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Résumé général

L'interaction d'lCAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1) avec ses ligands LFA-1 et
Mac-1 joue un réle important dans les fonctions immunologiques de lI'organisme, notamment lors
du recrutement des leucocytes aux sites inflammatoires et lors de la présentation d'antigénes.
L'ICAM-1 est considérée comme une molécule inductible et son expression est modulée de fagon
stricte au niveau transcriptionnel. Toutefois une expression anormalement élevée et constitutive
d'ICAM-1 a été observée dans plusieurs pathologies de nature inflammatoire et cancéreuse. Sa
surexpression a la surface de 'endothélium vasculaire & proximite de lesions, ainsi qu'a la
surface de cellules tumorales, en fait une cible intéressante pour des agents inhibiteurs de méme
que pour des transporteurs d'agents thérapeutiques. De plus, I'élaboration de strateégies visant a
inhiber la fonction d'lCAM-1 & des fins thérapeutiques est a considérer puisque des modéles
expérimentaux murins ont démontré que linhibition fonctionnelle d'ICAM-1 a un effet protecteur
contre le choc septique et la dissémination du lymphome.

Les premiers outils thérapeutiques étaient basés sur [I'utilisation d'anticorps
monoclonaux dans le but de bloquer l'activité d'lCAM-1. Cependant le potentiel immunogéne de
ces molécules et leur faible diffusion a travers les tumeurs ont obligé le développement de
moyens alternatifs. En plus de pouvoir étre conjuguée a des molécules actives, la molécule de
ciblage idéale devrait étre non immunogéne et pouvoir facilement s'infiltrer dans les tissus de la
Iésion. Les peptides sont donc des candidats intéressants et les banques de phages exprimant
des peptides représentent un bon moyen de sélectionner des molécules se liant & ICAM-1
puisque chaque particule contient le géne codant pour la séquence en acides aminés
correspondante.

Afin de développer de nouvelles thérapies anti-ICAM-1 dans les modéles
inflammatoires et cancéreux, nous avons divisé cette étude en deux volets. Premiérement, nous
avons criblé une banque phagique sur ICAM-1 murin afin d'identifier un peptide se liant
spécifiquement a cette molécule. Nous avons caractérisé la spécificité des phages exprimant ce

peptide & l'aide de tests de liaison et de compétition avec deux anticorps ciblant des épitopes

xi



distincts du domaine 1 d'ICAM-1. Nous avons ensuite utilisé cette séquence de liaison & ICAM-1
(4.1) conjuguée a la B-galactosidase pour produire une protéine de fusion (spmic4.1/bgal) dans le
but de déterminer son potentiel comme transporteur moléculaire dans un modele in vitro de
présentation d’antigéne. La conjugaison du peptide n'a pas affecté I'activité enzymatique de la p-
galactosidase. De plus, la diminution ICAM-1-dépendante de la sécrétion d'IL-2 démontre que la
séquence 4.1 a conservé sa spécificité. Au deuxiéme volet de ce projet, nous avons isolé des
phages liant ICAM-1 humain par élution acide ou en utilisant 'anticorps anti-ICAM-1, HA58. Cet
anticorps inhibe la réaction des lymphocytes mixtes. La séquence du peptide SPHIC identifice
par les deux approches est spécifique & ICAM-1 humain tel que démontré par des tests de liaison
du peptide a la protéine purifite et & des cellules cancéreuses exprimant différents niveaux
d'ICAM-1 humain. Finalement, nous avons observé linhibition de la réaction de lymphocytes
mixtes en présence de la protéine de fusion SPHIC/bgal.

Nos résultats demontrent la liaison des séquences-méres 4.1 et SPHIC et la capacité
d'inhibition de I'activité ICAM-1 exercée par les molécules spmic/bgal et SPHIC/bgal dérivées. En
conclusion, cette étude démontre le potentiel de modifier les propriétés d'agents thérapeutiques

par I'amélioration de leur sélectivité dans le but de cibler des lésions ol ICAM-1 est surexprime.
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CHAPITRE 1

Revue de littérature



1. Famille des Intercellular Adhesion Molecules (ICAM)

Les 5 membres (ICAM-1, -2, -3, -4 et -5) que contient cette famille font partie de la
superfamille des immunoglobulines (lg) db & la structure de leur domaine extracellulaire,
analogue a celle des |g. Puisque ces travaux portent principalement sur ICAM-1 nous décrirons
avec plus de détails cette molécule dans les sections a venir.

Les ICAM contiennent tous un domaine membranaire et un domaine cytoplasmique. s
different dans la distribution de leur expression, leur nombre de domaines extracellulaires et la
capacité de ceux-ci & se lier a différentes intégrines. Une séquence pentapeptidique nécessaire a
la liaison des ICAM aux B, intégrines a été identifiee. Elle se retrouve sur chagque domaine
capable de lier l'intégrine (Staunton et al., 1990)

Les cellules endothéliales, les lymphocytes et les monocytes expriment constitutivement
ICAM-2 (CD102). Sa présence fut suggérée suite a la capacité des leucocytes d'adhérer a
l'endothélium malgré la présence d'anticorps anti-ICAM-1 (Dustin et Springer, 1988). Cette
molécule se lie au Leukocyte Function Associated Antigen (LFA) -1 et contient 2 domaines
extracellulaires homologues aux deux domaines N-terminaux d'|CAM-1 (Tableau 1; Staunton,
Dustin et Springer, 1989). Contrairement & ICAM-1, son expression n'est pas modulée par des
cytokines pro-inflammatoires.

ICAM-3 (CD50) se lie aussi & LFA-1 (Sadhu et al., 1994) et contient 5 domaines
extracellulaires. Tel qu'illustré au tableau 1, le domaine 2 d'lCAM-3 a une forte homologie de
séquence avec le domaine 2 d'ICAM-1. Cette molécule, exprimée constitutivement par les
leucocytes mononucléés et polymorphonuclees, serait impliquée dans les interactions
leucocytes-leucocytes e.g. l'activation des lymphocytes B par les lymphocytes T auxiliaires
(Montoya et al., 2002). ICAM-3 se retrouve aussi dans I'épiderme exprimé par les cellules de
Langerhans et participe & I'activation des lymphocytes T CD4* (Acevedo et al., 1993, Griffiths et

al., 1995). Son expression au niveau de I'endothelium a uniquement été démontrée lors



Tableau 1. Domaines 1 et 2 des membres de la famille des ICAMs (% identité en acides

aminés)®

”

ICAM-1 ICAM-2 ICAM-3 ICAM-4 ICAM-5
ICAM-1 34 77 26 64
ICAM-2 34 38 27 42
ICAM-3 38 36 27 64
ICAM-4 30 30 30 28
ICAM-5 25 33 31 36

sDomaine 1, caractéres gras; Domaine 2, italique

w

Adapté d’Hayflick, Kilgannon et Gallatin, 1998



de la néovascularisation associée a la croissance tumorale (Doussis-Anagnostopoulou et al,
1993: Patey et al., 1996). Cette molécule se lie aussi a lintégrine og4p, (Van der Vieren et al.,
1995). La molécule ICAM-3 n'est pas exprimée chez les rongeurs (Yoshimura et Johnson, 1993).

La molécule ICAM-4 est un antigéne sanguin aussi appelée glycoprotéine Landsteiner
Weiner. Elle ne contient que deux domaines extracellulaires et posséde une homologie ~30%
avec les autres membres de cette famille. La liaison d'ICAM-4 aux intégrines LFA-1 et MAC-1 a
été démontrée en conditions statiques d'adhésion (Bailly et al., 1995).

ICAM-5 est le dernier membre de la famille ayant été identifié (Yoshihara et al., 1994). |l
est aussi appelé télencéphaline parce qu'il est exclusivement exprimé sur la membrane des
neurones télencéphaliques (Yoshihara et al., 1994). La molécule est constituee de neuf
domaines extracellulaires. Les cing premiers sont homologues aux cinqg domaines extracellulaires
d'ICAM-1 et -3. Les domaines six & huit semblent étre issus de la duplication du domaine 5. Le
domaine 9 semble apparenté aux immunoglobulines de type C plutét qu'aux ICAM (Yoshihara et
al., 1994). Le domaine 1 contient le motif de liaison nécessaire a I'interaction ICAM-1/intégrine et

des résultats ont démontré sa capacité a lier LFA-1 et Mac-1 (Mizuno et al., 1997).

1.1 Structure et expression d’ICAM-1

ICAM-1 est retrouvé a travers l'organisme sous difféerentes formes. Ces differentes
molécules d'ICAM-1 sont le résultat de deux événements, le clivage protéolytique et I'épissage
alternatif de son ARN-messager. Dans cette section nous décrirons tout d'abord la forme
commune membranaire d'ICAM-1, ensuite les conséquences de ces deux événements sur la
structure de cette glycoprotéine complexe et terminerons par les facteurs modulant son

expression.

1.1.1 ICAM-1 membranaire
L' « Intercellular Adhesion Molecule-1 » (ICAM-1, CD54) contient cing domaines extracellulaires.

Ces domaines contiennent des résidus de cystéines espacés d'environs 65 acides amines



formant un pont disulfure et organisés en feuillets g antiparalléles, a I'exception du domaine 4 ou
un résidu de cystéine est remplacé par une leucine hydrophobe stabilisant le feuillet § (Staunton
et al., 1988). L'absence de pont disulfure au domaine 4 entraine l'inclinaison de la molécule entre
les domaines 3 et 4. Contrairement aux autres ligands d'intégrines, ICAM-1 ne contient aucune
séquence RGD (Arginine-Glycine-Acide aspartique) liant le calcium, suggérant une conformation
indépendante (Giranda, Chapman et Rossmann, 1990; Staunton et al., 1990). La portion
extracellulaire d'ICAM-1 est constituée de 453 a.a. difféeremment glycosylés en fonction de la
cellule sur laquelle il est exprimé, faisant varier sa masse moléculaire de 80 a 110 kilodaltons
(kDa) (Staunton et al., 1988). Les sites de glycosylation se retrouvent sur les domaines 2,3 et 4
(D2, D3 et D4). Le domaine 2 abrite potentiellement 4 sites de glycosylation alors que D3 et D4
en abritent deux chacun (Figure 1; Dustin et al., 1986; Simmons, Makgoba et Seed, 1988). La
molécule contient aussi un domaine hydrophobe transmembranaire de 24 acides aminés et un
domaine carboxy-terminal cytoplasmique de 28 résidus. ICAM-1 forme des homodiméres & la
surface cellulaire dont les sous-unités sont liées de fagon non-covalente (Miller et al., 1995; Reilly
et al., 1995).

La molécule ICAM-1 est le ligand de plusieurs molécules non pathogénes. Elle est le
ligand principal de LFA-1(aussi appelé of,, CD11a/CD18) exprimée & la surface des
lymphocytes. De toutes les interactions avec ICAM-1, celle-ci est sans doute la mieux
caractérisée a cause de son importance dans le maintien du contact avec les cellules
présentatrices d'antigéne (CPA) nécessaire a I'activation et a la prolifération des cellules T mais
aussi dans l'adhésion ferme des leucocytes & I'endothélium vasculaire, étape essentielle qui
préceéde leur transmigration vers le site d'inflammation. LFA-1 se lie au domaine 1 d'ICAM-1. Il a
été déemontré que les résidus E-34 et Q-73 de D1 sont nécessaires a la liaison d'lCAM-1 a LFA-1
purifié (Fisher et al., 1997; Staunton et al., 1990; Welply et al., 1996). Toutefois, des mutations en
ces deux sites ont permis de déterminer que la région Q-73 influence la liaison mais n'interagit
pas directement avec LFA-1 contrairement & E-34 qui interagit avec le domaine | de la chaine a

de LFA-1 (Stanley et Hogg, 1998). Bien que la dimérisation d'ICAM-1 augmente
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Figure 1 : Diagramme d’ICAM-1 indiquant les sites de glycosylation et

de liaison
Légende :
(P Sites de glycosylation
LFA-1
Sites de liaison HRV
approximatifs Fibrinogéne

Erythrocytes infectés par Plasmodium falciparum (PFIE).

Tiré de Bella et al., 1998



I'efficacité de la liaison a LFA-1, la région E-34 de la sous-unité monomérique d'lCAM-1 humain
constitue la surface compléte de liaison de LFA-1 (Jun et al., 2001).

Des anticorps ciblant le domaine 2 ont pu bloquer la liaison ICAM-1/LFA-1, suggérant
I'implication de D2 dans cette interaction (Berendt et al., 1992). L'étude des régions hydrophobes
de ce domaine a démontré que la région H'?HG était importante dans le maintien de la
configuration du site d'interaction localisé en D1 et favorise ainsi la liaison avec LFA-1 sans entrer
en contact direct avec celui-ci (Stanley et al, 2000). Ces résidus assurent la flexibilite
interdomaine nécessaire a la liaison. Ce besoin de flexibilité a aussi été observé chez la
molécule CD4 (Sanejouand, 1996). Toutefois, ICAM-1 est le seul ligand de LFA-1 a contenir une
telle région.

Le domaine 3 de la molécule d'ICAM-1 contient le site de liaison de Mac-1 (Diamond et
al., 1990). La modification de la glycosylation de ce domaine affecte la liaison de Mac-1 a la
molécule alors que la liaison de LFA-1 demeure inchangée. L'identification du site de liaison de
Mac-1 rationalise la duplication en tandem observée dans la molécule i.e. la forte similarité du
domaine 1 avec le domaine 3 et du domaine 2 avec le domaine 4 (Diamond et al., 1991). La
délétion des domaines 4 et 5 n'empéche pas la liaison de D3 a Mac-1.

Dans la forme membranaire d'|ICAM-1, le domaine 5 est adjacent & la membrane
cellulaire. Cette région semble médier la dimérisation de la molécule (Miller et al., 1995; Reilly et
al, 1995). La région extracellulaire périmembranaire faciliterait l'orientation des domaines
extracellulaires (Wang et Springer, 1998) et pourrait contenir des sites de clivage protéolytique
(Budnik et al., 1996; Champagne et al., 1998; Lyons et Benveniste, 1998). Derniérement,
l'amplification chez la souris de cette région par PCR a révélé la présence de deux bandes
suggérant la présence d'une nouvelle isoforme. Contrairement aux isoformes les plus étudiees
qui sont le résultat de délétion de domaines entiers (van Den Engel et al., 2000), celle-ci serait
produite suite au clivage de I'exon VI codant le domaine 5 (Mizgerd, Spieker et Lupa, 2002) et est

inductible par le LPS comme les autres formes membranaires. Le nouveau domaine 5 qui en



résulte n'a pas la structure typique d'un domaine d'lg et les conséquences de cette modification

restent & déterminer.

1.1.2 Souris ICAM-1 déficientes

Il existe deux lignées de souris ICAM-1 déficientes générées par recombinaison
homologue du géne de résistance & la néomycine dans deux exons différents du géne ICAM-1.
Dans la premiére lignée, le géne de résistance a été inséré dans I'exon 5 (Sligh et al., 1993) et
dans I'exon IV chez la seconde lignée (Xu et al., 1994). Aucune lignée n'exprime la forme
commune d'ICAM-1 (Figure 2). Les souris issues de ces deux lignées se développent
normalement mais démontrent des anomalies au niveau de leur réponse inflammatoire.
Notamment, en démontrant une résistance & I'injection d'une dose létale de LPS (Xu et al., 1994)
et une incapacité des cellules ICAM-1 déficientes a activer des cellules T dans la réaction de
lymphocytes multiples (Sligh et al., 1993). Des isoformes d'lCAM-1 solubles ont été rapportées

chez les deux lignées (van Den Engel et al., 2000).

1.1.3 ICAM-1 soluble

ICAM-1 est aussi retrouvé non associé a la membrane, circulant sous forme soluble
(ICAM-1s; CD54s). Les valeurs sériques normales varient selon les publications de 100 a
500ng/ml (Banks et al., 1993). Les résultats de cultures de cellules endothéliales suggérent que
I'expression membranaire de CD54 doit dépasser un seuil critique (Gomez-Scotto et al., 2000;
Hashimoto et al., 1994) avant d'étre libéré par clivage protéolytique (Budnick et al., 1996).
Appuyant cette hypothése, des isoformes solubles d'ICAM-1 ne contenant pas le domaine
transmembranaire ont été retrouvées dans des souris ICAM-1 déficientes alors que I'analyse par
séquengage a révélé la présence de ce domaine dans tous les transcrits issus d'épissage
alternatif (van Den Engel et al., 2000). Le clivage pourrait permettre entre autres la rupture rapide
des contacts intercellulaires ou donner & ICAM-1 la capacité d'agir comme médiateur a distance.

L’addition d'iodoacétamide, un inhibiteur de protéase, inhibe la production de ICAM-1s de fagon



Domaines
extracellulaires

Domaines T
transmembranaires
Extrémité cytoplasmique T

Epissage alternatif
Entre les exons : 255 36 256

46 254 aucun

Variants prévu de clivage x

Types sauvage + - +
Mutant ICAM-1 exon IV + + - -
Mutant ICAM-1 exon V

Figure 2 : Résumé des différentes isoformes d’ICAM-1

Tiré de van Den Engel et al., 2000.



dose-dépendante par les kératinocytes humains en culture (Budnik et al., 1996). Le site de
clivage serait situé a proximité de la région transmembranaire appuyant la petite différence de
poids entre les deux formes de la molécule monomérique (Budnik et al., 1996). ICAM-1s contient
uniquement les domaines extracellulaires de la forme membranaire correspondante. La molécule
conserve donc sa capacité de liaison & LFA-1 et Mac-1. Toutefois des études avec ICAM-1s
recombinant ont démontré que LFA-1 peut se lier au monomére d'ICAM-1s uniquement lorsqu'il
est immobilisé (Cobb et al., 1992; Welder, Lee et Takei, 1993). Des complexes moléculaires de
240, 430 et 500kd ont été détectés chez des individus sains (Seth, Raymond et Makgoba, 1991),
suggérant qu'ICAM-1s s'associe avec lui-méme ou avec une autre protéine (Rothlein et al., 1991,
Seth, Raymond et Makgoba, 1991). Le maintien de ces fonctions biologiques permettrait a
certaines cellules malignes d'échapper au mécanisme d'immunosurveillance de l'organisme
(Becker et al., 1991; Maruo ef al., 2002). Cette hypothése concorde avec les observations chez
des individus atteints de pathologies & différents stades de sévérite. En effet, les taux d'|CAM-1s
chez les patients ayant une maladie inflammatoire ou une tumeur bénigne sont significativement
moins élevés comparativement aux patients ayant une tumeur maligne. De plus, parmi certains
patients atteints d'un cancer, la présence de métastase corréle avec une augmentation du taux
d'ICAM-1s (Tsujisaki et al., 1991). Cette corrélation a aussi é&té détectée dans diverses
pathologies telles que des accidents cardiovasculaires et des inflammations aigués. Des études
longitudinales ont rapporté une relation entre la guérison du syndrome déficitaire multiple
d'organe engendré par septicémie ou de choc sceptique et la diminution rapide de niveau
d'ICAM-1s. Le maintien d’un taux élevé d'ICAM-1s était relié & un mauvais pronostique (Endo et

al., 1995).

1.1.4 Expression et régulation
Un large éventail de types cellulaires exprime ICAM-1. Des études
immunohistochimiques ont révélé une expression de base a la surface de cellules endothéliales

et épithéliales, des macrophages et des fibroblastes. Chez I'humain, ICAM-1 est aussi exprimeé
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par les cellules dendritiques du thymus, des ganglions lymphatiques, de l'intestin, de la peau, des
reins et du foie (Dustin et al., 1986). Par contre, d'autres types cellulaires comme les cellules
épithéliales gastriques ainsi que I'endothélium des veines portes n'expriment pas ICAM-1
(Scheynius et Engstrand, 1991). ICAM-1 peut étre régulé a la hausse par différents facteurs. Les
cytokines proinflammatoires TNFo, IFNy et IL-1 sont les plus importants inducteurs d'ICAM-1,
tandis que les glucocorticoides sont les principaux agents inhibiteurs (van de Stolpe et van der
Saag, 1996).

La regulation de lPexpression dICAM-1 s'effectue majoritairement au niveau
transcriptionnel (Stratowa et Audette, 1995). Elle implique le site Sp1 du promoteur, dont délétion
induit une baisse significative d'activité du promoteur (van de Stolpe et al., 1994). La région
amplificatrice kB du promoteur est responsable de la réponse au TNFa, a [liL-1, au
lipopolysaccharide, et au TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate), constituant ainsi le plus
important élément de régulation transcriptionnelle (Eck et al., 1993; Ledebur et Parks, 1995; van
de Stolpe et al., 1994). Un site de régulation "AP-1-like" est impliqué dans l'induction d'ICAM-1 a
travers une séquence commune PpIRE (palindromic Interleukine Response Element)
(Caldenhoven et al., 1994, van de Stolpe et al., 1994). L'acide rétinoique peut réguler ICAM-1 a
la hausse (Aoudjit et al., 1995) ou a la baisse (Weber et al., 1995). La régulation cellule-
spécifique d'ICAM-1 implique des messagers secondaires tels la protéine kinase Ca (Dean et al.,
1994), I'AMP cyclique (Bouillon et al., 1992), le Ca2+ (Renkonen et al., 1990) et la phospholipase
A, (Morisaki et al., 1994).

Au niveau post-transcriptionnel, la régulation d'lCAM-1 s'effectue par épissage alternatif
ou par clivage protéolytique. Les isoformes d'ICAM-1 observées chez les souris déficientes sont
le resultat d'épissage de 'ARN-m aux jonctions intron-exon. Comme décrit précédemment, des
isoformes membranaires ont été détectées chez la souris ICAM-1 deéficiente. L'injection au LPS
induit chez ces souris un profil d'expression différentiel en fonction de l'organe. Chez les souris
ICAM-1 (exon-V) déficientes, les isoformes 2-6 et 4-6 sont plus exprimées dans le coeur et les

poumons comparativement aux souris sauvages, tandis que lisoforme 2-4 est exprimée a un
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niveau équivalent (King et al., 1995). Le clivage protéolytique libére ICAM-1 de la membrane,

conduisant & une baisse d'expression cellulaire.

1.2 Ligands d’ICAM-1
ICAM-1 peut se lier & diverses molécules, certaines sont exprimées par I'organisme alors

que d'autres sont des agents pathogenes.

1.2.1 Intégrines B,

LFA-1 fait partie des molécules B, de la famille des intégrines et il est exprimé
uniquement par les leucocytes sous forme d'un hétérodimére constitué d'une chaine ol (CD1 1a)
et d'une chaine B, (CD18) liées de fagon non covalente a la surface des leucocytes. Son
expression a la surface des leucocytes est constitutive. LFA-1 module un grand nombre
d'interaction du systéme immunitaire. L'activation des leucocytes entraine : leur extravasation,
leur migration vers les tissus endommagés, la reconnaissance d'Ag a la surface des CPAs, et la
formation d'une synapse immunologique. La sous-unité oL contient le principal site de liaison en
son domaine | «inserted» (Edwards et al., 1998; Randi et Hogg, 1994) avec d'autres sites en ses
domaines V, VI (Stanley et al., 1994) et sur la sous-unité B, (Goodman et Bajt, 1996). LFA-1 peut
se lier aux 5 différents ICAMs connus, ses principaux ligands sont ICAM-1, -2 et -3, malgré que
son affinité pour ICAM-3 soit beaucoup plus faible.

Le domaine | est constitué de 200 a.a. Cette région est conservée dans la moitié des 18
sous-unités connues retrouvées chez les organismes vertébrés (Gahmberg, Tolvanen et
Kotovuori, 1997). On retrouve dans cette région un site particulier nomme « metal ion-dependent
adhesion site » ou MIDAS (Lee et al., 1995), important dans I'échange de cations divalents. La
sous-unité B contient deux domaines respectivement analogues au domaine | et au domaine
MIDAS avec une structure tridimensionnelle similaire & la région | de la sous-unite a. L’extrémité
N -terminale de la sous-unité a contient sept feuillets B (Springer, 1997). Chaque chaine est une

glycoprotéine formée d'un large domaine extracellulaire, d'un domaine transmembranaire et
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d'une courte extension cytoplasmique (Humphries, 2000). Les deux chaines sont liées par leur
domaine extracellulaire. Le domaine | analogue s'associe a la sous-unité o @ proximité de son
domaine | (Puzon-McLaughlin, Kamata et Takada, 2000; Zang et Springer, 2001). L'importance
de la région | et de son site MIDAS a été démontreée par de multiples approches. Celles-ci
incluent I'utilisation d’Ac bloquants ciblant le domaine |, la délétion de la région | ou au contraire
par I'activité fonctionnelle du domaine isolé (Leitinger et Hogg, 2000; Randi et Hogg, 1994), la
mutation du domaine MIDAS (Kamata, Wright et Takada, 1995) et méme du MIDAS analogue
retrouvé sur la chaine p (Goodman et Bajt, 1996) suggérant un role significatif des deux chaines
dans la liaison de LFA-1 aux différents ICAMs. Toutefois la contribution exacte de ces différentes
régions, a savoir s'il y a interaction directe ou non avec le ligand, tout comme le processus
d'activation de LFA-1 sont longtemps demeurés inconnus.

Deux mécanismes d'activation de LFA-1 ont été proposés. Le premier modéle suggere
une augmentation d'affinité. Une telle augmentation a été démontrée pour d'autres intégrines,
toutefois, ces mémes études ont conclu qu'il était peu probable que cette variation d'affinité joue
un réle déterminant dans I'activation de LFA-1 (Shattil et al, 1995). D'autres études sur la
structure des intégrines ont observé un changement conformationel suite & leur activation et que
cette modification régule leur adhésion. La molécule est dite ouverte ou fermée ce qui
correspond respectivement a sa conformation de haute ou de faible affinité (McDowall et al.,
1998; Shimaoka et al., 2000; Stephens et al., 1995). Des chercheurs ont démontré que ce
changement conformationel était aussi retrouvé chez LFA-1 (Huth et al., 2000). Leurs
observations ont permis d'élucider la contribution de la sous-unite B, en particulier du domaine |
analogue, dans la régulation de la liaison ICAM-1/LFA-1. D'aprés leurs résultats, lorsque LFA-1
est verrouillé en sa conformation de haute affinité par des ponts disulfure la molécule devient
réfractaire & I'activité bloguante d'Ac spécifiques a la sous-unité B,, suggérant que la régulation
par B, est produite par association allostérique au domaine | de la sous-unité o, région ot se fait
la liaison directe avec le ligand (Lu et al., 2001). En conformation ouverte I'affinite ordinale de

LFA-1 pour ses trois principaux ligands est ICAM-1 > ICAM-2 > ICAM-3. Le second modéle
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d’activation de LFA-1 suggére une agglomération de l'intégrine a la surface cellulaire entrainant
raugmentation de I'avidité. Une étude comparant la liaison de lymphocytes exprimant différentes
distributions cellulaires de LFA-1 a observé la liaison au ligand uniquement lorsque LFA-1 se
retrouvait en amas, cette conformation nécessite un réarrangement du cytosquelette (van Kooyk
etal., 1991).

Le domaine 3 d'ICAM-1 contient le site de la liaison de Mac-1 (Diamond et al., 1991), une
intégrine de la famille des B, comme LFA-1. Mac-1 (aussi appelé CD11b/CD18, CR3, amp2) est
lintégrine la plus abondante a la surface des neutrophiles. Mac-1 est impliquée dans l'adhésion
des leucocytes & I'endothélium. Malgré les similarités de structure entre les chaines CD11a et
CD11b, les deux intégrines different dans leur expression, certaines de leurs fonctions et dans la
nature de leur interaction avec ICAM-1.

L'augmentation de Mac-1 suite & une activation chimiotactique est plus rapide que LFA-1
grace a la relocalisation de granules sécrétoires. Mac-1 est un important récepteur de cellules
phagocytaires qui reconnait le facteur du complément iC3b présent sur le pathogéne opsonisé.
La liaison Mac-1/ICAM-1 est plus sensible & la température, ainsi qu'a la force exercée par le flot
sanguin «shear stress» (Diamond et al., 1990). L'étude de l'importance relative de ces deux
intégrines vis-a-vis les cellules endothéliales suggére que LFA-1 soit responsable de presque la

totalité de l'influx de leucocytes en réponse au TNF-a (Ding et al., 1999).

1.2.2 Fibrinogéne

En plus de reconnaitre des co-récepteurs associés & la membrane des cellules
effectrices, ICAM-1 compte aussi des ligands solubles plasmiques dont I'acide hyaluronique
(McCourt et al., 1994) et le fibrinogéne (Languino et al., 1993). Le fibrinogéne souléve un intérét
particulier parce qu'il améliore 'adhésion des leucocytes a 'endothélium (Languino et al., 1993).
De plus, en agissant comme un pont il faciliterait I'extravasation des monocytes (Languino et al.,
1995: Sriramarao, Languino et Altieri, 1996). Cette protéine plasmique dimérique de 340 kDa

circule dans le sang a une concentration de 2-3mg/ml (D'Souza et al., 1996) et se lie au domaine
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1 d'ICAM-1 en une région distincte du site d'interaction de LFA-1 (Figure 1) mais chevauchant la
partie reconnue par les érythrocytes infectés par Plasmodium falciparum (Duperray et al., 1997).
D'aprés cette étude, la reconnaissance d'|ICAM-1 potentialiserait I'adhérence LFA-1 ou Mac-1

dépendante pour palier aux forces de répulsions du glycocalyx.

1.2.3 Mucine-1

La liaison d'lCAM-1 avec mucine-1 est la moins bien caractérisée. La mucine-1 fait partie
d'un groupe hétérogéne de protéines hautement glycosylées ayant une structure filamenteuse a
forte charge négative. Elle est principalement constituée de répétitions (20-125) en tandem de 20
acides aminés (Gendler et al., 1990). Son expression aberrante par les cellules tumorales semble
favoriser le détachement cellulaire et I'apparition de metastases. De plus, son réle dans la
perturbation du contact cellulaire (Makiguchi, Hinoda et Imai, 1996) les protégerait de la réponse
anti-tumorale (Chan et al., 1999; Hinoda et al., 1998). Il a été proposé que linteraction de
mucine-1 avec le domaine 1 d'lCAM-1 soit responsable de I'inhibition de la liaison des cellules T
cytotoxiques & leur cible (Kam et al., 1998) et que cette méme interaction est impliquée dans
I'adhésion de cellules tumorales & I'épithélium, favorisant par conséquent la dissémination de

foyers métastatiques (Hayashi et al., 2001).

1.2.4 Rhinovirus

Il est intéressant de noter qu'lCAM-1 est 'unique membre connu de la famille des ICAMs
ayant des ligands d'origine pathogene. Parmi ceux-ci on retrouve divers membres de la famille
des Picornaviridea dont le groupe majeur (90% des sérotypes) des rhinovirus (Greve et al., 1989;
Staunton et al., 1989) ainsi que plusieurs sérotypes des Coxsakievirus-A (Colonno, Callahan et
Long, 1986; Shafren et al., 1997). Toutes ces particules virales se lient au domaine 1 d'ICAM-1
en une région similaire (Figure 1) et engendrent des maladies bénignes des voies respiratoires
supérieures. Alors qu'une infection par un rhinovirus provoque l'induction d'ICAM-1, favorisant le

recrutement des leucocytes au site inflammatoire (Papi et Johnston, 1999), on ignore pour
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Iinstant si une telle induction est déclenchée lors d'une infection par le virus coxsakie. L'utilisation
d'ICAM-1 soluble a déemontré qu'|ICAM-1 était responsable de la décapsulation de la particule
virale chez les rhinovirus (Greve et al., 1989; Hoover-Litty et Greve, 1993). |l a donc éte proposé
que la liaison & ICAM-1 provoque la déstabilisation de la capside du rhinovirus, entrainant la

translocation de I'ARN positif viral & l'intérieur de la cellule infectée (Rueckert, 1996).

1.2.5 Plasmodium falciparum

Un second ligand d'origine pathogéne est I'Ag var de Plasmodium falciparum (Smith et
al., 1995). Le ligand est exprimé a la surface des érythrocytes infectés, occasionnant leur
adhérence a l'endothélium microvasculaire. Ce phénoméne appelé séquestration permet au
parasite de restreindre son exposition au systeme d'immunosurveillance de I'h6te (Berendt et al.,
1992: Ockenhouse et al., 1992). La cyto-adhérence des globules rouges mime le processus de
recrutement des leucocytes (Ho et al., 2000), hormis les molécules d'adhésion impliquées.
L'arrét des érythrocytes a la surface de I'endothélium se produit principalement par I'attachement
de var a CD36 qui ne semble pas avoir de réle dans I'adhésion des leucocytes a I'endothélium
vasculaire. De plus, contrairement au recrutement des leucocytes, l'interaction de var avec le
domaine 1 d'lCAM-1 ne suffit pas & engendrer une adhésion ferme mais agit plutét sur le
roulement accentuant par synergie l'interaction var/CD36 (Yipp et al., 2000). L'extrémité N-
terminale de D1 a été identifice comme site de liaison avec les érythrocytes infectés (Figure 1)

qui chevauche partiellement le site liaison de HRV (Berendt et al., 1992).

1.3 Fonctions physiologiques
La molécule ICAM-1 joue un role important dans la médiation des contacts
intercellulaires.Cette fonction est importante dans la génération d’une réponse immune mais peut

aussi, a travers l'interaction des mémes ligands étre a l'origine de maladies inflammatoires et de

certains cancers.
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1.3.1 Recrutement des leucocytes

Afin de remplir leur réle de cellule effectrice dans la réponse immune, les leucocytes
doivent pouvoir quitter la circulation sanguine et migrer a travers les tissus de l'organisme. Le
recrutement des leucocytes vers I'épithélium endommagé s'effectue en trois étapes et est modulé
par plusieurs molécules d'adhésion (Figure 3). La premiére étape de capture et de roulement a
pour but de ralentir les leucocytes le long de I'endothélium vasculaire et leur permettre de capter
les signaux émis par les chimiokines. La capture est initialisée par la L-sélectine (CD62L)
constitutivement exprimée a la surface des leucocytes (Kadono et al., 2002). Pendant le
roulement les interactions rapides d'adhésion et de détachement se font principalement via la
liaison des sélectines L, E (CD62E) et P (CD62P). Le ligand de CD62L, GlyCAM, de méme que
les sélectines E et P sont exprimés sur I'endothélium activé. Ces deux sélectines interagissent
avec des protéoglycans, tel que P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL) qui est localise aux
microvillis des leucocytes (Moore et al., 1995), tout comme CD62L. Cette localisation favoriserait
le contact & la paroi vasculaire (Picker et al., 1991). Bien que cette étape soit majoritairement
sous le controle des sélectines, un chevauchement avec les interactions intégrines/ICAM-1 a éteé
observé. Des chercheurs ont rapporté une modulation de la vitesse de roulement par LFA-1 et
MAC-1 (Dunne et al., 2002). D'autres ont observé chez les souris ICAM-1 déficientes une
augmentation significative de la vitesse de roulement des leucocytes durant l'inflammation qui se
traduit par une diminution de leur extravasation (Steeber et al., 1998; Steeber et al., 1999)

Ainsi, ces difféerentes molécules d'adhésion semblent agir de concert dans le but
d'optimiser le ralentissement et favoriser la détection de signaux tels les chimiokines (Baggiolini,
1998). Ceci déclenche la seconde étape, I'adhésion ferme des leucocytes par l'activation de LFA-
1, en modifiant sa conformation pour celle de haute affinité envers ICAM-1 et ICAM-2 présents
sur l'endothélium. L'expression d'ICAM-1 est modulée durant linflammation par les cytokines
IFNy et TNFo induites par les leucocytes actives. L'importance de linteraction ICAM-1/LFA-1

dans I'adhésion ferme des leucocytes a été démontrée de diverses fagons, par exemple : ICAM-1
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3. Extravasation
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Figure 3 : Principales molécules d'adhésion impliquées dans le
recrutement des leucocytes

Adapté de Fabbri et al., 1999.
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soluble inhibe de I'adhésion au site de lésion d'ischémie-reperfusion chez la souris, par l'injection
d'ICAM-1 soluble (Kusterer et al, 1998); le nombre de neutrophiles adhérents augmente
proportionnellement & la densit¢ d'ICAM-1 a la surface de cellules (Kadono et al., 2002), ou
d'|CAM-1 recombinant immobilisé (Sigal et al., 2000); [injection d'anticorps anti-ICAM-1
empéche l'accumulation des leucocytes (Chin et al., 1998). Il a aussi ét¢ démontré que
lincapacité des neutrophiles CD18 déficients a adhérer a I'endothélium engendre chezl'humain
des infections bactériennes récurrentes (Etzioni, 1999). Ces patients atteints du syndrome LAD
(Leucocyte adhesion deficiency) de type 1, présentent une mutation dans le géne codant la
chaine B, et une fonction anormale des intégrines LFA-1, MAC-1 et p150,95 (CD11c/CD18).
Comme nous l'avons décrit précédemment LFA-1 et MAC-1 sont des ligands d'ICAM-1. Chez
I'humain l'expression de ces deux intégrines est similaire. Toutefois, celle de MAC-1 peut
rapidement augmenter par le transport de granules sécrétoires a la surface cellulaire. Les
résultats d'expériences sur la contribution de MAC-1 comparativement & LFA-1 dans I'adhésion
des leucocytes sont contradictoires. Certains chercheurs ont rapporté une plus grande
contribution de LFA-1 en comparant 'adhésion dans des souris LFA-1 déficientes par rapport a
des souris MAC-1 déficientes (Ding et al., 1999). D'autres ont observé durant les 30 premiéres
secondes de l'adhésion une contribution égale, puis une plus grande contribution de MAC-1
aprés 2 minutes (Neelameghal et al., 1998).

La troisitme étape, l'extravasation, est la moins bien connue. La participation du
Platelet/Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 (PECAM-1; CD31) a été démontrée par des
modeles in vitro et in vivo dans l'extravasation des cellules polymorphonuciées (PMN), des
monocytes ainsi que des cellules NK (Muller et al., 1993; Berman et Muller; 1995; Revue dans
Muller et al., 1995). L'expression de PECAM-1 est concentrée aux jonctions des cellules
endothéliales, tandis que son expression est plus diffuse a travers la surface des plaquettes et de
la plupart des leucocytes (Delisser et al., 1994). Lors d’une réaction inflammatoire induite dans la
cavité intrapéritonéale, la migration des leucocytes chez les souris déficientes en PECAM-1 par

rapport aux souris normales est comparable. Toutefois ces cellules s'accumulent entre les
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cellules endothéliales et la membrane basale (Duncan et al., 1999). Ces résultats appuient un
role de PECAM-1 dans la migration & travers la membrane basale et suggérent la présence d'un
mécanisme de migration transendothéliale indépendant de PECAM-1. L'interaction d'ICAM-1
avec les filaments d'actine cellulaire avait précédemment été observée (Vogetseder et Dierich,
1991) et certaines études suggéraient un réle d'ICAM-1 dans linfiltration des leucocytes lors
d'inflammation au cerveau (Pryce et al., 1997) et de la retine (Greenwood, Wang et Calder,
1995). Depuis, diverses études d'engagement «cross-linking» ont été entreprises dans le but
d'élucider la cascade de signalisation entrante «outside-in». L'ensemble de ces résultats a révelé
que 'agglomération de CD54 & la surface cellulaire induite par I'engagement d'lCAM-1 entraine la
phosphorylation de résidus de tyrosines des protéines Focal adhesion kinase (FAK), paxilline et
p130° associées au cytosquelette et la redistribution des filaments d'actine (Adamson et al.,
1999). Le remaniement du cytosquelette est dépendant de la protéine Rho liant la Guanine
triphosphate (Adamson et al., 1999: Etienne et al, 1998). Limportance du domaine
cytoplasmique d'ICAM-1 a été démontrée dans un modeéle in vitro de migration de neutrophiles a
travers une couche unicellulaire de transfectants stables d'|ICAM-1. L'adhésion n'a pas été
affectée par la présence ou l'absence du domaine cytoplasmique tandis qu'une diminution
significative de leur migration a &té observée en absence du domaine cytoplasmique d'ICAM-1

(Sans, Delachanal et Duperray, 2001).

1.3.2 Présentation d’antigéne

Théoriqguement, l'interaction du TCR avec les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) conjugué au peptide pourrait initier la reconnaissance antigenique. En
réalité ceci exigerait une trop grande quantité de complexe CMH-peptide et la reconnaissance
serait beaucoup trop lente (Dustin et al., 1996; Wulfing, Sjaastad et Davis, 1998). L'absence de
ce signal de costimulation empéche I'expansion clonale des cellules T, ainsi que la production
d'lL-2 et induit 'anergie ce qui les rend insensibles a une stimulation subséquente. La

présentation d'antigéne peut étre potentialisée par différentes paires de molécules de
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costimulation comme les récepteurs B7.1 et B7.2 exprimés a la surface de CPA qui interagissent
avec CD28 et CTLA-4 respectivement (Greenfield, Nguyen et Kuchroo, 1998; Salomon et
Bluestone, 2001). Le réle de ces molécules dans I'activation de cellules T a été démontré (Watts
et DeBenedette, 1999). Cependant, les souris transgéniques produisant des molécules CTLA4
bloquant B7, de méme que les souris CD28 déficientes, peuvent monter une réponse immune.
Ces souris peuvent générer I'expansion clonale de cellules T (Zimmermann et al., 1997) et rejeter
des allogreffes (Kawai et al., 1996). Ces résultats appuient I'implication d'autres molécules, dont
ICAM-1 (Figure 4). Depuis longtemps, il a été démontre que I'interaction LFA-1/ICAM-1 diminue
la concentration d'antigéne requise a la stimulation et une signalisation soutenue par le TCR
(Dustin et Springer, 1989; Stewart et Hogg, 1996; van Kooyk et Figdor, 1997). Le processus est
médié par I'association de la molécule & LFA-1 (Martz, 1987) afin de surmonter les forces de
répulsion du glycocalyx (Cyster, Shotton et Williams, 1991) et permettre I'association du TCR au
complexe CMH-peptide & une distance de 15nm (Garboczi et al., 1996; Garcia et al., 1996). La
sensibilité du TCR & une faible quantit¢ de CMH-peptide & la surface de CPA (Peterson et al.,
1999) en coordination avec les molécules d'adhésion, engendre la formation d'une synapse
immunologique (Figure 5). L'engagement de ces molécules induit le remaniement du
cytosquelette des CPA et des cellules T, et la ségrégation des molécules LFA-1/ICAM-1 vers
I'extérieur de la synapse tandis que les complexes CMH-peptides en association avec le TCR
migrent vers le centre de la synapse. Cette conformation finale nécessaire a l'activation des
cellules T est stable plusieurs heures (Grakoui et al., 1999; lezzi et al., 1999; Monks et al., 1998).
L'inhibition de l'interaction LFA-1/ICAM-1 (ou CD80/CD28) modifie la morphologie de la synapse
et réduit I'aire de surface de méme que la densité des complexes formés (Wetzel, McKeithan et
Parker, 2002) et est associée & une diminution significative de la stimulation des cellules T. Bien
que l'organisation géométrique des molécules en synapse immunologique semble bénéfique &
I'amplification du stimulus, il n'est pas clair si elle est absolument nécessaire étant donné qu'il est
possible @ ICAM-1 de costimuler I'activation de cellules T CD8* sans formation de synapse

(Goldstein et al., 2000). Toutefois les auteurs n'ont pas comparé avec la vitesse ou le degré de
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Figure 4 : Représentation schématique de la présentation d’antigéene

Tiré de Anderson et Siahaan, 2003.
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stimulation atteint s'il y avait eu une synapse.

1.3.3 Inflammation

La réaction inflammatoire a pour but d'isoler la région atteinte par un traumatisme ou une
stimulation immunitaire et d’empécher la dissémination de toxines ou d'agents antigéniques.
Dans le contexte d'une réponse immune normale, linflammation a été mise au point par
I'organisme afin de recruter les cellules effectrices de fagon efficace pour se défendre. Elle est
caractérisée par le recrutement des leucocytes décrit précédemment. 1l arrive toutefois que cette
réponse soit exacerbée au point de devenir néfaste.

Linteraction LFA-1/ICAM-1 facilite linfiltration excessive des lymphocytes T occasionnant
le psoriasis. Le test de mixed epidermal cell-T lymphocyte reaction (MECLR) autologue chez les
patients atteints de psoriasis montre une forte stimulation autologue par les CPA malgre
I'absence d'antigéne exogéne (Prezzi et al., 1996; Schopf et al., 1986). Le nombre de cellules
épidermiques exprimant ICAM-1 issues de ces lésions est plus élevé comparativement aux
cellules issues de tissus sains (Prens et al., 1996). Des tests d'inhibition de MECLR autologue
ont démontré l'implication d'ICAM-1 exprimé par les APC dans l'activation des cellules T.

ICAM-1 est aussi associé a plusieurs maladies respiratoires des voies supérieures (e.g.
les rhinites) et inférieures (e.g. V'asthme). En comparant I'expression d'ICAM-1 dans les
muqueuses des voies respiratoires supérieures il a été observé que la migration des leucocytes
variait selon le type de rhinite diagnostiqué. Chez les rhinites non-allergiques, une augmentation
des neutrophiles a été associée a une augmentation d'ICAM-1 au niveau de la sous-muqueuse,
tandis qu'une augmentation de Vinfiltration d'éosinophiles a été corrélée avec une surexpression
épithéliale d'ICAM-1. Sa surexpression a été observée au niveau des cellules épithéliales et
endothéliales et dans la majorité des biopsies bronchiques de patients asthmatiques (Bentley et
al., 1993; Manolitsas et al., 1994: Montefort et al., 1992). ICAM-1 soluble serait considéré comme
un marqueur d'activation de endothélium puisque des niveaux plus élevés ont été rapportés

dans des cas d'asthme stable (Riise et al., 1995) et d'asthme exacerbé juvénile et chez l'adulte
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(El-Sawy et al., 1999; Montefort et al., 1994). Suite a des résultats immunohistologiques, ICAM-1
membranaire a été proposé comme marqueur dans la détermination post-mortem du choc
septique. ICAM-1 est fortement exprimé a travers I'endothélium microvasculaire des poumons et
sur les macrophages et lymphocytes pulmonaires (Tsokos et Fehlauer, 2001).

L'arthrite rhumatoide chronique (ARC) est caractérisée par une synovite chronique qui
résulte en la destruction de [larticulation. Les mediateurs proinflammatoires augmentent
I'expression d'|CAM-1de fagon transitoire. Toutefois, lors d'inflammation chronique comme pour
I'ARC, son expression est prolongée (Koch et al., 1991; Youssef et al., 1996). La comparaison de
traitements anti-inflammatoires a démontré une corrélation entre I'amélioration de I'état clinique et
une diminution de I'expression d’lCAM-1 au niveau de la membrane et de la sous-membrane
synoviale (Smith et al., 2001).

Des expériences menées avec des souris déficientes en ICAM-1 ont aussi démontré son
implication dans le processus inflammatoire. Dans le modéle expérimental de colite chronique
induite par le dextran sulfate de sodium, une diminution significative de l'inflammation a éte
observée chez ces souris (Bendjelloul et al, 2000). On retrouve chez les souris ICAM-1
déficientes une résistance au choc septique (Xu et al., 1994), de méme qu'une baisse de la
réponse a I'hypersensibilit¢ de contact et au test de réaction lymphocytaire mixte (Sligh et al.,

1993).

1.3.4 Rejet de greffe

La premiére transplantation d'organe allogénique chez 'humain a eu lieu le 15 avril 1963
chez un homme de race blanche, &gé de 58 ans, receveur d'un poumon (Hardy, 1999). Le rejet
de greffe suite a ces interventions chirurgicales est le résultat d'une réponse immune dirigee
contre les allogénes exprimés chez le donneur qui sont absents chez le receveur.
L’histocompatibilite parfaite entre deux individus est en pratique impossible, cependant
lappariement des antigénes majeurs diminue la réponse immunologique et par conséquent le

nombre de médicaments immunosuppreseurs & administrer au patient.
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Le rejet est initié par les dommages issus de |'excision de l'organe a étre transplanté qui
induit une forte inflammation. Deux conséquences majeures sont directement lices a
Iinflammation du greffon : 1) La migration de cellules dendritiques de 'organe transplanté aux
tissus lymphoides environnant du receveur, ou elles présentent a leur surface des alloantigénes
du donneur et conditionnent les cellules T suivi de leur activation dans le greffon; et 2) l'induction
de molécules d'adhésion sur I'endothélium vasculaire de l'organe, qui favorise l'infiltration de
cellules effectrices circulantes dans le greffon, y compris les cellules T conditionnées (Figure. 6).
Comme nous l'avons décrit précédemment dans les sections 1.3.2 et 1.3.1, ICAM-1 joue un réle
prépondérant dans ces deux parametres de présentation d'antigéne et de recrutement de cellules
effectrices. Différentes études avec des anticorps monoclonaux et des oligonucléotides antisens
ont confirmé I'importance d'lCAM-1 dans le rejet de greffe. L'administration combinée d’Ac anti-
ICAM-1 et anti-LFA-1 améliore la survie & long terme d'allogreffe cardiaque et l'induction de
tolérance spécifique (Isobe et al., 1992). Récemment il a été observé que I'absence d'ICAM-1
dans l'allogreffe diminue le conditionnement de cellules T allogéne-spécifiques sans affecter

Pextravasation de cellules T conditionnées dans l'organe transplante (Zhang, Kish et Fairchild,

2003).

1.3.5 Cancer

La perturbation des interactions normales cellules-cellules et le développement de
nouvelles interactions intercellulaires sont des facteurs importants dans la formation de
meétastases

Une des premiéres molécules associées a la progression du mélanome fut caracterisée
par un anticorps anti-ICAM-1 (Holzmann et al., 1985; Johnson et al., 1989). L'expression d'ICAM-
1 est plus élevée dans les lésions malignes que bénignes de mélanomes et est aussi plus élevée
dans les tumeurs a croissance verticale, ce dernier paramétre étant fortement associé au
potentiel métastatique de la lésion et par conséquent avec le pronostique de la tumeur de stade 1

(Johnson et al., 1989; Natali et al., 1990; Natali et al., 1997).
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Le role d'ICAM-1 dans l'évolution de cancers demeure toutefois inconnu. Une
augmentation d'ICAM-1 a été observée dans une variété de cancers dont celui du pancréas
(Tempia-Caliera et al., 2002), de la vessie (Campbell et al., 1994), gastrique et du foie
(Gulubova, 2002; Sun et al., 1999). De plus ICAM-1 a été détecte par immunohistochimie non
seulement a la surface de cellules tumorales mais aussi sur les cellules stromales, en particulier
des fibroblastes & proximité de la tumeur (Tsujisaki et al., 1991). En se basant sur le role d'lCAM-
1 dans la physiologie normale, différentes études ont démontré son implication selon sa
localisation. Sa présence sur I'endothélium vasculaire induite par des cytokines
proinflammatoires peut favoriser I'attachement de cellules tumorales (Gangopadhyay, Lazure et
Thomas, 1998; Lossinsky et al., 1999). Son expression & la surface des cellules cancéreuses
peut faciliter leur nidification par son interaction avec ses ligands présents dans la matrice
extracellulaire (Duperray et al., 1997). Ces mécanismes peuvent favoriser le potentiel
métastatique de la tumeur (Gangopadhyay, Lazure et Thomas, 1998). Le relargage d'ICAM-1
membranaire le transformant en ICAM-1 soluble peut aussi contribuer au maintien de la tumeur
en déjouant le systéme d'immunosurveillance de Fhote. Cette hypothése est appuyee par
I'observation d’une infiltration de lymphocytes T moins importante dans les tumeurs exprimant
faiblement ICAM-1 comparativement aux tumeurs ayant une forte expression d'ICAM-1 (Regidor

et al., 1998).

2. Thérapies Anti-ICAM-1

L'implication d'ICAM-1 dans une multitude de pathologies a suscité la recherche de
stratégies thérapeutiques ciblant 1ICAM-1 particuliérement dans le domaine des maladies
inflammatoires et de rejet de greffes (Dedrick, Bodary et Garovoy, 2003; Yusuf-Makagiansar et
al., 2002). Nous décrirons dans la seconde section de cette revue de littérature les principales

catégories de molécules thérapeutiques développées.
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2.1 Les oligonucléotides

Les oligonucléotides agissent en modulant 'expression d'ICAM-1. Cette modulation est le
plus souvent post-transcriptionnelle avec l'usage d'oligonucléotides antisens liant une réegion
spécifique de 'ARN-messager. De telles séquences inhibent linduction d'lCAM-1 par le TNFa
chez les cellules HUVEC et les cellules épithéliales du poumon (Bennett et al., 1994; Chiang et
al., 1991). In vivo, l'antisens ISIS 3082 a empéché le rejet d'une allogreffe cardiaque chez la
souris (Stepkowski et al, 1994). Cette méme séquence s'est montrée aussi efficace que
lanticorps anti-ICAM-1 murin, YN1, dans l'inhibition de linfiltration de neutrophiles médiée par
lendotoxine d'E. coli dans un modéle de pneumonie. Cet anticorps inhibe ['interaction ICAM-
1/LFA-1. D'autres séquences oligonucléotidiques agissent @ un stade plus précoce. Il est aussi
possible d'empécher la transcription d'ICAM-1 par I'hybridation d'une séquence liant 'ADN pour
former un triplex qui blogue la polymérisation de I'ARN-messager (Besch et al, 2002).
Derniérement Pinduction dICAM-1 par le TNFa dans des cellules sinusoidales du foie a été
inhibée par 'usage d'un appat pour NF-KB, une séquence double brin codant le site de liaison de
NF-xB (Shibuya et al., 2002).

Malgré le potentiel thérapeutique de ces approches démontré au stade pré-clinique, les
études cliniques rapportent des résultats uniquement pour 'antisens 2302 (alicaforsen). Aucune
de ces études n'a démontré d'efficacité clinique de I'alicaforsen dans le traitement de la maladie
de Crohn (Schreiber et al, 2001, Yacyshyn et al, 2002) ou de larthrite rhumatoide
(Maksymowych et al., 2002) aux doses et durant lintervalle de temps étudiés. Cependant dans
chacune de ces études les résultats d'innocuité démontrent une bonne tolérance a

l'administration intraveineuse répétée. Cette tolérance et le manque de données a des doses

supérieures justifient selon les auteurs d'autres études avec cet antisens.

2.2 Les anticorps
L'immunothérapie anti-ICAM-1 vise a bloquer les effets induits par linteraction d'lCAM-1

et ses ligands décrits dans les sections précedentes. Enlimolab est un des anticorps les plus
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étudies. Les résultats d'efficacité varient selon la maladie étudiée. Une étude a démontre une
amélioration chez des patients souffrant d'arthrite rhumatoide en phase précoce (Kavanaugh et
al., 1996). Toutefois, aucune efficacit¢ par ce traitement n'a été rapportée suite a une
transplantation rénale (Salmela et al., 1999) ou pour le traitement d'ischémie suite a un infarctus
(Investigators, 2001). D'ailleurs une détérioration de I'état clinique a éte observée chez ces
patients ischémiques. Cette détérioration est probablement due a la formation de complexes
immuns, une lymphocytose ou l'activation incontroiée des neutrophiles rapportées chez certains

patients dans une étude précédente (Vuorte et al., 1999).

3. Ciblage Thérapeutique
Nous avons décrit le role d'ICAM-1 dans diverses pathologies de méme que différentes

approches thérapeutiques développées pour inhiber ses effets. Dans le cadre de ce projet nous
avons choisi d'utiliser ICAM-1 comme adresse moléculaire ou adressine dans le but d'augmenter
lefficacité d'un agent thérapeutique en favorisant son accumulation a proximité de la lésion a

traiter.

3.1 Caractéristique d’une adressine

Pour étre considérée comme une cible thérapeutique, la variation de I'expression d’'une
adressine doit étre associée a une pathologie. Cette variation peut se manifester de differentes
fagons. Celle-ci peut étre une expression aberrante spécifique, c'est le cas par exemple de
I'antigéne carcinoembryonnaire (Minami, Furui et Kanematsu, 2001), de VEGF (Takahashi et al.,
1995) et du récepteur CD20 exprimé & la surface de cellules B cancéreuses (Davis, Czerwinski et
Levy, 1999; Hamilton et al., 1991). Il peut aussi s'agir d’'une expression modifiée d'antigéne telle
une mutation (Garcia de Palazzo, et al. 1993) ou d'une modification du patron de glycosylation

(Hakomori, 1996).
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3.2 Ciblage vasculaire

Etant donné la dépendance de la croissance et de la survie des tumeurs sur leur capacité
4 maintenir un réseau vasculaire adjacent (Folkman, 1995; Folkman et Shing, 1992), le ciblage
vasculaire fut initialement proposé au début des années 1980 (Denekamp, 1982) comme moyen
d'améliorer l'efficacité de traitements anti-tumoraux. Les ligands utilisés dans cette stratégie
ciblent des molécules exprimées par des cellules endothéliales qui sont absentes sur un
endothélium normal. L'avantage principal du ciblage vasculaire est la stabilite de ces celiules, non
susceptibles aux mutations et, par conséquent, a la résistance habituellement observée lors de
traitements ciblant les cellules tumorales.

Contrairement a I'approche anti-angiogénique qui vise a inhiber la formation de nouveaux
vaisseaux, utilis¢ comme traitement anticancéreux, le ciblage vasculaire a pour but
d’endommager les vaisseaux sanguins fournissant les éléments nutritifs a la tumeur. Ce blocage
empéche sa croissance et entraine la formation de nécrose. Les agents anti-vasculaires
phosphate de combrestatine A4 disodique (CA4DP) et le N-acétyle-colchinol (ZD6126) agissent
spécifiquement sur les vaisseaux nouvellement formés (Dark et al., 1997; Davis et al., 2002;
Tozer et al., 1999). L'administration in vivo de ces deux agents diminue de fagon substantielle
I'apport sanguin nécessaire a la survie de la tumeur, entrainant rapidement ia nécrose en son
centre, mais le maintien d'une capsule de cellules cancéreuses viables en sa périphérie (Chaplin,
Pettit et Hill, 1999; Siemann et Rojiani, 2002). La localisation de ces cellules suggére qu'elles
sont approvisionnées par I'endothélium normal demeuré intact (Siemann, Warrington et
Horsman, 2000). Afin d'éliminer ces cellules qui peuvent faire progresser la maladie, le CA4DP et
le ZD6126 ont été utilisés en combinaison avec la radiothérapie ou la chimiothérapie, notamment
avec le cisplatin (Horsman et Murata, 2002; Siemann et Rojiani, 2002; Siemann, Warrington et
Horsman, 2000), démontrant un taux de survie cellulaire fortement diminué et un meilieur
controle de la maladie. Une alternative & cette combinaison thérapeutique pourrait comprendre le

ciblage vers une molécule surexprimee sur I'endothélium central et/ou périphérique de la tumeur.
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Le ligand d'intérét pourrait étre utilisé comme « radar » d'un agent thérapeutique (enzyme,
cytokine, polymére...) ou posseder une activité biologique.

Dans le cadre de ce projet de doctorat, nous avons identifié un ligand ciblant ICAM-1. La
hausse d'expression d'\CAM-1 associée d’une part a la progression de certains cancers et
d'autre part au développement de maladies inflammatoires, ainsi que son rdle dans le rejet de

greffe conférent & cette glycoprotéine les caractéristiques d’'une adressine.

4. Banques de Peptides

Jusqu'au milieu des années 80, l'identification des sites de liaison d'anticorps & une
protéine était réalisée selon diverses stratégies: 1) la fragmentation de la protéine & l'aide de
protéases, suivi de l'identification et du séquengage des fragments s'y liant; 2) la modification
chimique de la protéine ol le site liant I'Ac est protégé de la modification; 3) la synthése de
plusieurs courtes séquences peptidiques retrouvées dans la protéine compléte afin de les tester
individuellement; 4) le clonage des fragments de géne dans un vecteur d'expression tel Agtll pour
tester la liaison d’anticorps polyclonaux ou monoclonaux aux protéines de fusion engendrées; 5)
la caractérisation par résonnance magnétique nucléaire ou cristallographie aux rayons X. Ces
approches trés laborieuses et limitées par le nombre de peptides ou de protéines de fusion
pouvant étre analysés ont suscité le développement de méthodes alternatives.

Les banques de peptides combinatoires synthétiques sont synthétisées chimiquement.
Aprés une description de ce type de banque, nous verrons avec plus de détails les
caractéristiques des banques de peptides phagiques «peptide phage display», telles que celle
utilisée pour identifier les peptides spécifiques a ICAM-1 murin et humain dans ce projet de
doctorat. Ce type de banque, dite biologique, est produite par l'insertion de séquences aléatoires

dans 'ADN viral de phages filamenteux et synthétisée grace a une souche bactérienne.
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4.1 Banques combinatoires synthétiques

En modifiant la technique de synthése de Merrifield (Merrifield et Stewart, 1965), Mario
Geysen développa une méthode avec laquelle il est possible de synthétiser une centaine de
variations d'un peptide sur des aiguilles de plastique plongées dans différents plateaux de 96
puits ou s'effectuent la synthése et Panalyse par ELISA (Geysen, Meloen et Barteling, 1984).
Dans ces travaux, la modification d’un fragment peptidique issu d'une protéine connue fut utilisée
pour déterminer la contribution de chaque acide aminé de la région proteique étudiée. A l'origine
cette méthode ne visait que la caractérisation de sites de liaison d'anticorps. Toutefois cette
approche démontra le potentiel de la synthése simultanée de multiples peptides dans I'étude de
composés chimiques et amena a Favant-plan le domaine de la chimie combinatoire. Cette
découverte fut déterminante au développement d'outils d'identification de nouvelies molécules
chimiques. Depuis, plusieurs techniques de synthése ont été développees et peuvent étre
regroupées selon deux approches principales.

La premiére approche est basée sur une plate-forme de séquences prédéterminées, eta
été initiée par les travaux de Geysen. Les séquences synthétisées sont connues avant leur
analyse. En substituant le support d'aiguille de plastique par d'autres média tels des sachets de
polypropyléne (Houghten, 1985) ou sur puces de verre (Fodor et al., 1991), le nombre de
synthéses simultanées est passé de 100 a 1000 peptides en une journée.

La seconde approche produit des banques de peptides aléatoires. Ceci permet la
production d'un nombre beaucoup plus élevé de peptides (2-3x10°) (Houghten et al., 1991; Lam
et al., 1991). La séquence de chacun de ces peptides et leur localisation sur le support ne sont
pas connues a priori contrairement a lapproche précédente. Chaque site contient tout de méme

une séquence unique.

4.2 «Phage display»
Développée au milieu des années 80 par Georges P. Smith (1985), ce type de banque

exploite la flexibilité de la capside des phages filamenteux M13, fd ou f1, particulierement la
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protéine mineure de la capside virale plil. Son avantage le plus important est le lien physique
entre le peptide exprimé a la surface du phage et sa séquence oligonuciéotidique contenue a
lintérieur de la particule. Cette caractéristique permet son identification rapide par séquencage
de la séquence oligonucléotidique. Les bactériophages M13, fd et f1 ont 98% d’homologie {Beck
et Zink, 1981; Hill et Petersen, 1982; van Wezenbeek, Hulsebos et Schoenmakers, 1980). Ceux-
ci ont une forme cylindrique, mesurent de 200-900nm de longueur avec un diameétre inférieur a
10nm et contiennent un génome d’ADN simple-brin (positif). A cause de leur grande similarité et
de leur infection dépendante du plasmide F, ils sont communément appelés phages Ff. La
description ci-dessous peut s'appliquer aux 3 types de phages. Toutefois nous mettrons

I'emphase sur le phage M13 puisque nous avons utilisé ce type de banque dans notre projet.

4.2.1 Structure d’un phage et cycle viral du phage M13
Le bactériophage M13 est un virus specifique a Escherichia coli (E. coli). Sa capside est
constituée d'une protéine majeure pVIil présente en milliers de copies formant le corps
cylindrique et de 4 protéines mineures présentes en un nombre beaucoup plus restreint (Tableau
2). Les protéines mineures plil et pVl sont situées a une extrémité, tandis que pVIl et piX sont
localisées a l'autre extrémité de la protéine virale (Fig. 7). Méme si des librairies ont été
construites par la fusion d'insert & chacune des différentes protéines de la capside virale, les
protéines plil et pVIll sont les mieux caractérisées, la structure des trois autres protéines
mineures n'ayant pas été déterminée. Les cinq protéines de la capside sont nécessaires a la
stabilité de la particule virale. La protéine plil est responsable de la reconnaissance de la cellule
bactérienne et de l'infectiosité du virus. Elle contient trois domaines. Le domaine N-terminal initie
la translocalisation de I'ADN a la bactérie tandis que le second domaine établit la reconnaissance
par sa liaison au pilus F (Jakes et al., 1988). Le domaine C-terminal interagit avec les protéines
pVI et pVIil et est nécessaire & l'attachement de plll a la capside.

Suite au contact du second domaine de la protéine mineure pill, le pilus F présent a la

surface d’E. coli se dépolymérise entrainant son retrait et par conséquent, le rapprochement du
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Tableau 2 : Protéines structurales du phage M13

#
Type de

Nombre d'acides

Masse

Copies par

Protéine
aminés moléculaire phage présentation
plil 406 42 500 ~5 NouC
pVi 112 12 300 ~5 C
pVil 33 3600 ~5 N
pVill 50 5200 ~2 700 NouC
~5 N
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Adapté de Sidhu, 2001.
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Figure 7 : Structure du phage filamenteux M13

Adapté de Sidhu, 2001

36



virus a son hoéte et la pénétration du virus via la protéine pill dans la bactérie (Ippen-lhler, 1991).
Lors de I'entrée du virus, la capside se dissout dans I'enveloppe d’E. coli et FADN simple-brin se
retrouve dans le cytoplasme. Le brin complémentaire est synthétisé par E. coli produisant la
forme réplicative (FR) qui produit d'autres FR d'ADN en plus de servir d'amorce a la
polymérisation d’ADN génomique simple-brin pour la progéniture virale par le mécanisme du
cercle roulant. La transcription des protéines virales s'effectue aussi & partir de la forme de
réplication. Les protéines de la capside décrites ci-haut et les protéines impliquées dans
I'assemblage viral s'intégrent & la membrane cytoplasmique, leur extrémité N- terminale se
retrouve dans le périplasme alors que I'extrémité C-terminale est dans le cytoplasme. Lorsque la
protéine de liaison d'ADN, pV, atteint une concentration critique, elle forme des complexes pV-
ADN qui séquestrent FADN simple-brin pour fins d’assemblage et inhibe la production de la forme
de réplication (Bauer et Smith, 1988). La formation de virus a lieu au niveau de I'enveloppe
bactérienne dans les régions ol la membrane cytoplasmique et la paroi sont en contact. En ces
endroits sont regroupées les proteines d’assemblage qui se positionnent en pores membranaires
et permettent simultanément rassemblage et la sortie de M13 (Fig. 8). Les protéines p! et pXi
forment quant & elles un pore en s'intégrant 4 la membrane cytoplasmique tandis que la protéine
plV est sécrétee a travers celle-ci pour s'imbriquer & la paroi bactéerienne (Fig. 8). Lors de
Il'assemblage, les protéines structurales se retrouvent a proximité des pores. Le phage
bourgeonne de la bactérie par I'extrémité exprimant les protéines pVil et pIX (Rapoza et Webster,
1995). Au fur et & mesure que I'ADN génomique s'engage a travers la machinerie d'assemblage,
la protéine pV se sépare de I'ADN et est remplacée par les milliers de protéines pVIIl durant
I'élongation du phage vers Iexterieur. Cette étape, probablement catalysée par la région
cytoplasmique de pl, est dépendante d'ATP (Russel, 1991).

Quand I'ADN est complétement acheminé a travers le pore membranaire, I'assemblage
est terminé par I'ajout de plli et pVi. Une seconde molécule d'ADN peut étre encapsidée en

I'absence de I'une ou l'autre de ces protéines créant un polyphage. La production de polyphages
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instables lorsque la protéine pV! est absente suggére un réle important de cette protéine dans le
maintien de la structure du phage et dans la liaison de plll & la particule virale. Comme tous les
phages filamenteux, la production virale n'est pas lytique et plusieurs centaines de particules

peuvent étre sécrétées durant le cycle bactérien qui en est ralenti.

4.2.2 Types de banques peptidiques

La classification des banques peptidiques est déterminée selon le gene ou est cione
linsert (Revue par (Smith et Petrenko, 1997). Par exemple dans le cadre de ce projet,
lidentification d'un peptide spécifique & ICAM-1 a été effectuée avec l'usage d'une banque de
type 3. Par conséquent, chaque phage contient une copie du géne il dans lequel a été clone un
insert & séquence aléatoire (Fig. 9). Cette nomenclature s'applique aussi aux autres banques
comme celie de type 6 ou 8. En théorie, ie peptide correspondant sera exprimé sur chaque
molécule plll du virion. En réalité, l'activite protéolytique des enzymes bacteriennes clive
certaines des protéines de fusion faisant varier le nombre de copies de peptides exposés sur la
capside. D'autre part, le peptide sera présent uniquement si la protéine de fusion engendrée peut
passer & travers le pore de I'appareil d'assemblage viral et si l'intégration & la capside n'affecte
pas la viabilit¢ de la particule virale. La taille du peptide exprimé dans ce type de banque est
restreint, particuliérement lorsque l'insert se situe au géne VIl (Kishchenko, Batliwala et
Makowski, 1994). Etant donné le nombre de copies présent, ses propriétés physiques et
biologiques risquent d'étre grandement altérées. Afin de palier & ces contraintes, des banques
hybrides ont été développées. Dans ces types de banques, la protéine de fusion est coexprimee
avec toutes les protéines sauvages de la capside (Fig. 9). Dans le cas d'une banque de type 88,
chaque phage contient 2 génes VIill codant pour 2 protéines différentes. L'une est la protéine
sauvage, 'autre est la protéine fusionnée au peptide (Sligh et al., 1993). li en résulte une capside
«mosaique» ou la forme prédominante est la protéine sauvage. Une autre banque hybride est le
type 8+8. Tout comme le type 88, deux génes VI différents (sauvage et protéine de fusion) sont

présents. Cependant chacun est codé par des génomes différents. Le géne sans insert se
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Type Type
88 8+8
B : géne pVIL : géne de I'insert
[ :génelll  : peptide insert

Figure 9 : Banques de phages peptidiques
Adapté de Smith et Petrenko, 1997
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retrouve dans le phage dit auxiliaire, tandis que le géne de la protéine de fusion est cloné dans
un vecteur particulier appelé phagemide. Tel un plasmide habituel, le phagemide contient le site
d'origine de réplication, un géne de résistance et de clonage muitiple. Il contient aussi 'origine de
réplication du bactériophage. Toutes les fonctions de réplication et d'encapsidation sont fournies
par le phage auxiliaire dont la réplication et I'encapsidation sont restreintes (Bass, Greene et

Wells, 1990).

4.2.3 Applications
4.2.3.1 Caractérisation d’épitopes et mimotopes

L'utilisation de banques de peptides a ia surface de phages n'est pas limitée a la
découverte de nouvelles molécules ayant un potentiel thérapeutique. Cet outil peut, par exemple,
atre utilisé dans la caractérisation d'un site de liaison (Chen et al., 1996; Grihalde et al., 1995). La
séquence des peptides sélectionnés pourra alors étre comparée au ligand naturel. Lors de
Putilisation d’'une banque phagique dont les peptides sont dérives du ligand naturel, cette
comparaison sera utile & déterminer les acides aminés nécessaires a la liaison de la cible. Si une
banque phagique de peptides aléatoires est employée par exemple, il est possible que la
séquence obtenue soit inattendue. Ceci peut aussi se produire lorsque le site de liaison du ligand
naturel est discontinu. Geysen et collaborateur ont qualifi¢ de mimotopes ces courtes séquences
peptidiques qui se lient spécifiquement a un récepteur sans avoir d'identité de séquence en
acides aminés avec I'épitope naturel (Geysen, Rodda et Mason, 1986a; Geysen, Rodda et
Mason, 1986b). L'identification de mimotopes s'avére d'un grand intérét dans un contexte

pharmaceutique comme nous en discuterons un peu plus loin.

4.2.3.2 ldentification de nouveaux ligands
La banque de peptides peut permettre d'identifier des molécules se liant & un récepteur
dont le ligand naturel est inconnu. Des peptides spécifiques a la protéine S-100b (lvanenko et al.,

1995) ont ainsi été identifiés. L'analyse du motif de 8 acides aminés a confirmé son homologie
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avec la sous unité o d'actin capping proteins et a permis de démontrer l'interaction entre ces
deux protéines. Ce genre d'application est rarement utilisé.

Dans la recherche de ligands d’ADN, aucune régle rationnelle similaire & I'appariement
des acides aminés n'est applicable dans la recherche de protéine liant I'ADN. Des banques de
séquences apparentées a un domaine de liaison d'ADN (e.g. doigt de zinc) d'une protéine
connue est une approche pius prometteuse. Cette méthode a permis la liaison a de nouvelies
séquences d'’ADN (Alam, Maeda et Sasaki, 2000; Ivanenko et al., 1995; Rebar, Greisman et

Pabo, 1996; Wolfe, Ramm et Pabo, 2000).

4.2.3.3 Découverte d’épitopes et de molécules thérapeutiques

Les peptides isolés par criblage sur un anticorps d'une banque peptidique aléatoire, qui
n'ont pas une séquence comparable au ligand de cet anticorps, sont des mimotopes antigéniques
de I'épitope naturel de cet anticorps. Lorsque I'immunisation d’'animaux naifs peut générer des
anticorps capables de réagir avec I'épitope naturel, ces peptides sont appelés des mimotopes
immunogenes (Pasqualini, Koivunen et Ruoslahti, 1995; Prezzi et al, 1996). A cause de la
flexibilité des peptides, un mimotope peut adopter une conformation lors du criblage mais en
adopter une autre lors de Fimmunisation. D'autre part, le peptide en question peut ne pas étre un
«mimotope structurel». Ceci se traduit par une interaction avec I'anticorps différente & celle de
I'épitope naturel (Weber, Pantoliano et Thompson, 1992). Les épitopes antigéniques ne sont pas
tous de bons candidats immunogénes (Moe, Tan et Granoff, 1999). Les peptides possedant ces
2 propriétés de mimétisme sont a la base de la découverte d'épitopes utilisés dans le
développement de trousse de diagnostique et de nouveaux vaccins.

Dans le domaine du diagnostique, ces peptides peuvent étre utilisés comme sonde
spécifique aux anticorps comme certaines protéines virales sont actuellement utilisées. Les
peptides sont toutefois plus abordables et habituellement plus faciles & produire. D@ a leur taille, il

est aussi possible de limiter Ia réaction a des sites plus spécifiques qui ont une importance
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diagnostique et aussi diminuer les réactions croisées causées par des déterminants sans valeur
diagnostique.

Lorsque l'utilisation du ligand naturel s'avere impossible & cause de sa toxicité et que sa
forme atténuée ne stimule pas efficacement le systeme immunitaire, l'isolation de mimotopes
immunogénes offre une nouvelle option dans fParsenal de molécules candidates au
développement de nouveaux vaccins (Hou et Gu, 2003). Cependant, d'aprés une récente étude,
ces peptides habituellement sélectionnés a partir de banques de phages de peptides aléatoires
seraient moins efficaces pour obtenir des molécules immunogénes comparativement a ceux
identifiés a partir de librairies dérivées de peptides naturels (Matthews, Davis et Smith, 2002).

A lopposé des mimotopes immunogéniques qui générent des molécules
thérapeutiques, certains peptides peuvent étre isolés pour leur qualité bénéfique intrinséque. Le
criblage & partir d'une enzyme ou d'un récepteur moléculaire peut mener & l'isolation de peptides
agonistes, antagonistes ou capables de bloquer la liaison de sa cible & son ligand naturel. La
découverte de peptides qui interagissent avec I'ADN et capables de moduler 'expression d'un
géne est un autre exemple (Rebar et Pabo, 1994; Wolfe, Ramm et Pabo, 2000). Les peptides
identifiés par banque phagique peuvent avoir une séquence connue ou étre des mimotopes.
Dans tous les cas, les caractéristiques recherchées seront principalement : une haute affinité et
sélectivité envers leur cible. Ces peptides pourront étre utilises comme agents de ciblage pour

fins de diagnostique ou thérapeutique.

4.3 Méthodes de criblage

L'obtention d’un peptide d'intérét s'effectue par des tours successifs de sélection de la
banque phagique et des sous-banques dérivées. Chaque tour comprend en général 4 étapes: 1)
la capture des phages via le peptide exprimé sur la capside par un site déterminé (recepteur,
cytokine, molécule d'adhésion, protéase, organe, tissus etc.; 2) I'élimination des clones non
spécifiques ou de faible affinite a la cible choisie; 3) la récupération des clones spécifiques suivi

de; 4) leur enrichissement avant de commencer le tour suivant. La répétition de ces quatre
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¢tapes qui résulte en lidentification d'une ou plusieurs séquences spécifiques constitue le
criblage.

Le premier tour de criblage est sans aucun doute le plus important car c'est durant
celui-ci que se fait 'élimination de la majorité des clones phagiques de la banque initiale. Pour ne
pas perdre de fagon irrémédiable des clones spécifiques, il est nécessaire d'équilibrer la capture

du peptide voulu & la méthode de récupération ou d'élution utilisé.

4.3.1 Criblage in vitro

Le site de capture peut étre une protéine purifiée présentée a la surface d'un support
solide. Celui-ci peut étre de différente matiére : plateau de polystyréne (Smith, 1985), bilies de
plastique (D'Mello et Howard, 2001) ou paramagnétiques (Alam, Maeda et Sasaki, 2000) ou
encore des membranes de nitrocellulose (Dyson et Murray, 1995). La nature de la liaison au
support solide peut aussi varier et se faire par une adsorption (Smith, 1985) ou une liaison
covalente (Bass, Greene et Wells, 1990). Le site peut aussi étre biotinyié et se lier & un support
tapissé d'avidine ou de streptavidine (Parmley et Smith, 1988). Une fois la banque incubée avec
la molécule cible, une série de lavages sont effectués pour éliminer les clones non liés ou de
faible affinité. La récupération des clones s'effectue habituellement par élution. L'élution des
phages capturés n'est pas nécessaire avant leur propagation dans une culture fraiche de
bactéries (Lener, Benarous et Calogero, 1995). Cependant, puisque cette méthode de
récupération offre un plus faible rendement, il est préférable de l'utiliser aprés le premier tour.
Selon I'étape de sélection et la méthode de criblage utilisée, I'élution pourra varier. Lorsque le
criblage se réalise in vitro, I'élution peut étre non spécifique. L'élution non spécifique vise a
déterminer la liaison peptide-recepteur en exploitant la résistance des phages aux tampons
acides pouvant atteindre un pH de 2,2 (Smith, 1985) ainsi que des pH alcalins (Harrison et al.,
1996). D’autres chercheurs ont profit¢ dans leur méthode de criblage de leur résistance aux
protéases (McConnell et al., 1996). L'élution peut aussi étre spécifique dans le but de récupérer

des phages qui interagissent avec une région particuliére du récepteur. Ce genre d'élution se fait
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habituellement avec un anticorps ou le ligand naturel du récepteur qui viendra rivaliser avec le
phage pour le site récepteur. Elle a comme avantage de diminuer le bruit de fond produit par les
phages se liant spécifiquement ou par réaction croisée a d'autres sites du modéle de
présentation, e.g. contaminants, support solide ou un site non relevant de la molécule cible.

Une variation de I'approche in vitro consiste a incuber la banque de peptides avec des
cellules exprimant le récepteur cible. Ce récepteur peut étre une molécule endogéne ou
transfectée. Cette approche pius complexe, utilise un modéle de présentation plus hétérogéne

qu'une protéine purifice.

4.3.2 Criblage In vivo

Cette approche est particulierement utilisée dans le but de trouver des peptides
spécifiques a une région restreinte de l'organisme. Les vaisseaux sanguins constituent une cible
de choix dans la quéte de molécules (thérapeutiques ou de ciblage) a cause de leur accessibilité
aux médicaments administrés par voie intraveineuse. La migration préférentielle des cellules
tumorales et de cellules effectrices immunitaires suggére la présence d'adresses moléculaires a
travers le réseau vasculaire.

Il est important d'identifier des marqueurs moléculaires exprimés lors de pathologies ou
présents dans certains organes. Une possibilité est l'isolation de cellules endothéliales. Toutefois,
certains marqueurs présents in vivo & la surface de ces cellules sont absents une fois qu'elies
sont mises en culture. La conformation des molécules peut aussi changer, c'est le cas du «tissue
factor» qui est présent mais inaccessible dans les vaisseaux normaux, et le devient lors de
dommages cellulaires ou I'activation des cellules endothéliales (Osterud et Bjorklid, 2001). Pour
pallier & ces inconvenients et bénéficier de leur expression différentielle, le criblage de phage in
vivo a été développé (Pasqualini et Ruoslahti, 1996). Cette démarche offre plusieurs avantages
notamment la reconnaissance en conditions de flot sanguin. Etant donné que la récupération de
phages s'effectue en prélevant les organes, cette méthode tend a sélectionner des ligands

spécifiques & ceux-ci. Les peptides isolés par cette méthode sont spécifiques a 'espéce utilisée
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et pourraient ne pas étre compatibles avec d’autres modéles animaux ou chez I'humain (George,
Lee et Pitzalis, 2003). De plus, certains marqueurs peuvent étre différentiellement exprimés chez
'homme. Par exemple, I'antigéne membranaire spécifique a la prostate est retrouvé & la surface
de vaisseaux tumoraux chez I'humain mais non chez la souris ol il est exprimé dans les
vaisseaux normaux du cerveau et des reins (Arap et al., 2002a). Pour des raisons pratiques et
éthiques, le criblage in vivo chez 'homme est limité et n'a été rapporté qu'une seule fois (Arap et
al., 2002b). Une aiternative a éte proposée par ['utilisation de chimére animale. Des tissus
humains sont alors greffés, chez la souris par exemple (George et al., 2003). Grace a cette
méthode, des xénogreffes de vaisseaux sanguins ont pu réguler les molécules d'adhésion et
mieux encore, moduler I'extravasation de leucocytes humains. Des clones spécifiques au tissu
synovial humain ont été isoles démontrant le potentiel de cette approche dans la recherche de
nouveaux agents thérapeutiques mieux adaptés aux tissus humains (George, Lee et Pitzalis,
2003).

L'identification de marqueurs moléculaires speécifiques, différentieliement exprimés dans
ou a proximité de tissus atteints comparativement aux tissus sains, est une étape définitive dans
le développement du ciblage thérapeutique. Des agents spécifiques a ces marqueurs pourraient
jouer différents réles selon le type d'interaction avec sa cible. Une liaison modulant l'activité de
cette cible lui attribuerait des caractéristiques thérapeutiques. Cependant, il est possible que
linteraction n'entraine aucun effet. Dans les deux cas, l'agent pourra étre utilisé comme outil de
ciblage et étre conjugué a une autre molécule dans le but de diagnostiquer une Iésion par
imagerie moléculaire ou de la traiter s'il s'agit d'une molécule thérapeutique.

Nous avons parcouru durant cette revue un grand nombre d'exemples associant la
surexpression d'ICAM-1 a une condition pathologique. L'implication d'lCAM-1 semble d'autant
plus cruciale par la démonstration des effets bénéfiques issus de linhibition de ses fonctions.
Cependant, peu de thérapies anti-ICAM-1 sont présentement & notre disposition. Ces stratégies
sont actueliement au stade pré-clinique ou clinique et les échecs rencontrés dans certaines

études poussent les chercheurs a trouver d'autres molécules candidates.
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L'objectif général de ce projet de doctorat visait & développer de nouveaux ligands

spécifiques @ ICAM-1 pour fins de ciblage. Les objectifs spécifiques a atteindre étaient les

suivants:

1)

2)

3)

|dentifier de nouveaux ligands se liant spécifiquement a ICAM-1 (murin et humain), a l'aide
d'une banque de phages. Differentes stratégies de criblage ont été utilisées. Nous avons
utilisé des cellules transfectées pour l'identification de phages exprimant une séquence se
liant 3 ICAM-1 murin tandis que nous avons utilisé la proteine purifiée pour identifier ceux se
liant & ICAM-1 humain.

Déterminer leur spécificité et leur propriété de liaison. Nous avons réalisé différents tests de
liaison et/ou de compétition afin de confirmer la specificiteé de la liaison ICAM-1/ligand.
Caractériser leur activité fonctionneile. Nous avons examiné la capacité des ligands identifiés
4 inhiber la liaison d'lICAM-1 avec son ligand naturel LFA-1. Cette caractéristique etant
importante dans la détermination de molécules méres utilisées dans des modéles de ciblage
murin ou comme outil thérapeutique.

Les résultats du ligand spécifique & ICAM-1 murin sont rapportés dans le premier

manuscrit, tandis que les résultats du ligand spécifique a ICAM-1 humain sont présentés dans le

second en préparation.
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CHAPITRE 2

Identification et caractérisation fonctionnelle d’'une sequence spécifiquea

ICAM-1 murin



Résumé

La molécule d'adhésion ICAM-1 est faiblement exprimée de fagon constitutive sur les cellules
endothéliales, sa forte expression endothéliale est associée a linflammation, au cancer et
I'athérogénese. Des cellules COS-7 transfectées par ICAM-1 murin (ICAM-1m) ont été utilisees
comme cible pour le criblage d'une banque de phages peptidiques. Des clones furent
sélectionnés avec un anticorps monoclonal spécifique a un épitope fonctionnel d'ICAM-1 et une
nouvelle séquence liant la région extracellulaire d'ICAM-1 a été identifiece qui pourrait
potentiellement étre utilisée comme agent de ciblage. Nous avons aussi démontré que la
spécificité du peptide demeurait conservée suite & son incorporation en la région N-terminale
d’'une large protéine chimére. De plus, cette protéine chimére contenant la sequence spécifique a
ICAM-1 murin inhibe Fadhésion médiée par ICAM-1 murin dans un contexte de présentation
d'antigénes. En conclusion, ces résultats démontrent la possibilité de modifier la sélectivité
d'agents thérapeutiques envers des molécules d'adhésion impliquées dans les interactions

cellules-cellules.
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Abstract

The ICAM-1 adhesion molecule is expressed selectively at low levels on endothelial cells but is
strongly upregulated in dysfunctional endothelial cells associated with inflammation, cancer, and
atherogenesis. Using COS-7 cells transfected with murine ICAM-1 (mICAM-1) as a target
receptor, a phage display library was screened. Clones were selected by elution with a mAb
specific for a functional epitope of ICAM-1 and a novel peptide sequence binding to the
extracellular domain of mICAM-1 was identified that can potentially be used as a targeting vector
aimed at dysfunctional endothelium. We further showed that the targeting specificity of the
peptide was retained following its incorporation at the N terminal end of a large chimeric protein.
Moreover, this chimeric protein containing the miCAM-1-specific sequence was found to inhibit
ICAM-1-mediated intercellular adhesion during antigen presentation. Taken together, these
results demonstrate the potential for improving the cell-selectivity and properties of therapeutical

agents toward targeting adhesion molecules involved in celi-cell interactions.
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Introduction

The intercellular adhesion molecule (ICAM)-1 is an Ig-like cell adhesion molecule expressed by
several cell types, including leukocytes and endothelial cells (EC). It can be induced in a cell-
specific manner by several cytokines, for example, TNF-qa, or IL-1. Among the known ligands of
ICAM-1 are the membrane-bound integrin receptors LFA-1 and Mac-1 that are normally
expressed on leukocytes [1,2], CD43 [3], the soluble molecule fibrinogen [4], and the matrix factor
hyaluronan [5]. ICAM-1 on endothelium plays an important role in migration of activated
leukocytes to sites of inflammation. ICAM-1 has significant homology to ICAM-2 and ICAM-3, two
alternative receptors to LFA-1. In contrast to inducible ICAM-1, ICAM-2 is constitutively
expressed on EC and lymphocytes, whereas ICAM-3 expression is predominantly found on
circulating T celis [6,7,8].

In normal physiology ICAM-1 plays an important role as a costimulatory molecule in T cell
activation. Antigen presenting cells express ICAM-1 in association with the MHC class I complex
which is required to activate CD4 helper T-cells while in cell mediated cytotoxicity ICAM-1 is a
costimulator in activation of non MHC restricted killer celis and of MHC class | restricted CD8 T-
cells [9,10,11]. ICAM-1 has been related to a variety of pathologies ranging from infection by viral
or parasitic pathogens to chronic inflammatory diseases, such as rheumatoid arthritis, asthma,
psoriasis, transplant-rejection, and allergy. In addition, numerous experiments using blocking
mAbs have indicated that ICAM-1 interactions were critical in tumor development [12,13]. The use
of genetically engineered adhesion-deficient mice, has further provided clear evidence that
ICAMs are involved in dissemination of tumor cells [14,15]. Various approaches aimed at
inhibiting ICAM-1-expression and function such as antisense oligonucleotides or gene therapy

have shown encouraging results, therapeutic interventions with mAb-based strategies continue to
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be the most extensively studied. However, due to the insufficient relative efficacy/safety ratio of
mAb-based therapies, especially seen after systemic administration and high immunogenic
potential of these agents [16-1 8], alternative approaches are being sought. For example, small
non-immunogenic molecules either in the form of peptides or non-peptide synthetic molecules

would be a suitable alternative to circumvent the above obstacles [19].

In this paper we report a novel murine ICAM-1 specific peptide identified by using phage display
technology. The ability of this sequence to interact with murine ICAM-1 was shown in the direct
ICAM-1 binding experiments, as well as by its ability to compete with ICAM-1-specific mAb. The
binding specificity of the peptide was retained following its incorporation at the N terminal end of a
large chimeric protein, that was capable of specific inhibition of ICAM-1-mediated intercellular

adhesion during antigen presentation.

Materials and Methods

Construction of the library: The library containing 16-amino acid peptide was constructed
essentially as previously described, using fUSE5 as the phage vector [20]. This linear library
consisted of 10'° independent recombinant phages recovered as tetracycline-resistant colonies.
The majority of these phages (>90%) contained inserts as confirmed by sequencing of randomly

selected clones.

Cell lines: CH27, a B cell lymphoma expressing I-A¥, and the autoreactive, |-A*-specific C8.A3 T
cell hybrid, have been described [21] and were kindly provided by Dr. Tania H. Watts (University
of Toronto). Both cell lines were grown in RPM! 1640 (Life Technologies, Burlington, ON)

supplemented with 10% (viv) heat-inactivated FCS (Hyclone), 2 mM glutamine (Life
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Technologies), antibiotics penicillin and streptomycin, and 2 x 10° M 2-ME (complete medium).

COS-7 cells were obtained from the ATCC and were grown in complete DMEM.

Reagents and monoclonal antibodies: The anti-mouse ICAM-1 3E2 mAb [22] was purchased
from BD-Pharmingen (San Diego, CA). The human igG was purchased from Cappe! Research
Reagents (ICN Biomedicals). The YN1/1.7.4 hybridoma cell line secreting the mAb specific for
murine ICAM-1 was obtained from the ATCC and mAbs purified from hybridoma culture
supernatants by chromatography on protein G-Sepharose (Pharmacia Fine Chemicals,
Piscataway, NJ) using standard protocols. The YN-1 mAb was biotinylated with D-biotin-N-
hydroxy-succinimidyl ester purchased from Roche Diagnostics (Laval, QC) in carbonate buffer
(pH8.0) and dialysis performed against PBS using standard protocol. The phycoerythrin-
conjugated streptavidin conjugate (SA-PE) was purchased from Immunotech (Westbrook, ME).

All other reagents were purchased from Sigma, unless otherwise indicated.

Transfection of COS-7 cells with ICAM-1 cDNA. To generate COS-7 cells expressing ICAM-1,
the cDNA encoding the common form of ICAM-1 was subcloned in the pAPRMS plasmid vector to
generate the pICAM-1 plasmid [23] and transfected using Superfect according to instructions
supplied by the manufacturer (Qiagen). Transfectants were characterized for their expression of

ICAM-1 by flow cytometry using ICAM-1-specific 3E2 mAb, as previously described [24].

Panning to select ICAM-1-reactive Phage. ICAM-1-reactive phages were captured from the
library by panning using ICAM-1-expressing COS-7. Briefly, 10° ICAM-1-expressing COS-7 cells
were blocked 2h at room temperature with PBS supplemented with 3% (v/v) BSA (B-PBS) in an
Eppendorf tube. Cells were washed with B-PBS and pelleted before adding 0.5 mi of B-PBS
containing approximately 10"' phages and incubated with rotation for 4 hours at 4°C. Unbound
phages were subsequently removed by washing ten times with B-PBS. ICAM-1-specific phages

were obtained by elution with ICAM-1-specific YN1.7.4 mAb (50ug/mL). For this purpose, the
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plates were incubated 2 hours with rotation at 4°C in the presence of the mAb and the resulting
supernatant collected, amplified, and the enrichment cycle was repeated as above. In the last
three rounds of panning, however, the phages (10"°) were first incubated with non-transfected
COS-7 celis to increase specificity before proceeding to the panning with the ICAM-1-expressing

celis. Individual phage were cloned, amplified and sequenced.

Construction, Expression and Purification of B-Galactosidase Fusion Proteins. A
recombinant protein consisting of the mICAM-1-specific peptide inserted at the N-terminal end of
the B-galactosidase and fused to an His tag sequence was generated (SPMIC/bgal) using the

following oligonuleotides: 5-pAA TTC AAA TTA ACT ATG TTT_GAT GGG TTC AGC TTT CTG

GCG TTC GAG GAC TTC GTT AGT TCG ATC GGA GGA GGA G-3' (sense) and 5-pGA TCC

TCC TCC TCC GAT CGA ACT AAC GAA GTC CTC GAA CGC CAG AAA GCT GAA CCC ATC

AAA CAT AGT TAA TTT G-3' (antisense). The underlined nucleotide sequence encodes the 4.1
peptide sequence and bold letters a three amino acid linker. These were inserted into a modified
pQE16 vector (QIAGEN) that included a 6xHis tagged-p-galactosidase gene, and from which the
DHFR encoding sequence had been removed. A fusion protein containing a peptide consisting of
a scrambled amino acid sequence obtained from a human ICAM-1-specific peptide (SPHIR/bgal)
was used as a control fusion protein and generated using the following oligonucleotides: 5'-pAA

TTC AAA TTA ACT ATG CCC CGC AAG CCA TCC CGT GAG CCT CAT ACA CGA CAC GAC

CGA CAT ACC CCA CAG GGA GGA GGA G-3' (sense), and 5'-pGA TCC TCC TCC TCC CTG

TGG GGT ATG TCG GTC GTG TCG TGT ATG AGG CTC ACG GGA TGG CTT GCG GGG CAT

AGT TAA TTT G-3' (antisense). DNA sequencing was carried out to ensure integrity of the
constructs. Escherichia coli strain M15 bearing the plasmid encoding mic4.1-beta-gal fusion
protein was grown in LB medium supplemented with 100pg/mi ampicillin and 25ug/mi kanamycin
and induced with 1 mM isopropyl-1-thio-beta -D-galactopyranoside. The chimeric fusion protein
was purified by affinity chromatography on a Ni-nitrilo-triacetic acid resin (Qiagen) according to

the manufacturer's instructions. The concentration of the fusion proteins was determined using
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DC Protein Assay (Bio-Rad, Mississauga, ON). Purity was confirmed by analyzing Coomassie
blue stained SDS-PAGE gel with ImageQuant software version 5.0 (Amersham Biosciences,
Piscataway NJ). The B-galactosidase activity was quantified with Luminescent B-galactosidase
Reporter System 3 according to instructions supplied by the manufacturer (Clontech,

Mississauga, ON) using Lumat LB9507 (Berthold Technologies, Oak Ridge, TN).

Flow cytometric analysis. Cells were washed twice with ice-cold PBS containing 1% (v/v) BSA
and 0.01% (v/v) sodium azide (PBA) and then incubated for 20 min on ice with ICAM-1-specific
biotin-labelled mAbs. After two washes in PBA, the cells were incubated again with a saturating
concentration of PE-conjugated streptavidin (SA-PE) for 30 min on ice, washed twice with PBA
and resuspended in 400 pi of PBS containing 0.01% of sodium azide. Samples were kept at 4°C
in the dark and analyzed using a Coulter XL-MCL (Coulter Electronics, Hialeah, FL). Between
5,000 and 10,000 celiular events were analyzed for each sample. In some assays, phages were
incubated for 40 min with the indicated concentrations of phage before addition of the mCAM-1-
specific biotinylated mAb. Controls included cells transfected with the empty vector; cells without

antibodies or with control antibodies, as well as cells incubated with SA-PE alone.

Antigen presentation assay. A total of 10° C8.A3 T cells were added to 10° CH27 antigen-
presenting cells that had been pre-incubated for 15 min at 37°C with the fusion proteins or with
the indicated concentrations of mAbs. The supernatants were collected at 16-24 h and tested for
the presence of IL-2 by ELISA using the Ready-set-go! IL-2 detection kit (eBioscience, San

Diego, CA).

Restlts
Identification of the phage clones that bind murine ICAM-1. To assure a native presentation
of the extraceliular domains of ICAM-1 we have transfected COS-7 cells with plasmid inserted

with cDNA encoding the common form of ICAM-1. The obtained ICAM-1 positive cell subline was
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used for the screening of the phage library displaying linear peptides of 16 amino acids in length.
In the first selection protocol, the library was aliowed to bind to COS-7 cells that express murine
ICAM-1 and bound phages were eluted using ICAM-1-specific YN-1 mAb, that has been shown to
inhibit ICAM-1-mediated intercellular adhesion [25,26]. The phage population enriched by five
rounds of selection on mICAM-1-expressing COS-7 cells was amplified and sequenced. A set of
the identified sequences that are displayed in the selected clones are shown in the (Table I).
Several clones contained the X'E/DX3XSXEX’XEX®X'°DX'? motif, where the amino acid
distribution at X' and X'? favoured aromatic amino acids, while X3, X4, X® to X'° seem to be
random. Another selection protocol was carried out, during which the library was first subtracted
on the non-transfected COS-7 cells in each of the four rounds of panning prior to exposing the
library to ICAM-1-expressing cells. This protocol resulted in a single peptide sequence, that
corresponded to the motif identified during the first protocol. Blast search analysis of identified
sequences yielded no homology to either the nucleotide or amino acid sequences reported to

bind to ICAM-1.

To test the specificity of interaction of the identified amino acid sequence, we measured the
binding of the phage 4.1 to COS-7 cells expressing ICAM-1. The results showed that this phage
bound only to ICAM-1-expressing COS-7 cells, but not to control cells that lacked ICAM-1

expression at their surface (Fig. 1) indicating that the 4.1 clone was specific for murine ICAM-1.

The specificity of the 4.1 sequence was further tested by antibody displacement assay using YN-
1 and 3E2 mAbs. Although both mAbs are specific for mMICAM-1 and have been shown to inhibit
LFA-1-mediated adhesion [21,22,27], during which LFA-1 binds to the D1 domain of ICAM-1,
these two mAbs bind to distinct yet overlapping epitopes (Y. St-Pierre, unpublished observations).
Our results showed that when the 4.1 phage was used to compete with the binding of these mAbs

to mICAM-1 expressing COS-7 cells, it was able to compete only with YN-1 on miCAM-1-
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expressing COS-7 cells (Fig. 2). No significant inhibition of the YN-1 binding was observed with

the control phage sequence (data not shown).

Functional reconstitution of the 4.1 amino acid sequence into a chimeric protein. In the
next series of experiments, a recombinant chimeric protein produced by fusing the C-terminus of
B-galactosidase gene and the 4.1 sequence coding oligonucleotide. The chimeric product was
expressed and purified as described in the Materials and Methods section. A three amino acid
(Gly-Gly-Gly) linker was also inserted between the 4.1 sequence and B-galactosidase to avoid
stearic hinderance between the two chimera components. Purity of the isolated fusion protein was
evaluated by SDS-PAGE stained with Coomassie Blue and was higher than 90%. Activity of -
galactosidase remained practically unchanged in the fusion protein (1.51x10° RLU s™/ng of
recombinant p-galactosidase compared to 1,17x108 RLU s'/ng of SPMIC/Bgal). To evaluate the
functional properties of this chimeric construct, we tested its ability to inhibit the accessory
function of ICAM-1 during the antigen presentation process by evaluating the IL-2 secretion by I-
Ak_restricted C8.A3 T cell hybrids in response to contact with I-A*-expressing, |CAM-1-positive,
CH27 antigen-presenting cells. The activation of C8.A3 by CH27 is strongly ICAM-1/LFA-1-
dependent, as shown by the ability of YN-1 mAb, but not isotypic control antibody, to inhibit iL-2
secretion (Fig. 3). Our results showed that addition of the recombinant fusion protein containing
the ICAM-1-specific peptide significantly inhibited the secretion of IL-2 by the T cells. No such
inhibition was observed with the control fusion protein SPHIR/bgal containing non relevant
peptide as described in the Material and Methods section, suggesting that the inhibitory effect of

the 4.1 peptide containing fusion protein was sequence specific.

Discussion

Here, we describe a novel peptide sequence specific for murine ICAM-1 that was identified by
screening a phage displayed peptide library against the ICAM-1 transfected COS-7cells, we have

shown that the peptide sequence retained its ability to block intercellular adhesion during antigen
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presentation when inserted at the N-terminal end of a fusion protein. Although peptides that block
the interaction between ICAM-1 and Mac-1 and between ICAM-1 and LFA-1 have been reported
for the human adhesion molecules [28-32], peptide sequences that inhibit the interaction of

murine ICAM-1 with LFA-1 have not previously been reported.

Binding of ICAM-1 to LFA-1 is crucial to inflammatory cell infiltration in diseases such as asthma,
arthritis [33,34] and certain types of cancers [36,36]. This interaction has also been found to be
involved in multiple sclerosis [37]. Furthermore, expression of ICAM-1 is induced in cells of
allograft and is associated to the rejection process [38,39]. Considering the role of ICAM-1 in
these pathological processes, the identification of molecules capable of inhibiting ICAM-1/LFA-1

binding has become significant.

Development of targeting molecules that can specifically direct therapeutic agents to a cell or
tissue of interest may significantly improve performance of new and existing drugs. Furthermore,
the possibility to incorporate targeting peptides into viral and non-viral gene therapy vectors;
therapeutic proteins; polymer based drug delivery systems and liposomes would ailow production
of new and more specific products with increased safety profiles and increased therapeutic index
[40-42]. Phage display technology has demonstrated to be a feasible approach for discovery of
small tissue specific peptides [43,44]. This technology has been used before to identify
sequences specific to human ICAM-1 using purified protein as a target during the selection
process [28,45]. Sequence 4.1 was identified using subtraction of peptide display phage library.
This approach has been previously used [46,47] and is helpful when screened target is not a
purified recombinant protein, as was the case in this cellular system. The subtraction method
described here, combined the specificity to a cell subpopulation [48] and the advantage of
competitive elution with a known mAb [49], in our case mICAM-1 COS-7 cell transfectants and
YN1 antibody respectively, was very productive and could be used to obtain specific sequences
directed against functional epitopes found on other cell adhesion molecules. The 4.1 sequence

represents the first specific peptide sequence for murine ICAM-1. This sequence does not

59



contain any significant homology to known sequence or motif. Such linear peptide can thus be
used in vivo in mice models for testing of drug delivery agents to specific cell types expressing
ICAM-1. The ability of this peptide to confer to p-galactosidase the ability to specifically inhibit
ICAM-1-mediated adhesion suggest that the 4.1 peptide sequence is suitable for retargeting of a
larger protein. Furthermore, since fusion of 4.1 sequence did not abolish B-galactosidase activity,
in an alternate approach, conjugation to anti-cancer or anti-inflammatory drugs could significantly

diminish side effects observed from systemic administration.
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Table I: Frequency distribution of phage sequences obtained after

biopanning

Clone Insert peptide sequence Frequency

5.1;5.6 FEGFSFLAFEDFVSSI 2

5.2;5.7 RDGWYESVSYWGVIDW 2
5.3 GAEGIEVKYWVDLGWYV 1
5.4 FAGAAWHERLGYGHAT 1
5.5 PYRIDAWADVDEMVWM 1
5.8 IFVGAYVVN 1
5.9 FDGFSFLAFEDFVSSI 1
5.10 ILGHTWQALGWLVTGR 1

Modified selection with presorbtion, 4 rounds

4.1-4.10 FEGFSFLAFEDFVSSI 10




Figure legends:

Figure 1: Elution on 4.1 from COS-7/ICAM-1 vs non-transfected COS-7. An aliquot of 10"
phage containing the 4.1 sequence was incubated for 2 hours with ICAM-1-transfected or
untransfected (control) COS-7 cells. After washing, bound phage were eluted YN-1 antibody and

phage-plated.

Figure 2: Flow cytometric analysis of antibody inhibition by phage 4.1 on ICAM-1
transduced COS-7 cells. ICAM-1 expressing cells (4x10° cells) were incubated with 10°-10"?
colony forming units (cfu) of phage 4.1. After washing, cells were incubated with either YN1 or
3E2 antibody, which recognize distinct yet overlapping epitopes on the first domain of ICAM-1.

No significant inhibition was obtained using the control phage A1 (data not shown).

Figure 3. Inhibition of antigen presentation by the 4.1 peptide sequence inserted at the N-
terminal end of the pB-galactosidase protein. IL-2 production by I-A*-specific autoreactive T
cells (C8.A3) stimulated by ICAM-1-positive CH27 antigen presenting cells in presence of the
fusion proteins containing the ICAM-1-specific 4.1 (SPMIC/bgal) or the control sequence
(SPIHR/bgal). As a control, cells were incubated with either 10 pg/ml of ICAM-1-specific mAb or
the same concentration of a control IgG antibody. The results are representative of three

independent experiments.
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CHAPITRE 3

Identification d’'une séquence spécifique a ICAM-1 humain et

caractérisation du potentiel inhibiteur de I'interaction ICAM-1/LFA-1.



Au-dela de l'étude d'une séquence utile a la caractérisation de linteraction d’'ICAM-1
dans un modeéle murin, I'identification d'une séquence ciblant ICAM-1 humain peut mener au
développement de nouveaux outils pour le traitement de maladies impliquant ICAM-1.

Dans la seconde partie de ce projet de doctorat, nous avons identifié un ligand spécifique
a ICAM-1 humain et testé son potentiel de ciblage. Pour démontrer I'activité fonctionnelle de la
séquence identifiée, nous avons utilisé le modele de cultures lymphocytaires mixtes ou les
interactions cellulaires via ICAM-1 sont connues pour jouer un role essentiel dans I'activation des
lymphocytes T. Pour ce faire, les lymphocytes du sang périphériques sont prélevés chez deux
donneurs et mis en culture afin de mesurer leur capacité a réagir contre une antigéne du non-soi,
i.e. alloréactif. Cette alloréactivité est déterminée par la mesure de lindex prolifératif des
lymphocytes. Ce modéle est représentatif d’une situation de rejet de greffe et offre I'avantage de

ne pas utiliser de cellules immortalisees.
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Résumé

La molécule d’adhésion ICAM-1 est faiblement exprimé sur I'endothélium normal. La
hausse de son expression observée pendant I'inflammation, le rejet de greffe et dans certaines
cancer en fait un bon candidat pour le ciblage moléculaire. Une banque aléatoire de peptides
phagiques a été criblé sur ICAM-1 humain recombinant (hICAM-1) immobilisé sure une surface
solide. Les phages liés ont été élués non spécifiquement par élution acide ou en combinaison
avec I'anticorps monoclonal anti-ICAM-1 HA58. Cet anticorps inhibe la réaction de lymphocytes
mixtes (MLR). Une séquence prédominante SPHIC4.1 a été synthétisée et sa capacité de liaison
testée sur les lignées parentales de carcinome mammaire MCF-7 (ICAM-1faible ) et la lignée
résistante a la doxorubicine MCF-7/ADR (ICAM-1élevé). SPHIC4.1 a démontré une spécificite de
liaison aux deux lignées dépendante de la température et au temps. Le peptide SPHIR qui est
constitué de la séquence brouillée de SPHIC n'a démontré aucune interaction envers ces deux
lignées, suggérant que la liaison de SPHIC4.1 est particuliére & sa séquence. De plus comme
I'anticorps HA58, le peptide SPHIC4.1 conjugué a la b-galactosidase sous forme de protéine de
fusion utilisé sans un tes in vitro de présentation d'antigéne a pu inhiber la réaction MLR. Ces
résultats démontrent le potentiel de ce peptide a rediriger des molécules thérapeutique vers
ICAM-1 aux sites inflammatoires et des tumeurs ayant pour effet de diminuer les effets

secondaires observé lors de leur administration systemique.

76



PHAGE DISPLAY LIBRARY GENERATED NOVEL HUMAN ICAM-1 SPECIFIC PEPTIDE THAT

INHIBITS ICAM-1/LFA-1 INTERACTION /N VITRO

Anna-Karine Bélizaire, Lioudmila Tchistiakova, Klodia Colakyan, Grzegorz Pietrzynski,

Yves St-Pierre and Valery Alakhov

Supratek Pharma Inc. Laval, Québec, Canada

Footnote:

Y.S.P is a scholar of the Fonds de la Recherche en Santé¢ du Québec (FRSQ). AKB. is
supported by studentships from Le Fonds pour la formation de chercheurs et I'aide a la recherche

(FCAR) and La Fondation Armand-Frappier.



Running Title: Human ICAM-1-specific peptide

Corresponding Author: Valery Alakhov
Supratek Pharma, 215 Boul. Bouchard, suite 1315,
Dorval, Québec, Canada, H9S 1A9
Fax number : 514-422-9410

Valery.alakhov@supratek.com

Number of text pages: 14

Number of tables: 1

Number of figures: 4

Number of references: 28

Number of words in Abstract: 222
Number of words in Introduction: 517

Number of words in Discussion: 427
List of nonstandard abbreviations: FCS, foetal calf serum; HPLC, high performance liquid
chromatography; ICAM-1, intercellular adhesion molecule-1; hICAM-1, human ICAM-1; MLR,

mixed lymphocyte reaction; mAb; monoclonal antibody; RLUs, relative luminescence units.

Recommended section assignment: Inflammation & Immunopharmacology

Key words: ICAM-1, peptide, phage display, antigen presentation, targeting, fusion protein.

78



Abstract

The ICAM-1 adhesion molecule is expressed at low levels on endothelial cells but is strongly
upregulated in dysfunctional endothelium during inflammation, cancer, and allograft rejection.
Given the clinical significance of ICAM-1, the identification of specific ligands recognizing ICAM-1
is important for the development of therapies inhibiting ICAM-1 function or directed against
tissues overexpressing this adhesion molecule. To identify new ICAM-1-specific ligands, a display
library of random peptide phages was screened on immobilized soluble human ICAM-1 (hICAM-
1). Bound phages were eluted by competitive elution with anti-hICAM-1 monoclonal antibody
HA58, known to inhibit MLR, or non-specifically by acid elution. One sequence, HICab4.1, was
predominant using antibody displacement. The peptide was synthesized (HIC) and tested for
binding on human breast carcinoma cell line MCF-7(hICAM-1"*) and its drug resistant MCF-
7/ADR (hICAM-1"8") derivative. We found that the HIC peptide demonstrated specific temperature
and time dependent high binding with MCF-7/ADR cells, and low binding with MCF-7. A control
peptide containing the scrambled SPHIR sequence did not show significant interaction with either
cell line, suggesting that HIC binding was specific for ICAM-1. Furthermore, a fusion protein
containing the HIC sequence fused to B-galactosidase was found to be capable of inhibiting the
activation of lymphocytes during in vitro alloantigen recognition. Taken together, these results
demonstrate the potential of this peptide for the targeting of drugs to ICAM-1 at inflammation and

cancer sites.
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Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) is a transmembrane glycoprotein, which belongs to
the immunoglobin (lg) supergene family. It contains five extracellular Ig-like domains. A
pentapeptide motif within domains 1 and 3 has been shown to be critical in binding to B, integrin
heterodimers LFA-1 and MAC-1 respectively (Staunton et al., 1990, Sadhu et al., 1994).
Overexpression of ICAM-1 in inflammation facilitates binding of the molecule to these two ligands
causing firm adhesion of leukocytes to the vascular wall, preceding transmigration to adjacent
tissue. While this sequence of events is essential in the normal immune response, its malfunction
is at the basis of various inflammatory diseases. This is the case, for instance, in rheumatoid
arthritis, where chronic inflammation and destruction of the joints is caused by ICAM-1-mediated
infiltration of monocyte/macrophage cells, into joints (Burmester et al., 1997). Moreover, various
infectious agents, such as rhinovirus, cocksakievirus, HIV and Plasmodium falciparum have also
harnessed the adhesion properties of ICAM-1 for their propagation. In addition, enhanced
expression of this molecule on the surface of malignant cells and endothelial cells suggests that
ICAM-1 expression influences tumour progression and metastasis development (Johnson et al.,
1989; Tempia-Caliera et al., 2002; Aoudijit et al., 1998), most likely through their ability to induce
the expression of metastatic genes (Aoudjit et al., 1998b). As is the case of other vascular
molecules, where over-expression has been linked to pathology, a number of investigations were
aimed at inhibiting the function or expression of ICAM-1.

Strategies for overriding expression include the use of triplex forming oligonucleotide, or
antisense molecules (Katz et al., 2000; Nedbal et al., 2002; Bonn, 1998, Besch et al., 2002).
Abrogation of ICAM-1 function has been mostly accomplished with blocking monoclonal
antibodies (Issekutz et al., 1999; Murciano et al., 2003). Alternatively, small peptides derived
from LFA-1 or ICAM-1 sequence have been considered (Shannon et al.,, 2001; Yusuf-
Makagiansar et al., 2001; Anderson and Siahaan, 2003). All these approaches aim to inhibit

ICAM-1 binding to its ligand whatever its nature thereby impeding tissue damage observed in
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graft rejection, inflammation such as asthma and rheumatoid arthritis, as well as tumor growth
observed in certain cancers.

Use of small peptide molecules as targeting agents offer certain advantages compared to
a whole protein or antibodies. Peptides are usually less immunogenic and their manipulation and
storage is also easier. Most importantly, their small size could facilitate diffusion through targeted
lesion (Jaafari et Foldvari, 2002). Peptide libraries displayed by phages offer a convenient
technology for rapidly detecting short amino acid sequences binding to a presented ligand. Using
this approach, we report here the identification of a novel peptide specific to human ICAM-1
(hICAM-1). Sequence specific binding of the synthetic peptide to ICAM-1 was confirmed using
synthesized labeled peptide in a cell based assay with MCF-7 and MCF-7/ADR cells expressing
low and high levels of hICAM-1 respectively. Mixed lymphocyte reaction (MLR) showed that a
fusion protein, containing the HIC peptide fused to p-galactosidase but not to the purified peptide
or to the p-galactosidase containing the scrambled sequence, inhibited ICAM-1 dependent
recognition of alloantigens. These results establish the potential of HIC as a new therapeutic

carrier.
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Materials and Methods

Construction of the library. A random peptide library was constructed essentially as previously
described, using fUSES as the phage vector (Popkov et al., 1998). This linear library consisted
of 10" independent recombinant phages recovered as tetracycline-resistant colonies. The
majority of these phages (>90%) contained an insert, as shown by sequencing of randomly

selected clones.

Cell lines. MCF-7 and their multi-drug resistant derivative MCF-7/ADR cell lines were kindly
provided by Dr. Y. L. Lee (William Beaumont Hospital, Royal Oak, Ml) and maintained in DMEM
(Life Technologies, Burlington, ON) supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated FCS and
HEPES (Life technologies). For MCF-7/ADR, doxorubicin (Hande Tech USA, Houston, TX) was

added to a final concentration of 1ug/ml. Cells were used when at 80% confluency.

Reagents and monoclonal antibodies. The recombinant human ICAM-1 (hICAM-1) and
hICAM-1 extra-cellular domains fused to human IgG1Fc (hICAM-1/Fc) were purchased from R&D
Systems (Minneapolis, MN). The biotinylated anti-human 1gG Fc fragment monoclonal antibody
was purchased from ICN (Irvine, CA). Murine anti-hICAM-1 monoclonal antibody (clone HA58),
was purchased from BD Pharmingen (Mississauga, ON). Streptavidin-phycoerythrin (SA-PE) was

purchased from Immunotech, (Westbrook, ME).

Phage library panning on hICAM-1. The procedure was carried out as previously described by
Welply and collaborators (1996). Briefly, hICAM-1 was immobilized at the bottom of 12-well plates
following an overnight incubation at 4°C in 500ul of TS buffer (150mM NaCl/ 25mM Tris pH 8/
2mM MgCl,) containing recombinant hICAM-1 (32ug/ml). Non-specific binding sites were blocked
by incubating for 8h at 4°C a solution of TS/2%milk. The wells were then washed three times with
TBST (150mM NaCl/ 50mM Tris pH 7.5/ 0.05% Tween 20). Phages (10'") were incubated 30 min

at room temperature with rotation in 500ul TBST/2%BSA and then added to wells containing
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immobilized hICAM-1. Following overnight incubation at 4°C, each well was washed 15 times with
3 ml of TBST and then rinsed 5 times with the same volume of TS buffer. In the first round,
phages were recovered by acid elution with a buffer containing 0.1M glycine, 0.1%BSA pH 2.2.
After a 10 min incubation, the eluate was immediately transferred into a microfuge tube containing
1M Tris. A sample was taken for titration and phages were amplified for the next round of
panning. In the second round, 10" phages were pre-blocked and incubated as previously
described and were eluted with either 0.2 pg/ml of anti-hICAM-1 antibody in TS buffer/0.1% BSA
for 2 h at room temperature, or by acid elution as described above. In subsequent rounds, phages
eluted in the second round with antibodies were eluted again with antibody, while those that were
recovered by acid elution were eluted with glycine. After the fourth and final round of panning,

individual phages were amplified and sequenced.

Flow cytometric analysis. Cells were washed twice with ice-cold PBS containing 1% (v/v) BSA
(PBA). To determine expression of ICAM-1 on MCF-7 and MCF-7/ADR, cells were incubated for
20 min on ice with ICAM-1-specific mAb. After two washes in PBA, the cells were incubated 20
min on ice with biotinylated anti-mouse IgG mAb. Cells were washed twice in PBA again before
incubation with a saturating concentration of SA-PE for 30 min on ice, washed twice with PBA
and re-suspended in 400 pl of PBS. To determine peptide binding, both cell lines were incubated
with biotinylated peptides for indicated times, washed twice with PBA before incubation with SA-
PE using the above conditions. Samples were kept at 4°C in the dark and analyzed using a
Coulter XL-MCL (Coulter Electronics, Hialeah, FL). Between 5,000 and 10,000 cellular events
were analyzed for each sample. Controls included cells without antibodies or conjugates with SA-

PE, as well as cells incubated with SA-PE alone.

Peptide synthesis. Peptides were synthesized by Supratek Pharma Inc. using standard fluoren-

9-yimethoxycarbonyl (fmoc) chemistry. In some assays biotin or fluorescein was conjugated to
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the N-terminus. The mass and purity of the peptides were confirmed by mass spectroscopy and

high performance liquid chromatography (HPLC).

Construction, Expression and Purification of p-Galactosidase Fusion Proteins. A recombinant
protein consisting of the hICAM-1-specific peptide inserted at the N-terminal end of the p-
galactosidase and fused to an His tag sequence was generated (HIC/bgal) using the following

oligonuleotides: 5'pAA TTC AAA TTA ACT ATG CAG AAG CGC CAC CGT CAT CCT CCA CGA

ACA GAC ACC CGA TCC CCA CAT GAG CCC GGA GGA GGA G3' (sense) and 5'pGA TCC TCC

TCC TCC GGG CTC ATG TGG GGA TCG GGT GTC TGT TCG TGG AGG ATG ACG GTG GCG

CTT CTG CAT AGT TAA TTT G3' (anti-sense) (Fig 2a). The underlined nucleotide sequence
encodes the 4.1 peptide sequence and bold letters a three amino acid linker. These were inserted
into a modified pQE16 vector (QIAGEN, Mississauga, ON) that included a 6xHis tagged-B-
galactosidase gene, and from which the DHFR encoding sequence had been removed. A fusion
protein containing a peptide consisting of a scrambled amino acid sequence obtained from the human
ICAM-1-specific peptide (Scrambled/bgal) was used as a control fusion protein and generated using

the following oligonucleotides: 5'-pAA TTC AAATTA ACT ATG CCC CGC AAG CCA TCC CGT GAG

CCT CAT ACA CGA CAC GAC CGA CAT ACC CCA CAG GGA GGA GGA G-3' (sense), and 5'-pGA

TCC TCC TCC TCC CTG TGG GGT ATG TCG GTC GTG TCG TGT ATG AGG CTC ACG GGA

TGG CTT GCG GGG CAT AGT TAA TTT G-3’ (anti-sense). DNA sequencing was carried out to

ensure integrity of the constructs. Escherichia coli strain M15 bearing the plasmid encoding HIC/bgal
or Scrambled/bgal fusion protein was grown in LB medium supplemented with 100 pg/ml Ampicillin
and 25 pg/ml Kanamycin and induced with 1 mM isopropyl-1-thio-beta -D-galactopyranoside. The
chimeric fusion protein was purified by affinity chromatography on a Ni-nitrilo-triacetic acid resin
(Qiagen) according to the manufacturer's instructions. The concentration of the fusion proteins was
determined using DC Protein Assay (Bio-Rad, Mississauga, ON) and purity confirmed by SDS-Page
gel electrophoresis with Coomassie blue staining. p-galactosidase enzymatic activity was measured

using the Luminescent p-galactosidase Reporter System 3 according to instructions supplied by the
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manufacturer (Clontech, Mississauga, ON), using a Lumat LB9507 Luminometer (Berthold

Technologies, Oak Ridge, TN).

Mixed Lymphocyte Reaction (MLR). Lymphocytes from healthy donors were isolated on a
Ficoll-Paque gradient according to instructions supplied by the manufacturer. Lymphocytes from
one donor were irradiated (2000 Rads) and resuspended in complete RPMI containing 10% (v/v)
heat-inactivated FCS, HEPES and antibiotics. Irradiated cells (4x10°) were incubated with
antibody, peptide or fusion protein for 20 minutes in 96-well plates at 37°C and the same number
of lymphocytes from a second donor was added. The MLR culture were incubated for 5 days and
pulsed by adding 1uCi of [*H]-thymidine per well for 24h. Proliferation of responding lymphocytes

was measured by thymidine incorporation using a cell harvester.
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Results
Identification of human ICAM-1 specific sequence

Screening of phage library on soluble human ICAM-1 was carried out for a total of 4
rounds. In the first two rounds of both selections, phages bound to immobilized ICAM-1 were
retrieved by acid elution. The eluate was then split into two parts. Both parts were again
incubated with immobilized ICAM-1, one part was then eluted using acidic buffer, while the other
part was eluted by using anti-human ICAM-1 monoclonal antibody HA58. This antibody binds to
or near the functional epitope of ICAM-1, as shown by its ability to inhibit MLR reaction, as well as
adherence of leukocyte to endothelial cell line (Bochner et al., 1991). Our results showed that all
the isolated clones contained a single sequence motif, KRX®X*HisX®X"X®X?X'°X"'/R, regardless of
elution method used (Table I). However, while all the clones isolated from the acid elution fraction
had a different amino acid sequence, most of the clones obtained by the antibody displacement
harboured an identical sequence. Of the 15 clones isolated, 12 (sequences HIC1ab4.1,
HIC1ab4.12, HIC1Ac4.4 and HIC1Ac4.20) contained two RXXH sites. Since the 18 amino acid
sequence present in the phage clone HIC1ab4.1 —-QKRHRHPPRTDTRSPHEP- had the highest
frequency of distribution and was the only one selected by both methods of elution, we pursued
our study with this sequence.

Both HICab4.1 (HIC) and the scrambled peptide were synthesized and labelled with
fluorescein. Specificity of peptide binding to hICAM-1 was confirmed by measuring fluorescence
from bound peptide to hICAM-1 (Figure 1). A synthetic scrambled sequence (-

PRKPSREPHTRHDRHTPQ-) was used as a negative control.

Binding of HIC peptide to MCF7 and MCF7ADR cell sub lines

The breast cancer epithelial MCF-7 cells and their MCF-7/ADR derivatives expressing
low or high levels of hICAM-1 (Fig. 2) were used to test the specific binding of the HIC peptide.
Our results showed that the HIC peptide, but not the scrambled control, was capable of binding to

MCF-7/ADR and, to a lesser extent, MCF-7 cells (Fig. 3A). The kinetic studies demonstrated that
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the binding of the HIC peptide with MCF-7/ADR cells at 4°C reached a plateau after
approximately 15 min (Fig. 3B). Furthermore, the interaction of the ICAM-I specific peptide with
both cell sublines was found to be temperature dependent (Fig.3C). Taken together, these
results show differential and sequence specific binding of HIC peptide to ICAM-1* and ICAM-1"e"

expressing cell lines.

A chimeric protein containing the HIC sequence inhibits MLR

To determine the capacity of peptide HIC to inhibit the accessory function of ICAM-1
during antigen presentation, we carried out an in vitro MLR test by using human allogeneic
responder cells co-cultured with irradiated antigen presenting cells. Although we found a
complete inhibition of MLR response using ICAM-1 specific antibody, no significant inhibition was
observed with the purified HIC peptide, even at concentrations as high as 0.5mM (Figure 4A).
Since enhanced affinity and improved pharmacokinetics have been reported upon conjugation of
peptides to a larger molecule (Walsh et al., 2003), we generated a fusion protein containing HIC
peptide sequence at the N-terminal end of the p-galactosidase. A three amino acid linker (Gly-
Gly-Gly) was inserted between the peptide and the p-galactosidase protein to avoid steric
hindrance between the two entities. The purity of the resulting chimeric protein was evaluated by
SDS-PAGE stained with Coomasie Blue and was found to be higher than 90% (data not shown).
The chimeric protein still retained its enzymatic activity (1.33x10° RLUs"/ng of recombinant B-
galactosidase compared to 1.47x10°RLUs"/ng of HIC/bgal). Our results showed that this chimeric
construct significantly inhibited T cell proliferation in MLR (Figure 4B). No such inhibition was
observed with the control chimeric protein containing the scrambled peptide sequence conjugated

to p-galactosidase.
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Discussion

In the present work, we have identified a novel peptide sequence specific for hICAM-1.
This sequence and its binding motif were isolated both by acid elution and through elution with a
blocking anti-hiICAM-1 mAb. Insertion of this amino acid sequence into a chimeric protein
inhibited the accessory function of ICAM-1 in the context of antigen presentation without affecting
the enzymatic activity of the enzyme.

The ICAM-1/LFA-1 interaction is critical in inflammatory diseases and in certain types of
cancers (Shimoyama et al., 1997). Moreover, ICAM-1 is upregulated in allograft cells and is
implicated in the rejection process (Kamoun, 2001). Considering the role of ICAM-1 in the etiology
of various pathologies, therapies aiming to inhibit ICAM-1/LFA-1 binding may offer a solution to
improving their outcome. Other peptides binding to adhesion molecules such as Mac-1, LFA-1
and ICAM-1 have been previously reported (Feng et al., 1998, Welply et al., 1996; Yusuf-
Makagiansar et al., 2001; Shannon et al., 2001). Those directed against ICAM-1 have been
identified using LFA-1 counter-receptor amino acid sequences and phage display. However
neither sequence have the motif reported here even though we used a method previously
described by Welply and collaborators (1996), suggesting that the type of library probably dictates
the specificity obtained.

The ability of HIC to bind more strongly to MCF-7/ADR cells suggests that it may be
effective as a therapeutic and/or diagnostic tool for the pathologies that are characteristic of
ICAM-1 up-regulation. Over-expressed ICAM-1 in diseases such as hepatocellular cancer may
serve as a biomolecular marker. Since ICAM-1 is not up-regulated in all cancers, identification of
adhesion molecule in lesions could help develop specific therapies. Furthermore, ICAM-1 is not
only expressed in cancer cells but also in activated endothelial cells of nearby blood vessels.
Because tumor cells are prone to mutate in response to therapy (Hicklin et al 1999), some anti-
tumor strategies have targeted tumor microenvironment (Niethammer et al., 2002). This may
suggest that anti-cancer treatment targeting molecules on blood vessel, such as ICAM-1, may not

only reduce toxicity of conjugated drug but also yield less drug-resistant tumors (Augustin 1998).
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Although our results in MLR have shown that the HIC in the form of a free peptide is not
effective in inhibiting ICAM-1 mediated intercellular adhesion, incorporation of the HIC sequence
into a larger carrier molecule indicated that this sequence harbours significant inhibitory activity.
Taken together our results show the potential of the HIC sequence for inhibiting ICAM-1 function.
Since fusion of HIC sequence did not abolish B-galactosidase activity, conjugation to an anti-
inflammatory or anti-cancer drug could increase drug performance without affecting its intrinsic

properties.
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Table 1: Frequency distribution of amino acid sequences identified after panning on
soluble hICAM-1.

Name Sequence Frequency®
Ab | Ac
HIC1ab4.1 Gin-Lys-Arg-His-Arg-His-Pro-Pro-Arg-Thr-Asp-Thr-Arg-Ser-Pro-Hls-Glu-Pro 8 1
HiC1ab4.12 Lys-Arg-Val-Trp-Hls-Ser-Ser-Pro-Leu-Ser-Arg-His-His-Hls-Val-Ala-Val 1 0
HIC1Ac4.17 Gin-Lys-Arg-His-Arg-Hls-Pro-Ser-Arg-Thr-Tyr-Thr-Arg-Ser-Pro-Leu-Glu-Pro 0 1
HIC1Ac4.4 Ala-Gly-Ser-Gly-Lys-Arg-Val-Trp-His-Ser-Ser-Pro-Leu-Ser-Arg-His-His-His-Val-Ala-Val 0 1
HIC1Ac4.20 Ala-Asp-Ser-Gly-Lys-Arg-Val-Trp-His-Ser-Ser-Pro-Leu-Ser-Arg-His-His-Hls-Val-Ala-Val 0 1
HIC1ACc4.13 Ala-Asp-Ser-Gly-Lys-Arg-Val-Trp-His-Ser-Ser-Pro-Leu-Tyr-Arg-His-Ser-Gin-Val-Ala-Val 4] 1
HIC1Ac4.7 Ala-Asp-Ser-Gly-Lys-Arg-Val-Trp-HIis-Ser-Ser-Arg-Thr-Tyr-Arg-His-Ser-Gln-Val-Ala-Pro 0 1

Frequency categorised by elution method at last round, ab: antibody elution, Ac: acid elution,
Z is total number of isolated clones. Sequence motif is illustrated by amino acids in underlined
bold letters.
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Figure legends:

Figure 1: Specificity of HIC peptide. Binding of HIC peptide is specific to immobilized human.

Figure 2: HICAM-1 expression on MCF-7 and MCF-7/ADR cell lines. Breast carcinoma cell

line express lower level of hICAM-1 than doxorubicine resistant MCF-7/ADR cell line.

Figure 3: Binding of ICAM-1 specific peptide (HIC) and Scrambled peptide to MCF-7 and
MCF-7/ADR cell lines. A: Binding of HIC peptide at 4°C to MCF-7/ADR ICAM-1"%" is greater
than to MCF-7ICAM-1* cell line and is concentration dependent. B: Kinetic of binding at 4°C. C:
Binding of HIC peptide is temperature dependant. Scrambled peptide showed no binding to either

cell line.

Figure 4: HIC fusion protein inhibits MLR reaction. A: HIC peptide did not affect MLR reaction.
B: HIC peptide presented as a fusion protein inhibited T cell proliferation in a concentration

dependant manner.
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Discussion générale

Un des problémes frequemment rencontrés lors du développement d'une nouvelle
thérapie est la toxicité du médicament suite a2 son administration systémique. Les effets
secondaires occasionnés sont souvent causés par leur accumulation dans des tissus sains,
notamment dans le foie et les reins. L'identification d’adresses moléculaires induites en fonction
du statut pathologique a ouvert la porte au développement de stratégies thérapeutiques mieux
adaptées en fonction de la maladie ciblée. L'augmentation de I'expression de molécules
d'adhésion a la surface cellulaire dans certains cancers, dans le rejet de greffe, et lors de
diverses maladies inflammatoires en font des cibles de choix comme adressine. Dans le but
d’exploiter cette caractéristique dans un contexte diagnostique ou thérapeutique, nous avons
identifié et caractérisé des ligands peptidiques spécifiques a ICAM-1, une molécule d'adhésion
impliquée dans diverses interactions cellulaires, notamment lors du recrutement des leucocytes
aux sites inflammatoires et lors de la présentation des antigénes peptidiques aux lymphocytes T
par les cellules présentatrices d'antigénes. Nous avons de plus déterminé leur potentiel comme
molécule de ciblage en évaluant leur spécificité in vitro et en mesurant leur potentiel a inhiber les
interactions cellulaires impliquant leur ligand naturel, notamment lorsque ces ligands peptidiques
étaient intégrés dans des protéines de haute masse moléculaire. Finalement, nous avons
également démontré que la technologie du «phage display» est une méthode pouvant
significativement simplifier I'identification de nouveaux ligands. Durant ce projet de doctorat nous
avons d'abord identifié pour la premiére fois, un peptide liant ICAM-1 murin et en second lieu, un
peptide liant ICAM-1 humain. L'utilisation de ces séquences peptidiques sera déterminante dans
I'¢laboration de modéles murins visant a déterminer de nouvelles approches thérapeutiques

ciblant ICAM-1 tout en permettant de développer parallélement des outils diagnostiques chez

'humain.
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Criblage

Deux stratégies de criblage basées sur [utilisation de banque de phages ont été
évaluées dans ce projet. Pour l'identification du peptide spécifique a ICAM-1 murin, nous avons
utilisé une stratégie basée sur l'utilisation de cellules transfectées avec le géne codant pour
ICAM-1 murin comme cible de criblage (Annexe 1). Dans le cas du peptide spécifique & ICAM-1
humain, nous avons criblé la banque de phages en utilisant une forme purifiée de la molécule
ICAM-1 humaine immobilisée sur un support solide (Annexe 2). De prime abord, la premiére
stratégie semblait plus représentative du contexte rencontré in vivo, tenant compte de la
complexité de la molécule au niveau structurale. Par exemple, au niveau des modifications post-
transcriptionnelles i.e. la glycosylation puisque celle-ci différe entre différentes cellules eucaryotes
(Bloom, Madanat et Ray, 1996). Dans bon nombre de cas, le criblage a partir de protéines
purifites s'effectue & partir de protéines recombinantes purifiées a partir de systémes
d'expressions procaryotes. De plus, l'utilisation de systéme cellulaire permet aux molécules
d'adhésion d'adopter une conformation optimale, un facteur important & considérer dans
plusieurs cas, entre autres dans celui d'lCAM-1, puisque la structure d'ICAM-1 forme un coude &
11nm de son extrémité N-terminale, entre D3 et D4 (Staunton et al., 1990). Cette approche a été
utilisée pour la premiére fois lors de I'identification du récepteur de la mélanocortine exprimé a la
surface de cellules d'insectes (Szardenings ef al., 1997). Afin d’optimiser ce systéme, nous avons
ajouté une étape de soustraction au protocole qui s’est avérée utile lorsque la cible n'est pas une
protéine recombinante purifiée (Cai et Garen, 1995). Cette présentation, que nous qualifierons
d'hétérogéne, jumelée a I'élution spécifique, a permis d'augmenter la pression de sélection des
clones spécifiques & ICAM-1 murin.

Pour l'identification du peptide spécifique & ICAM-1-humain, nous avons modifié une
méthode décrite par Welply et al. (1996). L'immobilisation du récepteur sur support solide est la
technique la plus souvent utilisée dans la littérature. Puisqu'il s'agissait cette fois d'un systéme
homogéne, nous n'avons pas eu recours a une étape de soustraction de phage, mais plutot opté

pour des modifications au niveau des conditions de blocage et de I'élution. Ainsi, le profil
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d'enrichissement (Annexe 3) a été diminué lors du 3*™ tour quand le tampon de blocage
d'albumine a éte substitué par du lait. Cette diminution peut signifier I'¢limination de phages ayant
une affinite croisée pour l'albumine utilisée pour les deux premiers tours ou une plus grande
capacité bloquante du tampon a base de lait, favorisant I'tlimination de clones de plus faible
affinité pour ICAM-1. En résumé, les deux approches nous ont permis d'identifier avec succés
deux ligands peptidiques spécifiques & la molécule d'adhésion cellulaire ICAM-1. La spécificité
des epitopes, l'importance des changements post-traductionnels au niveau des épitopes cibles,
de méme que l'importance de la conformation dans la présentation des épitopes sont donc des

facteurs & considérer dans le choix de la stratégie & adopter.

Synthése de peptide

Malgre plusieurs essais par les compagnies Supratek Pharma Inc (Montréal, Québec) et
SynPep (Dublin, Californie), la synthése compléte du peptide 4.1 spécifique a8 ICAM-1 murin n'a
pas éte possible. Le rapport de travaux effectués par Synpep, comprenant les résultats d’'HPLC
est présenté & I'Annexe 4, puisque chaque pic représente un peptide ayant un temps de rétention
différent, les résultats indiquent que le rendement des multiples réactions d'élongation du peptide
est faible. Si chacune des réactions d'élongation a un rendement trés élevé et se déroule sans
probléme, on devrait s'attendre a une pureté supérieure @ 90% une fois la synthése terminée.
Ainsi, si le rendement de chaque réaction d'élongation se situe & 99% (0,99), d'aprés I'équation
suivante :
R=r" ot
R = Rendement final,
r = Rendement d'une réaction d'élongation,
n = Nombre d'acides aminés que contient la séquence,
le rendement final de la synthése d’'un peptide de 18 acides aminés se situe a 83,45%. Chaque
réaction d'élongation est constituée d'une premiére étape de déprotection d'acide aminé et d'une

seconde etape d'ajout de résidu d'acide aminé. Différentes raisons peuvent étre a l'origine du

104



probléme. Durant la synthése, il est possible que des changements de conformation du peptide
surviennent, modifiant ou rendant inaccessible le site de liaison du résidu suivant. Ceci crée de
nouvelles séquences qui contiennent des délétions. Il est également possible que des réactions
secondaires se produisent, telles la transamidation de résidus acides. Une réaction d'alkylation
peut également avoir eu lieu durant la derniére étape de déprotection et de clivage de la résine.
Selon la compagnie Synpep, les difficultés rencontrées sont donc probablement dues a la nature
de la séquence peptidique. L'identification des acides aminés responsables et des modifications
par substitutions sont des alternatives que nous avons considérées. Toutefois, cette stratégie
comporte un certain élément de risque, notamment en ce qui a trait & la modification des
proriétés intrinséques du peptide. Nous avons plutét opté pour la construction d’'une protéine de
fusion, ol la séquence spécifique identifiée par criblage de la banque a été fusionnée a la
protéine B-galactosidase et le tout en insérant un triplet de glycine (G G G) afin d'éviter
'encombrement stérique entre ces deux composantes.

Dans le cas des peptides SPHIC (temps de rétention = 16,4 minutes) spécifique & ICAM-
1 humain et de sa séquence contrdle brouillée SPHIR (temps de rétention = 14,7 minutes), la
synthése a pu étre réalisée. Les résultats d’'HPLC analytiques des peptides biotinylés contenant
la séquence SPHIC et contréle sont présentés aux Annexes 5 et 6 respectivement. La
comparaison du profil du peptide a celui du niveau de base, permet de détecter la présence d'un
pic majeur distinctif. Les fractions correspondant au peptide furent ensuite regroupées,
lyophilisées et analysées par impact électronique-spectrométric de masse (Annexe 7 et 8),
permettant de confirmer la masse des peptides synthétisés.

La liaison du peptide SPHIC a d'abord été testée par fluorescence sur la protéine de
fusion ICAM-1/1gG puis confirmée avec deux lignées de cellules tumorales humaines. Les
résultats ont été conformes & nos attentes puisqu’une liaison différentielle entre la lignée MCF-7,
qui exprime moins d'ICAM-1 a sa surface, a été observée en comparaison avec la lignée
résistante & la doxorubicine. Nous avons également observé que la liaison du peptide SPHIC

variait en fonction de la concentration du peptide, de la température et du temps. De plus,
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l'absence de signal au-dela de l'autofluorescence dans les tests de liaison de la séquence
contrdle SPHIR démontre la spécificité de la séquence SPHIC pour ICAM-1 humain. La variation
significative de la liaison du peptide SPHIC observée est importante tant pour des fins de
diagnostique que pour des fins thérapeutiques. L'imagerie cellulaire a I'aide d'autres marqueurs
moléculaires, tels la phosphatidylsérine, a déja été rapportée (Ran et Thorpe, 2002). En fait les
diverses addressines retrouvées a la surface de I'endothélium vasculaire des cellules tumorales
et des tissus des différentes lésions peuvent potentiellement étre utilisées comme marqueur
diagnostique en plus de cible thérapeutique, si l'outil de ciblage utilisé peut distinguer entre les

différents niveaux d'expression cellulaire (Joyce et al., 2003).

Caractérisation fonctionnelle

Les anticorps anti-ICAM-1 utilisés pour l'identification de peptides spécifiques a ICAM-1
ont été choisis pour leur capacité a lier spécifiquement ICAM-1 et surtout pour leur fonction
inhibitrice des interactions intercellulaires via LFA-1. Pour vérifier si notre objectif de départ avait
éte atteint, nous avons d'abord effectué des tests fonctionnels avec les clones phagiques 4.1. A
cette fin, deux modéles ont été utilisés: 1) un modeéle de présentation d'antigéne aux
lymphocytes T in vitro, ou l'alloréactivité des cellules T (C8A3) envers les cellules B (CH27)
médiée par la reconnaissance du CMH de classe Il I-A* est reconnue comme étant dépendante
de l'interaction cellulaire via ICAM-1 (St-Pierre et Watts, 1991); et 2) un modéle in vivo ol des
souris ICAM-1-déficientes ont été injectées avec des cellules de lymphomes ICAM-1-déficientes
ou surexprimant ICAM-1 suite & la transfection du géne ICAM-1 murin (De Noncourt et al., 2001).
Cette approche ne nous a pas permis de mettre en évidence une inhibition spécifique de la part
du phage contenant la séquence 4.1 in vitro, et ce a diverses concentrations de phages utilisées.
L'ajout de hautes concentrations de phages contenant la séquence ICAM-1-spécifique ou témoin
a, de fait, engendre une inhibition importante de la présentation antigénique aussi importante que
celle obtenue avec lanticorps témoin anti-ICAM-1 (Annexe 9). L'inhibition directement

proportionnelle a la concentration des deux phages suggére que la présence des phages sature
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le systéeme par encombrement stérique au niveau des molécules impliquées dans la présentation
antigénique. Dans le modéle in vivo, la présence du flot sanguin peut minimiser cet effet.
Cependant, les titres des phages prélevés dans différents tissus démontrent que les particules
phagiques exprimant ou non 4.1 se sont disséminées de fagon similaire & travers l'organisme,
alors que I'on aurait pu s'attendre a une migration préférentielle au niveau des tumeurs formées
par les cellules surexprimant la molécule d'adhésion ICAM-1 (Annexe 10). Bien qu'une réaction
immune puisse étre a l'origine de ces observations, certains indices vont & I'encontre de cette
hypothése. En effet, bien que la quantité injectéte au méme site (veine de la queue) lors
d'expériences similaires est de 100 (Wu et al., 2002) & 1000 fois (Yip, Smith et Ward, 2001)
moins élevée que dans nos expériences, il est important de se rappeler que I'élément le plus
important dans ce contexte est le type de banque utilisé. 1l a été démontré que la banque de type
VIII est plus immunogéne qu'une banque de type lll que nous avons utilisé dans ce projet
(Greenwood, Willis et Pernham, 1991; Demangel, Lafaye et Mazie, 1996). De plus, en comparant
différents vecteurs pour l'immunisation de souris par un peptide, des chercheurs ont décelé une
bonne production d’Ac aprés trois immunisations avec une banque de type VIIl alors qu'aucun Ac
ne fut décelé suite au méme nombre d'injection d'une banque de type Il (Yip, Smith et Ward,
2001). En fait ces chercheurs ont observé une bonne réponse humorale importante qu'apres cing
immunisations avec une banque de type Ill. Nous croyons plutdét que la pression de sélection
additionnelle exercée par le flot sanguin et l'affinité de la séquence 4.1 sont des facteurs
importants qui ne permettent pas d'observer une adhésion spécifique in vivo. De méme il est
également possible que malgré I'expression d'lCAM-1murin par les cellules tumorales, la quantité
d'ICAM-1 disponible a travers les vaisseaux sanguins demeure trop faible pour lier
significativement les phages 4.1. Les résultats obtenus aprés la conversion des résultats de
distribution en distribution normalisée au nombre de phages en circulation dans le plasma
(Annexe 11) appuient cette derniére possibilité. Ces résultats, combinés aux problémes de
synthése mentionnés plus haut et au besoin d'utiliser cette séquence pour modifier la spécificité

cellulaire de composés thérapeutiques, nous ont persuadés de conjuguer la séquence 4.1 & une
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autre molécule, soit la f-galactosidase. Cette alternative nous a permis d'observer une diminution
significative de l'activation des cellules T en présence de la protéine de fusion spmic/bgal,
traduite par une baisse d'lL-2 sécrétée. L'importance d'IL-2 dans la stimulation des cellules T
menant au rejet de greffe est connue depuis longtemps (Palladino et al., 1984; Kirk et al., 1992).
Son expression est associée & la détérioration des greffes cardiaque et hépatique. Les résultats
obtenus sont d'un grand intérét parce qu'ils indiquent que la séquence 4.1 peut maintenir sa
capacité de liaison lorsque conjuguée a une autre entité que la particule phagique.

Nous avons aussi determine la capacité de la séquence SPHIC & inhiber la réponse MLR
a l'aide de cellules provenant de donneurs sains. Cette fois, nous avons effectué les tests avec
les peptides SPHIC et SPHIR, puis avec la séquence sous forme de protéine SPHIC/bgal et
SPHIR/bgal. Nous avons obtenu des fluctuations dans les tests avec les peptides mais dans
l'ensemble nous avons observé une inhibition significative de la prolifération des cellules
réponses uniquement en présence de la protéine de fusion SPHIC/bgal (Chapitre 3). Etant donné
I'importance de la conformation d'lCAM-1 pour la liaison avec LFA-1 (Wang et Springer, 1998),
ces résultats opposés soulévent la question de la conformation de la séquence SPHIC.
Différentes strategies peuvent étre employées afin d'augmenter la possibilité que le peptide soit
présenté en une conformation optimale. Parmi celles-ci, les plus communes sont I'ajout de
résidus de proline de par et d'autre de la séquence (Kini et Evans, 1995) et la présentation du
peptide sous forme de protéine de fusion (Yip, Smith et Ward, 2001). La meilleure activité
biologique observée par la protéine de fusion SPHIC/b-gal est aussi probablement due a la
réduction du nombre possible de conformation du peptide, assurant une meilleure interaction
peptide/ICAM-1. Un autre facteur a considérer est la capacité de la B-galactosidase a former des
tétrameéres (Hung et al., 2002; Gallagher et al., 1998; Jacobson, Zhang et DuBose, 1994). Il a
déja été démontré a l'aide de loligoméres que la multivalence améliore I'efficacité de ciblage de
peptides (Brokx, Bisland et Gariépy, 2002). Les loligoméres sont des molécules composées
d’embranchement de peptides autour d'un noyau de polylysine. Cette multivalence aurait pour

effet d'engendrer des molécules présentant plus qu'un peptide comme lors de la présentation par
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la capside du phage et augmenterait I'avidité de la molécule. Ces résultats sont cohérents avec
les études déemontrant que l'oligomérisation d'ICAM-1 favorise son interaction avec LFA-1 (Miller
et al., 1995; Reilly et al., 1995)

Dans un cas comme dans l'autre, la capacit¢ d'inhibition des protéines de fusion
démontre le potentiel de ces molécules a lier un composé aux cellules exprimant ICAM-1. Le
maintien de l'activité de la B-galactosidase conjuguée est un atout important et indique que la
conjugaison d'un autre composé ne modifierait pas de fagon significative ses propriétés
intrinséques. Plusieurs applications sont envisageables. Dans le cadre d'une thérapie génique, la
séquence pourrait étre fusionnée a la capside d’adénovirus, présentée & la surface de polyméres
ou de liposomes. Par exemple, pour prévenir un rejet de greffe ou lors d'une maladie
inflammatoire, tel I'asthme, la séquence peptidique pourrait diriger le vecteur thérapeutique vers
le site de surexpression d'ICAM-1 et diminuer I'interaction d'lCAM-1/LFA-1. L'antisens contenu
dans le vecteur pourrait ensuite empécher la persistance de la surexpression d'ICAM-1 et les
effets immunologiques qui en découlent. La séquence pourrait aussi étre conjuguée a différents
agents chimiothérapeutiques tels la doxorubicine ou la vincristine. Des agents anti-inflammatoires
pourraient aussi étre utilisés. Par exemple, une protéine de fusion incorporant I'lL-10, une
cytokine prolongeant la survie de greffe cardiaque (Hong et al., 2002), pourrait étre utilisée dans
le but d'améliorer le pronostique de patients transplantés.

Toutefois certaines questions auront besoin d'étre abordées. Face & I'échec des
tentatives de synthése du peptide 4.1, une alternative serait de I'insérer dans une autre protéine
de fusion contenant un site de clivage (de I'entérokinase par exemple) afin de libérer le peptide.
Par contre en se basant sur les résultats obtenus avec la séquence spécifique a ICAM-1 humain
et sur la littérature, les protéines de fusion semblent offrir un net avantage comparativement a
une solution de peptide seul. Les propriétés fonctionnelles du peptide 4.1 devront d’autre part
étre validées in vivo. Avant d'écarter complétement le modéle utilisé avec le phage 4.1 ces
expériences pourront étre réalisées avec la protéine recombinante spmic4.1/bgal, en utilisant la

B-galactosidase comme géne rapporteur. Une autre option serait d'utiliser un modéle
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inflammatoire chez des souris sauvages, comme par exemple I'induction du choc septique au
LPS ou linjection de LPS dans une poche d'air dorsale. Afin de déterminer si la multivalence des
séquences SPHIC et 4.1 est essentielle & I'activité fonctionnelle observée, leur séquence devra
étre conjuguee a d'autres protéines fonctionnelles n'ayant pas la capacité de se polymériser. Les

agents mentionnés ci-haut sont des candidats possibles.
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Conclusion

L'identification d'une kyrielle de marqueurs moléculaires est le pilier de la recherche des
molécules de ciblage. Celles-ci peuvent étre des peptides ou des anticorps. Jusqu'a présent leur
plein potentiel n'a pas été exploité. Toutefois, certaines molécules peptidiques sont disponibles
en clinique pour traiter les tumeurs pituitaires et gastro-intestinales (Froidevaux et Eberle, 2002),
tandis que certains sont en difféerentes phases d'études cliniques. De plus, I'anticorps dirigé
contre le recepteur HER-2, que l'on retrouve au niveau du cancer du sein, a été approuvé par la
FDA (Torchilin et Lukyanov, 2003). Alors que ces molécules sont utilisées pour leurs qualités
thérapeutiques, il est évident que leur utilité peut aussi contribuer a l'amélioration de
médicaments commercialisés ou en développement sans spécificité cellulaire. Les vaisseaux
sanguins sont la porte d'accés aux tissus adjacents endommagés et certaines des molécules
qu'ils expriment sont directement liées & ces lésions. De plus, l'endothélium vasculaire a
proximité des tumeurs est relativement facile d'accés, étant composé de cellules normales moins
susceptibles aux mutations, phénoméne associé a la résistance thérapeutique (Boehm et al.,
1997). La surexpression endothéliale et tumorale de molécules d'adhésion telle qu'lICAM-1 dans
diverses conditions pathologiques a motivé notre choix comme cible thérapeutique.

Les résuiltats de ce projet démontrent l'identification et la caractérisation de séquences
peptidiques spécifiques d'une part @ ICAM-1 murin, et d'autre part a ICAM-1 humain. La
spécificité et les propriétés fonctionnelles observées sur des cellules exprimant différents niveaux
d'ICAM-1, ainsi qu'avec des modéles de présentation d’antigéne, en font de bons candidats pour
des agents de ciblage.

Ces molécules-méres (4.1 et SPHIC) et leurs dérivés sous forme de conjugués ou de
protéines de fusion seront utiles comme outils dans les études fondamentales et pré-cliniques
utilisant les modeles murins de méme que dans la confirmation de diagnostique ou comme outils

thérapeutiques dans les pathologies impliquant ICAM-1.
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Annexe 1

Criblage d’'ICAM-1 murin
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Annexe 2

Criblage d'ICAM-1 humain
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Annexe 3

Enrichissement du criblage d’ICAM-1 humain
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Annexe 4

HPLC du peptide 4.1
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Annexe 5

Résultats et conditions d’'HPLC du peptide SPHIC biotinylé



HPLC analytique : Eau

HPLC analytique : HIC biotinylé




Graphes d’HPLC analytique superposés : Eau et HIC biotinyle

Conditions d’HPLC analytique:
Colonne:  Vydac 218TP54, size 4.6 x 250 mm, Phase: ODS 218TP, 5 micron

Solvants: Eau/ 0,1% d'acide trifluoroacétique (TFA)
Acétonitrile / 0,1% TFA

Longueur d'onde de détection : 220nm
Gradient de concentration 10%-90% d’acétonitrile avec une variation de 1% par minute

Débit : 1mi/minute



Annexe 6

Résultats et conditions d’'HPLC du peptide contrble biotinylé



HPLC analytique : Eau

HPLC analytique : peptide contréle biotinylé

25.00




Profils d’HPLC analytique superposés ;: Eau et peptide contrdle

Conditions d’HPLC analytique:

Colonne:  Vydac 218TP54, size 4.6 x 250 mm, Phase: ODS 218TP, 5 micron

Solvants:  Eau/ 0,1% d'acide trifluoroacétique (TFA)
Acétonitrile / 0,1% TFA

Longueur d'onde de détection : 220nm
Gradient de concentration 10%-90% d’'acétonitrile avec une variation de 1% par minute

Débit : 1mi/minute



Annexe 7

Résultats de spectroscopie de masse du peptide HIC biotinylé
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Annexe 8

Résultats de spectroscopie de masse du peptide contrdle biotinylé
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Annexe 9

Test de présentation d'antigéne avec phages 4.1 et phages témoins
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Annexe 10

Distribution in vivo des phages témoins et des phages 4.1
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Distribution des phages 2h apreés injection chez des souris ayant une
tumeur KOJ718 IC-1 #70. Phage témoin et phage 4.1 n=4.

* Titre en cfu/ml



Annexe 11

Distribution normalisé in vivo des phages témoins et des phages 4.1
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