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Généralités

Rappel sur les bactéries

Protéines de
surface

Membrane cytoplasmique : Protéines
échanges, métabolisme Paroi : morphologie intracellulaires
énergétique



Généralités

Les toxines : généralités

0 Une toxine est un composé (souvent de nature protéique) qui exerce,
a des concentrations tres faibles, un effet toxique sur une cellule, un
tissu ou organe, et qui peut entrainer le déces d’'un organisme vivant

0 Produites par un grand nombre d’organismes vivants : eucaryotes,
bactéries ; certaines toxines bactériennes sont les poisons les plus
puissants au monde

0 Les toxines bactériennes sont tres diversifiées en termes de :
= Taille et structure

= Mécanisme d’action

= Cible



Généralités

Les toxines bacteriennes (1)

0 Classification des toxines en fonction de leur mode de libération

Exotoxine

Sécrétée pendant la
croissance bactérienne

Toxine

Libérée a la lyse
bactérienne
Endotoxine



Généralités

Les toxines bactériennes (2)

0 Classification des toxines en fonction de leur mode d’action

Formation de pores;
désorganisation des
membranes cellulaires ;
transduction du signal

Toxine active a la surface
cellulaire

Interaction

. . — e == == == =P  Effet pro-inflammatoire
toxme-recepteur

Toxine active sur des cibles

intracellulaires Toxine injectée ou toxine AB

A: partie catalytique
B: récepteur
Cibles cellulaires tres variées



Exemple de I'endotoxine des bactéries a
Gram négatif



Endotoxine des bactéries a Gram (-)

0 Quelques rappels...

Mg 2}
A PG : peptidoglycane

J n=4-40
O-Antigen

Régions

AT : acide teichoique

ALT : acide lipoteichoique

LPS‘ i “ LPS : lipopolysaccharide
! = . P : protéine
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ME 00 @O PL : phospholipide
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Schéma de I'enveloppe des bactéries a Gram négatif

v

variable

Oligosaccharide

Région
conservée

Structure du LPS de E. coli
La partie toxique est le lipide A (6 chaines acyles
liées a un dimere de glucosamine phosphorylé)

Le LPS est un PAMP



Endotoxine des bactéries a Gram (-)

Reconnaissance de I'agent pathogeéne par les
cellules effectrices de | 'immunité innée

Pattern Recognition Receptors : PRR
(ex : TLR et Nod)

1\
\

cellule immunité innée micro-organisme
(phagocyte, NK, CD...)

Le systéme des Toll-like récepteurs : TLR

Pathogen Associated Molecular Peptidoglycan (G+)
Lipoprotein

Patterns : PAMP Lipoarabinomannan
(Mycobacrleria)

LPS (Leptcspira)

LPS (Porphyromonas)
GP1 ( Trypanosoma cruzi)
Zymosan (Yeast)

t!;sotfc—l)nouc acids (G+) L r Unmethylated
E dsRNA |Flagelrml CpG DMA

RSV F protein

Nature Reviews | Immunaology

Le TLR reconnu par le lipide A est le TLR4




Endotoxine des bactéries a Gram (-)

O LPS: molécule amphipatique, forme des agrégats en solution

o Lactivation de la réponse inflammatoire
fait intervenir plusieurs composants
cellulaires

= Liaison de la protéine LBP au LPS

= Un monomere de LPS est transféré a une
molécule CD14, qui le transfere ensuite a
la protéine MD-2 (sous forme soluble ou
associée a TLR4)

= La formation du complexe trimerique
LPS:MD-2:TLR4 va entrainer une
dimérisation des domaines intracellulaires
des TLR4, entrainant I'activation des voies
de signalisation cellulaire

Jerala R, IntIMedMicrobiol, 2007

Poche
hydrophobe

— G "

e o

o
| TIR | ( ‘ ‘,"
Schéma du processus d’interaction entre le LPS et le
récepteur TLR4




Endotoxine des bactéries a Gram (-)

0 Mécanisme moléculaire d’interaction

= MD-2 présente une large cavité hydrophobe : site de liaison avec les chaines acyles

= 5 chaines acyles se positionnent PN 4
dans la cavité ; la 6™e dépasse a R e
la surface et peut interagir avec
le domaine C-ter extracellulaire
hydrophobe du TLR4 d’un autre
complexe, ce qui aboutit a la
formation du dimere a la surface

de la cellule
TLR4"

Mécanisme moléculaire d’interaction entre le LPS et le récepteur TLR4

Oblak & Jerala, Mol Immunol, 2015 10



Endotoxine des bactéries a Gram (-)

LR4-MD-2
complex

———. \
Quelques picomoles de LPS <= 1\
suffisent pour activer le — — TRIF
systéme immunitaire inné 4 |
TRAF6 1
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Conséquences de d’interaction LPS - TLR4

Le LPS induit une forte réponse inflammatoire, a I'origine de la mise en place de

mécanismes permettant d’éliminer le pathogene

Wang et al. Biol Rev, 2015
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nscription v(\‘/v@'\ réaction inflammatoire
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Exemple des toxines actives a la surface
cellulaire
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Toxines actives a la surface cellulaire

0 Plusieurs mécanismes d’action

= Toxine induisant la transduction d’un signal

Exemple : enterotoxines thermostables (ST) de Escherichia coli

= Les enzymes formant des pores (= 30% des toutes les toxines bactériennes)

Exemple : streptolysine O (SLO) de Streptococcus pyogenes

= Les enzymes agissant par déstabilisation des membranes

13



Toxines actives a la surface cellulaire

Toxines induisant une transduction d’un signal

0 Toxines thermostables ST de E. coli

Escherichia coll

thermostable toxin, STa

= Toxines peptidiques de petite taille, riche en
pont S-S = structure globulaire

= Récepteur spécifique = partie extracellulaire
de la guanylate cyclase qu’elles bloguent
sous une forme active (2 GMPc) 22>
ouverture des canaux Cl- : perte d’eau et
d’électrolytes ;

‘ diarrhée aqueuse

= Homologie de séquence avec une hormone
naturelle = guanyline, qui régule I'équilibre
eau/électrolytes en interagissant avec le Mécanisme d’action de la toxine ST
Ty S, récep teur (Escherichia coli)

Popoff, Fut Microbiol, 2011



Toxines actives a la surface cellulaire

Toxines formant des pores (PFTs)

0 Généralités peT *g
= Les PFTs sont des protéines hydrophiles ; pm,m,,
apres liaison a un récepteur spécifique, _’l _,‘ e} _Pore
elles s'oligomérisent et s’insérent dans la ”I

bicouche lipidique en créant un pore.

Schéma général du mode d’action des PFTs

= Plusieurs récepteurs des PFTs ont été identifiés : protéines de surface, protéines
liees aux glycosylphosphatidylinositol (GPI), lipides (dont le cholesterol).

0 Streptolysine (SLO) de S. pyogenes

= CDC (Cholesterol Dependant Cytotoxin) qui forme des pores de grande taille
(350-500 A)

= Liaison de tres haute affinité avec le cholestérol, dont la fluidité permet la
concentration au niveau de microdomaines ou de rafts lipidiques

= La déplétion du cholestérol des membranes les rend insensibles a la SLO

Los et al., MMBR, 2013 15



Toxines a cible intracellulaire

Toxines a cible intracellulaire

a0 Mécanisme d’action global

= Ces toxines pénetrent dans la cellule et vont modifier une cible intracellulaire par
voie enzymatique

= Constituées d’au moins 3 domaines : domaine de liaison, domaine de translocation,
domaine enzymatique actif ;

= Leur mécanisme d’action implique 4 étapes :
* reconnaissance d’un récepteur spécifiqgue par le domaine de liaison
* internalisation dans des vésicules d’endocytose

« passage du domaine actif dans le cytosol, grace au domaine transmembranaire
de translocation, qui forme un pore dans la membrane de la vésicule

« modification de la cible intracellulaire par le domaine catalytique

16



Toxines a cible intracellulaire

Toxines a cible intracellulaire

Short intracellular pathway

Long intracellular

0 Mécanisme d’action global

Les 3 domaines fonctionnels sont
portés soit par une seule
protéine, soit par 2 protéines
(toxines AB). Dans ce cas, les
domaines récepteur et de
translocation sont portés par la
chaine B, I'activité catalytique par
la chaine A.

Geny & Popoff, Bio Cell, 2006

pathway

Free muilti- Single chain Assembled

component toxins toxins multicomponent
oT toxins
A BoNT
anthrax TeNT
Bﬂ @““' c2 Large clostridial =1
Toxing ..
. = Gb3
e GM1 ar
lipid rafts | \. lipid rafts
Early
endosomes
L
]
release of components A tfranslocation of
through the pore formed the enzymatic
by oligomerized domain relrograde
B components transport
“"'h-l_.-q-'—.——_-f"
g B
Le passage de la membrane ER

secration of the enzymatic
darmain through the
SecB1/5ec63 complex

endosomale nécessite
I’acidification de ’endosome

Schéma général du mode d’action des toxines a cibles intracellulaires
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Toxines a cible intracellulaire

0 Toxines TcdA and TcdB de C. difficile

* Structure : 49% d’identité (AA), 63% de similarité entre les deux toxines

A C
Activity  Cutting

LLELR —GTD— =APD= 1=
TedB WE

Structure cristalline de TcdA

Aktories et al., Ann Rev Microbiol, 2017
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Toxines a cible intracellulaire

0 Toxines TcdA and TcdB de C. difficile

* Meécanisme d’action

CSPG4

TcdB TcdB

A 3

\

¥ Dynamin
Dvi cmhm\ PACSIN2

B-cat Rac Rho l

H* 4+

H' -t H"
9
Membrane \ H* HY

insertion H*

InsPg ***‘. |

cleavage

Receptor with
carbohydrate structure

/ \ * Cytoplasm
\ ¢ Endosome

Autoproteolytic

OH nr 0]

uP ¥
@ + UDP-glucose —.L> '\r__—‘,,'

Glucosylation of
Rho GTPases

\c":lucose

Pathogenic
effects

- ’
Release of the
glucosyltransferase

\

Aktories et al., Ann Rev Microbiol, 2017

CSPG4 :

Chondroitin sulfate

proteoglycan 4

FZD:
Frizzled protein

PVRL3 :
Protein poliovirus
receptor-like 3
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Toxines a cible intracellulaire

Les toxines tres diverses en termes de structure, d’action enzymatique et de cibles
intracellulaires ; elles sont a I'origine d’effets tres différents

Toxine Cible Mécanisme | Effet sur la cellule

/bactérie intracellulaire | action

Toxine diphtérique  Facteur ADP-ribosylation  Arrét synthese protéique

(Corynebacterium d’élongation de la - mort cellulaire

diphteriae) traduction EF-2

Toxine botulique Protéine Protéase Blocage de la

(Clostridium spécifique des transmission synaptique

botulinum) motoneurones de I'acetyl choline

Toxine cholérique Protéine ADP-ribosylation  Activation adénylate

AB5 régulatrice Gs (blocage Gs sous  cyclase : 2 AMPc 2>

(Vibrio cholerae) forme active) ouverture canaux Cl-,
fuite électrolytes et eau

Toxine de Shiga ARN ribosomal N-glycosidase Arrét synthese protéique

ABS (Shigella 28S (excision A4324 = > mort cellulaire

dysenteriae) dépurination)

Toxines TcdA et Protéines Glycosylation

TcdB (Clostridioides  régulatrices G

difficile) (Rho et Rac) -

Toxine CDT (C. Actine ADP-ribosylation Inhibition de la

difficile) polymérisation de

I'actine



Modulation de l'effet des toxines : encore une
histoire d’interaction ligand/récepteur

Exemple de la toxine Tcdb de C. difficile
Exemple de '’endotoxine des bactéries a Gram (-)

21



Modulation de l’effet des toxines : exemples

LPS des bactéries a Gram négatif

0 Des variations physiologiques sur le
LPS de bactéries a Gram négatif
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Campylobacter jejuni

Wang et al., Biol Rev, 2015

0 Des précurseurs sans
activité pro-inflammatoire
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Etapes de la synthése du LPS de E. coli
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Modulation de l’effet des toxines : exemples

LPS des bactéries a Gram négatif

0 Des variations du LPS pour échapper a la réponse innée de I’hote :
exemple de Yersinia pestis, agent de la peste

= Pathogene des rongeurs et accidentellement de ’lhomme, via les morsures de
puces, chez lesquelles il peut survivre

= Réservoir environnemental ?

= Modification du LPS en fonction de la température environnementale
Température corporelle
Température corporelle 27°C 37°C rongeurs et homme
puce (21-25°C)
° o <}—_—|D|:||:[> Ho of"“

il 3 aloH e
Similaire au lipide
IVa de E. coli

Kawahara et al., Infect Immun, 2002 23




Modulation de l’effet des toxines : exemples

LPS des bactéries a Gram négatif

0 Des variations du LPS pour échapper a la réponse innée de I’hote :
exemple de Yersinia pestis, agent de la peste

= Conséquences d’une telle variation ?

Sur l'induction de la réponse inflammatoire Sur I'infection en modeéle animal
a 7 b : d 100 o
) 2 . —+— KIM1001 1 = 10° CFU
E E F 754 - KIM1001 1 = 10° CFU
= = - ]
£ 24 ™ =C= KIM1001-pLpxL 1 = 107 CFLU
LEL 2 2 £ 50+ =T} KIM1001-plpxl 1 = 10° CFU
- 2
: 5 —
0 0 251
2B°CYpLPS 10 10 1010 - - - - - 26°C Yp LPS 10 10 10 - -
IFCYplLPS - 10100~ 100 = - 100 - IFCYp PSS - 10 100100 - i : 1 i t 1 I
Lipid IV, - - =100 - 100 - - - 0 2 4 6 8 o 12
E coilPE - - - - - - 10 10 - Time {d)

Souche exprimant de maniere
constitutive un LPS hexa-acylé

Montminy et al., Nat Immunol, 2006 24




Modulation de l’effet des toxines : exemples

LPS des bactéries a Gram négatif

0 Labsence de 2 chaines acyles limite la réaction inflammatoire, qui

autrement entraine l’élimination de la bactérie

{ | 1 |
| TIR ) | m

TLR4 MD-2%

L87 V82
v

4/%

Jerala R, IntIMedMicrobiol, 2007 ; Oblak & Jerala, Mol Immunol, 2015
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Modulation de l’effet des toxines : exemples

La toxine TcdB de C. difficile

0 Une lignée de C. difficile plus virulente : la lignée 027 ; pourquoi ?

Analyse génomique comparative des souches des C. difficile, dont des Souches 027

souches de la lignée 027 ; couleur bleue = divergence de séquence
Toxin B cytotoxicity assay A

= 630 'r:n 196 R mm‘

— - VERO 7 00E-07 1 60E-09 | OOE-09

HELA 3.00E-06 1 00E-08 4.00E-10

e e T3 3.00E-06 1 00E-08 4.00E-10
NG108 2 S0E-04 3 B0E-06 & 00E-08

MDCK 9.00E-05 3.00E-05 | 60E-06

CaCO2 9.00E-05 3.00E-05 | 20E-07

Souches Hep2 | DOE-06 3.50E-08 4.00E-10

027 CHO | 20E-05 1.24E-08 | OOE-08

Cytotoxicity as expressed as toxin molarity (M) that induces 50% cell
rounding after 24 hour exposure.

o
!Ecdefg

tedD tcadB tedE tcdA tcdC

TcdB,,, est cytotoxique sur plusieurs lignées

Encymatic domain  Translocation domain

cellulaires, en raison des variations de la région
C-terminale (domaine de liaison au récepteur)

Stabler et al., ] MedMicrobiol, 2008 26



Take home messages

Les effets déléteres des toxines sont liés a de nombreux mécanismes

Quel que soit le mécanisme, la premiere étape correspond a
I’interaction de la toxine avec son récepteur spécifique

Les récepteurs déterminent le tropisme de la toxine

Une modification de structure de la toxine peut impacter son
interaction avec son récepteur et modifier plus ou moins son effet
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