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L a toxine de Pasteurella multocida,
un activateur de la mitogeneéese
et de la réorganisation du cytosquelette

rella multocida* sont impliquées

dans I’étiologie de la rhinite
atrophique chez les animaux d’éle-
vage et particulierement chez le porc
[1]. Cette maladie est caractérisée
par la dégradation ostéolytique des
cornets nasaux. La toxine de Pasteu-
rella multocida (PMT) a été purifiée et
séquencée. Elle est constituée d’un
peptide simple de poids moléculaire
élevé: 1285 acides aminés, 146 kilo-
daltons. De plus, les techniques de
purification par chromatographie
d’affinité permettent de produire
aujourd’hui des stocks de toxine bio-
logiquement trés active. Cette pro-
téine posséde une homologie structu-
rale certaine avec d’autres protéines
bactériennes dont les facteurs nécro-
tiques cytotoxiques CNF1 et CNF2 de
Escherichia coli, ainsi que les toxines
de Bordetella pertussis, B. parapertussis
et B. bronchiseptica... L’existence
d’une superfamille de toxines der-
monécrotiques est effectivement pro-
posée [2, 3].

I es souches toxigeénes de Pasteu-

Une toxine pas si toxique !

Les effets cytopathiques de la PMT
sur les cellules épithéliales ou polari-
sées sont connus [1]. Par exemple,
aprés injection intradermique chez
des rongeurs, elle produit des lésions
dermonécrotiques sévéres. La toxine
altére le phénotype des cellules de
I’épithélium nasal (perte des cils,
dépolarisation, métaplasie) en com-
binaison avec la toxine de B. bronchi-
septica (pathogéne coopératif), alors
qu’elle interrompt la croissance et
induit la rétraction des cellules pul-

s * multocida signifie mortel pour plusieurs.
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monaires embryonnaires et des cel-
lules rénales de singe (Vero) culti-
vées en monocouche. Ses effets mito-
génes et cytopathiques sur les cellules
ostéoblastiques devront étre analysés
avec précision car ils semblent varier
en fonction du stade de différencia-
tion cellulaire [4]. Cependant, il a
été vérifié que la toxine exerce une
action positive sur la population des
ostéoclastes. Chez des animaux de
laboratoire infectés, nous avons
observé que la PMT stimule anorma-
lement la résorption osseuse en aug-
mentant le nombre et la taille des
ostéoclastes multinucléés [5] confir-
mant les données de la maladie por-
cine. Utilisant des os longs de souris
foetales maintenus en absence de
sérum a l'aide d’un systéme de cul-
ture organotypique [6], nous avons
montré que cette action ostéolytique
s’exerce sur deux cibles différentes.
La toxine stimule la résorption dans
des radius et cubitus contenant des
ostéoclastes mirs ainsi que dans des
métatarses dépourvus d’ostéoclastes
et possédant des précurseurs ostéo-
clastiques (mitotiques et post-mito-
tiques) dans leur périoste. A I'aide
d’'une méthode de détection cytochi-
mique de la phosphatase acide résis-
tante au tartrate, nous avons aussi
observé que la toxine agit en synergie
avec le sérum de veau fcetal et la
1,256[OH], vitamine D; pour activer
la résorption osseuse, stimulant la
néoformation des ostéoclastes et de
leurs précurseurs post-mitotiques
immédiats (les deux types contien-
nent I'enzyme; figure 1). Dans une
autre série d’expériences, la PMT
induisait la production de préostéo-
clastes et d’ostéoclastes dans des cul-
tures de moelle osseuse [7].
Ensemble, ces résultats suggérent

que la PMT pourrait a la fois activer
les ostéoclastes fonctionnels et
induire la prolifération/différencia-
tion des progéniteurs ostéoclastiques
dérivant des cellules souches hémato-
poiétiques. En outre, ils indiquent
que l’action cellulaire de la toxine
s’exerce sur une(des) cible(s) ubiqui-
taire(s).

Un puissant mitogéne

Cette idée que la PMT puisse agir sur
différents types cellulaires se trouva
vite renforcée par les analyses micro-
scopiques faites sur des métatarses
feetaux cultivés en présence de
toxine [6]. La PMT permet la survie
des cellules du périoste et stimule la
différenciation des cellules souches
en adipoblastes aussi efficacement
que le sérum. En outre, I'épaisseur
du périoste augmente de facon extra-
ordinaire du fait de la prolifération
des fibroblastes/ostéoblastes apres
neuf jours de culture en présence de
toxine seule (figure 2). De facon simi-
laire, la PMT augmente treés significa-
tivement le nombre de fibroblastes
contaminants dans les cultures de
moelle osseuse [7]. Ces données sont
en accord avec une étude publiée par
Rozengurt et al. (Londres, GB) [8]
démontrant I’action mitogéne de la
PMT sur les fibroblastes murins Swiss
3T3 et autres lignées apparentées.
Quatre articles publiés par le méme
groupe [9-12] mettent en lumiére les
effets de la PMT sur ’activation de la
kinase FAK (focal adhesion kinase) ainsi
que sur 'induction des signaux intra-
cellulaires associés a la cascade des
phospho-inositides, a I’activité pro-
téine kinase C et a la mobilisation du
Ca* a partir des compartiments de
réserve. Leurs expériences ont aussi
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Figure 1. Détection de l'activité phosphatase acide résistante au tartrate
dans des métatarses de souris foetales de 16 jours. A. diaphyse; B. méta-
physe et cavité de résorption (cr). Les cellules positives apparaissent plus
foncées. En combinaison avec d’autres agents ostéolytiques (ici du sérum
bovin feetal), la PMT stimule la néoformation de préostéoclastes mononu-
cléés (cellules positives, indiquées par les fleches) dans le périoste (p) et
d’ostéoclastes multinucléés (fleches triangulaires) dans la médulla (m) aprés
neuf jours de culture. Aucun marquage n’apparait dans les organes cultivés
sans supplément (non illustré). (G x 680.)

révélé que l'action de la toxine est
contrecarrée par I’ajout de méthyla-
mine, un agent lysosomotrophique
qui bloque l'internalisation des
récepteurs membranaires. Cela sug-
geére que l'effet observé sur la syn-
thése d’ADN nécessiterait I'internali-
sation de la protéine. Nos travaux
[13] indiquent que la PMT active la
mitogenése des fibroblastes 3T3 a
faible dose, soit de 0,5 a 5ng/ml,
appuyant les résultats précédents [8]
et les données recueillies a partir des
cultures d’os feetaux [6]. Son effica-
cité sur les fibroblastes isolés ou sur
les fibroblastes du périoste parait
méme supérieure a celle des régula-
teurs classiques que sont le sérum et
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les facteurs de croissance. Nous avons
pu confirmer I'effet inhibiteur de la
méthylamine sur la réponse mito-
geéne des fibroblastes 3T3 a la PMT et
avons constaté que I’ajout de ganglio-
sides contrecarre aussi son action
(inhibition compétitive). Ce dernier
résultat, observé en présence des
gangliosides de types GM,, GM, ou
GM;, signifie que la toxine se fixe
aux cellules par l'intermédiaire de
cette classe particuliére de glycoli-
pides, comme cela a déja été montré
pour d’autres toxines [14]. Un tel
mécanisme parait vraisemblable car
des observations ultrastructurales
récentes montrent que les ganglio-
sides GM, sont concentrés dans les

Figure 2. Métatarse de souris feetale
de 16 jours cultivé pendant neuf
jours en présence de PMT. Le carti-
lage non minéralisé apparait trés
foncé (d: diaphyse; m: métaphyse;
e : épiphyse). La PMT induit une aug-
mentation importante du périoste en
stimulant la prolifération rapide des
fibroblastes et des ostéoblastes. Le
trait blanc délimite I'épaisseur du
périoste (environ 300 ptm). Elle est
cing a six fois supérieure a celle des
os cultivés en présence de sérum
bovin fecetal seul (non illustré). (Colo-
ration au bleu de toluidine, G x 580.)

caveolae, des domaines membranaires
associés au phénoméne de potocy-
tose* [15]. Ces domaines, riches en
cavéoline et en kinases de type Src,
participeraient activement a la trans-
mission des signaux mitogéniques
[16]. Appuyant I’hypothése d’une
interaction PMT-gangliosides, des
tests de liaison de PMT marquée a
I’or colloidal indiquent que I’ajout
de gangliosides exogénes réduit le
marquage au niveau des membranes
[17]. La méme étude révéle que les
sites de liaison sont plus nombreux
dans les caveolae. Les données
actuelles indiquent que le mode de
liaison de la PMT rappelle celui
d’autres toxines bactériennes alors
que le mécanisme de transmission
intracellulaire du signal impliquerait
des effecteurs associés a la voie de la
protéine kinase C plutét qu’a la voie
dépendant de 'AMP cyclique.

Un réorganisateur du cytosquelette

Il est connu depuis peu que la toxine
CNF2 de E. coli, de structure appa-
rentée a celle de la PMT, induit la
réorganisation du cytosquelette dans

* Caveolae: compartiments membranaires d’endo-
oytose dans lesquels se concentrent des petites molé-
cules, pour étre internalisées par un processus appelé
potocytose.
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des cellules Hep2 en activant préfé-
rentiellement les petites protéines G
de type Rho, membres de la famille
Ras [18]. Ce résultat est particuliére-
ment intéressant car la fonction cen-
trale des protéines RhoA et Racl
dans la séquence de réorganisation
du réseau d’actine cortical a été
décomposée dans des fibroblastes
3T3 induits a se diviser [19]. Le
réseau cortical se fragmente et poly-
mérise rapidement (induction des
filopodes et du ruffling) par I’action
de la protéine Cdc42 et celle de Racl
sur un effecteur non identifié (une
kinase ou peut-étre une oxydase
comme chez les phagocytes (m/s n° 7,
vol. 11, p. 1039) [20, 21]). La pro-
téine kinase C serait également impli-
quée lors de cet événement précoce
car la phosphorylation de son sub-
strat MARCKS(80K) (m/s n°2, vol. 9,
p- 221) enclenche la dépolymérisa-
tion du réseau d’actine périphérique
[22] et I’enzyme optimalise la poly-
mérisation des filaments [23].
Ensuite, les filaments d’actine se
condensent pour former des fibres
de stress, lesquelles convergent en
des points de contact précis du cytos-
quelette et de la membrane plas-
mique, les adhérences focales, dont
la formation dépend de l'activité
RhoA [21]. Ce réarrangement du
cytosquelette est effectivement carac-
téristique des cellules se rétractant et
se préparant a la division mitotique.
Afin de vérifier si la PMT agit sur la
dynamique du cytosquelette, nous
avons analysé la localisation de
I’actine par marquage a la phalloi-
dine fluorescente dans des fibro-
blastes 3T3 [13] et des ostéoblastes
quiescents réactivés par la toxine. La
PMT suscite surtout, comme l’acide
lysophosphatidique présent dans le
sérum, la néoformation des fibres de
stress bien qu’elle stimule aussi le
ruffling membranaire (figure 3). Il faut
noter, toutefois, que la PMT exerce
son effet sur la formation de fibres
d’actine assez rapidement, dés la
dixiéme minute d’incubation, com-
parée au sérum et a la bombésine
dont les mémes effets furent appa-
rents aprés 15-30 minutes dans nos
essais. L’effet de la PMT sur la rétrac-
tion des cellules est également rapide
et intense. Ces résultats sont surpre-

mmmmmm—m nants a premiere vue car les travaux
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de Staddon et al. (Londres, GB) [9,
10] suggérent que le processus obli-
gatoire d’internalisation de la PMT
retarderait I'induction des signaux
intracellulaires par la toxine (produc-
tion d’inositol phosphates, mobilisa-
tion de Ca%, phosphorylation de FAK
et des substrats de la protéine kinase
C); en comparaison, les facteurs de
croissance non internalisés activent
directement les transducteurs mem-
branaires. Toutefois, des essais réali-
sés plus tot sur des cellules Balb/c
3T3 ont révélé que des vésicules
transportant des toxines bactériennes
sont présentes dans le cytoplasme
aprés seulement cinq minutes d’incu-
bation [24], appuyant I'idée d’un
transport rapide. En étudiant I'effet
de la méthylamine sur les cellules
incubées avec la PMT, nous avons
observé que I’agent lysosomotro-
phique bloque la formation des
fibres de stress et la synthése d’ADN.
Curieusement, I'induction des filli-
podes et du nuffling durant les pre-
miéres minutes d’incubation est bien
perceptible dans ces conditions alors
qu’elle I’est difficilement en pré-
sence de toxine seule. Cela signifie
peut-étre que l'internalisation de la
protéine est requise pour induire
une réorganisation compléte du
réseau d’actine et la réponse mitogé-
nique mais que certains événements
précoces seraient indépendants de ce
phénomeéne. Il est également pos-
sible que les effets observés décou-
lent de la coopérativité de liaison et
d’agrégation des récepteurs pour
induire une réponse cellulaire com-
pléte puisqu’il a été suggéré plus tot
que la méthylamine préviendrait ini-
tialement I’agrégation des protéines
de la membrane plasmique [25].

Le lien cytosquelette-mitogenese

En conclusion, quel lien existe-t-il
entre la reconnaissance des protéines
organisatrices du cytosquelette
comme cibles privilégiées de la PMT,
ses effets cytopathiques sur les cel-
lules épithéliales et le potentiel mito-
géne de la toxine sur les fibroblastes ?
D’une part, il est juste de souligner
que la différence des réponses obser-
vées sur les cellules épithéliales et les
fibroblastes appuie I'idée d’une rela-
tion étroite PMT-cytosquelette. En

Figure 3. La PMT stimule la néofor-
mation des fibres de stress et cause
la rétraction du cytoplasme de cel-
lules en culture. A. Les ostéoblastes
sont quiescents, étalés et contien-
nent peu de longues fibres d’actine
(localisation a la phalloidine fluores-
cente). B. Les ostéoblastes incubés
deux heures avec la toxine sont
rétractés et contiennent des fibres de
stress. (G x 2400.)

effet, il a été montré que les agents
qui activent rapidement la redistribu-
tion de I’actine et la mitogenése dans
les fibroblastes induisent plutét la
dépolarisation et 'apoptose des cel-
lules épithéliales. Ce dernier phéno-
meéne porte le nom d’Anoikis ou de
mort induite par détachement du
substrat [26]. D’autre part, s’il est
vrai que la PMT active les protéines
Rho, le lien cytosquelette-mitogenése
s’expliquerait car il semble exister
une association fonctionnelle entre
I’activation de Rho et la production
des signaux dépendants du Ca?'.
Parmi les substrats reconnus ou
potentiels de Rho, la phosphatidyl-
inositol-3 kinase influence positive-
ment la production de seconds mes-
sagers activant la protéine kinase C et
la mobilisation du Ca?* intracellulaire
[19, 27]. Des études récentes [12, 28,
29] suggérent en outre que l'activa-
tion de Rho et celle de la protéine
kinase C par la toxine ou d’autres
régulateurs constitueraient deux
signaux primaires pour I’activation
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ultérieure de FAK et de la protéine
cytosquelettique paxilline.

En résumé, les propriétés in vitro de
la PMT semblent indiquer que la
protéine exerce son action biolo-
gique par l'intermédiaire d’un ou
des substrat(s) ubiquitaire(s). L’im-
plication de la bactérie Pasteurella
multocida dans la rhinite atrophique
serait donc liée a 'accumulation du
micro-organisme dans I’environne-
ment nasal et a ’extréme sensibilité
de la population ostéoclastique a
I’action de la toxine. Des travaux en
cours permettront de vérifier si la
PMT active la réorganisation du
cytosquelette et I'activité fonction-
nelle dans plusieurs types de cellules
isolées (ostéoblastes, ostéoclastes,
etc.) et d’étudier en outre son mode
d’action sur différents effecteurs
cytosoliques et membranaires des
voies de transmission des signaux B
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