. Cette transition est responsable du changement de 
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polarité de la membrane interne et du gonflement de la matrice mitochondriale (Müller et 

al. 2000, 2002). PorB induit également l'apoptose en libérant le cytochrome c dans le 

cytosol (Müller et al. 1999, 2000). 

À l'opposé de la porine de N. gonorrhoeae, la pori ne PorB produite par 

N. meningitidis n'induit pas l'apoptose, même si elle a pour cible la mitochondrie (Massari 

et al. 2000, 2003a). Elle reconnaît la porine VDAC à la surface de la membrane externe 

(Massari et al. 2000) et agit comme un agent anti-apoptotique qui favorise la survie de la 

cellule (Massari et al. 2000, 2003b). 

Les cytotoxines produites par C. difficile et C. sordellii font partie d'une même 

famille de toxines (Just et Gerhard 2004). Elles ont une activité glucosyltransférase et 

modifient les petites GTPases de la famille Rho (Boquet et Lemichez 2003). Elles ont 

également pour cible la mitochondrie et induisent l'apoptose. La cytotoxine CDTa sécrétée 

par C. difficile diminue la production d'ATP et libère le cytochrome c (He et al. 2000, He et 

al. 2002). La toxine CDTb de C. difficile agit sur la membrane interne et provoque une 

hyperpolarisation de la membrane (Fiorentini et al 1998 ; Matarrese et al. 2007). La toxine 

léthale de C. sordellii libère aussi du cytochrome c dans le cytoplasme mais provoque aussi 

une transistion de la perméabilité mitochondriale (Petit et al. 2003). 

Bacillus cereus produit la céréulide, une toxine responsable du syndrome émétique. 

La contamination du riz, des nouilles, des pâtes et des pâtisseries par B. cereus provoque 
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des intoxications alimentaires (Ehling-Schulz et al. 2004). La toxine émétique est un 

peptide (1,2 kDa) particulièrement stable qui est insensible aux traitements à la trypsine et 

la pepsine,· aux pH de 2 à Il et à un traitement de 121°C pendant 90 minutes (Kotiranta et 

al. 2000). Sa structure et son activité sont proches de celle de la valinomycine, un 

ionophore du potassium (Agata et al. 1995; Mikkola et al. 1999). La toxine émétique 

provoque une perte de mobilité des spermatozoïdes de verrats (Anders son et al. 2004; 

Rajkovic et al. 2006), des modifications morphologiques et à la vacuolisation des cellules 

HEp-2 (Hughes et al. 1998; Andersson et al 2007). Ces vacuoles correspondent à un 

gonflement des mitochondries. La toxine émétique provoque la formation d'un canal 

ionophore au travers de la membrane mitochondriales, ce qui bloque la phosphorylation 

oxydative (Kotiranta et al. 2000). 

La toxine vacuolisante VacA (95 kDa) est sécrétée par Helicobacter pylori dans 

l'estomac (Cover et Blanke 2005). Elle contribue au développement des ulcères et à 

l'adénocarcinome gastrique associé à H. pylori (Telford et al. 1994). Après sécrétion, VacA 

est protéolysée en deux sous-unités de 34 kDa (p34 - N-terminal) et 58 kDa (p58 - C­

terminal) (Papi ni et al. 2001). Son récepteur est le récepteur tyrosine phosphatase a 

(RPTP a). Il permet l'insertion de la toxine au niveau des radeaux lipidiques (Patel et al. 

2002 ; Yahiro et al. 2003 ; Gauthier et al. 2004). VacA forme un hexamère et perméabilise 

la bic ouche lipidique par la formation d'un pore. Celui-ci est sélectif aux anions et en 

particulier au chlore (Szako et al. 1999; Papini et al. 2001). La toxine est endocytée et 
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induit la formation de vacuoles aux dépens des compartiments endosomiques tardifs 

(Leunk et al. 1988 ; Papini et al. 1994; Gauthier et al. 2004) (Figure 14). 

VacA 
Canal VacA 

Figure 14. Mécanisme d'action de la toxine VacA d'He/icobacter pylori. VacA 
réduit le potentiel membranaire (~'l'm) et libère le cytochrome C qui sont à l'origine de 
l'apoptose. VacA interagit avec RPTP, perméabilise la membrane cellulaire et forme des 
vacuoles. Adapté de Cover et Blanke (2005). 

Introduit dans l~s cellules HeLa par transfection, le domaine p34 entre dans les 

mitochondries et induit l'apoptose (Galmiche et al. 2000). VacA est importée dans la 

membrane interne ou la matrice mitochondriale (Galmiche et al. 2000). Lè canal anionique 

VacA endommage la mitochondrie, ce qui entraîne la chute du potentiel membranaire et 

celle de la production d'A TP (Kimura et al. 1999). VacA provoque aussi la libération du 

cytochrome c dans le cytosol et l'activation des caspases 3 (Willhite et al. 2003 ; Nakayama 
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et al. 2004). Ces événements sont à l'origine de l'apoptose (Kuck et al. 2001 ; Cover et al. 

2003) (Figure 14). 

Ces toxines bactériennes affectent la perméabilité de la membrane cytoplasmique et 

des membranes mitochondriales, conduisant à diverses perturbations de l'activité 

mitochondriale et à la mort cellulaire. 

5. Objectifs de l'étude 

Comme décrit en détail dans les sections précédentes, l'entérotoxine STb provoque 

la sécrétion de fluide dans la lumière intestinale et entraîne des altérations histologiques de 

la muqueuse intestinale. 

L'intéraction de STb à la membrane des cellules des entérocytes est une étape 

cruciale dans la pathogénèse de STb. Le sulfatide, un glycosphingolipide présent à la 

surface des cellules épithéliales, est reconnu comme le récepteur fonctionnel de STb 

(Rousset et al. 1998a). Les études qui ont comparé l'affinité de STb po~r des 

glycosphingolipides autres que le sulfatide n'ont pas permis de rejeter une éventuelle 

interaction de la toxine avec différents récepteurs (Beausoleil et al. 2002b). En effet, STb se 

lie aux galactoses et aux glucoses sulfatés exposés à la surface cellulaire par les 

lactocéramides et les glucocéramides (Beausoleil et Dubreuil 2001). De plus, l'étape de 

liaison au sulfatide semble essentielle à son activité toxique (Rousset et al. 1998b). 

L'inhibition de cette liaison annihile l'activité de la toxine STb. Le premier objectif de cette 
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étude est d'élucider les interactions entre STb et certains glycosphingolipides présents dans 

la membrane cellulaire. 

La capacité de STb à s'oligomériser (Labrie et al. 200la) ainsi que les propriétés 

hydrophobes de la toxine (Sukumar 1995) laissent à penser que celle-ci pourrait s'insérer 

dans la membrane cellulaire. De plus, STb perméabilise la membrane de cellules en culture 

(Beausoleil et al. 2002a) et semble affecter la perméabilité des membranes lipidiques 

artificielles (Labrie et al. 2001 c). Ces données permettent d'émettre 1 'hypothèse que STb 

formerait un pore dans la membrane lipidique des cellules épithéliales. Le second objectif 

de cette étude est donc de caractériser la capacité de STb à perméabiliser la membrane des 

cellules épithéliales du jéjunum porcin. 

Le mécanisme d'action de STb comprend une voie intracellulaire complexe qui 

induit entre autres la production de différents sécrétagogues (PGE2 et 5-HT) et 

l'augmentation de la concentration en calcium intracellulaire. L'internalisation de STb a été 

décrite dans deux modèles d'études, soit dans des cellules en culture (Chao et Dreyfus 

1997, 1999) et des anses intestinales ligaturées de rat (Labrie et al. 2002). Cependant, ces 

études n'ont pas permis d'établir les conséquences de l'internalisation dans le mécanisme 

d'action intracellulaire. Notre dernier objectif est donc de déterminer les implications de 

l'internalisation de STb au niveau de la cascade intracellulaire. 

Cette étude porte principalement sur deux étapes du mécanisme d'action de 

l'entérotoxine STb : son interaction à la membrane cellulaire et l'impact de son activité 

toxique au niveau intracellulaire. 
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Introduction 

STb reconnaît un glycosphingolipide, le sulfatide, à la surface de la membrane des 

entérocytes de jéjunum porcin (Rousset et al. 1998a). Les propriétés hydrophobes de STb 

contribuent à la formation d'heptamères et d'hexamères (Labrie et al. 200la). De plus, STb 

perméabilise la membrane des cellules en culture au bleu de trypan (Beausoleil et al. 2001) 

ainsi que des bicouches lipidiques artificielles. L'objectif de cet article est de caractériser la 

capacité de STb à perméabiliser la membrane des cellules épithéliales du jéjunum porcin. 

Nous avons choisi le modèle des vésicules de membrane à bordure en brosse 

(VMBB) préparées à partir du tissu épithélial de jéjunum de porcelet. Ces VMBB sont . . 

enrichies en lipides et protéines de la membrane apicale des entérocytes. Ce modèle permet 

de contrôler de nombreux paramètres tels que la composition ionique de part et d'autre de 

la membrane mais aussi de stimuler un potentiel de membrane. Les échanges ioniques à 

travers la membrane vésiculaire ont été observés et mesurés au moyen d'une sonde sensible 

au potentiel de membrane, l'iodure de 3,3' -dipropylthiadicarbocyanine. Le potentiel de 

membrane a été engendré par un efflux d'ions potassium en présence de valinomycine, un 

ionophore du potassium. Nous avons ainsi étudié l'effet de STb sur le potentiel de 

membrane des vésicules en présence de différentes solutions ioniques et à différents pH. 

Deux mutants précédemment décrits comme peu actifs (M42S et K22A-K23A) ainsi que la 

toxine réduite/alkylée ont été également utilisé comme témoins dans cette étude. 
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The membrane permeabilizing ability of the Escherichia coli enterotoxin STb was 

evaluated using brush border membrane vesicles isolated from piglet jejunum and a 

membrane potential-sensitive fluorescent probe, 3,3'-dipropylthiadicarbocyanine 

iodide. A strong membrane potential was generated by the efflux of K+ ions from the 

vesicles in the presence of the potassium ionophore valinomycin. Un der these 

conditions, pre-incubation of the vesicles with STb efficiently depolarized the 

membrane in a dose-dependent and saturable manner. This activity was independent 

of pH, however, at least between pH 5.5 and 8.0. On the other hand, in the absence of 

valinomycin, STb had no significant influence on the measured fluorescence levels, 

indicating that it was unable to modify the ionic selectivity of the intact membrane. In 

agreement with the fact that the integrity of the disulfide bridges of STb is known to 

be essential for" its biological activity, a reduced and alkylated form of the toxin was 

unable to depolarize the membrane, in the presence of valinomycin. Furthermore, two 

previously described poorly active STb mutants, M42S and K22A-K23A, showed no 

membrane permeabilizing capacity. These results demonstrate for the first time that 

STb can permeabilize its target membrane and suggest that it does so by forming non­

specific pores. 
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Enterotoxigenic Escherichia coli strains cause severe diarrhea in humans and animaIs. 

In large-scale farms, this disease brings about significant losses in pig herds mainly in 

newbom and recently wearied animaIs (29). Diarrhea depends on the production of a 

variety of toxins belonging to two different groups, the heat-labile toxins (L TI and LTII) 

and the heat-stable toxins (STa and STb). The heat-stable enterotoxins share no homology 

and appear to differ in their mechanisms of action (11, 12). STb is synthesized aS.a 71-

amino acid precursor which undergoes c1eavage of its signal sequence of 23 residues (24). 

A nuc1ear magnetic resonance study revealed that STb is composed of two anti-parallel a­

helices connected by a glycine-rich loop (39). Its tertiary structure is stabilized by two 

disulfide bridges (Cys 1 0-Cys48 and Cys21-Cys36) (9) and both bridges are necessary for 

secretion and toxicity (2, 9, 30). 

Until now, the interaction of STb with the intestinal epithelium has not been studied in 

detail. An acidic glycosphingolipid, sulfatide [Gal(3-S04)~ 1 Cer], has nevertheless been 

identified as a functional receptor for STb at the level of the luminal surface of pig jejunal 

epithelial cells (34). The fact that this toxin is composed of an amphipathic (CyslO-Lys22) 

and a hydrophobic (Gly38-A1a44) a-helix suggests it could possibly insert into the cell 

membrane and form a pore. This possibility is further suggested by our recent 

demonstration that STb undergoes oligomerization in vitro (26), a process which 

constitutes a well-documented characteristic of many pore-forming bacterial toxins (1) and 

antimicrobial peptides (44). 

In the present study, the ability of STb to permeabilize brush border membrane vesic1es 

isolated from piglet jejunum was demonstrated using a fluorescent membrane potential-
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sensitive probe, 3,3' -dipropylthiadicarbocyanine iodide (diS-C3(5)), and a procedure which 

was recently developed to study the properties of bacterial pore-forrning toxins in 

membrane vesicles (23). 

MATERIALS AND METHODS 

Purification of STb. Unless specified otherwise, all chemicals were from the Sigma 

Chemical Co. (Oakville, Ont.). The method used to prepare wild-type and mutated (M42S 

and K22A-K23A (25)) STb toxins was modified from a previously described protocol (7). 

An E. coli HB101 strain harbouring the plasmid pMal-STb, responsible for the expression 

of a maltose-binding protein-mature STb fusion protein, with or without the selected 

mutation, was grown in Luria broth containing 50 )lg/ml ampicillin until the OD600 reached 

0.5. Then, 0.3 mM isopropylthiogalactoside was added to induce the synthesis of the fusion 

protein. Three hours after induction, cells were harvested by centrifugation at 4 000 x g for 

la min at 4°C. The pellet was gently re-suspended in 500 ml of 30 mM Tris-HCl (pH 8.0) 

containing 20% (w/v) sucrose and 1 mM EDTA. After centrifugation at 8 000 x g for 10 

min at 4°C, the cells were re-suspended in 500 ml of 5 mM MgS04 and incubated at 4°C 

for la min. Following centrifugation at 8 000 x g for la min at 4°C, the fusion protein was 

affinity-purified, from the supematant representing the osmotic shock fluid, using an 

amylose resin (New England Biolabs, Pickering, Ont.). The amylose-purified fusion prote in 

was dialyzed against Xa buffer (50 mM Tris-HCl (pH 7.5)-100mM NaCI-lmM CaCh) and 
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then cleaved with protease factor Xa (GE Healthcare, Baie d'Urfé, Que.). The cleaved 

material was loaded on a Cs reverse phase microbore column (Applied Biosystems, Foster 

City, CA) using an Akta PurifierlO system (GE Healthcare) and eluted with a linear 

gradient of acetonitrile (5-100%) in a water solution containing 0.1% trifluoroacetic acid. 

Wild-type and mutant STb preparations were quantified at 214 nm using aprotinin as the 

reference. The purified STh toxin was lyophilized and kept at -20°C until use. The identity 

and purity of the toxin was verified by N-terminal sequence analysis using Edman 

degradation (Model 494 CLC Procise Sequencer, Applied Biosystems) as described earlier 

(28). 

Preparation of reduced and alkylated 8Tb. Purified STb toxin was modified by 

reduction and alkylation with the method described byWilliam et al. (42). Briefly, STb was 

reduced with 45 mM dithiothreitol in 100 mM NH4HC03 at 60°C for 30 min and alkylated 

with 100 mM iodoacetamide in 100 mM NH4HC03 for 30 min at room temperature in the 

. dark. The reduced and alkylated STb toxin was dialyzed (membrane cut-off of 3.5 kDa) 

against 50 mM NH4HC03 (pH 8.5) for 2 hours and against water for another 2 hours. 

Preparation of brush border membrane vesicles. Four-week-old weaned piglets 

from a conventional herd were obtained from a local producer. The animaIs were killed the 

same day as the y arrived at the university. In the meantiine, they were cared for in . 
accordance with the Guidelines of the Canadian Council for Animal Care. They were 

sedated by intramuscular injection of a mixture of 10 mg per kg body weight of ketamine 

hydrochloride (Biomeda-MTC, Cambridge, Ont.) and 20 mg per kg body weight of 

xylazine (Bayer, Toronto, Ont.). Euthanasia was carried out by an intracardiac injection of 
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540 mg/ml of sodium pentobarbital (Pharmacy, Faculté de médecine vétérinaire, Saint-

Hyacinthe) and 30 cm of jejunum were recovered, rinsed thoroughly with ice-cold 

physiological buffer, and stored at -80 oC until use. 

Brush border membrane vesicles were prepared with a modification of the MgCh­

precipitation method (18). AlI manipulations were carried out on ice or in a centrifuge 

refrigerated at 4°C. Frozen jejunum segments were thawed and scraped using a spatula, 

weighed and homogenized in 50·mM mannitol-5 mM EGTA-2 mM Tris-HCl (pH 7.0) 

(20 ml for each g of tissue). The mixture was stirred for 10 min after addition ofMgCh to a 

final concentration of 10 mM and centrifuged at 7 700 x g for 15 min. The supematant was 

centrifuged for 30 min at 20 000 x g. The pellet was re-suspended in 250 mM KCI-125 

mM mannitol-0.1 mM MgS04-50 mM Tris-HEPES (pH 7.5). The preparation was then 

centrifuged for 15 min at 1 900 x g and the resulting supematant was centrifuged for 15 

min at 30 900 x. g. The final membrane preparation was re-suspended in 250 mM KCI-0.1 

mM MgS04-50 mM MES (morpholineethanesulfonic acid)-Tris (pH 5.8) and stored at -

80°C until use. In preparation for the experiments, the vesicles were diluted to 2.0 mg 

proteinlml with this same solution. 

Prote in concentrations were estimated with the BCA ™ prote in assay kit (Pierce 

Biotechnology, Rockford, IL) and bovine serum albumin as the standard. Leucine 

aminopeptidase activity, assayed with L-Ieucine p-nitroanilide as the substrate (16), was 

enriched 10-fold ± 1 (average of 7 independent preparations) relative to the epithelium 

homogenate. 
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Fluorescence rneasurernents. The membrane permeabilizing effects of STb were 

monitored with a membrane potential-sensitive fluorescent probe, diS-C3(5) (Molecular 

Probes, Eugene, OR) (23). Experiments were carried out at room temperature III 

, 
polystyrene cuvettes containing 1.5 JlM of diS-C3(5), from a 1 mM stock solution III 

dimethyl sulfoxide, in 2 ml of the appropriate buffer solution, using a Spex Fluorolog CM-

3 spectrofluorometer (Jobin Yvon Horiba, Edison, NJ) at a frequency of 10 Hz, an 

excitation wavelength of 620 nm and an emission wavelength of 670 nm. Before each 

experiment, the mixture was stirred for 10 min in the dark to allow fluorescence to reach a 

steady level (22, 36). Vesic1es were pre-incubated 15 min in the presence or absence of STb 

at room temperature. A few seconds after the beginning of the recording, vesic1es were 

injected into the cuvette at a final concentration of 5 Jlg prote in/ml. In sorne experiments, 

7.5 JlM of valinomycin was added to the cuvette from a 5 mM stock solution in ethanol. 

Fluorescence values were normaliz~d relative to the level measured before addition of the 

vesic1es. For each experimental condition tested, the fluorescence level was measured in the 

absence of a membrane potential by injecting vesic1es into the same solution as that with 

which they were loaded. 

Statistical analyses. Unless specified otherwise, values presented in the text and 

figures are means ± standard error of the mean (S.E.M.). Statistical analyses were carried 

out using the linear model of the SAS package (Version 9.0, SAS Institute, Cary, NC). We 

also performed a priori contrasts to examine differences between levels of the different 

factors. 
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RESUL TS AND DISCUSSION 

Generation and reduction of a membrane potential in piglet jejunal brush border 

membrane vesicles. The membrane penneabilizing ability of STh was analyzed with a 

fluorescence assay (23) using diS-C3(5), a membrane potential-sensitive probe (40). In this 

assay, vesicles loaded with 250 mM KCI and pre-incubated with or without STb were first 

injected in the presence of the fluorescent probe and the potassium ionophore valinomycin 

into cuvettes containing the same solution as that with which they were loaded (Fig. 1). 

This procedure allowed the measurement of the fluorescence lev el in the absence of ionic 

gradients and therefore in the absence of a membrane potential. The slight decrease in 

fluorescence was due to the association of sorne of the fluorescent probe with the 

membrane vesicles. Under these conditions, STb had no influence on the fluorescence level 

attained after the injection, an indication that the toxin does not interact directly with -the 

probe. When vesicles were injected into cuvettes in which the KCI solution was replaced by 

an isotonic solution of N-methyl-D-glucamine hydrochloride, fluorescence decreased to a 

much greater extent, indicative of the presence of an inside-negative membrane potential 

generated by the preferential efflux of potassium ions induced by valinomycin. The 

resulting concentration and aggregation of the positively charged probe within the vesicles 

and their membranes caused a strong quenching of the fluorescence (33, 36, 41). The fact 

that a strong membrane potential can be generated under these conditions in the presence of 

valinomycin demonstrates that the vesicles used in the present study were tightly sealed. In 
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the presence of STb, less quenching of the fluorescence signal, i'ndicative of a lower 

membrane potential, demonstrated an increased permeability of the membrane to at least 

one of the other ions present, N-methyl-D-glucamine and chloride. 

Calibration of the fluorescence signal. Relative fluorescence measured III the 

presence of valinomycin varied as a sigmoid-like function of the logarithm of the 

intravesicular and extravesicular potassium concentration ratio (Fig. 2). This result deviates 

from the linear relationship predicted by the Nernst equation, although a straight line can be 

fitted reasonably weIl to the data for ratios of 1 to approximately 10. At higher 

concentration ratios, however, the slope of the curve increases sharply before starting to 

level off gradually as predicted by the Goldman-Hodgkin-Katz equation which, in contrast 

with the Nernst equation, takes into account the permeability of the membrane to each of 

the ionic species present (19). The fact that the calibration curve is not linear indicates a 

complex relationship between fluorescence, membrane permeability and membrane 

potential. Non-linear relationships have nevertheless been reported for experiments 

performed with diS-C3(5) and other cyanine dyes with lepidopteran insect larval midgut 

brush border membrane vesicles (23, 31) and various cell types (8, 13, 22). Interestingly, 

linear relationships were reported for experiments performed with rabbit renal brush border 

membrane vesicles but, in these studies, the potassium concentration ratio was only varied 

from 1 to 10 (6, 43). 

Membrane-permeabilizing ability of STb. The membrane potential generated by the 

diffusion of potassium ion was analyzed in the presence of a variety of salt solutions (Fig. 

3). In the absence of valinomycin (Fig. 3A), similar fluorescence levels were measured 
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irrespective of the salt solution used. This observation indicates the absence of a strong 

preferential permeability of the vesic1es for any of the ions tested. In contrast, when a 

preferential permeability for potassium ions was introduced by the addition of valinomycin, 

a strong membrane potential was generated in the presence of every salt solution, except 

KCI and potassium gluconate (Fig. 3B). The latter two solutions served as negative controls 

designed to allow fluorescence levels to be measured in the absence of a potassium 

gradient. Taken together;these results suggest that the vesic1es were largely impermeable to 

the ions tested as should be expected from the fact that the intestinal brush border 

membrane plays a critical role in the absorption of various nutrients, a process which is 

mediated by a variety of sodium gradient-dependent co-transporters (38). 

Pre-incubating the vesic1es with STb had little effect on the fluorescence signal 

measured in the absence of valinomycin (F~g. 3A). However, this signal was quenched to a 

significantly lesser extent wh en measured in the presence of both valinomycin and a 

potassium ion gradient (Fig. 3B). Taken together, these results indicate that STb 

permeabilizes efficiently the membrane for other ions than potassium and thus reduces the 

potential generated by the efflux of this ion. This depolarizing effect of STb was observed 

for a variety of chloride salts of monovalent cations, inc1uding sodium, N-methyl-D­

glucamine, lithium, tetramethylammonium and tetraethylammonium, suggesting that, in the 

presence of the toxin, the membrane discriminates poorly between different cations. The 

fact that STb has little effect on the membrane potential generated in the absence of 

valinomycin also suggests that its effects on the membrane are poorly selective. The 

possibility remains, however, that the lack of apparent selectivity for cations could result 
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from a strong selectivity for chloride ions. This appears nevertheless unlikely smce, 

according to this hypothesis, an inside-positive membrane potential would have been 

generated when KCI-loaded vesicles were diluted in a solution of potassium gluconate, in 

the absence of valinomycin. This situation, which could have been detected as an increased 

fluorescence level (6,43), over that measured in the absence of STb, was not observed in 

the experiments illustrated in Fig. 3A. These results therefore appear to be best explained 

by the fact that STb permeabilizes the membrane in a non-selective manner, possibly by the 

formation of poorly selective pores. This conclusion is consistent with our recent 

observation that STh increases the uptake of trypan blue by susceptible cells (4). 

Evidence for pore formation by STb. To test the possibility that STb forms pores, its 

permeabi1izing effect was measured in vesicles pre-incubated with various concentrations 

of the toxin and di1uted in a solution of N-methy1-D-glucamine hydroch10ride in the 

presence of valinomycin (Fig. 4). Fluorescence levels increased rapidly at the lower STh 

concentrations, but soon leveled off as the toxin concentration was further increased. The 

data presented in Fig. 4 were well fitted with the Michaelis-Menten equation with relative 

fluorescence levels reaching a plateau at 0.81 ± 0.01 and an apparent half-saturation 

constant of 1.8 ± 0.4 nrnol STb/mg membrane prote in (corresponding to 1.1 ± 0.2 )lM). 

This value matches reasonably well the earlier published estimates of 2-6 )lM for the 

dissociation constant of STb binding to its receptor, sulfatide, obtained with an enzyme­

linked immunosorbent assay (3). 

The fact that a maximum level of fluorescence was reached as the concentration of STh 

was 'increased indicates that its permeabi1izing effect is probably not attributable to a 
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membrane-destabilizing detergent-like effect, but depends on its interaction with its 

receptor. These considerations suggest that the permeabilizing activity of S'Tb could result 

from the formation of a pore-like structure within the membrane (5). This conclusion is 

supported by the results of a preliminary study suggesting that STb can form ion channels 

in planar lipid bilayers (V. Labrie, L. Potvin, 1. Harel, J. D. Dubreuil and J.-L. Schwartz, 

unpublished data). The receptor appears to act by facilitating the insertion of STb and the 

formation of pores within the membrane, thus increasing its permeability. However, 

because the experiments performed in the present study measure the permeability resulting 

from the accumulation of new pores during the 15-min incubation period rather than the 

rate of pore formation, the observation of a plateau in the fluorescence levels suggests that 

sulfatide does not simply catalyze the insertion of toxin molecules in the membrane, but 

remains associated in sorne way with STb molecules rather than becoming available for 

binding new toxin molecules once the insertion has been completed. 

Lack of effect of pH on the membrane permeabilizing ability of STb. Because 

somewhat contrasting results have been published regarding the effect of pH on the binding 

of STb to the piglet jejunal luminal membrane (35) and to its receptor (3), vesicles 

incubated in the presence or absence of toxin were injected in solutions of KCl or N­

methyl-D-glucamine hydrochloride at various pH values ranging from 5.5 to 8.0 in the 

presence of valinomycin (Fig. 5). This range comprises the pH values reported for the 

jejunal contents ofpiglets, two weeks after weaning (pH 5.5-7.0) (37). Fluorescence levels 

were not affected significantly by pH in the absence of a membrane potential. However, in 

the N-methyl-D.glucamine hydrochloride solution, both in the presence and absence of 
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STb, fluorescence levels decreased gradually as pH was incréased. This result is consistent 

with earlier studies indicating that, although the fluorescence ofdiS-C3(5) is independent of 

pH in solution, it is strongly pH-dependent in the presence of cells or cell membranes (13, 

21, 23, 41). The pattern illustrated in Fig. 5 can be simply explained by the fact that, as pH 

is increased, an increasing number of amino groups belonging to membrane proteins lose 

their charge, thus rendering the membrane more negatively charged and causing an increase 

in the number of positively charged probe molecules interacting with the vesicles. 

For aIl pH values tested, fluorescence levels were higher in the presence of STb than in 

its absence (Fig. 5). However, the difference between the levels measured, at each pH 

value, in the presence of the toxin and in its absence was not significantly altered. The 

absénce of an apparent effect of pH on membrane permeabilization by STb is consistent 

with the results of a previous study in which binding of STb to its sulfatide receptor was . 

observed to be pH-independent (3). On the other hand, it is difficult to reconcile our data 

with the results of another study in which a sharp peak in the ability of S Tb to bind to piglet 

jejunal epithelial tissue was observed between pH 5.0 and 7.0 (35). It should be pointed out, 

however, that the three techniques used for this comparison differ substantially, a situation 

which may contribute to the observed differences. 

Only functional STb displays a membrane permeabilizing ability. The membrane 

depolarizing capacity of STb was compared with those of three inactive forms of the toxin 

(Fig. 6). STh in which disulfide bonds have been chemically removed by reduction and 

alkylation has long been shown to be non-active (9). Similarly, the single mutant M42S and 

the double mutant K22A-K23A have been shown to bind poorly to sulfatide and to be 
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poorly active in the ligated rat jejunalloop assay (25). In contrast with intact STh, none of 

the three inactive forms of the toxin was able to increase the fluorescence level above that 

measured in the absence of toxin, ev en when they were added at twice the concentration 

used for STb (Fig. 6). The ability of STb to depolarize the brush border membrane 

therefore correlates weIl with its enterotoxicity. 

Role of membrane permeabilization in the toxicity of STb. The results of the present 

study c1early demonstrate the ability of STb to increase the permeability of its target 

membrane. On the other hand, STb has recently been shown to be intemalized within rat 

intestinal epithelial cells (27). The demonstration of this increase in membrane permeability 

may therefore have been facilitated by the fact that the endocytotic machinery of the cell is 

absent from the isolated membrane vesic1es used in the present study. This finding raises 

the question, however, of the role of membrane permeabilization in diarrhea and of its 

relation with a number of cellular events that have been identified as resulting directly from 

the interaction of STb with the cell membrane. For instance, STh has been reported to open 

GTP-binding protein-dependent calcium channels in the plasma membrane (10). The 

resulting increase in the cytosolic calcium level may regulate phospholipases A2 and C, 

which catalyze the release of arachidonic acid from membrane phospholipids, and finally 

the formation of a secretory agent, prostaglandin E2' (14, 17,20, 32). Elevated intracellular 

calcium levels also appear to be invoJved in the activation of a calmodulin-dependent 

protein kinase II (15). Among other things, it remains to be understood how the signal 

constituted by the binding of STb to its sulfatide receptor, a membrane lipid, can be 

transmitted to the intracellular metabolic machinery. Formation of pores within the plasma 
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membrane, or the membrane disturbance caused by their presence, may possibly constitute 

a signaling event contributing to trigger the induction of the mechanisms of fluid secretion 

associated with diaIThea. 
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FIG 1. Effect of the potassium transmembrane gradient, valinomycin and STb on the 

membrane potential generated in brush border membrane vesic1es isolated from piglet 

jejunum epithelial cells. Vesic1es loaded with 250 mM KCI-0.1 mM MgS04-50 mM MES-

Tris (pH 5.8) were incubated for 15 min with or without 12.5 nmol STb/mg·membrane 
, 

protein. Fluorescence was monitored in a Spex Fluorolog spectrofluorometer as described 

under Materials and Methods. Five seconds after the beginning of the recording, vesic1es 

were injected into cuvettes containing 1.5 !lM diS-C3(5), 7.5 !lM valinomycin, and either 

the same solution as that with which they were loaded (KCl) or a solution of similar 

composition in which KCI was replaced by N-methyl-D-glucamine hydrochloride 

(NMDGCl). Each curve corresponds to a representative experimental record. 
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FIG 2. Calibration of the fluorescence signal as a function of the transmembrane potassium 

concentration ratio. Fluorescence was monitored using a protocol similar to that illustrated 

in Fig. L Vesic1es loaded with 250 mM KCl-O.1 mM MgS04-50 mM MES-Tris (pH 5.8) 

were injected into cuvettes containing the appropriate concentration of KCl, enough N-

methyl-D-glucamine hydrochloride to maintain osmolarity and ionic strength constant, 0.1 . 

mM MgS04, 50 mM MES-Tris (pH 5.8), 1.5 !lM diS-C3(5) and 7.5 !lM valinomycin. 

Values are means ± S.E.M. for 9 experiments, each perfonned with a different membrane 

preparation. 
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FIG. 3. Effect of STb on the membrane potential generated in the presence of various 

electrolyte solutions. Vesicles loaded with 250 mM KCI-O.l mM MgS04-50 mM MES-

Tris (pH 5.8) were incubated for 15 min in the presence (black bars) or absence (white 

bars) of 12.5 nmol STb/mg membrane protein. Fluorescence was monitored using a 
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protocol similar to that illustrated in Fig. 1. The vesicles were injected m cuvettes 

containing 1.5 !lM diS-C3(5) and either the same solution as that with they were loaded 

(KCI) or a solution of similar composition in which 250 mM KCI was replaced by the same 

concentration of either NaCl, N-methyl-D-glucamine hydrochloride (NMDGC1), LiCl, 

potassium gluconate (KGIu), tetramethylammonium chloride (TMACI). or 

tetraethylammonium chloride (TEACI), in the absence (A) or presence (B) of 7.5 !lM 

valinomycin. Values are means ± S.E.M. for 5 experiments, each performed with a 

different membrane preparation. Means labeled with different ·letters are significantly 

different (P < 0.05). 
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FIG. 4. Effect of STb concentration on membrane potential. Experiments were carried 

out by injecting KCl-loaded vesicles, previously incubated with the indicated 

concentrations of STb, in an isotonie solution of N-methyl-D-glucamine hydrochloride as 

described in the legend of Fig. 1. The fluorescence level measured in the absence of a 

membrane potential was 0.963 ± 0.008. Values are means ± S.E.M. for 4 experiments, each 

performed with a different membrane preparation. Data points were fitted with the 

Michaelis-Menten equation using the software Origin (version 7.5, OriginLab Corporation, 

Northampton, MA). 
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FIG. 5. Membrane permeabilizing ability of STh at various pH values. Experiments 

were carried out as described in the legend of Fig. 1 except that the KCI solutions were 

buffen;:d with 50 mM of either MES-Tris, between pH 5.5 and 6.5, HEPES-Tris, at pH 7.0 

and 7.5, or Tris-HCI, at pH 8.0. Values are means ± S.E.M. for 4 experiments, each 

performed with a different membrane preparation. 
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FIG. 6. Comparison of the permeabilizing abi1ity of STb with that of its reduced and 

alkylated derivative (STb/AR) and of two of its mutants (M42S and K22A-K23A). 

Experiments were carried out by injecting KCI-loaded vesicles, previously incubated with 

either 12.5 nmol/mg membrane protein of STb or 25 nmol/mg membrane prote in of either 

one of the other toxins, in an isotonie solution of N-methyl-D-glucamine hydrochloride 

(NMDGCI) as described in the legend of Fig. 1. The fluorescence level measured in the 

absence of a membrane potential was 0.948 ± 0.008. Values are means ± S.E.M. for 3 

experiments each performed with a different membrane preparation. The asterisk indicates 

a significant difference with the corresponding value measured in the absence· of toxin 

(P < 0.05). 
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Introduction 

Les études portant sur l'affinité de STb pour différents glycosphingolipides n'ont 

pas permis de rejeter une éventuelle interaction de la toxine avec différents récepteurs 

(Beausoleil et Dubreuil 2001 ; Beausoleil et al. 2002b). En effet, STb se lie en particulier 

aux galactoses et aux glucoses sulfatés exposés à la surface cellulaire par différents 

glycosphingolipides. L'étape de la liaison au sulfatide semble essentielle à son activité 

toxique. L'inhibition de cette liaison annihile l'activité de la toxine STb (Rousset et al. 

1998b). L'objectif de cet article est de décrire les différences entre les interactions de STb 

avec différents glycosphingolipides. 

La résonance plasmonique de surface (surface plasmon resonance - SPR) est une 

méthode d'analyse permettant de mesurer la constante d'affinité entre le ligand (STb) et le 

récepteur (glycosphingolipide). Cette méthode permet également de tester des inhibiteurs 

de la liaison protéine/lipide. Nous avons ainsi comparé la liaison de STb/sulfatide à d'autres 

glycolipides (lactocéramide et glucocéramide). Des tests d'inhibition compétitive ont été 

réalisés sur une membrane de sulfatide, en présence de galactose sulfaté et de À-carragénine 

en solution (polymère de galactoses sulfatés). L'inhibition compétitive a été également 

testée sur des cellules IPEC-J2 (cellules de jéjunum porcin) traitées avec STb. 
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Abstract 

Escherichia coli heat-stable toxin b (STb) is an important cause of diarrhea in 

piglets. STb was shown to interact specifically with sulfatide (3' -sulfogalactosyl-ceramide) 

present on the surface of epithelial cells of piglet jejunum. Basic data are lacking on STb 

binding to sulfatide in solution and more precisely on the possible inhibition of this 

interaction. Using surface plasmon resonance technology, we compare binding of STb to 

sulfatide and other glycolipids previously shown, with a multiplate binding assay, to also 

interact to various degrees with the enterotoxin. In addition, inhibition of STb-sulfatide 

binding was studied using free galactose, galactose-sulfate residues and a polymer of 

sulfated galactans known as carragenan. We determined a dissociation constant of2.4 ± 0.6 

nM for the STb-sulfatide interaction. This data indicated that STb was binding to sulfatide 

with greater affinity than previously determined using radio-labeled toxin. Much lower 

affinities were observed for lactoceramide and glucoceramide. The binding of STb to 

sulfatide was c1early inhibited by À-carragenan but not by galactose, 4-S04-galactose or 6-

S04-galactose. Inhibition of STb binding to its receptor was achieved using À-carragenan at 

picomolar concentrations. Then, using IPEC-J2 cells in culture and flow cytometry, we 

showed that À-carragenan was able to inhibit the permeabilization process associated with 

STb. 
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STb(heat-stable toxin b) is produced by enterotoxigenic Escherichia coli strains. 

This enterotoxin is responsible for diarrhea in piglets and the toxin has been detected in E. 

coli isolated from human (Lortie et al., 1991; Handl & Flock, 1992). STb is a cytotonic 

toxin that was shown to bind to sulfatide, a glycosphingolipid, found on the epithelial cells 

of the pigjejunum (Rousset et al., 1998a). Binding was observed for glycolipids containing 

terminal ~-galactose with a significant preference for a galactose with a sulfate group in 

position 3. Additionally, STb was shown to bind significantly to glucoceramide (Beausoleil 

& Dubreuil, 2001). Using 1125-radiolabelled STb and a microtiter plate binding assay 

(MPBA), a Kd of 2-6 ± 1.5 !lM was determined for the STb-sulfatide interaction. Lipidic 

extracts of pig jejunum, when examined by high-performance thin-layer chromatography, 

confirmed the presence of sulfatides. Hydroxylated sulfatides with fatty acid chains of 16, 

22 and 24 carbons and a sulfatide with saturated fatty acid chains of 16 carbons were 

present in the extract. The major sulfatide found corresponded to a hydroxylated molecule 

harbouring a ceramide comprising 16 carbons (Beausoleil et al., 2002b). We recently 

showed, usmg brush border membrane vesic1es from plg Jejunum, that STb could 

permeabilize the vesic1es (Gonçalves et al., 2007). The toxin was also shown to allow the 

entry of trypan blue into cells in cultured of various origins (Beausoleil et al., 2002b). The 

dye uptake was dose-dependent but when cytotoxicity was tested the cells were still alive. 

Carragenans are sulfated galactans extracted from manne red algae (seaweed). 

These polysaccharides possess linear structure altemating 3-linked ~-D-galactopyranose 
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and 4-linked a-D-galactopyranose units. These compounds represent highly charged 

anionic polymers. They possess 3 sulfate groups per repeat unit of dissacharide, as one 

galactopyranose 2-sulfate and one galactopyranose 2, 6-disulfate (Michel et al., 2006). 

Compared to other type of carragenans, A-cal'ragenan is a non-gelling compound. 

This study was conducted in order to quantitatively evaluate, using Surface Plasmon 

Resonance technology (SPR), the interaction between STb and its receptor, as weIl as other 

glycolipids on which galactose and lor glucose are present. Free galactose, sulfated 

galactoses and sulfated galactans (carragenan) were tested for their possible binding 

inhibition potential. Then, A-carragenan was tested, using IPEC-J2 ceUs in culture, for its 

efficacy to inhibit the permeabilization process described for STb. 

Materials and methods 

Materials 

Sulfatide, lactoceramide and glucoceramide, galactose, 4-S04-galactose, 6-S04-

galactose, A-carragenan, N-octyl-,B-D-glucopyranoside and bovine serum albumin were 

purchased from Sigma Chemical (Oakville, ON). Carboxyfluorescein diacetate and 

propidium iodine were purchased from Invitrogen Life Technologies (Burlington, ON, 

Canada). 
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Production and purification of STb 

STb toxin was produced according to a previously described method [8]. The 

purified STb toxin was lyophilized and kept at -20°C, until used. The identity and purity of 

the toxin was verified by N-terminal sequence analysis using Edman degradation (Model 

494 CLC Procise Sequencer, Applied Biosystems) as described (Ménard et al., 2004). STb 

was quantified spectrophotometrically at 214 nm using aprotinin as the reference protein. 

Surface plasmon resonance experiments 

Biosensor experiments were carried out on a BIAcore 3000 system (GE Healthcare, 

Baie D'Urfé, QC) using HPA sensor chips (Biacore AB, Uppsala, Sweden) with the 

protocol described by Mozsolits et al. (Mozsolits et al., 2001). 

Sulfatide, lactoceramide or glucoceramide in 1 OmM NaHP04, 1 OmM Na2HP04, pH 

5.8 (PB) (100 ilL, O.lmM) was applied to the chip surface at a flow rate of 2 Ill/min. To 

remove any multilamellar structures from the lipid surface, NaOH (50 Ill, 10mM) was 

injected at a flow rate of 50 Ill/min. Bovine serum albumin (BSA) was used (25 Ill, 

O.lmg/ml in PB) to block all free sites on the chip, preventing non-specific binding. Excess 

BSA was removed from the chip surface by injection ofNaCl (25 Ill, lM) at a flow rate of 

50 Jll/min. The glycolipidic mono layer linked to the chip surface was th en used as a model 

cell membrane surface to study toxin binding. 
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Various concentrations of the analyte (a volume of 30 III STb in PB; concentrations 

ranging between 20 and 100 ng/ml) were injected at 5 Ill/min at 25°C over the glycolipid­

covered sensor chip followed by PB for 10 min to allow dissociation. The alkanethiol 

surface on the HPA chip was cleaned by injection of 40 mM N-octyl-P-D-glucopyranoside 

(25 Ill) at a flow rate of 5 Ill/min. Regeneration of the chip surface was done using 1 OmM 

NaOH/1 OmM DTT at 50 Ill/min. Sensorgrams were obtained by plotting the SPR angle 

against time. STb-lipid binding eve,nts were analyzed from a series of sensorgrams 

coUected for 6 different toxin concentrations. AU experiments were performed at least 3 

times. 

Data analysis 

Sensorgram data were analyzed during the binding and dissociation processes using 

BIAevaluation 4.1 software (Biacore, GE Healthcare). Concerning the saturation curve, the 

average of the maximal response (RUmax) for each toxin concentration was plotted as a 

function of STb concentration. Using nonlinear regression (one binding site equation), the 

curve was fitted and residuals were concomitantly calculated. ). Analyses were performed 

using GraphPad Prism version 4.03 for windows (GraphPad software, San Diego, CA). For 

the carragenan inhibition, averages of the RUmax for each carragenan concentration 

expressed as function of carragenan concentration. 
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IPEC-J2 cellline 

IPEC-J2 cells were derived from porcine jejunal epithelial cells and were kindly 

supplied by Dr. A. Blikslager (North Carolina State University, Raleigh, USA). The cells 

were grown and maintained in 50% Dulbecco's Modified Eagle Medium and 50% Nutrient 

Mixture F12 (Ham) (DMEM-F12) supplemented with 5% fetal bovine serum and 

penicillin/streptomycin (1 %). Cells were maintained by seriaI passages in 75 cm2 flasks at 

37°C in a 5% CO2 atmosphere. Medium and supplements for cell culture were from 

Invitrogen Life Technologies (Burlington, ON, Canada). 

Permeabilization assay 

To conduct the permeabilization experiments, six-well plates were seeded at a 

density of 100,000 cells by well and grown for 2 days. Cells were washed with DMEM-

100mM HEPES (pH 7.4) and then incubated in presence or absence of STb (lOllg) and/or 

À-carragenan (5 and 10 Ilg/ml) at 37°C. Carragenan was added first and left for 10 min 

before STb was added. After 1 hour of incubation, the treatment solution was substituted by 

complete DMEM-F12 medium and the cells were grown for 24 h at 37°C. Cells were 

trypsinized using a 0.05% trypsin-EDTA solution (Invitrogen) collected at a concentration 

of 106cell/ml and treated with carboxyfluorescein diacetate (CFDA) at a final concentration 

of 0.4 Ilg/ml and propidium iodine (PI) at 2 Ilg/ml. 
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Samples were analyzed on a FACS Vantage SE (Becton Dickinson, Oakville, ON, 

Canada). The instrument is equipped with an argon laser for excitation of the fluorescent 

dye at 488 nm. CFDA fluorescent emission was detected in the FLI channel (530 ± 20nm) 

while PI was detected in the FL3 channel (630 ± 22 nm). Analysis was do ne on, at least, 

10,000 cells. Data was collected with CELL Quest Pro program (Becton Dickinson) and 

further analyzed with WinMDI program (version 2.8; Joseph Trotter, Salk Institute for 

Biological Studies, La Jolla, CA, USA). At least three independent experiments were 

conducted for each cell treatments. A student t-test was done on the final normalized data. 

Results and discussion 

SPR analyses of STh binding to glycosphingolipids 

Sulfatide was shown by Rousset et al. (Rousset et al., 1998a) to represent a 

functional receptor for STb toxin. Beausoleil and Dubreuil (Beausoleil & Dubreuil, 2001), 

using a MPBA assay, have quantitatively shown that STb toxin has a high specificity for 

sulfatide. The binding was dose-dependent and saturable. In the present study, STb toxin 

binding to various glycosphingolipids was assessed, on a lipid mono layer, using SPR 

technology. As Rousset et ,al. (l998b) suggested, using pig jejunum treated with specific 

glycosidases, that a glucose and/or galactose containing molecule could probably also act 

as a receptor, glucoceramide and lactoceramide were included in this study. 
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Immobilization of the vanous glycosphingolipids on the HPA chips were the 

following: sulfatide (2000 RU), glucoceramide (525 RU) and lactoceramide (1225 RU). 

Under these conditions, STb toxin (80 ng/~l) binding to sulfatide and other 

glycosphingolipids selected indicated important differences in their affinities (Figure 1). A 

marked lower response was noted for glucoceramide (RUmax of 10.5) and lactoceramide 

(RUmax of 53.5) compared to sulfatide (RUmax of 985), than expected from a previous 

study. In fact, using MPBA and pure glycosphingolipids, Beausoleil and Dubreuil 

(Beausoleil & Dubreuil, 2001) had confirmed the observation of Rousset et al.(1998a) and 

had shown that STb was binding to galactosyl ceramide (27% compared to sulfatide) and 

lactosyl ceramide (24%), two molecules sharing terminal ~-galactose in their structure. 

Interestingly, binding to glucoceramide was more important than to glycosphingolipids 

with terminal galactose: 63% compared to sulfatide (Beausoleil & Dubreuil, 2001). This 

mole cule containing a terminal glucose residue was included in the study to dispute or 

confirm previous data. As the data obtained using SPR did not correlate with the MPBA 

assay, it probably indicates that in the MPBA assay the immobilized glycosphingolipid 

molecules present the sugar(s) differently than on a lipid monolayer as it is the case for 

SPR. Thus, data obtained using SPR technology is most probably more indicative of the 

situation encountered in nature. 
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STb binding to sulfatide 

Kinetic experiments with various concentrations of STb toxin (0 to 100 ng/).!l) were 

realized. A typical sensorgrams of STb binding to sulfatide (RUmax for 3 independent 

experiments plotted against time) (Figure 2), shows that the binding is dependent of the 

amount oftoxin (0 to 100 ng/ml) added to the system. The binding is rapid and saturation is 

reached rapidly. Saturation of the reaction was observed at approximately 40 ng/ml. If we 

consider only one binding site per STb molecule, maximum binding at equilibrium was 

plotted as RUmax in function of the concentration of STb. From the saturation curve, data 

transformation indicated a Kd of 2.4 ± 0.6 nM (Figure 3). Using MPBA technology, a Kd 

of 2-6 ± 1.5 ).!M was previously determined (Beausoleil & Dubreuil, 2001). This value is 

1000x higher than what is observed with SPR technology. Such discrepancy is difficult to 

explain but could be due to incomplete radio-Iabeling of STb with 1125 and/or because the 

radio-Iabeling of STb toxin affected the binding to its receptor. Thus, addition of unlabeled 

or inactive STb toxin would have affected the Kd deduced from the previous data or the 

iodination of a small molecule like STb cou Id result in binding interference with its 

receptor. The Kd determined for STb and sulfatide with SPR indicates a greater affinity 

between these molecules than previously determined. In fact, it compares weIl with othet 

known interactions between a toxin and a receptor of glycolipidic nature. For example, the 

affinities of E. coli LT (heat-Iabile) toxin and Vibrio cholerae CT for GM 1 are 0.57 nM and 

0.73 nM, respectively (MacKenzie et al., 1997). Binding of E. coli STa toxin to guanylate 
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cyclase type C, a proteic receptor, is also in the order of the nanomolar (nM) (Guarino et 

al., 1987). Thus, it appears that, at least for a small toxin like STb, determination of the 

affinity for a receptor is probably more rigorous wh en done on a lipid mono layer using SPR 

technology compared with monitoring of the binding OfI
l25 -labelled toxin. 

Inhibitory effect of simple sugar, sulfated sugars and carragenan 

Potential inhibitory m01ecules were pre-incubated with STb toxin, in an attempt to 

observe the effect on STb binding to the sulfatide immobilized on the RPA chip. Galactose 

(up to 0.1 mg/ml) could not inhibit the binding of STb to sulfatide. Similarly, free 4-S04-

galactose and 6-S04-ga1actose, at the same concentration, did not result in any observable 

inhibition (Data not shown). Since inhibition of approximately 50% of binding was noted 

in a previous study with high concentrations (1mg/ml) of glucose sulfate (position 3) and of 

galactose sulfate (position 4 or 6) (Beausoleil & Dubreuil, 2001), polymerie molecules 

containing sulfated sugars but most specifically galactose were considered. As À­

carragenan is a polymer molecule containing sulfated galactose and does not form a gel 

compared to other types of carragenans, it was investigated with the intent of blocking the 

recognition process of STb with its receptor. 

When tested, À-carragenan was capable of effectively prevent binding of STb to 

sulfatide. This phenomenon was observed at picomolar concentrations (Figure 4A). In fact, 
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a complete inhibition was observed for this molecule at a concentration of approximately 

10 J.lg/ml (Figure 4B). 

Cell permeabilization inhibition by À-carragenan. 

Previous studies had shown that STb toxin could permeabilize brush border 

membrane vesic1es from pig jejunum (Gonçalves et al., 2007) and cells of various origins 

(Beausoleil et al., 2002). In the case of animal cell, trypan blue was used to observe the 

dose-response uptake of this vital dye, due toSTb. However, it was determined that STb 

did not have a lethal effect on the stained cells. Here, to track cell permeabilization, we 

used PI, usually used to evaluate cell death. This dye, binding to double-stranded DNA, can 

only be taken by cells if the cell membrane is affected. On the other side, CFDA, a 

lipophylic substrate, is readily taken up by cells. Intracellular esterases, in living cells, 

c1eave the diacetate from the molecule that result in a fluorescent carbofluorescein 

molecule. In our experiments, a CFDA and PI-positive result indicates STb 

permeabilization a process that allows PI to be intemalized, without killing of the cells. 

Using IPEC-J2 cells a study was conducted to evaluate the capacity of À-carragenan 

to prevent cell permeabilization. As seen in Figure 5, addition of 5 or 10 ~g/ml of À­

carragenan to cell treated with STb resulted in an appreciable inhibition of the 

permeabilization process observed for STB alone. In fact, inhibition of 72% and 80% were 
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observed, respectively for 5 and 1 0 ~g/ml of À-carragenan. However, there was no 

significant difference between the two quantities of À-carragenan tested. 

Thus, it seems that although À-carragenan does not possess the 3-S04-galactose 

residue, known to be responsible for atlachment of STb toxin to sulfatide (Beausoleil & 

Dubreuil, 2001), the multivalent galactose sulfate groups (2-sulfate and 2, 6-disulfate) 

could be responsible for the inhibition observed. Galactose 6-sulfate at 1 mg/ml had been 

shown to inhibit binding of STb to sulfatide (Beausoleil & Dubreuil, 2001). Overall, 

multivalent compounds compared to univalent ones are known to inhibit the binding of 

various bacterial toxins (Rousset & Dubreuil, 2000; Bovin et al., 2004) and this could 

explain the inhibition observed for À-carragenan using SPR technology and cell in culture. 

Carragenans are used in the food industry, in important quantities, as a thickener but 

we also found in many products ranging from lubricants to infant feeding formulas. In this 

study, we demonstrated that added in picomolar amount to the running buffer it can block 

completely the recognition process of STb with its receptor. Carragenan has been shown to 

block viral infectivity of herpes simplex virus and HIV (Konlee, 1998; Carlucci et al., 
1 

2004; Talarico et al., 2004). Sulfated polysaccharides are thought to block viral infection by 

chemical mimicking of heparin sulfate, thereby competing against initial virion atlachment 

to cell surface. Recently, carragenan was also shown to be a potent inhibitor of 

papillomavirus infection (Buck et al., 2006). 
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The present study cannot explain at the molecular level the discrepancies observed 

for STb binding to various glycolipids using two distinct technologies. However, it clearly 

revealed a strong affinity of STb for sulfatide that is comparable to other bacterial toxins 

sharing or not a receptor of glycolipidic nature. On the other hand, the inhibition observed 

with À-carragenan cannot be explained by the presence of 3 S04 -galactose residue, as found 

on sulfatide but perhaps by 2- '6 S04-galactose residues. Nevertheless, this study indicated 

tllat SPR technology represent an interesting way to screen rapidly for inhibitory molecules. 

In fact, IPEC-J2 cells when used as a cellular model confirmed the inhibitory potential of 

this compound on STb permeabilization process. The selected inhibitors could then be 

tested using intestinal cells in culture and then in the more fastidious animal models to 

ascertain their efficacy. 

For now, no cOp1mercial vaccine is available for STb toxin. It is thus tempting to 

suggest that À-carragenan could be used as a prophylactic agent to control STb diarrhea in 

pigs. For example, À-carragenan could be added to the feed of animaIs, in relatively small 

amounts, during weaning, the period for which the intoxication with STb is most noted, and 

for sorne weeks thereafter (Fairbrother et al., 2005). This polysaccharide, readily available, 

will have to be tested in animaIs before a conclusion can be drawn as its utility in 

preventing STb diarrhea in the field. 
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Figure 1: Binding of STb to sulfatide, lactoceramide and glucoceramide immobilized on 

HP A chips. Thirthy III of STb toxin (80 ng/ml) was injected at 5 Ill/min over the glycolipid-

covered sensor chip. These experiments were repeated 3 times. A representative 

sensorgram is shown. The dissociation phase is not shown. 
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Figure 2: SPR analyses of various concentrations of STb binding to sulfatide immobilized 

on HPA chips. The figure is a representative sensorgram. Three independent experiments 

were done. Saturation of binding was observed at a concentration of approximately 

40 ng/ml. 



cu 
rn c_ 
o~ 0.0 rn­
CU 

a::: 

1 

o 

Vmax = 109,2 ± 5,69% 
Kd = 2,4 ± 0,61 nM 

5 10 

8Tb concentration 
(nM) 

15 

139 

20 

Figure 3: Saturation curve of STb binding to sulfatide. The plotted data are averages from 3 

independent experiments. Insert shows the calculated residuals for various STb 

concentrations taking into account one binding site for STh.The curve was obtained using 

nonlinear regression. The Kd was determined from the fitted curve. 
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Figure 4: Inhibitory assay using various concentrations of À-carragenan. STb was pre­

incubated for 15 min with À-carragenan added to the running buffer before the experiment 

was carried out. A) Sensorgram data average obtained with 0, 5, 15 and 30 llg/m1 of 

À-carragenan B) Inhibition curve for the corresponding amount of À-carragenan added. 

RUmax for each sensorgram is expressed as RU in function of the concentration In 

À-carragenan. Total inhibition of the reaction is observed around 10 Ilg/ml. . 
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Figure 5: Effect of À-carragenan on STb permeabilization of IPEC-J2 cens. STb and À-

carragenan was added at 5 and 10 Ilg/ml to IPEC-J2 cens after pre-incubated for 30 min. 

After treatments of the cens for 1 h, they were transferred into fresh medium and grown for 

24h at 37°C. Then, PI and CFDA fluorophores were added. Fluorescence was evaluated in 

a F ACS Vantage SE (Becton? Dickinson) on, at least, 10,000 cells. Perrneabilization 

percentages are shown with the standard deviation. A Student t-test was perforrned on the 

data (. p<0.05). 
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Introduction 

La toxine STb provoque de la desquamation, de l'atrophie partielle des 

microvillosités des cellules épithéliales et de la diarrhée chez le porcelet (Rose et al. 1987 ; 

Whipp et al. 1987). S Th s' internalise dans des cellules épithéliales humaines en culture et 

des entérocytes de rat (Chao et Dreyfus 1997 ; Labrie et al. 2002). STh active une cascade 

intracellulaire qui comprend l'augmentation de calcium intracellulaire, l'activation de 

PLA2, PLC, CaMK-II et la production de sécrétagogues (5-HT et PGE2) qui induisent la 

sécr~tion d'électrolytes et d'eau. Cependant, les conséquences de l'internalisation de STb 

dans le mécanisme d'action intracellulaire restent inconnues. L'objectif de cet article est de 

déterminer les implications de l'internalisation de STb au niveau de la cascade 

intracellulaire. 

Nous avons étudié l'activité de STb sur les cellules NIH-3T3 par cytométrie en flux 

et par microscopie confocale. Le traitement des cellules NIH-3T3 marquées avec l'iodure 

de propidium (PI) et le 5-(and 6) carboxyfluorescéine diacétate (CFDA) a permis 

d'observer l'effet de STh sur la perméabilité de la membrane cellulaire. STb a été couplé au 

FITC afin de suivre son internalisation dans les cellules en culture marquées au DAPI 

(sonde nucléaire) et au Mitotracker® Red CMXRos (sonde mitochondriale). En utilisant la 

sonde JC-1 (5,5' ,6,6' -tétrachloro-l,1' ,3,3' tétraéthylbenzimidazolocarbocyanine iodide), un 

fluorochrome sensible au potentiel mitochondrial, nous avons également observé les 

( ) variations de potentiel de membrane mitochondrial. 
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ABSTRACT 

Escherichia coli STb enterotoxin induces rapid fluid accumulation in the small 

intestine of various animal species but is principally associated with swine diarrhea. 

Previous studies have shown that STb could causes microscopic histological alterations in 

animal intestinal models. The occurrence of disrupted intestinal epithelium at the villous 

tips could be the result of cell death induced by the toxin. To study the effects of STb toxin, 

we used as a cellular model NIH-3T3 cells, a mouse fibroblast cell line. Using various 

probes specific for cell organelles or the cellular physiological state, we tried to understand 

STb activity using flow cytometry and conf oc al microscopy. In NIH-3T3 cells labeled with 

propidium iodine and carboxyfluorescein diacetate, STb perrneabilized the plasma 

membrane and that cellular esterases remained active. Confocal microscopy showed that 

FITC-Iabelled STb toxin molecules were intemalized. They were found scattered in the 

cytoplasm and observed inside compartments resembling vesicles. Moreover, important 

clusters of FITC-STb were observed after 6 ho urs in the cells and these clusters matched 

with mitochondria labelling using Mitotracker ® Red CMXRos. The cell population treated 

with STb showed histological alterations such as membrane budding, granular cytoplasm 

and enlarged nucleus. As a result of cell treatment, an apoptotic cell population was 

observed and it increased linearly with the STb dose. Using JC-I probe, a fluorescent 

mitochondrial potential sens or, we observed mitochondria hyperpolarization due to STb. 

The STb colocalization observed could explain the mitochondria hyperpolarization, the 

histological alterations as weIl as the altered cell state observed. Altogether, these results 
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provide new information, at the cellular level, on the role of STb toxin in the development 

of diarrhea. 

INTRODUCTION 

STb is one of the heat-stab1e enterotoxins produced by enterotoxigenic 

Escherichia coli (ETEC). This toxin is responsible for a reversible alteration in intestinal 

secretion and contributes to diarrhea in various animal species inc1uding humans (Dubreuil 

et al., 2008). STb is synthesized as a 71 amino acids precursor which undergoes a 23 

residues signal sequence c1eavage (Lee et al., 1983; Kupersztoch et al., 1990). Mature STb 

toxin corresponds to a 48 amino acids peptide with a molecular weight of 5.2 kDa and a 

basic isoelectric point (pl = 9.6) (Randl et al., 1993). STb tridimensional structure shows 

two anti-parallel alpha-he1ices (Cys10-Lys22, amphipathic, and Gly38-Ala44, 

hydrophobic) connected by a glycine-rich, loop (Sukumar et al., 1995). Two disulfide 

bridges (Cys10-Cys48 and Cys21-Cys36) stabilize the structure (Sukumar et al., 1995) and 

both bridges are necessary for enterotoxicity (Arriaga et al., 1995; Okamoto et al., 1995). 

Moreover, in vitro STb oligomerization, as hexamers and heptamers, seems to be important 

for toxicity expression (Labrie et al., 2001 b); 

In vitro studies on different cell types, inc1uding Madin-Darby canine kidney, RT-29/C1 

intestinal epithelial cells and primary rat pituitary cells, demonstrated that the intestinal 

secretion pathway involves the activation of a pertussic toxin sensitive Ga i3 prote in 

(Dreyfus et al., 1993). This activation results in the increase of intracellular calcium 
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concentration by a receptor-dependent ligand-gated Ca2+ channel. The high intracellular 

Ca2+ level is presumably involved in the activation of a calmodulin-dependent prote in 

kinase II (CaMK II) which could open an undetermined ionic channel (Fujii et al., 1997). 

Furthermore, CaMK II also activates prote in kinase C and consequently the cystic fibrosis 

trans-membrane receptor (CFTR). The elevated intracellular Ca2+ c·oncentration may also 

induce the activation of phospholipase A2 and C which catalyze the release of arachidonic 

acid from the membranar phospholipids. Finally, the production of prostaglandin E2 and 

serotonin were demonstrated (Hitotsubashi et al., 1992; Peterson & Whipp, 1995; Fujii et 

al., 1997). Those secretion agents release H20, HC03-, Na+ and Cl- in the intestinal lumen 

(Dubreuil, 2008). This activation cascade explains the fluid accumulation observed in the 

intestinalloop assay (Harel et al., 1991; Hitotsubashi et al., 1992; Labrie e! al., 2001a). 

Sulfatide (SFT) is a glycosphingolipid which has been identified as a functional receptor 

for STb and is present on the intestinal cell membrane (Rousset et al., 1998; Beausoleil & 

Dubreuil, 2001). Our laboratory determined a dissociation constant of 2.4 ± 0.6 nM for the 

STb-sulfatide interaction (Gonçalves et al., 2008). Recently, experiments on pig jejunal 

brush border membrane vesicles demonstrated that STb is able to form ionic pores 

(Gonçalves et al., 2007). These experiments showed the ability of STb's to affect epithelial 

cell permeability. Moreover, STb had been shown using trypan blue to permit adsorption of 

this stain by various cell lines. A good correlation was observed between the trypan blue 

uptake and the rat loop assay (Labrie et al., 2001a; Beausoleil et al., 2002). STb 

intemalization was observed in rat intestinal loops by transmission electron microscopy 



149 

(Labrie et al., 2002). Still, the intracellular target(s) for STb toxin remains unknown for 

now. 

In animal intestinal models, microscopie alterations were observed in the jejunal mue osa 

following incubation of STb-containing supematants. The toxin provokes the loss of villous 

absorptive cells and partial atrophy of villi (Whipp et al., 1986; Whipp et al., 1987; Rose et 

al., 1987). In this study, we were interested in understanding the effect of STb on NIH-3T3 

cell membrane permeability as previous studies had shown formation of transitory pores in 

pig brush border membrane vesicles (Gonçalves et al., 2007). NIH-3T3 cells were selected 

as we showed readily intemalization of the toxin in preliminary studies (S. Penel and J.D. 

Dubreuil, unpublished). 

MATERIALS AND METHODS 

NIH-3T3 celiline. The Swiss mouse embryonic fibroblast cellline (NIH-3T3) was kindly 

supplied by Dr. Robert Ivan Nabi (University of British Columbia, Vancouver, BC, 

Canada). Cells were grown in DMEM supplemented with 10% newbom calf serum, non­

essential amino acids (1%), vitamins (l %), glutamine (l %) and penicillinlstreptomycin 

antibiotics (1%) (complete medium) (Invitrogen, Burlington, ON, Canada). Cells were 

grown in 75-cm2 tissue culture flasks at 37°C, 5% CO2 and routinely trypsinized before 

80% of confluence was reached. 
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STb production and purification. STb toxin was produced according to a previously 

described the method (Gonçalves et al., 2007). STb was quantified spectrophotometrically 

at 214 nm using aprotinin as the reference protein. EZ-Label FITC prote in labeling kit 

(Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA) was used to prepare FITC-labeled STb toxin. 

Cell treatment conditions. Cells were grown for 2 days in 6-well" plates at a density of 

50,000 ceps per well. Cells were washed with DMEM-lOO mM HEPES (pH 7.4) and 

incubated in lml of the same buffer in presence or absence of STh (5 to 20 Ilg/ml). After 

1 h, the medium was removed and substituted with complete medium and cells were grown " 

for 24 h at 37°C in a 5% CO2 atmosphere. As a positive apoptosis control, lOIlM 

camptothecin (Sigma Aldrich, Oakville, ON, Canada) in complete medium, was used in 

which the cells were placed for 24 h at 37°C in a 5% CO2 atmosphere. 

Membrane integrity evaluation. The combined fluorochromes 5-(6) carboxyfluorescein 

diacetate (CFDA) and propidium iodide (PI) were used as a vital stain to evaluate cell 

membrane permeabilization. Cells were collected using a 0.05% trypsin-EDTA solution 

(lnvitrogen) and' 106 cells/ml were simultaneously treated with 0.4 Ilg/ml CFDA and 

2 Ilg/ml PI. Cells were analyzed using a fluorescence-activated cell sorting (F ACS) 

Vantage SE instrument (Becton Dickinson Biosciences, Mississauga, ON, Canada). The 

instrument is equipped with an argon ion laser for the excitation of the fluorescent dye at 

488 nm. CFDA fluorescent emission was detected in the FU channel (530±20 nm), 

whereas PI was detected in the FL3 channel (630±22 nm). 
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Confocal microscopy. An Olympus IX81 microscope which is part of a FV1000 confocal 

scanning system (Olympus, Melville, NY) equipped with a krypton-argon laser and the 

appropriate excitation and emission filters for JC-l, Mito Tracker® Red CMXRos 

(lnvitrogen) and FITC was used. For DAPI (4, 6-diamidino-2-phenylihdole, Invitrogen), a 

laser at 405 nm was used. Sorted cells were centrifuged at x 600g. Each cellpellet was 

resuspended in 50 ilL of PB (lOmM NaHP04, 10mM Na2HP04, pH 7.4), mounted onto 

glass slides and immediately observed. For labeling with DAPI (a nuclear dye), 

MitoTracker® Red CMXRos and FITC-STb, cells were grown 24 h on glass slides at a 

density of 100,000 cells. The MitoTracker® Red CMXRos probe passively diffuses across 

the plasma membrane and accumulates in active mitochondria. MitoTracker® probe 

contains a thiol-reactive chloromethyl moiety that reacts with thiols on proteins and 

peptides to form an aldehyde-fixative conjugate, inhibiting the release of the dye from 

mitochondria. Fixed cells were washed with DMEM-100mM HEPES (pH 7,4) and then 

incubated in Iml of DMEM-100 mM HEPES (pH 7,4) with FITC-STb (10 )lg). After 1 h, 

the medium was removed and was substituted with complete medium and slides were 

incubated at 37°C in a 5%C02 atmosphere for 2 h, 4 h, 6 h or 12 h. Slides were treated with 

MitoTracker® Red CMXRos at InM in DMEM-IOOmM HEPES (pH 7,4) for 15 min at 

37°C. Cells were washed with PB and incubated with 200 ilL of DAPI (0,32 )lg/ml) for 

5 min at room temperature. After washing twice with PB, the glass slides were mounted in 

90 % glycerol-PB. Phase-contrast and fluorescence pictures were acquired with built-in 
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FluoView 1000 software (Olympus, Melville, NY). Representative cells from three 

independent experiments were observed. 

Cell sorting. Cells treated with STb (20 Ilg/ml) for 24 h and subsequently with JC-l were 

sorted using the FACS Vantage SE instrument. FACS was operated using a 190 mW water­

cooled argon ion laser at 488 nm and a 100 Ilm sort sense flow cell running at 9 psi sheath 

pressure and a droplet frequency of 20 kHz. SignaIs were discriminated according to their 

peak forward scatter signal and were sorted based on a region of interest around their light 

scatter c1uster together with both red and green, green a10ne and 10w green fluorescence. 

Samples of sorted cells were observed with an Olympus SV 1 000 confocal microscope. 

Evaluation of the mitochondrial membrane potential. The mitochondrial membrane 

potential was measured using the JC-1 probe (5,5', 6,6'-tetrachloro- 1,1',3,3'-

tetraethylbenzimidazolocarbocyanine iodide) (Invitrogen). JC-1 IS a fluorescence 

gtitochondrial potential sens or probe used for detection of membrane potential alterations. 

JC-1 is a cationic dye exhibiting potential-dependent accumulation in mitochondria, 

indicated by a fluorescence emission shift from green (~525 nm) to red (~590 nm). 

Membrane depolarization is identified by a change in JC-1 properties from J-aggregates 

(red) to a monomeric form (green). The ratio between green and red fluorescence depends 

only on the membrane potential and not on other factors such as mitochondrial size, shape 

or density which may influence single-component fluorescence signaIs (Cossarizza & 

Salvioloi, 2001; Reers et al., 1995; Smiley et al., 1991). Cells were collected as described 

for membrane integrity evaluation. One milliliter of suspended cell (l x 106 cells) was 
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treated with JC-l probe at 0.25Ilg/ml for 15 min at 37°C. Cells were treated with a final 

concentration of 0.1 Ilmol/ml valinomycin (Sigma Aldrich, Oakville, ON, Canada) for 

15 min or 5 ilL of H20 2 for 5 min at room temperature as a control. J-aggregates from JC-l 

are formed as a linear function of voltage. When excited at 488 nm, these J-aggregates have 

a maximum emission at 590 nm. As voltage declines, JC-l reverts to its monomeric form, 

with a maximum emission at 530 nm. JC-l fluorescence was measured by FACS (FL-l 

channel 530±20 nm, and FL-2 channel 585±42 nm). 

Data analysis. At least 10,000 'cells were acquired for each F ACS analysis. Data were 

collected with the CELL Quest Pro program (Becton Dickinson) and further analyzed with 

WinMDI program (version 2.8; Joseph Trotter, Salk Institute for Biological Studies, La 

Jolla, CA, USA). At least three independent experiments were conducted for each cell 

treatment. Statistical comparisons were made with the Student's t-test. 

RESULTS 

STb permeabilizes NIH-3T3 cell membranes without affecting viability 

Propidium iodide is commonly used as a cell death marker as it is excluded by intact 

plasma membranes of live cells. The fluorescence conferred ~y PI is associated with cells 

that have lost membrane integrity. Moreover another marker, CFDA, penetrates readily the 

cells and is hydrolyzed by non-specific esterases. The hydrolyzed, negatively charge~, 

product retained by cells with intact membranes presents a green fluorescence. Retention of 
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CFDA by cells confinns enzyme activity as weIl as membrane integrity, indicative together 

of cell viability. 

In this study, we observed two sub-populations for 8Tb-tr.eated cells when labeled with 

CF DA and PI, a CFDA-labeled and a PI-CFDA-labeled population. A c1ear separation 

between the two sub-populations was observed with the various amounts of 8Tb toxin 

tested (data not shown). Figure 1 shows the percentage of cells stained by both probes in 

presence of various concentrations of 8Tb. The amount of PI-CF DA positive cells is in 

direct relation with the amount of 8Tb added (p<O.05). PI-CFDA-labeled cells indicate that 

8Th penneabilizes cells and allows PI to penetrate but the esterases activity remains intact, 

corroborating cell viability. 

8Tb toxin is internalized and colocalizes with mitochondria 

Cells grown on glass slides and treated with FITC-8Tb toxin, for 2, 4, 6 or 12 h, indicate 

toxin intemalization (Fig. 2). After 2 h, FITC-8Tb toxin was present on the plasma 

membrane and inside the cells (Fig. 2). Clusters of FITC-8Tb became visible in the 

cytoplasm after 6h and more c1early after 12 h. Moreover, cèIls were stained with two 

specific probes: DAPI and MitoTracker® Red CMXRos (Fig. 3). The pictures show cells 

treated with FITC-8Tb for 1 h and incubated 6 or 12 h. No colocalization was observed 

between DAPI and FITC-8Tb labelling (Fig. 3 D). On the other hand, colocalization 

between MitoTracker® Red CMXRos and FITC-8Tb was observed as yellow c1usters (Fig. 

3 E, merged images, indicated by arrow) inside and outside the cells indicating 8Tb 
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colocalization with mitochondria. As colocalization was also observed outside the cells, we 

infer that mitochondria leaked or were released from the damaged cells explaining the 

double staining. In addition, mitochondria clusters w~re seen close to the nucleus (Fig. 3 E). 

Ouring mitoptosis, fragmentation of mitochondria is followed by clustering of mitoptotic / 

bodies in the perinuclear region ((Lyamzaev et al., 2008). 

Cell sub-populations result from STb treatment 

After obliteration of cells debris using the F ACS RI gate, cells treated with 20 ~g/ml of 

STb and stained with PI and JC-l were sorted in three sub-populations (Fig. 4A). The first 

sub-population is stained both in red and green (R2, Fig 3B); the second sub-population is 

strongly stained in green (R3, Fig 40) and the third sub-population is faintly staining in 

green (R4, Fig 4C). Samples of sorted cells were observed under a phase contrast 

microscope. The R3 sub-population showed the typical morphology of live cell: round 

shape without apparent membrane alteration. R2 and R4 sub-populations displayed 

morphological changes, associated respectively, with apoptosis (enlarged nucleus and 

membrane budding) and with necrosis (granular cytoplasm and plasma membrane 

alterations). Figure 5 shows cell percentages associated with the three sub-populations 

identified. R3 (normal cells) sub-population is more important than the R4 (necrotic cells) 

sub-population. A decrease of R3 and R4 sub-populations seems related to an increase in 

R2 sub-population (apoptotic cells). The percentage of apoptotic cells increases linearly 

with the STb dose (p<0.05). At 20 ~g/ml of STb more than 30% of the cells were in an 
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apoptotic state. This is comparable to what is observed with 10 )lM camptothecin, the 

positive control for apoptosis. 

STb toxin affects the mitochondrial membrane potential 

Characterization ofNIH-3T3 STb-treated cells with JC-l allowed identification oftwo sub­

populations (Fig. 6). Untreated cells show only green fluorescence (Fig. 6A). Cells treated 

with valinomycin (O.l!lmoVL) for 10 min, (data not shown, but identical to H20 2) or 5)lL 

H20 2 for 5 min, two depolarizing compounds (Fig. 6B) allowed discrimination between 

depolarized (low green fluorescence) and hyperpolarized cell populations (red 

fluorescence). 

The percentage of cells staining in red is attributable to hyperpolarization of the 

mitochondria. This percentage is similar for treatment with 10 )lM of camptothecin or with 

3.8 )lM (or 20)lg/ml) of STb toxin (Fig. 6 Cand D), respectively 27,5 ± 9,5 % and 31,5 ± 

6,9 % (Fig. 6E). This result suggests that STb activity on mitochondrial membrane 

potential is similar to the effect of camptothecin that affects the activity of topoisomerase l 

leading to cell apoptosis. Figure 6E shows that hyperpolarization of cells treated with STb 

is a dose-dependent phenomenon as revealed by a linear increase in the red to green ratio 

(p<O.05) (Fig. 2F). 
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DISCUSSION 

This study was perfonned to evaluate the effect of E. coli STb enterotoxin on NIH-3T3 ceIl 

penneability. STb was previously described as an enterotoxin penneabilizing several cell 

lines (Beausoleil et al., 2002). Moreover, this toxin has been shown to penneabilize brush 

border me~brane vesicles from piglet jejunum by fonning nonspecific pores (Gonçalves et 

al., 2007). In the present study, we demonstrate that STh provokes a loss of membrane 

integrity pennitting PI uptake in NIH-'3T3 cells. The small percentage of PI-CF DA stained 

cells could be explained by transient membrane penneability and the RI· gate use to 

oblitera te cell debris. This gating was done on a cell sample not treated with STb but 

nevertheless where cell integrity was affected. PI-only positive cells. corresponded to dead 

cells and the quantity was the same for STb-treated than untreated cells (data not shown). 

As PI-positive cells were also stained by CFDA, it demonstrated esterase activity, 

indicating that STb allows PI to enter without inducing cell mortality. Beausoleil et al. 

(2002) using a trypan blue uptake bioassay observed no cell mortality of trypan blue­

positive cells using a MTT assay. In this assay, MTT (3-(4,5 dimethylthiazol-2,5 

diphenyltetrazolium bromide is reduced to fonnazan in the mitochondria of living cells. 

Our results confinn the ability of STh to penneabilize cells without disturbing 

mitochondrial metabolism, at least, on a short period oftime (lh). 

Sorne studies have shown that STh could indl:lce microscopic alterations of the intestinal 

mucosa, as loss of villous absorptive cells and partial atrophy of villi (Rose et al., 1987, 

Whipp et al., 1986; Whipp et al., 1987). Intemalization of STb toxin had been observed in 
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rat intestinal loops usmg anti-STb colloidal gold-Iabelled antibodies and transmission 

electron microscopy (Labrie et al., 2002). No clear explanation of STb intel1lalization into 

rat intestinal jejunal cells was given. Here, we clearly observe STb intemalization into the 

NIH-3T3 cells. First, STb toxin appears to be associated with the plasma membrane and 

after 2h it enters the cell cytoplasm into compartments that resemble vesicles. Clusters of 

FITC-STb become visible in the cell cytoplasm. Cell sub-populations resulting from STb 

treatment indicated an apoptotic and a necrotic state corroborating the inferred cellular 

death observed in previous studies. However, apoptosis was the main effect associated with 

STb toxin activity as the apoptotic cell percentage increased linearly with the amount of 

STb. In spite of the fact that results obtained with the JC-l probe indicated a connection 

between STb and mitochondria the reason for this colocalization is not obvious. In fact, 

STb binds to sulfatide, a glycosphingolipid present on the cell membrane and 

intemalization follows as previously demonstrated in the ràt loop assay model (Labrie et 

al., 200la). JC-l, is frequently used for detection of mitochondrial hyperpolarization 

(earlier events) and depolarization (later events) occurring during apoptosis (Santos et al., 

2003, Lugli et al., 2005). Mitochondria are key organelles for cell survival, their role in 

programmed cell death is well known and mitochondrial alterations during cell death have 

been well described (Thress et al., 1999; Gogvadze & Orrenius 2006; Schwarz et al., 

2007). Alteration of mitochondrial membrane potential can De independent of cytochrome 

C release, caspase activation and subsequent DNA degradation which are classical known 

indicators of apoptosis. Cell treated with STb for 24 h showed mitochondrial 



159 

hyperpolarization. STb activity on the mitochondrial membrane potential is similar to that 

of camptothecin, a known inducer of cell apoptosis. In addition, STb treatment induces 

morphological alterations associated with apoptosis, such as enlarged nucleus and 

membrane budding. It was reported that other toxins induce apoptosis by a mitochondrial­

dependent mechanism. For example, Helicobacter pylori VacA toxin is responsible for 

progressive cell vacuolization as well as gastric epithelium injury. VacA enters HeLa cells 

and colocalÏzes with the mitochondria where it provokes a reduction in mitochondrial 

membrane potential (Whilhite & Blanke, 2004; Blanke, 2005; Coyer & Blanke, 2005). 

Clostridium difficile toxin B also causes apoptosis in epithelial cells by provoking an early 

hyperpolarization of mitochondria that follows a ca1cium-associated signalling pathway and 

precedes the final execution step of apoptosis (depol'arization) (Matarrese et al. 2007). 

Mitochondrial membranes represent a target within the cells for many bacterial toxins. Our 

findings suggest that damage to the mitochondrial membrane integrity through pore 

formation is the basis for STb mitochondria toxicity. The pore-forming toxin PorB of 

Neisseria gonorrhea was also shown to transfer to mitochondria and induce apoptosis in 

Jurkat T cells (Müller et al., 2000). 

Although the exact mechanism of mitochondrial targeting of STb is unknown, the effect of 

STb is probably transitory (open and close state) explaining the mitochondria 

hyperpolarization observed. Colocalization observed outside the cell could be due to 
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mitochondria released from cells as described recently by Lyamzaev et al., (2008). Indeed, 

after gathering of mitochondria near the nucleus, separation of the formed mitochondrial 

clusters from the cytosol by membranes (mitoptotic bodies), they are released from the 

cells. Recently, a relationship between apoptosis, necrosls and mitochondria 

hyperpolarization was suggested (Skulachev, 2006; Lyamzaev et al., 2008).' Mitochondrial 

alterations can lead to necrosis, apoptosis and mitoptosis. Mitoptosis is used to describe the 

"suicide" related to mitochondrial disturbances, such as hyperpolarization of mitochondrial 

membrane as we observed in this study. 

ln conclusion, we demonstrated for the first time that STb permeabilizes NIH-3T3 cell 

membrane without affecting the esterase activity but inducing mitochondria 

hyperpolarization. Overall, in NIH-3T3 cells we observed a progressive alteration of cell 

morphology suggesting the induction of an apoptoticlmitoptotic process. 
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Fig. 1. Permeabilization of NIH-3T3 ceUs by 8Tb toxin. Cells were treated for 1 h with 0 

to 20/lg/ml of STb toxin and then incubated in fresh medium for 24h at 37°C, in a 5% C02 

atmosphere. Then, PI and CFDA probes were added. Fluorescence was eva1uated on 10,000 

cells using F ACS. Statistical significance was determined using a Student's t-test. Results 

indicate a dose-dependent relationship between the quantity of STb added and the 

percentage of penneabilized cells (PI-CFDA positive) (p<0.05) (*). No statistical 

difference was observed between treatment with 15 and 20/lg/ml of STh. 



2h 4h 6h 12h 

Fia. 2. InlcrnaliLation of FITC-Iabelled STh toxin . C~II.., \vcrc gnJwn 11 glé..~ 'di les ::\I1 d tri?J lëd \\ ilh 2()mg ml f ITC- -'Tb ,'or 2. -+ . () anJ 

1211. Image' \Vere Lakcn :lt a magnlriL'ati Il or ,, 1++0. C >nl'ocal Ill ICro cllpy pic lure~ pre 'enl Ù arc r " pre~cnt~ ti\ c or tlm;", i llJcpo..;lllknl 

cxpCrimC!l IS. FITC- Th oppcars on the plasmu l1lelllbn1l1c und in'ii c \ e, icks aft r 2h and can be sccn ;:L cl ustcr ' 111 thl: cy lop la:-n <.t !tcr 1211 

( :llT OW ). TI e bar C lrrcspomls 10 20 pm. 



6 h A 

12 h 

DAPI MitoTracker Red 
CMXRos 

B 

STb-FITC 

16CJ 

c D E 

Me rge Enlarge pi cture 



170 

Fig. 3. Colocalization of FITC-STb with mitochondria. Cells were stained with three 

fluorescent dyes; FITC-STh, DAPI and MitoTracker® Red CMXRos. confocal microscopy 

images were taken at a magnification of x600 (A to D, inclusively) and the picture at right 
i 

at x1440 (E). Cells were incubated for 6 or 12h with 20~g/ml FITC-STb. Panel D shows 

merging of the three probes. Arrows indicates colocalization of FITC-STb with the 

MitoTracker®. Confocal microscopy pictures are representative of three independent 

experiments. The bar corresponds to 20 ~m. 
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Fig. 4. Cell sub-populations result from STb treatment. Cells were sorted after treatment 

with 20Jlg/ml STb toxin. Panel A represents FL 1 versus FL2 dot plot of cells stained with 

JC-l after STb treatment. Pictures of sorted cells were obtained using phase contrast 

mlcroscopy. Ce Ils in pictures B, C, and 0 are from R2, R4, and R3 cluster gates, 

respectively (A). R2 sub-population shows enlarged nucleus and membrane budding 

(apoptotic cells). R4 sub-population displays granular cytoplasm and plasma membrane 

alterations (necrotic cells). R3 sub-population shows round shape cells without apparent 

membrane alteration (normal cells). Images were taken at a magnification of x1320. The 

bars correspond to 20 Jlm. 
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Fig. 5. Effect of 8Tb on the cell sub-populations distribution. Cells treated with 

camptothecin (1 O~M) or 8Tb (0 to 20J-lglinl) were stained with Je-!. Graph presents 

percentages (me an ± standard deviation of four independent experiments) of three cell sub-

. populations as identified by their fluorescence staining patterns. A decrease of the R3 and 

R4 sub-populations is closely associated with an increase of the R2 sub-population 

(apoptotic cells). No statistical difference were observed for these results (p>0.05). (The 

apoptotic cell population increases linearly with the 8Tb dose (p<0.05) (*). 8ignificant 

difference was observed between control and doses of 8Th, except for 5 J-lg/ml of 8Tb. 
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Fig. 6. Effect of STb on mitochondrial membrane potential. Cells were treated with 

camptothecin (1 O~M) or STb (0 to 20~g/ml) and stained with JC-l. Alteration of 

membrane potential was observed as a change in JC-l properties from aggregated (red) to 

monomeric form (green). Dot plots shows untreatedNIH-3T3 cells (A), cells treated with 

H20 2, a depolarizing agent (B), cells treated with lO~M of camptothecin for 24h (C) and 

with 20J.lg/ml of STh for 24h (D). Histogram (E) presents percentages (mean ± standard 

deviation of four independent experime~ts) of two cell subpopulations separated according 

to their fluorescence patterns for cells treated with camptothecin (10~M) and STb (0 to 

20J.lg/ml). Significant differences were observed between doses of STb compared to control 

(p<0.05) (*) but not between 0 and 5 ~g/ml STb. Cells treated with camptothecin were also 

significantly different from untreated cells. Graph F presents ratio ofredlgreen fluorescence 

for the STb-treated cells. STb toxin treatment increased the red to green fluorescence 

intensity ratio and indicated mitochondria hyperpolarization. 
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Les E. coli entérotoxinogènes sont la principale cause de diarrhée chez les 

mammifères, dont l'homme. Elles ont une forte incidence économique sur l'élevage en 

étant l'agent responsable de diarrhée chez le bétail et les porcelets (Nagy et Fekete 1999). 

Les ETEC colonisent l'intestin et y sécrètent différentes entérotoxines (LT, STa, STb, 

EASTl). La production de ces entérotoxines mène à une réduction de l'absorption et à une 

augmentation de la sécrétion de fluide dans la lumière intestinale (Banwell et al. 1971). Les 

signes cliniques observés sont la diarrhée aqueuse aiguë, la déshydratation, la perte de 

poids, le retard de croissance et la mort (Soderlind et al. 1988 ; Moon et Bunn 1993 ; Nagy 

et F ekete 1999 ; Rousset et Dubreuil 2000). Cette thèse est orientée tout particulièrement 

sur l'étude du mécanisme d'action de l'entérotoxine STb. 

Les ETEC colonisent la surface de l'épithélium intestinal grâce à la présence de 

fimbriae à leur surface. L'association des fimbriae F4 et F18 avec STb est fortement 

corrélée à la diarrhée chez les porcelets (Nagy et Fekete 1999; Francis 2002 ; Zhang et al 

2007). Une fois adhérées aux entérocytes, les ETEC sécrètent les entérotoxines qui sont 

reconnues par leurs récepteurs respectifs à la surface de la cellule. 

L'entérotoxine STb est le plus souvent exprimée avec d'autres entérotoxines telles 

que LT, STa et EASTl. Celles-ci ne présentent pas le même mécanisme d'action, ce qui 

apporte un effet additif à la virulence des souches (Peterson et Whipp 1995). Comme nous 

l'avons 'décrit précédemment, l'entérotoxine STb est fortement associée aux souches ETEC 

isolées de porcelets souffrant de diarrhée (Zhang et al. 2007) et sa capacité à induire la 

diarrhée a été démontrée par inoculation chez des porcelets (Berberov et al. 2004 ; Zhang et 

al. 2006 ; Ravi et al. 2007). 
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STb reconnaît le sulfatide (SFT), un glycosphingolipide présent dans la membrane 

plasmique des entérocytes. Le SFT est considéré comme étant le récepteur fonctionnel de la 

toxine STb. Cependant diverses études font soupçonner l'existence d'autres récepteurs 

potentiels. STb interagit avec les groupements galactoses et glucoses sulfatés présentés par 

les lactocéramides et galactocéramides (Rousset et al 1998a, 1998b ; Beausoleil et Dubreuil 

2001). Comme d'autres toxines, STb a pour récepteur un sphingolipide. La toxine CT 

produite par Vi brio cholerae et la toxine LT produite par E. coli interagissent avec le 

ganglioside GM 1 (monosialoganglioside GM1) (MacKenzie et al. 1997) (voir section 4). 

Dans notre étude, en utilisant la technique de résonance plasmonique de surface 

(RPS), nous avons démontré que la toxine STb présente une meilleure affinité pour le SFT 

que pour les autres sphingolipides testés (voir Article 2). STb reconnaît le galactose portant 

un résidu sulfate en position 3 du sulfatide. Des tests d'inhibition compétitive sur des 

microplaques de titration ont démontré que l'int~raction entre la toxine STb et leSFT est 

inhibée par le galactose 6-sulfate (Beausoleil et al. 2002b). Cependant, il n'inhibe pas la 

perméabilisation des cellules au bleu de trypan (Beausoleil et Dubreuil 2001). En se basant 

sur ces données, la lambda carragénine (À.-carragénine ou À.-carraghénine), un polymère de 

galactose sulfaté, a été testée à de faibles concentrations comme inhibiteur compétitif de la 

liaison STb/SFT. Une inhibition complète de l'interaction STb/SFT a été observée à une 

concentration de 1 0 ~g/ml de À.-carragénine. Bien que ne portant pas de galactose 3-sulfate, 
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la À.-carragénine comprend un grand nombre de galactoses sulfatés (en position 2 et 6, 

Figure 15) ce qui expliquerait l'inhibition de l'interaction de STb avec le sulfatide. 

CH,050;-

0 lambda carragenine a 

H 050;-

n 

CH1050; 

0 
iota carragenine 

H HO H 050;-

n 

CH,050;-

0 kappa carragenine a 

H OH H OH 

n 
Figure 15. Formule chimique des polysaccharides lambda, iota et kappa carragénine. 

La À-carragénine est un polysaccharide sulfaté extrait d'algues rouges de diverses 

espèces (Kappaphycus alvarezii, Eucheuma denticulatum) (Dawes et al. 1993). Trois 

classes de polymères sont utilisées dans l'industrie alimentaire: la kappa carragénine 

(K -carragénine ), la iota carragénine ( t -carragénine) et la lambda carragénine 
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(À-carragénine) (Figure 15) (Knutsen et al. 1994; Craigie et Wong 1979). Nous avons 

choisi la À-carragénine car, i! l'inverse des autres carragénines, elle n'a pas de pouvoir 

gélifiant et possède un taux élevé de galactoses sulfatés (Van de Velde et al. 2001 ; Trius et 

Sebranek 1996). 

L'interaction de STb au SFT a lieu au niveau des microvillosités de l'épithélium 

intestinal porcin (duodénum, iléum, jéjunum, caecum, colon) (Rousset et al. 1998a). Le 

jéjunum de porcelet a été le modèle le plus utilisé lors d'études portant sur l'entérotoxicité 

de STb (Rousset et al. 1998a, 1998b, 1999; Beausoleil et al. 2002b). En revanche, peu 

d'études ont porté sur les mécanismes d'interaction de la toxine STb avec la membrane. 

Dans notre étude, nous avons utilisé le modèle des vésicules de la membrane de la 

bordure en brosse du jéjunum porcin (voir Article 1). Les VMBB sont enrichies en lipides 

et protéines de la membrane apicale des entérocytes. Ce modèle permet de contrôler la 

composition en ions de part et d'autre de la membrane vésiculaire ainsi que d'engendrer un 

potentiel de membrane par un traitement à la valinomycine, un ionophore du potassium. Le 

potentiel de membrane généré par le flux de potassium est mesuré à l'aide de la sonde 

diS-C3(5). Dès la formation d'un potentiel de membrane, cette sonde s'associe aux lipides 

intravésiculaires et perd ses propriétés fluorescentes (phénomène de « quenching ») .. 
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Figure 16. s ioniques lors de différents traitements des VMBB. Vésicules 
chargées en KCI dans une solution en KCI (A, B) ou dans une solution de NMDGCI (C, 
D). Les traitements à la valinomycine (A) ou à STb (B) n'ont pas d'effet sur les VMBB 
chargées au KCl. C. La valinomycine permet un flu~ de K+ qui génère un potentiel de 
membrane et provoque l'entrée de la sonde DiSC3(5). STb atténue l'effet de la 
valinomycine sur le potentiel de membrane en permettant l'entrée de NMDG+. Les étoiles 
représentent la sonde DiSC3(5) (D). 

Dans un premier temps, nous avons. observé que l'absence de gradient ionique ne 

permet pas de générer de potentiel de membrane par un traitement à la valinomycine 
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(Figure 16A) ou par STb (Figure 16B). À l'inverse, un potentiel de membrane est généré en 

présence d'un gradient ionique (Figure 16C, Figure 16D). Le potentiel de membrane a pu , 

être observé dans différentes conditions expérimentales: vésicules chargées en KCI et 

traitées à la valinomycine dans différentes solutions (NMDGCI, NaCI, LiCI; TEACI et 

TMACI). 

Dans un second temps, nous avons démontré que STb perméabilise efficacement la 

membrane pour d'autres ions que le potassium et réduit le potentiel de membrane engendré 

par la valinomycine (Figure 16D). Le traitement des vésicules par STb provoque une 

réduction du potentiel de membrane causée par l'entrée de cations dans les VMBB. STb 

dépolarise la membrane en permettant l'entrée de cations tels que le sodium (Na+), le N­

méthyl-D-g1ucamine (NMDG+), le lithium (Li+), le tétraméthylammonium (TMA+) et le 

tétraéthylammonium (TEA +). 

Les données publiées sur une éventuelle implication du pH dans l'interaction de 

STb à son récepteur sont contradictoires et difficilement comparables compte tenu de la 

différence entre les méthodologies utilisées. D'une part, une plus grande affinité' de STb 

biotinylé a été démontrée entre les pH 5,5 et 7 sur des sections de jéjunum de porcelet 

(Rousset et al. 1998b). 

D'autre part, l'attachement de STb au SFT n'est pas affecté de façon quantitative 

par le pH, que ce soit sur plaques de titration (Beausoleil et al. 2001) ou dans le modèle des 

VMBB. Ces deux derniers modèles, in vitro, s'éloignent cependant des conditions de la 
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première étude, plus proches de conditions in vivo, ce qui peut expliquer les différences 

observées dans l'interaction de STh à la membrane. Il ne faut donc pas exclure la possibilité 

d'un effet du pH sur l'attachement de STb à la membrane. 

STb perméabilise les VMBB très rapidement et à de faibles concentrations. Le 

niveau de fluorescence atteint un plateau qui correspond à une concentration en STb de 

l'ordre de 1,1 ± 0,2 ~M. Cette valeur est proche de celle déterminée précédemment dans 

une étude quantitative portant sur l'attachement de STb au sulfatide sur des microplaques 

de titration (Beausoleil et al. 2001). Lors de cette étude, le Ki a été estimé entre 2 et 6 ~M. 

Cette étude confirme les données précédemment publiées sur la capacité de STh à 

perméabiliser des cellules au bleu de trypan (CHO, IEC-18 et HT -29) (Beausoleil et al. 

2002a) ainsi que des bicouches lipidiques planes (Labrie et al. 200Ic). 

Dans notre étude, nous avons calculé une constante de dissociation (Ki) de l'ordre 

de 2,4 ± 0,6 nM en utilisant la technique de RPS. En utilisant également la technique du 

RPS, des Kd du même ordre de grandeur ont été calculés entre la toxine CT et le récepteur 

GMI (Ki (CT/GMl) = 0,73±0,19nM) ainsi qu'entre la toxine LT et le même récepteur 

(Kd (LT/GMI) = 0,57 ± 0,35 nM). La technique du RPS est particulièrement sensible, ce 

qui peut expliquer l'écart entre le Ki (~ 2 ~M) estimée par Beausoleil et ses collaborateurs 

(Beausoleil et Dubreuil 2001) et celui de notre étude. Le marquage incomplet de STb à 

1'1125 ou encore le fait que le marquage à 1'1125 interfère avec la liaison de STb au SFT sont 

deux phénomènes qui peuvent aussi expliquer l'écart entre les valeurs obtenues. 
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Les mécanismes impliqués dans la perméabilisation d'une membrane lipidique sont 

souvent très complexes à élucider. Deux hypothèses sont proposées afin d'expliquer ce 

phénomène. La première est que la toxine agit comme un détergent: la toxine s'agrège aux 

lipides, désorganise la bicouche lipidique, rompt la membrane et entraîne la lyse de la 

cellule. La seconde est que la toxine permet la formation d'un pore: la toxine 

s'oligomérise, reconnaît un récepteur, s'insère dans la membrane et la perméabilise mais 

sims nécessairement la rompre (Bechinger et Lohner, 2006 ; Butko 2003 ; Bechinger 1999). 

Comme les peptides antimicrobiens, STb possède la propriété de perméabiliser la 

membrane lipidique. La distinction entre une action de type détergent et la formation d'un· 

pore est très complexe à déterminer. Deux exemples de cette difficulté sont la mélittine et 

les magainines. La mélittine est un peptide de 26 acides aminés extrait du venin d'abeilles 

(Habermann 1972) et les magainines forment une famille de petites toxines de 15 à 23 

acides aminés extraites du mucus de la peau des grenouilles xénopes (Zasloff 1987). Les 

premières études sur ces peptides les présentaient comme des protéines formant des pores 

(Ludtke et al. 1996; Matsuzaki et al. 1997; Lee et al. 2004). Cependant, les recherches les 

plus récentes ont démontré que leur mécanisme est plus complexe. En fonction des 

conditions utilisées pour étudier l'interaction du peptide à la membrane lipidique, une 

activité de type détergent ou la formation d'un pore sont favorisées (Bechinger et Lohner 

2006 ; Huang 2006). Un autre exemple de petites toxines sont les conotoxines. Ce sont des 

peptides neurotoxiques de 10 à 40 acides aminés provenant de venin de certains 

gastérop9des marins appartenant au genre Conus. Contrairement aux exemples précédents, 
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elles s'insèrent dans la membrane cellulaire et modulent spécifiquement l'ouverture de 

canaux sodium, calcium ou potassium (Craik et Adams 2007 ; Ekberg et al. 2007). Les 

thionines, quant à elles, sont des peptides basiques de 45 à 47 acides aminés comprenant 2 à 

4 ponts disulfures. Ces peptides antimicrobiens et antifongiques sont synthétisés par les 

plantes. Leur mécanisme d'action est encore peu connu. Cependant, comme STh, ces 

peptides reconnaissent le plus souvent des glycosphingolipides à la surface de la 

membrane. Les thionines formeraient un pore permettant le passage du potassium ou du 

calcium (Florack et Stiekema 1994 ; Pelegrini et Franco 2005). 

Dans le cas de STb, la toxine recorinaît un récepteur spécifique, le sulfatide. Lors de 

l'étude réalisée avec le modèle des VMBB, le niveau de fluorescence augmente selon la 

concentration en STb utilisée. Le phénomène de saturation montre que le sulfatide permet 

l'insertion de STb dans la membrane, mais aussi qu'il reste associé à la toxine le temps de 

l'ancrage, se rendant ainsi indisponible pour une autre_molécule de STb. Le sulfatide 

facilite donc l'insertion de STb dans la membrane des vésicules, et par extension dans la 

membrane apicale des entérocytes. 

La structure tridimensionnelle de STh montre que la toxine contient deux hélice a 

antiparallèles reliées par une boucle riche en glycine. Ces hélices a confèrent à la toxine un 

caractère amphipatique (Sukumar et al. 1995). Cette propriété est souvent le signe distinctif 

des protéines transmembranaires et des toxines formant des pores. Compte tenu que STb 

possède une chaîne d'acides aminés suffisamment longue (chaîne N-terminale de 21 acides 

aminés et chaîne C-terminale de 12 acides aminés), nous pouvons concevoir qu'elle puisse 
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traverser la membrane lipidique. La toxine STb s'agrège de façon organisée en heptamères 

et en hexamères (Labrie et al. 200 1 a). D'après notre étude réalisée sur les YMBB, STb ne 

rompt pas la membrane des vésicules mais la perméabilise aux cations. L'ensemble de ces 

informations est en faveur de l'hypothèse selon laquelle STb s'insère dans la membrane 

pour former un pore et la perméabilise. Compte tenu de ces données, STb semble agir 

comme une toxine formant un pore et non comme un détergent. 

Lors d'une étude structure-fonction de notre laboratoire, une collection de mutants a 

été générée par mutagenèse dirigée (Labrie et al. 2001 a, 2001 b). Deux de ces mutants, 

M42S et K22A-K23À, ont été testés pour leur capacité à perméabiliser les YMBB. La 

mutation de la méthionine 42 en sérine conduit à une baisse de l'hydrophobicité. Cette 

mutation interfère dans l'oligomérisation et dans la liaison de la toxine au sulfatide. Le 

mutant présente également une réduction d'activité biologique. Le double mutant K22A­

K23A se lie faiblement au SFT et est peu actif dans les anses intestinales ligaturées de rat 

(Labrie et al. 2001 b). Ces résultats montrent que ces mutations annihilent aussi la capacité 

de STb à dépolariser les YMBB. Ces trois acides aminés, présents à l'extrémité C-terminale 

(M42)et dans la boucle riche en glycine (K22 et K23), sont essentiels dans la formation du 

pore dans la membrane. 

Nos récentes études mettent l'accent sur la formation d'un pore de la toxine STb à la 

surface des entérocytes. De ce fait, nous pouvons émettre l'hypothèse que l'insertion d'un 

heptamère ou d'un hexamère de STb dans la membrane des entérocytes permettrait la 
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formation d'un pore sélectif aux cations et que le flux ionique lié à ce pore engendre un 

déséquilibre ionique ,conduisant à la diarrhée. 

Comme décrit dans la revue de littérature, les toxines bactériennes ont des 

mécanismes d'actions complexes. Cependant, les toxines bactériennes induisant la diarrhée 

suivent une même cascade d'événements. 

La toxine sécrétée est reconnue par un récepteur à la surface cellulaire. Elle est 

insérée dans la membrane ou intemalisée dans la cellule, voire même les deux à la fois. Elle 

provoque la sécrétion de fluide au niveau de la lumière intestinale en formant des pores ou 

en ouvrant des canaux ioniques. La production' de sécrétagogues stimule également la 

sécrétion et l'accumulation de fluide dans la lumière intestinale. D'autres mécanismes plus 

complexes ont été décrits pour certaines toxines bactériennes induisant la diarrhée (voir 

section 4.2). 

Dans le cas de STb, la toxine est sécrétée et reconnue à la surface de la cellule cible 

par le sulfatide. Elle perméabilise la membrane et provoque également l'ouverture d'un 

canal calcique par l'intermédiaire d'une protéine G sensible à la toxine pertussique sur des 

cellules en culture. L'augmentation de la concentration en calcium intracellulaire déclenche 

différentes cascades d'événements permettant la production de PGEz et de 5-HT. Ces 

sécrétagogues entraînent la sécrétion de fluide au niveau de la lumière intestinale. 
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Au cours de cette étude, nous nous sommes efforcés de compléter ce modèle en 

essayant d'intégrer la capacité de STb à perméabiliser la membrane cellulaire et à 

s'internaliser. Pour répondre à cet objectif, le choix s'est porté sur l'utilisation de différents 

modèles de cellules en culture. 

L'inhibition compétitive de la A-carragénine initialement observée en utilisant la 

technique de RPS a été confirmée dans le modèle des cellules en cultures IPEC-J2 (cellules 

épithéliales de jéjunum de porcelet nouveau-né) traitées avec STb (voir Article 2). La 

A-carragénine inhibe la perméabilisation de la membrane cellulaire par la toxine STb. 

D'autres études ont utilisé la A-carragénine comme inhibiteur compétitif. La A­

carragénine affecte également l'efficacité de l'infection du virus Herpes simplex (VHS), du 

virus d'immunodéficience humaine (VIH) et du virus du papillome humain (VPH) (Konlee 

1998 ; Carlucci et al. 2004 ; Talarico et al. 2004 ; Buck et al. 2006). 

La carragénine est couramment utilisée dans l'industrie agroalimentaire comme 

agent d'épaississement et de stabilisation (Trius et Sebranek 1996). La K-carragénine est 

utilisée dans la préparation des aliments d'animaux de compagnie (chien et chat) (Bixler 

1996). Il serait intéressant d'étudier les effets de la A-carragénine dans un modèle in vivo, 

en l'ajoutant à l'alimentation des porcelets afin de mettre au point un traitement préventif 

de la diarrhée de post-sevrage. La A-carragénine ou les algues rouges pourraient être de 

nouveaux compléments alimentaires proposés dans la prévention des infections gastro-
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intestinales comme la canneberge l'est pour les infections urinaires (Sobota i 984; Gupta et 

al. 2007 ; Lavigne et al. 2008). 

Après les résultats obtenus sur la lignée cellulaire IPEC-J2, nous nous sommes 

intéressés à la capacité de STb à perméabiliser d'autres types cellulaires. Nous avons 

, observé une perméabilisation des cellules rénales de chien (MDCK) ainsi que des cellules 

fibroblastiques de souris (NIH-3T3). Tout comme pour la lignée IPEC-J2, ces cellules, une 

fois traitées avec STb, présentent un double marquage PI et CFDA, ce qui indique que la 

membrane cytoplasmique est perméable mais que l'activité estérase est encore présente 

dans le cytoplasme cellulaire (voir Article 3). Ces résultats confirment ceux obtenus 

précédemment avec le bleu de trypan (Beausoleil et al. 2002a). 

STb perméabilise la membrane cellulaire puis est internalisé. L'internalisation de 

STb a été observée dans des sections de jéjunum de rat (Labrie et al. 2002) ainsi que dans 

un modèle de cellules en culture, les cellules NIH-3T3 (Dubreuil et al. 2007 voir annexe). 

STh s'est colocalisé avec le récepteur du facteur de motilité autocrine (RFMA), marqueur 

du réticulum endoplasmique, et avec HSP 70, un marqueur mitochondrial. Lors du 

traitement des cellules avec la méthyl-~-cyclodextrine (inhibiteur de la formation des 

caveolae), STb s'internalise mais ne se colocalise pas avec le RFMA. L'acidification du 

milieu de culture n'affecte pas l'internalisation de STb, ce qui suggère que la toxine utilise 

la voie clathrine et la voie caveolae. L'endocytose de STh semble aussi utiliser les fibres de 
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fibronectine. Toutes ces données tendent à mettre en évidence un mécanisme complexe par 

lequel STb peut suivre différentes voies d'endocytose et se diriger vers différents organites. 

Comme décrit dans la section 4.2.4, l'endocytose des toxines bactériennes peut être plus ou 

moins complexe. La toxine CT en est un exemple car elle utilise plusieurs voies 

d'endocytose dépendantes ou non des caveolae et des clathrines. 

Dans notre étude, nous avons observé au microscope confocal l'entrée graduelle de 

STb-FITC dans les cellules NIH-3T3 (voir Article 3). Tout d'abord, la toxine est présente à 

la surface cellulaire et, après deux heures, elle est localisée dans ce qui s'apparente à des 

vésicules. STb ne se colocalise pas avec le noyau. En revanche, STb-FITC se colocalise 

avec la mitochondrie. 

Comme décrit dans la section 4.2.5 (Tableau 3), la mitochondrie est souvent 

affectée par des toxines bactériennes induisant la diarrhée (Kotiranta et al. 2000 ; Galmiche 

et al. 2000 ; Fujii et al. 2003 ; Carrero et al. 2004). Afin de mieux cerner l'effet de la toxine 

sur les mécanismes intracellulaire"s impliqués dans la viabilité cellulaire, nous avons étudié 

l'activité de STb à l'aide de la sonde JC-l. Cette sonde est fréquemment utilisée pour la 

détection d'une variation du potentiel de membrane mitochondrial apparaissant lors des 

premières étapes de l'apoptose (Santos et al. 2003 ; Lugli et al. 2005). 

Des études réalisées sur le jéjunum de porcelet ont démontré que STb induit des 

altérations microscopiques de la muqueuse intestinale, une perte de la capacité d'absorption 



190 

et une atrophie partielle des microvillosités (Whipp et al. 1987; Rose et al. 1987). Les 

résultats précédemment obtenus dans le modèle des VMBB indiquent que STb à la capacité 

d'affecter la perméabilité des membranes lipidiques en général ce qui peut inclure les 

membranes des mitochondries et d'autres organites. Nous avons donc émis l'hypothèse que 

STb pourrait perméabiliser les membranes mitochondriales. 

Nous avons observé une hyperpolarisation des mitochondries des cellules NIH-3T3 

traitées avec STb (voir Article 3). Le même phénomène a été observé après le traitement à 

la camptothécine, un inducteur apoptotique. Les cellules hyperpolarisées ont été triées par 

cytométrie en flux puis observées au microscope confocal. Elles présentaient certains 

caractères morphologiques des cellules en cours d'apoptose (bourgeonnements 

membranaires, présence de vacuoles dans le cytoplasme, gros noyau). Vingt-quatre heures 

de traitement avec STb induisent l'apoptose. L'induction de la mort cellulaire par STb 

corrobore les observations d'altérations de la muqueuse intestinale précédemment décrites 

dans d'autres études (Rose et al. 1987; Whipp et al. 1987). La destruction de l'épithélium 

peut contribuer à l'augmentation de la sécrétion et à la réduction de l'absorption au niveau 

des microvillosités, mécanismes impliqués dans la diarrhée. 

Nous avons amSI démontré que STb intemalisé sè colocalise avec les 

mitochondries. L'altération du potentiel de membrane mitochondrial chez les cellules 

traitées par STb nous permet de proposer une nouvelle cascade d'évènements dans son 

mécanisme d'action. En effet, STb pourrait affecter la perméabilité des membranes 
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mitochondriales, perturber le potentiel de membrane mitochondrial et engendrer une 

cascade d'événements (libération du cytochrome C puis activation des caspases) 

conduisant à un phénomène s'apparentant à l'apoptose ou à la mitoptose. 

Il existe une relation étroite entre les mécanismes énergétiques de la cellule et les 

phénomènes d'apoptose, de nécrose et de « mitoptose ». La mitoptose est un terme utilisé 

pour décrire le « suicide de la mitochondrie» comme l'apoptose l'est pour le « suicide de la 

cellule» (Skulachev 2006). Au cours de la mitoptose, la fragmentation de la mitochondrie 

est suivie par la formation de corps mitoptotiques (Lyamzaev et al. 2008). Lors de nos 

observations au microscope confocal, nous avons observé que STb s'est colocalisé avec des 

structures assimilables à ces corps mitoptotiques (voir Article 3). Il serait intéressant de 

poursuivre l'étude de l'effet toxique de STb sur les mitochondries en vérifiant tout d'abord 

s'il y a libération de cytochrome C dans le cytoplasme. En utilisant des extraits de 

mitochondries, l'étude de l'interaction de la toxine avec des protéines ou des lipides des 

membranes mitochondriales serait également à envisager. Cependant, il ne faut pas oublier 

que STb se colocalise avec le réticulum endoplasmique (Dubreuil et al. 2007 - voir 

annexe). Il serait donc important de vér~fier si d'autres organites pourraient également être 

des cibles potentielles pour STb et, le cas échéant, déterminer comment STb affecte les 

fonctions de ces organites. 
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Le mécanisme d'action de STb dans l'induction de la diarrhée semble complexe et 

affecte autant l'intégrité de la membrane cellulaire que l'induction de cascades 

d'événements au niveau intracellulaire. STb interagit avec son récepteur, le sulfatide, et 

perméabilise la membrane cellulaire. La toxine provoque également l'augmentation de 

calcium intracellulaire par un mécanisme d'action qui demande encore à être précisé. 

L'augmentation de calcium active la PLA2 et la PLC et entraîne la synthèse de PGE2. La 

PGE2 induit la sécrétion d'électrolytes et d'eau, alors que le complexe CaMK-II activé par 

l'augmentation de calcium intracellulaire permet l'ouverture d'un canal Cr. La sécrétion 

d'électrolytes perturbe l'homéostasie intestinale et engendre la diarrhée. 

Au vu des résultats présentés dans notre étude, il est possible de suggérer que, tout 

comme de nombreuses toxines bactériennes causant la diarrhée, STb forme un pore qui 

perméabilise la membrane des cellules à bordure en brosse. La toxine perméabilise la 

membrane de façon non spécifique aux cations. La toxine STh est également intemalisée et 

affecte les mitochondries. Elle entraîne leur hyperpolarisation et déclenche un phénomène 

s'apparentant à l'apoptose ou à la mitoptose (Figure 17). 

L'ensemble de ces résultats s'intègre dans le modèle proposé par les précédentes 

études et apporte de nouveaux éléments permettant une meilleure compréhension du 

mécanisme d'action de STb dans l'induction de la diarrhée. 



Monomères 
STb 

~ J __ O_I_i9_0-l:~érisation 
ÎI.-Ca rragénÎne--....... --~ -----..-_-

193 

Figure 17. Modèle proposé pour le mécanisme d'action de STb sur la membrane 
cellulaire et la mitochondrie. STb s'oligomérise et interagit avec le sulfatide à la surface de 
la membrane cellulaire. L'interaction au sulfatide est inhibée par la À-carragénine. STb 
forme un pore qui perméabilise la membrane aux cations. La perméabilisation de la 
membrane est suivie de l'internalisation de la toxine. STb affecte le potentiel de membrane 
(~\l'm) des mitochondries et déclenche un phénomène s'apparentant à l'apoptose ou à la 
mitoptose. 
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CONCLUSIONS 

Les travaux décrits dans cette étude ont permis de mieux comprendre les premières 

étapes de l'interaction de STb avec la membrane des cellules cibles. Nos travaux ont 

démontré que STb perméabilise la bicouche lipidique des cellules à bordure en brosse de·· 

l'épithélium de porcelet. Cette perméabilisation est observable sur des cellules en culture 

d'origine diverse (IPEC-J2, NIH-3T3). D'après les résultats obtenus dans le modèle des 

VMBB, cette perméabilisation membranaire semble être le résultat de la formation d'un 

pore sélectif aux cations. 

Les résultats obtenus mettent également en évidence un mécanisme d'action 

complexe où STb affecte le potentiel de membrane de la mitochondrie et induit un 

mécanisme qui semble proche de la mitoptose. STb semble affecter les membranes en 

formant un pore au niveau de la membrane cytoplasmique et peut-être même au niveau de 

la membrane de certains organites, en particulier celles de la mitochondrie. Fragilisée, la 

mitochondrie enclencherait les différentes voies d'induction de l'apoptose (libération de 

cytochrome C, voie des caspases ... ). Il serait intéressant de déterminer quelles sont les 

étapes permettant à STb d'induire l'apoptose et d'établir la cascade d'événements 

provoquant l'hyperpolarisation de la membrane mitochondriale ainsi que l'induction de la 

mitoptose. Cette thèse nous ouvre de nouvelles perspectives de recherche sur le mécanisme 

d'action de STb qui n'avaient jamais été évoquées auparavant. 
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De plus, la À-carragénine a été identifiée comme étant un inhibiteur compétitif de la 

liaison de STb à son récepteur. La perméabilisation des cellules par STb est également 

inhibée par la À-carragénine. En tenant compte de ces résultats, il pourrait être envisageable 

de mettre au point un traitement prophylactique basé sur l'ajout de la À-carragénine dans la 

moulée des porcelets au cours du sevrage. 

Cette étude apporte un avancement important dans la compréhension du mécanisme 

d'action de l'entérotoxine STb et offre de nouvelles perspectives de recherche. 
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Escherichia coli STb enterotoxin permeabilises pig jejunum brush border 
membrane vesicles 

Summary 
STb enterotoxin produced by Escherichia coli is causing diarrhea in various animais including 

humans. STb is a 48-residue polypeptide which structure shows Iwo anti-parallel alpha-helices (Cys/0-Iys22, 
amphipathic, and gly38-ala44, hydrophobic) connected by a glycine-rich loop. Sulfatide, a glycosphingolipid, 
has been identified as a functional receptor for STb. Recently, we have demonstrated the oligomerisation of 
STb and formation of ion channels in planar lipid bilayers (PLBs) in the presence of sulfatide. The 
mechanism ofaction of STb is not weil understood. 

Using brush border membrane vesicles (BBMVs) obtained from pig jejunum we have observed 
permeabilisation of the vesicles in presence ofSTb. Poreformation by E. coli STb enterotoxin in BBMVs have 
been characterised using a membrane potential-sensitive probe, 3,3 '-dipropylthiadicarbocyanine iodide (diS­
C3(5)). Fluorescence measurement showed that STb reduces the membrane potential generated by a K 
gradient in the presence of valinomycin. This process is dose-dependent, saturable and influenced by the 
solution 's composition. 

Introduction 
La toxine STb est produite par certaines souches d'Escherichia coli entérotoxinogènes conduisant à 

une altération réversible de l'homéostasie intestinale avec une sécrétion importante résultant en une diarrhée 
chez l'homme et l'animal (bovins, porcins, aviaires) [1]. La toxine STb mature est un peptide de 48 acides 
aminés avec un poids moléculaire de 5200 Da et présente un point isoélectrique basique (pl = 9,6). Une étude 
par résonance magnétique nucléaire a révélé la structure tertiaire de la toxine. STb forme deux hélices a 
antiparallèles (une hélice hydrophile, CyslO à Lys22, et une hélice hydrophobe, Gly38 à Ala44) reliées par 
une boucle riche en glycines [2]. La structure tertiaire est stabilisée par deux ponts disulfure (CyslO-Cys48 et 
Cys21-Cys36) essentiels à l'activité entérotoxique [3,4]. Le sulfatide (SFT), un glycosphingolipide présent à 
la surface des cellules intestinales du jéjunum, joue le rôle de récepteur pour STb [5]. Récemment, nous avons 
pu mettre en évidence, in vitro, un processusd'oligomérisation de STb en présence d'agent pontant. 
L'intégrité structurale de STb est essentielle à la formation de ces oligomères [6]. Lors d'une étude 
exploratoire effectuée en bicouches lipidiques planes, l'activité électrophysiologique de pores ioniques crées 
par STb a été observée en présence de SFT [7]. Les effets de STb sur les cellules intestinales, en particulier au 
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niveau de leur pennéabilisation, restent cependant mal connus. Nous avons donc entrepris d'étudier 
l'interaction de STb avec la paroi luminale iptestinale au moyen de 'vésicules de membrane à bordure en 
brosse (VMBB) préparées à partir du tissu épithélial de jéjunum de porc. Ce tissu est la cible de la toxine et le 
SFT est présent à sa surface luminale [5]. 

Les VMBB sont préparées à partir de jéjunum de porc selon la méthode de Zhang et al. [8] et 
chargées avec une solution de KCI (250 mM). Un dosage de protéines (réaction de Biuret) est réalisé, et la 
préparation de VMBB utilisée est ajustée à une concentration de 2 mg de protéines/mL. Les vésicules sont 
ensuite incubées en présence ou non de toxine STb pendant 15 minutes. La pennéabilisation des VMBB est 
observée à l'aide d'une sonde fluorescente sensible au potentiel membranaire, le 3,3'­
dipropylthiadicarbocyanine iodide (diS-C)(5)) [9]. La sonde s'associe à la membrane des VMBB en réaction à 
la fonnation d'un potentiel de membrane. La sonde est utilisée à une concentration finale de 1,5 ).lM dans une 
solution isotonique appropriée (Figures 1, 2). Les vésicules sont injectées à une concentration finale de 10 Ilg 
de protéines/mL dans une cuvette de polystyrène contenant une solution isotonique appropriée, la sonde 
fluorescente et avec ou sans valinomycine à une concentration finale de 7,5 ).lM. Le niveau de fluorescence 
est mesuré avec un spectrofluoromètre (Spex Fluorolog CM-3). Les valeurs expérimentales obtenues ont été 
nonnalisées par rapport au niveau de fluorescence observé avant l'injection des VMBB. Chaque injection a 
été réalisée en quadruplicata pour deux préparations de VMBB et de toxine STb purifiée. Les résultats 
représentent les moyennes de ces expérimentations (± l'écart type). 

Résultats 
Les VMBB chargées en KCI (250 mlvl) ont été injectées dans des solutions isotoniques de KCI, NaCI 

et gluconate de potassium (GlucK) (Figure 1). Le niveau de fluorescence est environ de 1,0 dans le cas d'une 
injection de VMBB dans une solution isotonique de KCI ou de GlucK. Par contre, le niveau de fluorescence 
est plus faible dans le cas d'une injection dans une solution isotonique de NaCI ce qui s'explique par le fait 
que les VMBB présentent une pennéabilité pour les ions Na+, propriété qui est connue pour être intrinsèque 
aux tissus d'origine (Figure 1, barres blanches). Aucune variation du niveau de fluorescence n'a été observée 
entre les vésicules incubées en présence ou non de la toxine STb dans les trois solutions (Figure 1, barres 
blanches et barres grises). 

Effet de STb sur la perméabilité des VMBBs 
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Figure 1. Effet de l'entérotoxine STb d'E. coli sur le potentiel de membrane des vésicules de la membrane de la bordure en brosse de 
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jéjunum de porc. les VMBB ont été préincubées avec ou sans toxine (0,5 Ilg/Ill). les YMBB sont chargées en KCI (250 mM) et 
injectées dans des cuvettes contenant une solution isotonique de KCI, NaCI ou GlucK avec ou sans valinomycine. 

Figure 1. E.tfeet ofE. coli STb enlerotoxin on the membrane potential of brush border membrane vesicles from pigjejunum. BBMVs lVere 
preineubated lVith or lVithout toxin (0,5 /lg//lL). BBMVs lVere loaded lVith 250mM Kel and injected into cuvelles eontaining isotonie 
solutions ofKel, Naelor GlucK lVith or lVithout valinomyein. 

En revanche, l'ajout de valinomycine, un ionophore du potassium, sur des VMBB incubées en 
absence de toxine provoque une chute de la fluorescence dans la solution isotonique de NaCl. Cette 
observation s'explique par l'apparition d'un gradient de K+ dirigé vèrs l'extérieur des vésicules provoquant 
l'accumulation de la sonde fluorescente chargée positivement dans les VMBB (Figure l, barres noires). En 
présence de valinomycine, les vésicules incubées avec la toxine STb et injectées dans une solution isotonique 
de NaCI font apparaître un niveau de fluorescence plus élevé que celui observé avec des vésicules en absence 
de STb. La toxine STb provoque la dissipation du potentiel de membrane généré par la valinomycine. Cette 
dissipation de potentiel est observée uniquement avec la solution de NaCI mais pas dans les deux autres 
solutions puisqu'il n'y a pas de gradient de potassium (Figure l, barres quadrillées). 

La dissipation du potentiel de membrane généré par la valinomycine dans le cas d'une injection des 
VMBB traitées avec la toxine STb dans une solution isotonique de NaCI peut s'expliquer par une entrée de 
Na + ou une sortie de cr des vésicules. Mais les résultats obtenus avec les solutions de KCI et de gluconate de 
potassium montrent que les pores formés par STb présentent une sélectivité vis à vis des cations. 

Une étude dose-réponse de STb a été réalisée dans les mêmes conditions mais l'injection des VMBB 
est faite dans une solution isotonique de NMDGCI (Chlorure de N-méthyl D-glucamine). Ainsi, on observe la 
formation d'un plateau de saturation du niveau, de fluorescence avec 6 Ilg de la toxine (12,7 nmol de .toxine 
STb/mg de protéines de VMBB) (Figure 2). 
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Figure 2. Effet de l'entérotoxine STb dT coli sur le potentiel de membrane généré par un gradient de K+ en présence de valinomycine. 
Les YMBB sont chargées avec KCI (250 mM) et préincubées pendant 10 minutes avec ou sans STb. 

Figure 2. E.tfect ofE. coli STb e/lterotoxin on the membrane potential generated by a ~ gradie/lt in the presence ofvalinomycin. BBMVs 
loaded lVith 250 mM Kel lVere preincubatedfor 10 minutes lVith or lVithout STb. 
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Conclusions 
Nos résultats montrent que STb pennéabilise efficacement la membrane apicale du jéjunum de 

porcelet. Cette réponse est dose dépendante et saturable. De plus, le niveau de fluorescence observé est 
fortement influencé par la composition ionique du milieu. 
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Résumé 

L'activité toxique de STb a fait l'objet de nombreuses études dans notre laboratoire. 

Cette "mini-revue" porte sur les dernières études réalisées sur les mécaJ;1ismes impliqués 

dans l'interaction de la toxine STb à la cellule. 

En se basant sur une collection de mutants, une étude structure fonction a été 

réalisée. La toxicité de ces mutants sur des anses ligaturées de rat et leur attachement au 

sulfatide ont été testées. Cette étude a permis de mettre en évidence l'importance 

d'intéractions electrostatiques et hydrophobiques dans l'activité de la toxine STb. De plus, 

la mise au point de modèles cellulaires et membranaires ont permis d'identifier des 

mecanismes impliqués dans l'internalisation et l'endocytose de STb. La formation d'un 

canal ionique a été observée sur des bicouches lipidiques planes ainsi que la 

perméabilisation des vésicules de VMBB. Par microscopie électronique nous avons observé 

l'internalisation de STb dans des anses ligaturées de rat. L'endocytose de STb dans les 

cellules NIH-3T3 ont permis de mettre en évidence une voie d'endocytose dépendante de la 

clathrine et l'autre des caveolae. 
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8ummary 

8Th toxin is produced by strains of enterotoxigenic Escherichia coli isolated from various 

animaIs including humans. The molecule comprises 48 amino acids (M.W. of 5200 Da and 

a pl of 9.6) with 4 cysteines involved in the formation of 2 disulfide bridges. Researches on 

8Th toxin have resulted in the elucidation Of sulfatide as the receptor. This molecule was 

confirmed as a functional receptor as alteration or blocking strategies reduced or abrogated 

the toxicity as determined in the rat ligated loop assay. A study using a chemical cross­

linker indicated that hexamers and heptamers of 8Tb were formed. Oligomer formation 

could be observed with intact toxin but was abrogated in presence of ~-mercaptoethanol. A 

structure-function study of 8Tb using point mutations on residues, as determined by a 

NMR study, known to point to the solvent indicated that, overall, electrostatic and 

hydrophobic interactions are important for enterotoxicity and binding to sulfatide, 

respectively. Mutants unable to form oligomer also showed an important reduction in 

toxicity. An electrophysiological study using planar lipid bilayers technology indicated that 

ions channels were formed when 8Th was added. Recently, we conducted experiments on 

pig jejunal brush border membrane vesicles and observed permeabilization of this vesicular 

model. With electron microscopy techniques, we could observe intemalization of 8Th toxin 

after administration into rat intestinalloops. Using a cellular model (NIH-3T3 fibroblasts) 

confocal microscopy and cell markers, we observed endocytosis of 8Tb. Contrarily to 

native toxin, reduced and alkylated 8Tb toxin was not intemalized. Overall, using the NIH-

3T3 fibroblasts cell model, 8Tb endocytosis was shown to be mediated by two endocytic 

pathways, one clathrin-dependent and the other caveolae-dependent. These data together 

indicate that 8Tb, after recognition of its receptor, is intemalized into susceptible cells. 

Keywords: Escherichia coli, 8Tb enterotoxin, toxicity, intemalization, endocytosis, 

cellular and membranar models. 
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Introduction 

Escherichia coli STb enterotoxin is found in association with bacterial isolates from 

various animais including humans (Dubreuil, 1997). This heat-stable toxin (30 min at 

100cC) acts in the small intestine of these animais and result in secretory diarrhea. Water, 

Na +, cr and HC03- are the electrolytes that have been found to be involved in the secretion 

process. This toxin stimulates a cyclic nucleotide-independent secretion, not altering cGMP 

or cAMP levels, in intestinal mucosal cells. For now, although numerous signaling 

molecules were related to the toxic action of STb, the precise secretory mechanism 

involved is not clear (Dubreuil, 1997). To better understand the effects of STb toxin on the 

intestinal mucosa, in vivo structure-function studies were conducted in rat ligated intestinal 

loops using purified STb mutant molecules (Labrie et al., 2001a). In addition, cellular and 

membranar models were set up and used to focus on the intemalization and endocytic 

processes of STb toxin. 

1. STb toxin and receptor 

STb toxin has beeij observed in E. coli strains from swme, cattle, horses, dogs, cats, 

chickens, ferrets and humans. The mature toxin comprises 48 amino acids including four 

cysteines residues involved in the formation of two disulfides bridges (Figure 1). The two 

bridges are necessary for the toxicity and one mutation of any of the cysteine residues result 

in an atoxic molecule (Arriga et al., 1995; Okamoto et al., 1995). STb has a molecular 

weight of 5200 Da and a pl of 9.6. The first 7 amino acids at the NH2-terminus are not 

involved either in the toxicity or the structure of the toxin (Sukumar et al., 1995). Only one 
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antigenic type of STb was observed although recently Fekete et al. (2003) observed a STb 

molecule where two amino acids differed (HisI2-Asn and Lys23-11e) from the already 

described toxin. The biological activity of this molecule was not determined. Nuclear 

magnetic resonance (NMR) studies have established a structure with two anti-parallel u­

helices separated by a loop rich in glycines (Sukumar et al., 1995)~ An amphipathic helix 

between residues 10 and 23, exposes several polar side chains. Facing it is a hydrophobic 

helix extending from residues 38 to 44 (Figure 1). The synthesized mature toxin is secreted 

in the culture ~upematant and is not associated with the cellular fraction (Kupersztoch et al., 

1990). 

Rousset et al. (1998a) using a semi-quantitative assay based on fluorescent microscopy 

determined the chemical nature· of STb receptor on pig jejunum as being a 

glycosphingolipid. This result was obtained by treating the jejunum with various enzymes 

and chemical treatments and reacting the treated tissue with FITC-Iabelled STb to observe 

the binding or absence of binding. In another study, the same authors tested commercially 

available molecules of lipidic nature after immobilization in ELISA plates for binding to 

STb (Rousset et al., 1998b). Sulfatide (3 'S04-galactosyl-ceramide) was the molecule that 

showed the highest binding to STb toxin. The reaction was dose-dependent and saturable 

(Rousset et al., 1998b). Sulfatide was then extracted from pig jejunum brush border and its 

chemical nature confirmed by thin layer chromatography (TLC) following the observed Rf 

compare to reference sulfatide and reaction with a monoclonal antibody. The functionality 

ofthis mole cule was determined in vivo using the rat loop assay. Following treatments with 
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laminin (a compound known to bind specifically to sulfated glycolipids) and a sulfatase 

decreased markedly the biological activity observed. A scatchard analysis of STb binding 

to sulfatide indicated a Kd in the !lM range (Beausoleil and Dubreuil, 2001). A mass 

spectrometry analysis of the extracted sulfatide recuperated from TLC plates showed that it 

was composed ofhydroxylated molecules comprising 16,22 and 24 carbons and molecules 

saturated with 16 carbons. The hydroxylated sulfatide with a ceramide of 16 carbons was 

the main molecule in the extract (Beausoleil et al., 2002b). 

2. Structure-function studies in relation to receptor binding and toxicity 

Numerous mutants of STh toxin (in one or two amino acids) were realized on exposed 

residues based on the result of an NMR study using mainly the alanine scanning technique 

(Labrie et al., 200 la). Residues pointing to the solvent, found in the a-helices and in the 

loop, were targeted. Using HPLC-purified toxiris, the attachment to sulfatide in ELISA and 

toxicity in vivo were tested. Overall, when a mutant had a decreased binding to sulfatide in 

ELISA a corresponding or higher decrease in toxicity was observed. This indicated that 

binding to sulfatide is a pre-requesite for toxicity. Residues Lys22, Lys23 and Arg29 were 

directly implicated in the binding to sulfatide and the subsequent toxicity expression. 

Labrie et al. (2001b) using a cross-linker (bis (sulfosuccinimidyl) suberate) observed, in 

solution, the formation of STb oligomers. Hexamers and heptamers were seen in SDS-Page 

and their formation was prevented by addition of ~-mercaptoethanol. Using mutagenesis, it 

. was determiIied that the hydrophobic a-helix is responsible for the oligomerization of STb 
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molecules. Interfering with oligomerization prevented the expression of toxicity in the rat 

loop assay as oligomer formation is probably required for interaction with susceptible cells. 

In particular, Phe-37, Ile-41 and Met-42 were directly involved in the formation of 

oligomers (Labrie et al., 2001a: 2001b). 

3. Artificial membrane model experiments including planar lipid bilayers and 

brush border membrane vesicules 

An electrophysiological study using planar lipid bilayers demonstrated the capacity of STb 

to form ionic pores in artificial lipid membranes constituted of phosphatidylethanolamine, 

phosphatidylcholine and cholesterol in a 7:2: 1 ratio. This was observed in presence or 

absence of sulfatide in the membrane. The observed ionic pores were voltage-dependent 

(Labrie et al., 2001c). 

Brush border membrane vesicules (BBMVs) were produced from pig jejunal tissue and 

these were incubated with STb toxin (Zhang et al., 1997). The BBMVs were loaded in KCl 

and a membrane potential sensitive fluorescent probe was used (3,3' 

dipropylthiadicarbocyanine iodine) to reveal pore formation (Kirouac et al., 2003). 

Valinomycin, a potassium ionophore, was used to create a membrane potential. Using this 

system, STb was observed to produce pores as revealed in different ionic solutions and the 

pores created were cations specific. The formation of pores was pH-dependent with an 

optimum around 6.0-6.5 that is relevant to the pH observed in pig jejunum. 
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4. STb internalization and endocytosis 

Using Chine se Hamster Ovary cells (CHO) it was previously shown that STb could allow 

the adsorption of Trypan blue stain revealing a certain degree of cellular membrane 

alteration produced by the toxin (Beausoleil et al., 2002a). An electron microscopy study 

was done by injecting and incubating STb for 3 hours in intestinal rat loops. The intestinal 

tissue was fixed and dehydrated and thin sections were done and incubated with anti-STb 

gold conjugate. In transmission electron microscopy, STb toxin was internalized into rat 

intestinal epithelial cells (Labrie et al., 2002). For comparison, a STb double mutant 

molecule (I41E-M42R) that was shown not to oligomerize was not observed inside the 

cells. This mutant when tested in vivo was not toxic indicating that internalization of STb is 

necessary for expression of the biological activity. 

Endocytocis of STb was studied in a cellular model (NIH-3T3 mouse fibroblasts). STb 

toxin was directly labelled with FITC and various markers of cell compartments and known 

endocytic pathways were used. STb toxin was, on the cellular model used, rapidly 

endocytosed (within a few minutes) and the toxin was associated with many cellular 

structures. Under the same conditions, reduced and alkylated toxin that is inactive in vivo 

was not endocytosed but the altered toxin was associated with the cell surface. Confocal 

microscopy revealed colocalization between STb and AMFR (auto cri ne motility factor 

receptor) a marker for the smooth endoplasmic reticulum. Treatment with methyl-~-

cyclodextrin, a cholesterol extracting reagent, disrupting caveolae expression, prevented the 

colocalization of STb with AMFR but STb was still endocytosed under this condition. 
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Intemalization of STb through caveolae was found to colocalize with smooth endoplasmic 

reticulum and associated with mitochondria (observed using a mitochondrial heat-shock 

protein 70 marker). When an acid treatment of the cells was done to block the c1athrin-

dependent pathway, intemalization was still observed. Endocytosis was also observed to 

occur through vesicular structures and found colocalized with fibronectin fibers. Sulfatide, 

as the STb receptor, colocalized intracellularly with STb and also with the tubules of the 

smooth ER. Overall, using this cellular model, STb endocytosis was observed to proceed 

through two distinct pathways, one c1athrin-dependent and one caveolae-dependent. 

Conc1usions 

The results from the presented studies shed new light on the way STb act on suséeptible 

cells. The observation that STh is intemalized put this toxin in another category from E. 

coli STa toxin a surface acting molecule that acts via signal transduction. We can now 

propose a model for the interaction of STb with the cellular surface (Figure 2). STb toxin, 

in solution, can adopt an oligomeric conformation with hexamers and/or heptamers as the 

final structure. These oligomers would bind to sulfatide present at the surface of the 

intestinal epithelial cells. Then, as observed in EM on rat intestine and also with NIH-3T3 

cells, STb can cross the eukaryotic cell membrane. On the other hand, as observed with 
/ 

membranar models (PLB and BBMVs), STb is able to fonu ionic pores. The intemalized 

toxin could then act on the intracellular target that remains, for now, unknown. The 

endocytosis study indicated that STb is endocytosed through two distinct pathways. One 
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pathway is c1athrin-dependent and STb is intemalized into vesicular structures and is then 

found associated with fibronectin. The other pathway is caveolae-dependent and the toxin 

colocalizes with the smooth endoplasmic reticulum and is associated with mitochondria 

(Figure 3). 
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Figure 1. Nuclear magnetic resonance-derived three dimensional structure of STb toxin 

adapted from Sukumar et al., (1995). 
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Figure 2. Interaction of STb oligomers with cell membrane after interaction with sulfatide 

(SFT). STb was shown to be intemalized using the intestinal rat loop intestinal assay and 

the NIH-3T3 cellular model (Left panel). On artificial membrane models (PLB and . . 

BBMVs) STb was also observed to form ionic pores (Right panel). 
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Figure 3. Using NIH-3T3 cell line, STb was endocytosed through two distinct pathways. 

One caveolae-dependent that is directed to the smooth endoplasmic reticulum (smooth ER) 

and colocalizes with mitochondria.' The other pathway is clathrin-dependent and STb is 

intemalized through vesicular structures and colocalizes with fibronectin filaments. 

(m~CD: methyl ~-cyclodextrin; SFT: sulfatide). 




