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L ISTE DES ABREVIATIONS

A. pyogenes Arcanobacterium pyogenes

ADNc Acide désoxyribonucléique complémentaire
Apx Actinobacillus pleuropneumoniae RTX toxin
BHV-1 Bovine herpesvirus-1

BLAD Bovine leukocyte adhesion deficiency
BPI-3 Bovineparainfluenza-3

BRSV Bovinerespiratory syncytial virus
BVD-MD Bovine viral diarrhoea-mucosal disease
CD Cluster of differenciation

CDS Coding DNA sequence

CR3,4 Complement receptor 3, 4

CSE Cellule souche embryonnaire

D Acide aspartique

E. coli Escherichia coli

EGF Epidermal growth factor

F Phénylalanine

FITC Fluorescein isothiocyanate

G Glycine

h heure

Hly Hémolysine

I Isoleucine

ICAM Intercellular adhesion molecule

IgG Immunoglobuline G

JAM Junctional adhesion molecule

kb Kilobase

kDa KiloDalton

L Leucine

LFA-1 Lymphocyte function-associated antigen-1
LKT Leukotoxin

LPS Lipopolysaccharide

Lys Lysine

M. haemolytica Mannheimia haemolytica

Mac-1 Macrophage antigen-1

min Minute

MM Masse moléculaire



N Asparagine

OMP Outer membrane protein

P. multocida Pasteurella multocida

PAF Paraformaldéhyde

Pb Paire de bases

PBMC Peripheral blood mononuclear cell
PBS Phosphate buffered saline

Pl Propidium iodide

PMN Polymorphonucléaire neutrophile
PS Peptide signal

RACE Rapid amplification of cDNA ends
RT-PCR Reverse transcription-polymerase chain reaction
RTX Repeats in toxin

S Seconde

ZFN Zinc finger nuclease
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RESUME

Les ruminants en général, les bovins élevés enitbmmsl intensives en particulier, sont
enclins aux pneumonies bactériennes. De la revuligtéieature qui débute la thése, il ressort que
Mannheimia haemolyticast indubitablement le microbe le plus fréquemnisoi et celui dont la
virulence pour le systéme respiratoire des bovaislee plus manifeste. En parcourant la littérature
vétérinaire, il apparait aussi que la plupart dagews considerent qudl. haemolytican’est
étroitement associée a une maladie que chez leimants. En outre, au moment de débuter cette
thése, on savait (i) que la maladie expérimentadaite paM. haemolyticaest moins grave chez des
animaux déplétés de leurs PMNSs, (ii) que le factmuwvirulence principal d#. haemolyticaest sa
leucotoxine (LKT), (iii) que cette LKT cause la nése des leucocytes des rumindntgitro mais pas
celle des leucocytes des autres espéces et (iv)dgsieanticorps monoclonaux dressés contre la
Bo-intégrine LFA-1 protegent les leucocytes des ramia contre la nécrose induite par la LKT. Le
modéle en vogue quand nous avons débuté les rbelsguoésentées ici (2002) stipulait que la LKT de
M. haemolyticaest un ligand spécifiquement dressé contf-latégrine LFA-1 exprimée a la surface
des leucocytes des ruminants et que la liaisonedébk une cascade d’événements menant a la
nécrose des leucocytes concernés, cemuiyo, libére un cocktail de molécules qui sont respbiesa
de I'exacerbation des Iésions pulmonaires chemi@nants.

L’objectif de la thése était de mieux comprendr@dture de I'interaction entre la LKT et la
B-intégrine LFA-1 et, si possible, d’identifier ldapeforme de liaison de la LKT sur I'une des deux
sous-unités constitutives du LFA-1 (les glycopmnméi CD1la et CD18). Dées le début, I'angle
d’attaque choisi fut de confronter I@s-intégrines LFA-1 de différentes espéces puisgamnsla
littérature disponible, seuls les LFA-1 des rumisasemblaient pouvoir fonctionner comme
récepteurs de la LKT.

Nous avons d’abord voulu identifier celle des deans-unités constitutives deflgintégrine
LFA-1 qui fonctionne comme récepteur effectif. Dares but, nous souhaitions (i) exprimer des
hétérodiméres bispécifiques (CD11la de ruminant/Cd&on-ruminant et inversement) a la surface
de cellules dépourvues di-intégrines (K562) et (i) mesurer si nous confasioou non une
sensibilité a la LKT en exprimant tel ou tel héthnoéere CD11a/CD18 bispécifigue. Comme les
séquences des géenes encodant les CD11a des runifgtatent pas disponibles et que nous devions
en disposer pour générer notre propre jeu de pismd’expression capables d’encoder les CD11a
des ruminants, nous nous sommes lancés dans lerggge des séquences codantes des bovins, ovins
et caprins par RACE-PCR, ce qui a donné lieu & tppemiéres publications. Nous nous sommes
attelés a un travail similaire pour les CD18 ouircaprins, la séquence bovine ayant déja été rendue
publique a la faveur des travaux antérieurs mewoés fentifier la mutation causale du syndrome
BLAD. Notre jeu de plasmides d’expression nous auge permis d’exclure l'intervention de la

sous-unité CD11a.



Nous avons ensuite voulu contribuer a l'identificatdu module interne aux CD18 des
ruminants spécifiguement ciblé par la LKT. Nous re/al’abord choisi de tester I'hypothése « du
résidu causal unigue ». Pour ce faire et dansu&&dode notre angle d’attaque initial, nous avons
inventorié, au sein de la portion extracellulaite@D18, les résidus simultanément (i) conservég che
les ruminants et (ii) systématiquement différentezcles non-ruminants. Ce faisant, nous avons
élaboré une liste de 17 résidus typiquement « ram@». Ensuite, nous avons généré un jeu de
17 plasmides d’expression encodant chacun un CD® fartificiel dans lequel I'un des 17 résidus
«ruminant » était substitué par le résidu « noniant » correspondant. Ensuite, nous avons
cotransfecté un plasmide encodant le CD11a bovifuetdes plasmides du jeu de 17 précité en
cellules LKT-résistante K562, nous avons confirre&gression membranaire des 17 hétérodimeéres
CD11a/CD18 correspondants et nous avons montré&amyse conféraient une sensibilité a la LKT.
Nous avons donc réfuté formellement I'hypothése «ésidu causal unique ».

Nous avons alors entrepris de construire trois j@encing plasmides d’expression encodant
des CD18 bovins partiellement substitués, et cedepant compte des données de la littérature, qui
suggéraient l'intervention soit du peptide sigisalt du module EGF-3.

Globalement, nous en avons conclu que c'est lar@matu module EGF-3 qui impose a un
CD18 quelconque la faculté de déclencher ou nhgorocessus de nécrose en présence de LKT. En ce
sens, nous avons répertorié des modules EGF-3istardts » (homme, souris et alpaga), semi-
résistants (porc et dauphin) et sensibles (rumijame plus, associé a un module EGF-3 LKT-
sensible, la nature du peptide signal altére Fisit® de la LKT-sensibilité, mais sans étre capdble

I'abolir.



SUMMARY

Domesticated bovines are known since decades fodme to bacterial pneumonias. Among
the causative agents, a consensus emerged staditigannheimia haemolytices the most frequent
bacterium isolated from bovine lungs throughout waeld. Moreover, it appeared that its virulence
specifically targets ruminant lunge vivo and ruminant leucocytes vitro. When the thesis was
started, the two main actors underlying this sgesjecific virulence were known: the leukotoxin
(LKT) on the pathogen side and fgintegrin LFA-1 on the host side. The objectivelod thesis was
to contribute to the understanding of the LKT/LFAirtteraction at the molecular level. Using a
between-species perspective, we showed that (iCBiELa subunit of the LFA-1 heterodimer was not
involved in the LKT-specificity for ruminant LFA-Xji) the EGF-3 module within the CD18 controls
the susceptibility of any given CD18 to LKT and)(& non cleavable signal peptide conjugated to a
LKT-susceptible EGF-3-containing CD18 exacerbat€$ bronecrotic effects.



POSITION DE LA QUESTION

Les ruminants en général, les bovins élevés enitbmmsl intensives en particulier, sont
enclins aux maladies respiratoires. Elles engemndi@iministration a grande échelle de substances
médicamenteuses en élevage bovin posant non sauledglicat probleme de leur rémanence ou de
la présence de leurs résidus dans les produitersmmmation mais également celui de I'impact des
antibiotiques, clairement établi, sur 'émergenee raladies dues a la prépondérance de souches
multirésistantes. Cette situation est particulia@etrpréoccupante dans notre pays puisque des études
démontrent que la Belgique fait partie des six may®péens qui consomment le plus d’antibiotiques.

Parmi les maladies respiratoires, ce sont les paei@® qui exercent, de loin, I'impact le plus
flagrant : quelles que soient les conditions, ebest responsables d'environ 75% des maladies
diagnostiquées. Sur le plan de la morbidité, leg taoyens varient entre 15 et 45% (Kelly, 1986) et
sur celui de la létalité, les pneumonies sont tent incriminées dans 45 a 55% des cas de maladie
respiratoire. D'un autre c6té, la mise en ceuvre tdggements médicamenteux censés guérir les
maladies respiratoires génere approximativement d&% codts de production totaux, sans tenir
compte des pertes encourues du fait de performaoatschniques (gain quotidien moyen, indice de
consommation et production laitiere) moindres.

Comme responsables de ces pneumonies bactéridanégrature scientifique vétérinaire
incrimine Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Amaadacterium pyogenes, Mycoplasma
bovis, Mycoplasma dispar, Streptococcus siStaphylococcus spfe la revue de littérature qui
débute la thése, il ressort give haemolyticaest indubitablement le microbe le plus fréquemment
isolé et celui dont la virulence pour le systemspitoire des bovins est la plus manifeste. En
parcourant la littérature vétérinaire, il apparailssi que la plupart des auteurs considérent que
M. haemolytican’est étroitement associée a une maladie que esaziminants. En outre, au moment
de débuter cette thése, on savait (i) que la makxidérimentale induite p&t. haemolyticaest moins
grave chez des animaux déplétés de leurs PMN,q(i® le facteur de virulence principal de
M. haemolyticaest sa leucotoxine (LKT), (iii) que cette LKT cauk nécrose des leucocytes des
ruminantsin vitro mais pas celle des leucocytes des autres espécgég) ejue des anticorps
monoclonaux dressés contrefiaintégrine LFA-1 protégent les leucocytes des ramia contre la
nécrose induite par la LKT. Le modele en vogue duamus avons débuté les recherches présentées
ici (2002) stipulait que la LKT dé. haemolyticaest un ligand spécifiquement dressé contre la
B.-intégrine LFA-1 exprimée a la surface des leusasytes ruminants et que la liaison déclenche une
cascade d’événement menant a la nécrose des lées@oncernés, ce qum, vivo, libere un cocktail

de molécules qui sont responsables de I'exacerbdés lésions pulmonaires chez les ruminants.



OBJECTIFS

L’objectif global de la thése était de contribuadentifier le support matériel de la spécificité
de la virulence de la leucotoxine (LKT) déannheimia haemolyticanvers les leucocytes des
ruminants. Cet objectif global a été scindé en sérée d’objectifs intermédiaires. D’abord, il aldal
agréger les ressources théoriques et matériellassgodonner les moyens d’identifier celle des deux
sous-unités constitutives de I'hétérodimere LFAuL était enrblée dans une interaction moléculaire
décisive avec la LKT. Ensuite, la sous-unit¢é CDNMana été identifiée, le second objectif
intermédiaire a consisté a générer un jeu de CDil®éiques en s'inspirant des CD18 d’autres
especes, réputées « sensibles » ou « résistaats KT, dans le but d’identifier le ou les domesn
ultimes qui sont nécessaires et suffisants poufécenune sensibilité ou, inversement, conférer une

résistance a I'action pronécrotique de la LKT.
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1. Les pneumonies des bovins domestiques

1.1. Impact économique

Si 'Homme a rapidement compris qu'il était plugstadble pour lui de se livrer a des activités
d’élevage plutdt que de chasse, il s’est cepengauail compte au fil du temps qu’une bonne santé des
populations animales de rente, si elle était unegdg qualité et de profit, n'était pas chose aisée.
L'abattage sanitaire, la quarantaine, la restnicties importations, la vaccination et les traiteimien
médicamenteux ont donc depuis toujours ceuvré en sinen d’une éradication, au moins d'un
contréle des maladies rencontrées. Dans le ménne dlidées, I'administration, a grande échelle, de
substances antibiotiques permet de lutter consradents pathogénes qui trouvent dans les corslition
d’élevage concentrationnaires une niche de chdnémrement propice a la contagion.

Ces pratiques séculaires présentent malheureusel®egimconvénients majeurs dont la prise
de conscience est pourtant relativement réceitat :dfabord, la pression de sélection appliquée par
I'Homme envers les animaux d’élevage s’exerce térniddement en faveur des criteres relatifs aux
productions alors que les bovins n'ont jamais étdgs a des pressions d’infection plus agressives
gu’aujourd’hui. Ensuite, il est maintenant unanire@treconnu que lI'administration a grande échelle
de substances médicamenteuses en élevage bovimposseulement le délicat probléme de leur
rémanence ou de celle de leurs résidus dans lesitgale consommation mais également celui de
l'impact des antibiotiques, clairement établi, Bémergence de maladies dues a la prépondérance de
souches multirésistantes (Ferber, 2000; Angefloal, 2004; Molbak, 2004). Cette situation est
particulierement préoccupante dans notre pays pelisigs études démontrent que la Belgique fait
partie des six pays européens qui consomment sediduntibiotiqgues (Goossemrs al, 2005; Fereclet
al., 2006; van de Sande-Bruinsriaal, 2008).

Le secteur des productions animales s’oriente dim@lus en plus d'une part vers une
meilleure connaissance des maladies prédominaptd&atre part, vers la sélection d’animaux plus
résistants a celles-ci. Du point de vue sociéiatglét est multiple puisque se donner les moydmns
renoncer a injecter systématiguement des antibiesig des anti-inflammatoires et des
bronchodilatateurs dés lors que des bovins maaifestes signes cliniques ne peut qu'aller dans le
sens (i) d’'une diminution du risque d’émergencédetéries multirésistantes pathogénes (notamment
pour 'Homme), (ii) d'une plus-value de la qualité la viande en termes de contenu en résidus)et (ii
d’'une amélioration du bien-étre et de la santé atémaux (iv) sans aucun impact négatif sur la
rentabilité des exploitations, ni sur le prix deviande a I'étal.

Diminuer I'importance des maladies bovines est ddeecenu une priorité absolue, puisque
I'on sait que ce sont les codts liés aux maladig®nt I'impact le plus important sur la rentalglides
fermes et ce, indépendamment du cours du marchélri€azet al, 1996). Ces colts sont, sans la
moindre équivoque, surtout causés par les malaglgsratoires dont I'incidence chez les veaux est d

25% durant la premiére année. Les males sont plushés que les femelles, a la fois durant les
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périodes de présevrage et d’engraissement (Ma@i81; Muggli-Cocketet al, 1992; Griffinet al,
2000; Speeet al, 2001).

Parmi les maladies respiratoires, ce sont les porig® qui exercent, de loin, I'impact le plus
flagrant : quelles que soient les conditions, eBest responsables d’environ 75% des maladies
diagnostiquées (Jensehal, 1976; Roth, 1986; Edwards, 1996). Sur le platadmorbidité, les taux
moyens varient entre 15 et 45% (Kelly, 1986) et celui de la létalité, les pneumonies sont
directement incriminées dans 45 a 55% des cas tlimaespiratoire (Perino, 1992; Vogel et Parrott,
1994; Edwards, 1996). D'un autre c6té, la mise ewreedes traitements médicamenteux censés
guérir les maladies respiratoires génere approilieraent 8% des colts de production totaux
(Martin, 1981; Griffinet al, 1995; Griffin, 1997), sans tenir compte des edrcourues du fait de
performances zootechniques (gain quotidien moyaticé de consommation et production laitiére)
moindres. Par ailleurs, la race Blanc Bleu Belgan@ro un chez nous, se distingue des autres races
bovines par des capacités pulmonaires et cardidgugsment inférieures a celles des autres bovins
(Lekeux et al, 1994). Ces déficits tant anatomiques que fonogtsren font des animaux moins
résistants en cas de maladie respiratoire avemonigidité associée de 36% (Burestual, 2001). De
plus, la méme enquéte démontre que le taux de litdasocié aux maladies respiratoires pendant la
premiere année de vie vaut 2,1% en spéculationcB¥éeu Belge alors qu'’il n’est que de 1,4% dans

les autres races (Muggli-Cockettal, 1992; Bureawet al, 2001).

1.2. Présentation clinique

Les pneumonies se manifestent de multiples facbag kes bovins, en fonction de I'age de
'animal, de l'agent pathogene et du stade de l&adm Parmi les premiers signes cliniques, on
retrouve notamment la fievre, ce qui correspond peaibovins & une température supérieure a 40°C
(température normale : 38,0°C a 39,3°C). Les ankmaalades peuvent étre atteints de dépression :
ils baissent la téte, ont un regard abattu et mesiel'écart des autres bovins. Ces deux premiers
symptémes peuvent engendrer une diminution de ég@ippe qui se traduit par un flanc creusé en
raison d’'un déficit de fibres dans le tube digestih retrouve également des sécrétions séreuses,
d’abord nasales, puis oculaires. Cet écoulemera pasit devenir purulent selon I'état d’avancement
de la maladie, voire peut étre souillé de sangysd irritation sévere des voies respiratoires. Les
animaux malades peuvent avoir une démarche raidedddes douleurs musculaires et articulaires
provoquées par une charge d’endotoxines accrugalilgent et béillent plus que d’habitude. Parce qu
I'animal ne se sent pas bien, il aura tendanceiasvez lécher les poils et le museau. Ce phénomeéne,
associé a une légére déshydratation, provoque sgclkeEment du pourtour de la bouche, ce qui
conduit & un museau crodteux. La respiration devigpide et superficielle. Une Iégere toux apparait

également.



PREMIERE PARTIE : DONNEES DE LA LITTERATURE

1.3. Prophylaxie et traitement

Les principaux agents biologiques responsablespdesimonies des bovins incluent (i) le
nématodeDictyocaulus viviparus (i) les virus BHV-1 bovine herpesvirus)l BRSV (ovine
respiratory syncytial virys BPI-3 povine parainfluenzaj3 BVD-MD (bovine viral diarrhoea-
mucosal disea3eadénovirus et coronavirus et (iii) les bactéhsmnheimia haemolytica, Pasteurella
multocida Mycoplasma bovis, Histophilus som#ircanobacterium pyogenes, Mycoplasma dispar,
Streptococcus sppet Staphylococcus spgDungworth, 1992; Lopez, 2001). Ces auteurs st
cependant pour dire que, quelle que soit la causalé de I'atteinte pulmonaire (environnementale,
virale, bactérienne ou parasitaire), c’dkt haemolyticague I'on retrouve le plus systématiquement
comme agent compliquant. Tout se passe comme datdsurs environnementaux et les agents
microbiens faisaient le « lit » dd. haemolyticadans les poumons, cette derniere faisant a sorigour

« lit » d’autres bactéries au premier rang desgsalh retrouv®. multocidaetA. pyogenes.

L'utilisation d’antibiotiques a grande échelle emghylaxie, métaphylaxie ou stimulation de
croissance a favorisé I'émergence de soucheM.déaemolyticarésistantes a une large gamme
d’antimicrobiens comme les béta-lactames, lesdgtimes, les sulfonamides et les aminoglycosides
(Watts et al, 1994; Martelet al, 1995; Hormansdorfer et Bauer, 1996; Capritial, 2000;
Kehrenberget al, 2001). La plupart des génes de résistance, damsies ont pu étre clonés et
séquenceés (Highlander, 2001), sont associés aléeeris génétigues mobiles et peuvent donc étre
aisément échangeés entre bactéries (Kehrerdtexly 2001).

En résumé, diminuer I'impact de la mannheimiose &wuréduisant I'administration massive
d’antibiotiques est une priorité tant du point de ¥conomique que de ceux de la santé publique et d

bien-étre animal.
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2. La mannheimiose

2.1. Mannhemia haemolytica

Mannheimia haemolyticast un coccobacille a gram négatif, faiblement digtigque, dont la
filiation taxonomique compléte est la suivante :pesuroyaume desBacteria; phylum des
Proteobacterig classe desGamma-Proteobacteria ordre des Pasteurellales famille des
Pasteurellaceae genreMannheimia(NCBI taxonomy browser, sans date). Depuis sa détel en
1885 par Théodore Kitt, elle changea plusieurs foifidentité » : baptisé®acterium bipolare
multocidum(Kitt, 1885), on la connut ensuite un certain tsrapus le nom deasteurella boviseptica
(Jones, 1921) avant d’étre renomnR&steurella haemolytican 1932 (Newson, 1932) et classifiée en
deux biotypes, A et T, sur base de leur capacitierdenter respectivement I'arabinose ou le
thréhalose (Smith, 1961). Treize sérotypes A etrgusrotypes T furent identifiés (Younan et Fodor,
1995), ces derniers étant reclassifiés d’abordaehquePasteurella threhalosen 1990 (Binghanet
al.,, 1990; Sneath et Stevens, 1990) et ensuite, pcesmmment, en tant qu&ibersteinia threhalosi
(Blackall et al, 2007). En 1999, des études basées sur des hytmsl&ADN-ADN et du séquencgage
de '’ARN 16S ont conduit & renommer les sérotypgsA2, A5-A9, A12-Al4, A16 et A17, basés sur
les différences phénotypiques des polysaccharidpsutaires, en tant qudannheimia haemolytica
(en hommage au biologiste allemand Walter Mannhadmt les recherches ont significativement
contribué a la connaissance de la taxonomie danllé desPasteurellacedealors que le dernier
sérotype, All, devendilannheimia glucosiddYounan et Fodor, 1995; Anget al, 1999).

Des douzes sérotypes décrits, A1 et A2 prévalenpat le monde. A1l est connu comme
I'agent causal majeur de la mannheimiose bovingsiawonnue sous le nom de pasteurellose ou fievre
des transportsshipping fevey, méme si d’autres sérotypes comme A6, A7, A9, ALA12 peuvent
aussi étre isolés (Quiriet al, 1986). A1l et A2 sont tous deux capables de cséwnie tractus
respiratoire supérieur des bétes bovine et ovine smnt souvent spécifiques. Ainsi, les bovins sain
sont fréequemment porteurs du sérotype A2 dansttagtus respiratoire supérieur mais sous l'effet
d’'un stress ou d’'une coinfection, A1 remplace rapidnt A2 en tant que sérotype principal (Frank et
Smith, 1983), probablement suite & un transferizbotal a partir d’animaux infectés (Highlander,
2001). Laprévalence du sérotype A6 serait croissante au lRagdaJni (Donachie, 1998) et aux
Etats-Unis (Purdyet al, 1997; Al-Ghamdiet al, 2000) avec environ 30% des souches sérotypées.
Néanmoins, sur base des profils des lipopolysamdsgmet des protéines de la membrane externe de
chaque sérotype, il a été conclu que, exceptida t& la nature de leur capsules, les sérotypest Al
A6 étaient extrémement similaires (Davies et Doiggct996; Mortoret al, 1996).

La pathogénie des pneumonieMahaemolyticait intervenir différents paramétres comme
des virus jovine parainfluenza virus 3, bovine herpes virust bhovine respiratory syncytial viriis
des bactéries Pasteurella multocida, Mycoplasma boviet Arcanobacterium pyogenges

'environnement (charge élevée en poussieres, cmegts d'alimentation, températures
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excessives,...), 'administration de glucocorticojdescreux immunitaire ou encore le stress associé
au sevrage, a I'écornage ou au transport, qui gpédent I'animal (Yates, 1982; Dungworth, 1992;
Lopez, 2001)Ces différents facteurs semblent altérer I'épitinéldu tractus respiratoire supérieur de
maniére a permettre a la bactérie de le colonisde anigrer du nasopharynx aux poumons ou elle
cause une pneumonie bronchoalvéolaire qui s’accgngpd’une morbidité et d’'une mortalité élevées
(Jenseret al, 1976; Vogel et Parrott, 1994; Edwards, 1996).

2.2. Facteurs de virulence

Plusieurs facteurs de virulence sont décritsnitduient les adhésines qui sont impliquées dans
la colonisation initiale et I'établissement dansksopharynx par adhérence a la surface épithéliale
(Clarke et al, 2001). Cette liaison permet de résister aux fiair, aux mécanismes immunitaires
innés et adaptatifs et a la clearance mucociliaimecapsule intervient dans I'invasion des pounems
permettant 'adhérence a I'épithélium respiratqivéorck et al, 1988).M. haemolyticapossede de
nombreuses protéines de la membrane externe (OM&, membrane proteirfPandheet al, 1999).
Certaines sont régulées par le fer et sont phygiglement et pathologiguement importantes car elles
jouent un réle dans le principal mécanisme d’alismmle cet élémerfOgunnariwoet al, 1997). De
plus, elles sont des agents chimiotactiques pameutrophiles et inhibent leurs mécanismes de
phagocytose (lovanet al, 1998). Parmi ces OMP, 'OmpA, protéine hautenwamtservée, permet la
liaison aux récepteurs des cellules-hbtes du saespiratoire supérieur (Davies et Lee, 2004;efasi
et Czuprynski, 2009). Beaucoup de protéases saociges aVl. haemolytica Une glycoprotéase
permet la lyse des IgG1, premier anticorps duusacdspiratoire inférieur (Lee et Shewen, 1996). Pa
ailleurs, une neuraminidase clive les acides siakgdes glycoconjugués, ce qui réduit la viscahité
mucus et permet une interaction plus intime dedetdrie avec la surface des cellules épithéliales
(Krivan et al, 1988). Le lipopolysaccharide (LPS) contribue &sions pulmonaires par une variété
de mécanismes complexes incluant la stimulation Begocytes a produire des cytokines
proinflammatoires, I'activation des cascades du miément et de la coagulation et la cytolyse
(Lafleur et al, 2001; Malazdrewictet al, 2001; McClenahart al, 2008). La leucotoxine (LKT)

constitue le facteur de virulence majeur. Elle sax@minée séparément (cf. paragraphe 3).
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2.3. Lésions macro- et microscopiques

Macroscopiquement, ce type de pneumonie est casgct@ar une consolidation avec
hépatisations rouge et grise des parties antérimales des poumons, parfois accompagnées de zones

de pleurésie fibrineuse (figure 1) (Zecchirairal, 2005).

Figure 1. Pneumonie antéro-ventrale hémorrhagique et nécrosém avec pleurésie aigué fibrineuse
viscérale ouMannheimia haemolytica a pu étre mise en évidenced.arges plages de nécrose observées sur un
lobe diaphragmatique gauche coupé transversaleta@stson tiers proximal.

Microscopiguement, de larges zones de nécrosetuocg@s par des amas de neutrophiles
dégénérescents (ou pyocytes) en quantités trestampes, constituent la signature ehaemolytica
(figure 2). L'ampleur de cette nécrose est en fanhcomitante a la cytolyse d'un nombre
anormalement élevé de neutrophiles et de macrophggje via le déversement d’'une multitude de
composeés toxiques (enzymes, histamine, prostaglesdi.)in situ, aggravent les lésions pulmonaires
(Yates, 1982; Slocombet al, 1985; Dungworth, 1992; Lopez, 2001; Zecchirb@l, 2005).

-l e N~ W
. X "a: * o .‘. . ' . 1?.—::; >4
L X ~ L I,

‘ |\H ‘-."-l 'l‘_“
‘ L
d.i s 2l i 'LE‘

Figure 2 : Altérations histologiques pulmonaires tpiques d'une infection a Mannheimia haemolytica
(hématoxyline-éosine)On constate une infiltration massive dans lesaégde leucocytes (A, grossissement
200x), s'avérant étre des polymorphonucléairesrophiles (B, grossissement 400x) qui vont rapidensen
nécroser en masse (C, grossissement 200x) pouerfanmfoyer purulent.

Sur un plan biologique plus général, il faut cotestqueM. haemolytican’est pas responsable
de pneumonies chez les animaux non-ruminants, cesuggere lI'existence d’'une virulence qui

s’exprime spécifiquement envers ces derniers.

12



PREMIERE PARTIE : DONNEES DE LA LITTERATURE

3. Laleucotoxine deM. haemolytica

3.1. Organisation structurale du géne

L'organisation génomique de l'opérdtkKT (LKTCABD de M. haemolyticaest similaire a
celle de I'hémolysine @scherichia colihlyCABD ; il contient quatre genes (figure 3) (Narayaean
al., 2002). Le premierLKTC) code pour une protéine responsable de I'actinatie la toxine par
acylation (LKTC). La leucotoxine structurelle (LKJAest synthétisée a partir du geli€TA. Les
deux derniers génesLKTB/D) codent pour, respectivement, UXTP-binding cassettd ABC)
transporteret unemembrane fusion proteifMFP) responsables du transport et de la sécrétola
LKTA (Strathdee et Lo, 1989; Highlandet al, 1990). Deux sortes de transcrits sont produitg o
principal, long de ~3,5 kb, code uniqguement pbKTCA et le second (~7,5 kb), plus rare, pour
LKTCABDen entier (Strathdee et Lo, 1989; Highlaneieal, 1993). Un cinquiéme gén®IC), situé
en dehors de I'opérobKT, code pour une protéine (TolC) jouant un réle inga au niveau de la

sécrétion de la toxine (Linhartoea al, 2010).

LKTC LKTA LKTB LKTD TolC
T [ ] 1
Acyltransféras Toxine RTX Transpor

Figure 3 : Représentation graphique du cluster de génes dénonémiKT de Mannheimia haemolytica
(Genbank no. accession : NZ_AASA0000000Q)es fleches représentent les régions codantes stns de
transcription.

3.2. Contréle de I'expression

La région promotrice est complexe. L'expression lde LKT est régulée au niveau
transcriptionnel par différents facteurs cis- ens-régulateurs (Strathdee et Lo, 1989; Highlaeder
al., 1990; Highlandert al, 1993; Highlander, 2001; Marciel et Highlander02 L’activité du
promoteur de I'opéron atteint son maximum au déleuta phase logarithmique de croissance de la
bactérie et décline quand les cellules atteigreffinl de celle-ci (Fedorova et Highlander, 19918 ;
production de LKT se faisant en paralléle (Balugual, 1981; Berggrert al, 1981; Waurzynialet
al., 1994). La synthese et la production de la toxse observée chez toutes les souche#lde
haemolytica,mais il existe une variation d’intensité selonskrotype considéré (Davies et Baillie,
2003).

La croissance bactérienne et la production de LKt so-régulées par différents facteurs
comme le fer, la température (Marciel et Highlan@e&01) et I'oxygéne (§). L'importance du réle de

'O, a été démontrée suite a la suppression ou a leangation de la transcription de la LKT,
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respectivement en aérobiose ou en anaérobiosde gacteur de transcription Fnriuharate and
nitrate reduction proteiy un homologue du Fnr (régulateur transcriptiondel la respiration
anaérobique ¢. coli) (Uhlich et al, 1999; Uhlichet al, 2000). De plus, des résultats similaires de
régulation anaérobique ont également été obtenez Aletinobacillus actinomycetemcomitans
(Kolodrubetzet al, 2003). A premiére vue, une augmentation de prtimlude toxines en conditions
anaérobiques semble étonnante pour un pathogép&atese. Néanmoins, cela peut apparaitre
comme un avantage évolutif puisque les Iésions podines sont antéro-ventrales, une région connue
pour son oxygénation moindre pendant la progresidola maladie. Ainsi, 'augmentation des Iésions
génere des milieux moins oxygénés, ce qui engemaeeplus grande production de LKT et, donc,

amplifie la maladie.

3.3. Organisation structurale de la protéine

La leucotoxine est une protéine de 102 kDa, compa® 953 acides aminés, secrétée en
phase logarithmique de croissance par une varétéadtéries Gram-. Elle appartient a la famille des
toxines dites « RTX » (pouepeats in toxins lesquelles comprennent toutes, prés de leuémextd
C-terminale, des régions hautement conservéesstansien répétitions d’un nonapeptide de type X-
(L/I/F)-X-G-G-X-G-(N/D)-D (avec X = n'importe quetésidu), liant les ions ¢§ dont le nombre
varie de 6 (comme la LKTA) a 41 (Lo, 1990 ; CodtB92 ; Jeyaseelagt al, 2002 ; Mena-Rojast
al., 2004) (figure 4). Du c6té C-terminal, on retroldgalement une séquence-signal de sécrétion,
composée de 70 acides aminés, reconnue par le eéxenpKTB/LKTD/ToIC (Yin et al, 1995).
Quant a la région N-terminale, composée de rédigidsophobes, elle serait impliquée dans la liaison
au récepteur ainsi que dans la formation de pddasayanaret al, 2002). L’acylation de la lysine
554 (ajout de groupements d’acides gras par lsaamase LKTC) augmente I'hydrophobicité de la
LKT, ce qui permet son insertion dans la membrage akllules ciblées et la formation des pores
transmembranaires (Thumbikettal, 2003).

Le tableau 1 recense les toxines RTX les mieuxcténaées a ce jour. La LKTA de
M. haemolyticepartage avec deux de ces toxines (la LtxA.dictinomycetemcomitarest I'ApxIlA
d’A. pleuropneumonigeun ensemble de caractéristiques biologiquest: d@bord, chacune d’elles
est secrétée par une bactérie qui n’est pathogém@apur une espéce donnée, causant respectivement
une pneumonie bronchoalvéolaire fibrino-hémorragigbez les ruminants, une parodontite agressive
chez 'Homme et une pleuropneumonie fibrino-héngigae chez le porc. Dans les trois cas, les
lésions sont caractérisées par des foyers de meaescoagulation multifocaux, lesquels sont
engendrés par la présence d’'un nombre exceptiemmefit élevé de neutrophiles et macrophages
dégénérés ou en voie de nécrose. Enfin, les todimds sont reconnues comme des facteurs de
virulence majeurs puisqué) leur administration, sous forme native ou recombia purifiée,
reproduit fidélement les signes cliniques et lsfolés séveres typiques (Karmapal, 1997 ; Wanget
al., 1998b; Ambagalat al, 1999; Suret al, 1999; Jeyaseelagt al, 2000; Suret al, 2000; Cudcet
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al., 2001; Jeyaseelast al, 2001; Deshpandet al, 2002; Davies et Baillie, 2003) alors q@@ les
bactéries ne produisant plus les toxines perdemtgdeuvoir pathogéne (Tatuet al, 1998). Ainsi,
l'inactivation de la LKTA pamgene knock-outause une disparition partielle de la virulencesguion
n'observe presque plus I'apparition des Iésiongtygs alors que la faculté de colonisation du @ract
respiratoire supérieur des veaux reste intacteh{diigleret al, 2000).

Il est de plus intéressant de constater que suaotoxine doit son nom a la spécificité de
liaison qu’elle exhibe vis-a-vis des leucocytespligsieurs espéces de mammiferes, elle n’induit la
mort cellulaire que lorsqu’elle est fixée a ceus deminants (Kaehlegt al, 1980; Shewen et Wilkie,
1982; Silflow et Foreyt, 1994; Dassanaya&hel, 2007; Liuet al, 2007; Fetet al, 2008 ), suggérant
que la spécificité d’interaction entre la LKTA eslleucocytes des ruminants pourrait étre tenue pou

responsable de la cytotoxicité spécifigueMienaemolyticaenvers ces derniers.

Acide gras

Domaine hydrophobe Domaine de répétitions Séquence

liant le C&" signal

2 - C

Lys
554

Figure 4 : Représentation graphique de la structureen domaines de la protéine LKTA.
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3.4. Cellules cibles

La pathogénie de la mannheimiose implique les ophties et les macrophages dont le role
central a été démontré expérimentalement par pitssiquipes indépendantes. Ainsi, une exposition
par aérosol M. haemolyticainduit, chez des veaux, une infiltration rapidendaitrophiles dans les
poumons et une augmentation significative du na¢iotrophile/macrophage dans le liquide de lavage
pulmonaire (Walkeret al, 1985). Parmi les leucocytes, les macrophages@ostrésistants que les
neutrophiles aux effets lytiques de la LKTA et heacrophages alvéolaires des bétes adultes sont plus
résistants que ceux des veaux de moins de 16 sesn@rBrien et Duffus, 1987).

Par ailleurs, lorsque des bovins sont déplétésdies Ipropres neutrophiles circulants par un
traitement a I'hydroxyurée, la pneumonie est magsere et moins étendue que chez I'animal
normalement pourvu en neutrophiles (Slocorabal, 1985; Breideet al, 1988; Weisst al, 1991).
Ces donnéea priori paradoxales suggérent que les neutrophiles entdogeerdle proactif dans la
progression de la mannheimiose.

Une autre observation intéressante a permis der poee hypothése quant a la nature de
I'interaction entre la LKTA et les neutrophiles desninants : la LKTA n’induit pas de cytolyse des
leucocytes si ces derniers sont prélevés chez migsaax BLAD (acronyme désignant la maladie
génétique baptiséleovine leukocyte adhesion deficien¢yeyaseelaet al, 2000). Ce résultat est de
nouveau paradoxal parce que ces animaux souffréab diéficit fonctionnel de leurs
polymorphonucléaires neutrophiles qui ralentit @a@bolit leur capacité a s’extraire du torrent s@mg
par diapédése, ce qui cause I'apparition récurréatmaladies. Au niveau moléculaire, le phénotype
BLAD est causé par la mutation D128G dans la smitg-3 (ou CD18) def,-intégrines (Shustest
al.,, 1992b) qui entraine une diminution tres impoeadé leur expression en surface (Gaxal,
1997).
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4. LFA-1, le récepteur de la leucotoxine

4.1. Lespyintégrines

Les intégrines sont des protéines transmembranguigeuent un réle majeur dans I'adhésion
cellulaire bien que leur reconnaissance en tantré@cepteurs de surface ne date que de 1987 (Hynes,
1987). Depuis, elles ont été étudiées intensiverelns de 50000 articles a ce jour) et semblent
impliguées dans de nombreux processus biologiquigsiologiques et pathologiques. Toutes les
intégrines sont des hétérodimeres dont les soudsmiet 3 sont associées non covalentiellement et
possedent chacune un domaine extracellulaire vokui et des domaines transmembranaire et
cytoplasmique plutdt courts (Hynes, 1992). Une taime d’intégrines sont actuellement décrites ;
elles sont classées en huit sous-familles selanslews-unitéd commune (tableau 2), par exemple la
famille desB,-intégrines dont la sous-unifg est le CD18.

Celle-ci s’'associe avec les sous-unités CD1la-d, formant ainsi les hétérodimeéres
CD11a/CD18 ou LFA-1 Lymphocyte function-associated antiggn-Ifigure 5) qui est
guantitativement majoritaire, CD11b/CD18 ou Mac#atrophage antigenjlou encore CR3
(Complement receptor)3CD11c/CD18 ou CR4Qomplement receptor)4&t CD11d/CD18 (Berman
et al, 2003). Les récepteurs CD11la-d/CD18 sont préserits surface de tous les leucocytes et
permettent une adhésion de haute affinité & unedgraariété de types cellulaires qui exprimentwn o
plusieurs de leurs ligands, a savoir les molécdlasihésion intercellulaire (ICAM)-1 & -5 et la
Junctional adhesion moleculdAM)-A. Cette sous-famille d’'intégrines est ainsi respoies de la
fixation des leucocytes a la surface des endotiéliwune des étapes préliminaires qui permet leur
déplacement vers les lieux de la réaction inflanomat(Bailly et al, 1995; Gahmbergt al, 1997;
Tianet al, 1997; Zecchinoert al, 2006a; Zecchinogt al, 2006b).
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Figure 5 : Représentation schématique du LFA-1 (Zaehinon et al., 2006a)
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Tableau 2 : La famille des intégrines (Revillard, 298; Hynes, 2002)

Récepteurs intégrines Ligands Expression
VLA-1, a4f3,, . R
Laminine, collagene | et IV T*, B*, Mo
CD49a/CD29
VLA-2, 0,34, o R
Laminine, collagene | et IV T*, NK, Mo, pl
CD49b/CD29
VLA_31 G3Blv . . N -
Fibronectine, collagéne, laminine-5 Mo, Tc, LAK
CD49c/CD29
VLA-4, a4, . .
VCAM-1, fibronectine Mo, T*, B, CL, F
CD49d/CD29
Py VLA-5, agB;, , . -
Fibronectine et laminine-1 T*, Mo
CD49e/CD29
VLA-6, 0gf34,
o Laminine T*, Mo, pl
CD49f/CD29
o731 Laminine T, Mo
ogf ? ?
o1 Vitronectine, fibronectine (?) ?
LFA-1, a, B,
ICAM-1, 2, 3,4 et 5, JAM-1 T, B, Mo, N, NK
CD11a/CD18
Mac-1,auB2 CR3, ) L
B ICAM-1, iC3b, fibrinogéne Mo, NK
2 CD11b/CD18
CD18) | P150,9504f3,, CR4,
( ) xP: iC3B, fibrinogéne NK, N
CD11c/CD18
apP, CD11d/CD18 | ICAM-1et 3 ?
Laminine, CD31, fibrinogene, fibronectine, vitroriaet,
ayvPs, CD51/CD61 ) PI
Bs thrombospondine
o33, CD41/CD61 | VWF, fibrinogéne, fibronectine, vitronectine, thrloaspondine| B, Mo, pl, F
Ba OgBa, 0Py Laminines-1, 4 et 5 T, Mo, ép
Bs OvPBs Vitronectine Mo
Bs avPBs Fibronectine L
0437 MAdCAM-1, VCAM-1, fibronectine B
Bz
0gf7, HML-1 E-cadhérine T
Bs ayfs ? ?

B : lymphocyte B, B* : lymphocyte B activé, CL :lzde de Langerhans, ép : cellule épithéliale,fibroblaste,
L : leucocyte, LAK : cellule NK activée par I'lL-2Mo : monocyte, N : neutrophile, NK : natural killepl :

plaquettes, T : lymphocyte T, T* : lymphocyte Tiaét Tc : lymphocyte T cytotoxique.
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4.2. Organisation structurale de lap,-intégrine LFA-1

Zecchinon L., Fett T., Vanden Bergh P., Desmecht D.
Anatomy of the lymphocyte function-associated aentig..
Clin Applied Immunol Re\2006, 6 149-172.
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Abstract

The B,-integrin lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1, o 3,, CD11a/CD18) is made
of the association of the CD11a and CD18 subunits that each possesses a large extracellular region
and short transmembrane and cytoplasmic parts. A general comparison among species enlights the
importance of especially conserved functional regions, as well as their role in folding and heterodi-
merization. This review also focuses on providing insights into structural aspects that lead to lympho-
cyte function-associated antigen-1 ability, central to its critical role in the molecular interactions
responsible for leukocyte adhesion and migration in the immune system, to modulate dynamically
its adhesiveness through avidity (affinity and valency)-based mechanisms.
© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: LFA-1; Integrin; Interspecies; Folding; Modulation

1. Introduction

Cell adhesion receptors are known to play an essential role in multicellular organisms by
mediating the direct association of cells with each other and with proteins of the extracel-
lular matrix, as the formation of tight associations with neighboring cells is a prerequisite
to build cell layers, tissues, and organs [1—3]. Therefore, multicellular organisms express
specialized surface receptors (not found in prokaryotes or unicellular eukaryotes) that not
only support the structural integrity of cells and tissues, but also contribute to the transduc-
tion of signals. These receptors can be subdivided into several groups, most importantly the

Abbreviations: EGF, epidermal growth factor; ICAM, intercellular adhesion molecule; LFA-1, lymphocyte
function-associated antigen-1; MIDAS, metal ion-dependent adhesion site; PMA, phorbol myristate acetate;
PSI, plexin semaphorin integrin.

* Corresponding author. Tel.: +32 4 366 4075; fax: +32 4 366 4565.

E-mail address: daniel.desmecht@ulg.ac.be (D. Desmecht).

1529-1049/06/$ — see front matter © 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi: 10.1016/j.cair.2006.09.002
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integrins, the cadherins, the immunoglobulin superfamily cell adhesion molecules, and the
selectins [3,4].

2. B,-integrins

The historical perspective of the emergence of integrins has been recently reported [5]:
they are transmembrane receptors that play an important role in cellular adhesion even if
their recognition as surface receptor family is only dated from 1987 [4,6]. Because they were
extensively studied (more than 30,000 articles to date) and appear to be implicated in many
biological, physiological, and pathological processes. These cell surface glycoproteins typ-
ically function as receptors for extracellular matrix molecules or recognize membrane-bound
counter receptors [7]. As heterodimeric receptors, they consist of a 120—180 kDa o subunit
and a 90—110 kDa f subunit that are noncovalently associated single-pass transmembrane
proteins [2,7,8], both containing a large extracellular domain, a single transmembrane
stretch and, with the exception of integrin B4 a short cytoplasmic tail [3]. Integrins are ex-
pressed by all multicellular organisms but their diversity varies widely among species; for
example, in mammals, 19 distinct o subunits can combine with 8 8 subunits to form 25 re-
ceptors, whereas the Drosophila and Caenorhabditis genomes encode only 5 and 2 integrin
a subunits, respectively [8].

In mammals, the 8 B subunits define 8 subfamilies, each one associating with different
o subunits. The 3,-integrins, that share the common B, subunit CD18 [9], include 4 different
heterodimers [2,10,11]: the lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1), also known
as CD11a/CD18 or o 3,, that predominates [12,13]; CD11b/CD18 (o3, or Mac-1 or CR3)
[14,15]; CD11c/CD18 (axB, or P150/95 or CR4) [9,16], and CD11d/CD18 or apf, [17,18].
The CD11a chain is expressed on virtually all leukocytes and many leukocyte-derived cells,
such as macrophages. T and B lymphocytes normally express only CD11a/CD18 [19],
whereas polymorphonuclear neutrophils express CD11b/CD18 at a significant higher level
than CD11a/CD18 and CD11¢/CD18 [20,21]. The most prominent CD11 chains on activated
granulocytes and tissue macrophages are CD11b and CDl1lc, respectively [19]. Lastly,
CD11d/CD18 is abundant on the CD8" lymphocyte subpopulation in peripheral blood
and on macrophages present in specialized tissue compartments [17,18].

The CD11a—d/CD18 heterodimers whose expression is restricted to white blood cells medi-
ate high-affinity adhesion to a variety of cell types that display one or more of the B,-integrins
ligands, intercellular adhesion molecules (intercellular adhesion molecule [ICAM]-1 to -5)
[20,22—36]. The adhesion process mediated is a critical step of a wide range of immunological
activities, including cytolysis of target cells, cross-interaction and cross-stimulation between
lymphocytes, phagocytosis of complement-coated targets, neutrophils clearance from inflamed
tissue, and the regulation of leukocyte traffic between the bloodstream and tissues [37—40].

3. LFA-1 (CD11a/CD18, oy B,)

As stated above, LFA-1 (CD11a/CD18, ayf3,) is the predominant ,-integrin. The recep-
tor plays a critical role in the complex and well-orchestrated molecular interactions
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responsible for homotypic and heterotypic cell adhesion events required for normal and
pathologic functions of the immune system. LFA-1 is made of the association of the
CD11a and CD18 subunits that each possesses a large extracellular domain but short trans-
membrane and cytoplasmic regions (Fig. 1). The N-terminal parts of both subunits associate
to form the integrin headpiece, which contains the ligand-binding site, whereas the C-termi-
nal segments traverse the plasma membrane and mediate interactions with the cytoskeleton
and with signaling proteins [41,42].

3.1. CDIla

The CD11a protein is made of a putative signal peptide of 23—112 residues (depending
on the species), a large extracellular domain of 1060—1195 residues, a single hydrophobic
transmembrane region of 24 residues and a cytoplasmic tail of 53—62 residues.

3.1.1. I domain

The extracellular domain contains an inserted (I) or A domain of ~200 residues (Fig. 1,
Table 1) quite similar to those found in 9 of thel8 o subunits sequenced to date and homol-
ogous with repeated domains found in von Willebrand factor and cartilage matrix protein
[2,43]. The I domain is located between the B sheets 2 and 3 of a 7 bladed B-propeller region
[8,44,45] and is crucial for the ligand-binding specificity of LFA-1 [46]. It folds indepen-
dently and can thus be expressed as an isolated domain in recombinant form. Its 3-dimen-
sional structure reveals of a classic @/f Rossmann fold, a topology that is found in several
intracellular enzymes, in which the core of the module is made up of a 5-stranded parallel -
sheet core surrounded peripherally on both faces by 7 a-helices, with a short antiparallel
strand occurring on one edge of this sheet [47]. The residues on top of the I domain whose
side chains coordinate the metal ion (a DXSXS-containing sequence) are called the metal
ion-dependent adhesion site (MIDAS) motif and are completely conserved (Aspl37,
Ser139, Ser141, Thr206, Asp239), but the manner in which the metal is coordinated differs
slightly [47—49]. It has been proposed that during ligand binding in vivo, the sixth cation-
coordinating residue is provided by an acidic glutamate residue such as Glu34 of ICAM-1 or
Glu37 of ICAM-2, implying that cations directly contribute to ligand binding by connecting
both partners [45]. The I domain also contains an I-domain allosteric site that plays a func-
tional role in ICAM-1 binding [50—52].

The CD11a I domain has been shown to bind the highly homologous ligands ICAM-1 and
ICAM-3 with comparable avidity in a selective manner of activation that is believed to be
accompanied by a conformational change in the integrin, most likely involving the I domain
[47,53]. More, T-cell binding to ICAM-3 was inducible both from the exterior of the cell by
Mn*" and from the interior by phorbol dibutyrate, an agonist of the “inside-out” signaling
pathway [53]. The ability of manganese ion to induce the active state and the requirement for
ligand binding indicate that the Mn?*-bound form of the CD11a I domain is likely to rep-
resent a high-affinity state of the molecule, which is consistent with the presence in the I
domain structure of a strained hydrophobic ridge with main-chain contacts to the loop pri-
marily responsible for coordinating the metal ion [47]. By contrast, the conformation of the
CD11a I domain that was solved in the absence of cation or with bound magnesium is not
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Fig. 1. Schematic representation of structural domains of LFA-1. The CD11a and CD18 subunits each possesses
a large extracellular domain and short transmembrane and cytoplasmic parts. In the CD11a subunit, the ligand-
binding I domain (red) binds ICAMs in a manner that depends on the presence of a magnesium ion (light yellow)
in the MIDAS. The seventh a-helix of the I domain links to the B-propeller region (green), that continue by the
thigh domain (turquoise) and the calf domains (orange), which extend toward the plasma membrane. In the CD18
subunit, the PSI domain is colored chocolate and is disulphide bonded to the hybrid domain (mallow) in the
center of the subunit that links the I-like domain to 4 EGF-like repeats (yellow). The fourth module extends
by the B-tail (green) and then toward the membrane. The hinge motif (GFFKR) and the site that mediates the
formation of complexes with regulator of cell adhesion and polarization enriched in lymphoid tissues (KK)
are indicated, respectively, by a light mallow cylinder and light blue spheres. Bivalent cation-binding sites are
shown as small yellow spheres. The picture was made with Ulead Cool 3D 3.5 and it should be noted that
the various domains are not exactly drawn to scale.

altered by changes in metal ion binding, suggesting that the cation-dependence of ligand
binding is due to the fact that the metal ion is either involved in direct interaction with ligand
or required to promote a favorable quaternary arrangement of the integrin [54]. Furthermore,
a crystal form of the CD11b I domain with bound manganese was also reported [48] and
comparison with the crystal form of the CD11b I domain with bound magnesium [49] re-
veals a change in metal coordination, which is linked to a large (10 A) shift of the C-terminal
helix and the burial of 2 phenylalanine residues into the hydrophobic core of the Mn*" form.
These structural changes, analogous to those seen in the signal-transducing G-proteins, alter
the electrophilicity of the metal, reducing its ability to bind ligand-associated acidic resi-
dues, and dramatically alter the surface of the protein implicated in binding ligand. So
the authors propose that the Mg®" form represents the conformation of the domain in the
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Table 1
The important regions of CD11a and their functional role(s)

Extracellular region

I domain Ligand-binding specificity of LFA-1
MIDAS motif Coordinate the metal ion that could contribute to ligand binding by connecting
both partners
I-domain allosteric site Functional role in ICAM-1 binding
motif
B-propeller Implicated in both cation and ligand binding

Transmembrane region

Cytoplasmic part
Conserved GFFKR motif Lock LFA-1 in a low avidity state (role in ligand-binding affinity and
heterodimerization)
Role in deadhesion from ICAM-1
Lys 1097/1099 Critical for Rapl-dependent LFA-1 activation and affinity up-regulation

active state and the Mn>" form the conformation in the inactive state of the integrin [48]. To
answer these apparently contradictory data, Baldwin et al. [55] set out to independently de-
termine the structure of the CD11b I domain and to evaluate the structural effects of divalent
ion binding to this protein in the absence of added metal ions that were easily introduced into
this crystal form allowing the straightforward assessment of the structural effects of divalent
cation binding at the MIDAS. The overall protein conformation and metal-ion coordination
of the I domain were the same as that observed for all previously reported CD11a [-domain
structures and a CD11b I-domain complex with Mn>" but addition of the cations Mg2+,
Mn*", and Cd*" to the metal-free I domain did not induce conformational changes in the
crystalline environment. Moreover, Ca®>" bound poorly to the I domain, which serves to ex-
plain its failure to support adhesion, and the authors proposed that the active conformation
previously reported [48,49] is likely to be a construct artifact because their data do not sup-
port a dramatic structural transition for the I domain during counter-receptor binding [55].

Besides, the presence of an invariant isoleucine residue at position 331 in the I domain of
CDl11a and CD11b has been reported to play an important role in LFA-1 and Mac-1 activa-
tion, respectively [50]. The hydrophobic side chain finger of this isoleucine was described as
fastened in the closed conformation by a conserved hydrophobic socket [56]. This “‘socket
for isoleucine,” was postulated to be a key component in allosteric regulation, controlling
affinity and shape shifting in the Mac-1 I domain. By inference, the socket for isoleucine
was suggested as the universal mechanism that regulates integrin conformation and function
because similar findings were reported for the I domain of CD11c [43,57]. However, muta-
tion of the isoleucine in full-length CD11a does not lead to an active LFA-1, although mu-
tation of the equivalent residue in CD11b conveys constitutive activity to Mac-1. Ile331 does
thus not appear as a critical residue contributing to allosteric regulation of LFA-1 but, of in-
terest, recent reports state that the I domain exists in an inactive, closed conformation and
requires the presence of activating agents for ligand binding, whereas the isolated wild-type
I domain exists in a constitutive active state [43]. This could be explained by the fact that the
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CD18 could play a role in constraining the CD11a I domain in an inactive conformation in
intact LFA-1, but more structural data are required to shed light on the mechanism if integrin
activation involves the I domain [43].

3.1.2. B-propeller

Following the I domain, the B-propeller (a topology also found in several enzymes) do-
main consists of seven 4-stranded B-sheets, each of which made of approximately 60 amino
acids, arranged in a torus around a pseudo-symmetry axis, like the blades of a propeller, as
seen in heterodimeric G proteins (Fig. 1, Table 1). The I domain is tethered to the top of the
B-propeller domain by a hinge that may allow movement of the domains relative to one an-
other [58]. The B-propeller 7 repeats are located on the lower face of the B-propeller [58] and
are quite similar in sequence, with the exception that the final 3 contain inserted sequences
that are analogous to the EF-hand, a 13-residue bivalent cation-binding motif found in pro-
teins such as calmodulin and parvalbumin. The integrin sequences differ from classical EF-
hands in that they lack a coordinating residue at position 12 [8,59]. This region is implicated
in both cation and ligand binding [8], and one hypothesis to explain integrin-ligand binding
is that aspartate-containing recognition sequences in integrin ligands, which bind at or near
to the EF-hand—like sequences, may take the place of the missing residue and coordinate
directly to the bound cation [59].

Three repeats with a divalent cation-binding motif (Fig. 1) are found at amino acid res-
idues 468—476, 530—538, and 590—598 (human numbering).

3.1.3. Intracellular region

The short cytoplasmic tail (Fig. 1, Table 1) has been shown to contain a conserved
GFFKR motif that plays an important role in ligand-binding affinity and heterodimerization
(Section 3.4). Indeed, J-B2.7 and K562 transfectants expressing the truncation mutants (1)
before the conserved GFFKR motif (which appears to lock LFA-1 in a high avidity state,
resulting in constitutive ICAM-1 binding) and (2) after the GFFKR motif (which appears
to lock LFA-1 in a low avidity state, resulting in defective ICAM-1 binding and reduced
stimulation by phorbol myristate acetate [PMA] or stimulatory Abs), failed to induce trans-
endothelial chemotaxis [60,61]. Taken together, these data suggest that transendothelial che-
motaxis may require changes in LFA-1 avidity, rather than a sustained increase in avidity or
low avidity that is unresponsive to stimulation by cellular signaling pathways [61]. Contra-
dictory results, showing that deletion of the 12 cytoplasmic amino acids after the conserved
GFFKR motif in COS cells did not affect ICAM-1 binding [62], seem to be an artifact due to
the choice of COS cells, a cell type in which the integrin is not normally expressed, that is, in
a physiologic transmembrane and cytoplasmic environment [60]. On the other hand, the dis-
ruption of this well conserved GFFKR motif (by internal deletion or point mutations of the
Gly, the 2 Phe, or the Arg residues to Ala) increases ligand-binding affinity and makes
CD11a constitutively active, whereas mutation of the Lys residue did not affect LFA-1 ad-
hesion to ICAM-1, suggesting that this motif maintains a default, low-affinity state of the
integrin, possibly by restraining the receptor conformation [60,63].

Very recently, impaired deadhesion from ICAM-1 that resulted in defective migration was
observed for a GFFKR-deleted LFA-1, whereas signaling through the receptor was not
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affected [64]. On the contrary, T-cell activation by superantigen-loaded and allogeneic anti-
gen-presenting cells, cytotoxic T-cell activity, T-dependent humoral responses, and neutro-
phil recruitment during aseptic peritonitis were impaired in GFFKR-deleted mice,
enlightening the role of the GFFKR motif in deactivation of LFA-1 and hence in the gener-
ation of normal immune response [64].

Lastly, Lys1097 and Lys 1099 are critical for Rapl-dependent LFA-1 activation and af-
finity up-regulation [65].

3.1.4. General comparison among species

Overall, the general organization of human [66], ovine [67], bovine [68], caprine [69],
porcine [69], murine [70], canine (GenBank NW_876320), and rat (GenBank
NW_047562) CD11a proteins is quite similar. Comparison between human CD11a sequence
and its bovine, ovine, caprine, porcine, murine, canine, and rat counterparts shows overall
7%, T17%, 17%, 16%, T1%, 718%, and 58% identity, respectively, with the highest identity
for the MIDAS, the transmembrane region and the cation-binding motifs and the lowest
identity for the cytoplasmic domain (Table 2). The high conservation of the MIDAS and
the putative cation-binding motifs is consistent with an involvement of these regions in
the functional activity of the CD11a subunit, as suggested by the requirement of Mg*"
and Ca®" for LFA-1—dependent cellular interactions [71] or binding to purified I[CAM-1
[72,73]. The transmembrane region shows also a high degree of conservation that could
be explained by (1) physicochemical and (2) functional constraints. Indeed, (1) residues ly-
ing in the membrane have to possess rather hydrophobic character to allow liposolubility,
which is confirmed by the presence of many leucine residues and (2) bidirectional integrin
signaling (inside-out and outside-in) is accomplished by transmission of information across
the plasma membrane [74]. By contrast, the low conservation of the cytoplasmic tail sug-
gests that most of it is not required to guarantee adequate functioning of LFA-1. This is
in agreement with the observation that truncation of the CD11a subunit cytoplasmic domain
has no effect on binding to ICAM-1, whereas binding is markedly diminished by the CD18
subunit cytoplasmic domain truncation [62]. Residue Glu 332 that is located in the linker
following the I domain and that is known to be critical for communication to the B, I-like
domain, rolling, integrin extension and activation by Mn”" of firm adhesion [39] is strictly
conserved.

The mature protein contains 21 cysteine residues that are strictly conserved in the
other species (except that caprine and rat CD11a each lack, respectively, 2 and 1 of these
residues that therefore do not seem to be indispensable), which is consistent with a role
in maintaining the global structure of the protein. The bovine, murine, canine, and rat
versions distinguish, respectively, by additional cysteine residues in the cytoplasmic do-
main at position 1145 (bovine numbering), in the I domain at position 199 (mouse num-
bering), in the I domain and the extracellular part (at positions 200 and 361, canine
numbering), and at positions 287 (I domain), 877, 908, and 1250 (extracellular region,
rat numbering).

Interestingly, in human (GenBank NM_002209 and AY892236), ovine [67], caprine [69],
and porcine [69] CD11a, an allelic variant with a triplet insertion, resulting in an additional
Glu744 in the extracellular domain was consistently identified, which suggests an allelic
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Table 2
Between-species percent identities of CD11a constitutive blocks
Hum vs.
Block Bov Ovi Cap Por Mur Can Rat
Overall 77 77 77 76 71 78 58
Putative signal peptide 56 52 56 56 32 40 3
Extracellular region/overall 78 78 78 78 73 80 63
Extracellular region/I domain 84 86 86 79 73 86 76
Extracellular region/MIDAS domain 100 100 100 85 85 100 85
Extracellular region/putative 88 88 88 77 77 88 66
cation-binding motif 1
Extracellular region/putative 77 77 77 77 77 100 88
cation-binding motif 2
Extracellular region/putative 88 88 88 88 66 77 77
cation-binding motif 3
Transmembrane region 91 95 95 91 75 75 83
Cytoplasmic tail 56 56 58 51 59 60 59

Abbreviations: Hum, human; Bov, bovine; Ovi, ovine; Cap, caprine; Por, porcine; Mur, murine; Can, canine;
Rat, rat CD11a.

polymorphism that might be biologically relevant. Studies of genomic sequences will permit
to know if this addition represents 2 alleles or an alternative splicing.

Finally, one has to note that the lowest between-species identities are observed with the
rat CD11a sequence, which has been derived from an annotated genomic sequence. Cloning
and characterization of rat CD11a from rat peripheral blood mononuclear cells would prob-
ably give a higher identity.

3.2. CDI8

The CD18 molecule also contains a putative signal peptide of 13—23 residues, a large
extracellular domain of 676—685 residues, a single hydrophobic transmembrane region of
23 residues, and a short cytoplasmic tail of 46—48 residues (Fig. 1, Table 3).

3.2.1. Extracellular region

Starting from the N-terminal end, the extracellular region successively encloses a cyste-
ine-rich repeats containing analog of the so-called plexin semaphorin integrin (PSI) domain
(residues 23—74 in human) [75], an inserted I-like domain [76] of 240—248 amino acids
(residues 124—363 in human) and a series of 4 cysteine-rich repeats that display a significant
degree of similarity with the epidermal growth factor (EGF)-like domains in laminin
[8,77—79] (449—496, 497—540, 541—581, and 582—617 in human).

In the absence of a tertiary structure, structure predictions performed for the PSI and the
BI domain reveal, respectively, an o-helical character [75] and a similarity, but not an iden-
tity, with the ol domain [76,80]. A putative MIDAS-like DXSXS motif [81] is predicted
within the I-like domain (residues 134—138 in human).

The cysteine-rich repeats vary from classical EGF repeats by the presence of 8 (7 in the
first repeat), rather than 6, cysteine residues. The positions of these 2 additional residues
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Table 3
The important regions of CD18 and their functional role(s)

Extracellular region

PSI domain
I-like domain MIDAS-like motif
Four cysteine-rich repeats Are supposed to maintain an intramolecular constraint whose release is

needed for LFA-1 activation

Transmembrane region

Cytoplasmic part
Tyrosine-based sequences Role in internalization
K7,4ALXHLZD Efficient formation and expression of CD11a/CD18 and CD11b/CD18
heterodimers on the cell surface, as well as their maintenance in the
inactive state (X = I in human and T in other species, and Z = T in
murine and S in other species)
Arg733—Lys742 (noncompletely  Cytoskeletal association, endoplasmic reticulum retention, assembly,

conserved region) transport to the plasma membrane of the mature LFA-1
Arg736—GIn746 o-Actinin binding region
Asn748—Ser 769 Prevents association with a-actinin
Y735RRF motif Sorting signal for LFA-1 recycling
F754 Role in adhesion to ICAM-1
S756 Major residue phosphorylated in response to PMA
T758TT Control, in part, binding to ICAM-1 and stimulation with PMA
F766 Key residue for binding to ICAM-1

within the integrin repeats differ from the laminin EGF-like modules, suggesting that each
may have a distinct structure [82]. The EGF-like repeats are not required for either dimer-
ization or subunit selection as construction of a chimera of CD18 containing the EGF-like
repeats of the B; subunit led to association with CD11a [83]. Moreover, unlike cells display-
ing wild-type LFA-1 (CD11a/CD18), those expressing the chimaera are constitutively active
in I[CAM-1 adhesion, suggesting that activation of LFA-1 involves the release of an intramo-
lecular constraint, which is maintained, in part, by the cysteine-rich region [83].

Furthermore, a structure and function map of the CD18 has been established by mapping
the epitopes of a panel of monoclonal antibodies including function blocking, nonblocking,
and activating antibodies using human/mouse [3, subunit chimeras [76]. Activating
antibodies recognize the C-terminal half of the cysteine-rich region, those that do not affect
ligand binding map to residues 1—98 and residues 344—521, and monoclonal antibodies to
epitopes within the predicted I-like domain strongly inhibit LFA-1—dependent adhesion,
which is consistent with the observation that most mutations in leukocyte adhesion defi-
ciency are predicted to be buried in the CD18 I-like domain [84—87].

3.2.2. Cytoplasmic domain

Many lines of evidence indicate that the CD18 cytoplasmic region (Fig. 1, Table 3) plays
an important role in modulating cell adhesion because it was found to be required in trans-
endothelial chemotaxis and in constitutive binding of COS transfectants to ICAM-1 and
stimulation with PMA [61,62,88]. Moreover, deletion of the CD18, but not the CDl11a,
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cytoplasmic tail has been shown to abolish colocalization of LFA-1 (CD11a/CD18) with ac-
tin and its coprecipitation with vinculin and a-actinin in COS cells, indicating its role in cy-
toskeletal associations of LFA-1 [89]. In this way, a noncompletely conserved region
(Arg733—Lys742) in the CD18 cytoplasmic domain seems to be critical not only for its cy-
toskeletal association, but also for endoplasmic reticulum retention, assembly, and transport
to the plasma membrane of the mature LFA-1 [89]. Distinct domains that regulate binding to
a-actinin have been identified: an a-actinin binding region between residues 736 and 746 in
the membrane proximal half of the tail and an inhibitory region between residues 748 and
769 that prevents association of o-actinin to the membrane-proximal binding region [90].

A sorting signal can be found in the membrane-proximal Y735RRF motif, which appears
to be selectively required for the recycling of spontaneously internalized receptors to the cell
surface and to growth factor-induced membrane ruffles. Notably, the disruption of this motif
by the nonconservative substitution Y735A diverts internalized integrins from a recycling
compartment into a degradative pathway, without impairing the ability of the mutated recep-
tor to recruit cytoskeletal proteins and to affect cell adhesion and spreading onto immobi-
lized ligand [91].

The F754 in the membrane-proximal NPLF sequence is a key residue for binding to
ICAM-1 as the F754A mutation inhibits adhesion to ICAM-1 in CHO cells and spreading
without affecting receptor recycling [91]. The conserved T758TT motif and residue F766
are also important for binding to ICAM-1 [61,88,92]. As these sites are well conserved in
the B;, B3, and B; integrin subunits, they may be of broad importance in regulating adhesive-
ness of integrins [88].

On the other hand, CD18 is phosphorylated in response to PMA, whereas the correspond-
ing o subunits (CD11 a—c) are constitutively phosphorylated, suggesting that phosphoryla-
tion of the CD18 subunit is responsible for the increased avidity of integrins on stimulated
cells [93—95]. Mutation of all the potential phosphorylation sites in the cytoplasmic domain
of the CD18 together with the phosphoamino acid analysis of the CD18 from wild-type
PMA-stimulated cells has allowed the identification of S756 as the major residue phosphor-
ylated in response to PMA [88]. Although the most obvious protein kinase responsible for
PMA-induced phosphorylation is protein kinase C, the sequence surrounding S756 would
not be predicted to be a good potential protein kinase C phosphorylation site [96] and it
may be phosphorylated only under the influence of the potent activator PMA, or by a second
protein kinase that is itself activated by protein kinase C [88]. However, residues that influ-
ence phosphorylation of S756, presumably by forming part of the kinase recognition site or
contributing to its formation, have been identified. So, residues NH2 terminal to K755, as
well as T758 but not T760 contribute to PMA-stimulated phosphorylation of S756 [88].
Furthermore, multiple mutations demonstrate that serine 756 phosphorylation can be disso-
ciated from phorbol ester-stimulated binding of LFA-1 to ICAM-1 because a dramatic
increase in ICAM-1 binding in response to PMA could be observed with these mutants
[88].

3.2.3. General comparison among species
The general organization of CD18 proteins is quite similar. Sequence comparisons be-
tween human CD18 [97,98] and its bovine [99], water buffalo (GenPept AAW29104), ovine
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[100], caprine [101], porcine [102], murine [103], canine [104], rat (GenBank XM_228072),
chicken [105], common carp (GenBank AB031070), and channel catfish [106] counterparts
show overall 83%, 83%, 83%, 83%, 83%, 81%, 80%, 77%, 63%, 49%, and 48% identity,
respectively, with the highest identity for the MIDAS-like motif (100%), the cytoplasmic
tail, and the I-like domain and the lowest identity for the signal peptide, the PSI domain,
and the EGF domains 3 and 4 (Table 4). The very high interspecies conservation of the pu-
tative MIDAS-like and I-like domains and the cytoplasmic tail is consistent with an involve-
ment of these regions in the functional activities of P,-integrins. Overall, the high
evolutionary conservation of the I-like domain confirms its importance in 3,-integrins func-
tions, which is compatible with the observation that monoclonal antibodies the epitopes of
which were mapped within this region inhibit binding of LFA-1 to ICAMs 1—3 [76]. The
maximum conservation being observed for the CD18 MIDAS-like motif is consistent with
its importance in ligand recognition [107,108]. The high degree of conservation in the cy-
toplasmic tail of CD18, with many Ser, Thr, and Tyr residues, is compatible with the impor-
tant role that phosphorylation of these residues plays in regulating adhesive activity [93] and
with the observation that cytoplasmic domain truncation of CD18 markedly diminishes
binding of LFA-1 to ICAM-1 [62]. The mature protein contains 56 (58 for the rat) conserved
cysteine residues in the extracellular region, which is consistent with a role in maintaining
the global structure of the protein. Two additional cysteine residues are present in rat CD18 I
domain. Four to 6 N-linked putative glycosylation sites (Asn-X-Thr/Ser) are observed all lo-
cated within the extracellular region, except carp and catfish that possess one in the cytoplas-
mic portion.

3.3. Folding

Using conformation-dependent monoclonal antibodies as probes, the folding of particular
regions of CD11a [44] and CD18 [109] has been approached and shown to be mutually de-
pendent on the partner subunit. The I domain of CD11a folds before association with the
CD18 subunit (as shown by immunoprecipitation of the unassociated CD11a) but by contrast
the B-propeller domain requires CD18 for folding because it is not folded in unassociated
CDl1a after a chase as long as 12 h after synthesis. This suggest that the I domain and
the B-propeller domains fold independently of one another and that the latter bears an inter-
face for association with CD18 [44]. Similar results were observed with CD11b [110]. Fur-
thermore, I domain-deleted LFA-1 (CD11a/CD18) and Mac-1 (CD11b/CD18) expressed on
the surface of transfected cells bind to all the monoclonal antibodies mapped to the putative
B-propeller and C-terminal regions of CD11a and CD11b, suggesting that the folding of
these domains is independent of the I domain [111]. In contrast, I-less LFA-1 did not bind
its ligands ICAM-1 and -3, whereas I-less Mac-1 is still able to bind iC3b and factor X, in
a reduced way compared with wild-type Mac-1, but not fibrinogen. Thus, the I domain is not
essential for the folding, heterodimer formation, and surface expression of LFA-1 and Mac-1
but is required for binding to some ligands, but not others [111].

On the other way, folding of the conserved BI domain but not of flanking regions in the
CD18 subunit requires association with CD11a, suggesting that this domain is a distinct
folding and hence structural unit, and is intimately associated with the o subunit [109].
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Table 4
Between-species percent identities of CD18 constitutive blocks

Hum vs.
Block Bov Buf Ovi Cap Por Mur Can Rat Chic Car Caf
Overall 83 83 83 83 83 8l 80 77 63 49 48
Putative signal peptide 63 63 68 63 59 60 30 13 16 29 25
Extracellular region/overall 83 82 82 82 83 81 81 78 64 49 48
Extracellular region/PSI domain 76 76 78 78 75 80 78 76 61 48 55

Extracellular region/I-like domain 94 94 94 93 95 94 94 86 78 64 63
I-like domain/MIDAS-like motif 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Extracellular region/EGF domain 1 81 79 79 81 75 81 71 83 54 37 26
Extracellular region/EGF domain 2 81 81 81 81 81 79 72 7 79 50 52
Extracellular region/EGF domain 3 70 70 70 70 70 73 65 70 58 46 48
Extracellular region/EGF domain 4 77 77 75 75 72 63 66 75 61 44 38
Transmembrane region 86 86 82 86 82 82 82 82 65 60 60
Cytoplasmic tail 95 95 95 95 91 95 8 93 o4 52 52

Abbreviations: Hum, human; Bov, bovine; Buf, buffalo; Ovi, ovine; Cap, caprine; Por, porcine; Mur, murine;
Can, canine; Rat, rat; Chi, chicken; Car, carp; Caf, catfish CD18.

Furthermore, an activating monoclonal antibody to the C-terminal cysteine-rich region of
CD18 preferentially bound to the unassociated 3, subunit, suggesting that it may bind to
an epitope that is in a af} interface in unactivated LFA-1 [109].

3.4. Heterodimerization

The extracellular and the cytoplasmic parts of LFA-1 have been both described as key
area of dimerization because the o and B subunits each possess retention elements, in the
extracellular and the cytoplasmic domains, that keep them intracellularly, until their associ-
ation allow the CD18-dependent transport to the cell surface [87,89]. Consistent with this
interpretation, a LFA-1 mutant lacking the entire cytoplasmic domain of CD11a (aﬁmggﬁz)
is retained partially as an immature dimer in a pre-Golgi compartment, whereas the
ot 198885733 cotransfectant displays expression levels comparable with the wild-type hetero-
dimer. Furthermore, when the central RN region of CD18, spanning residues D300 to C459,
was replaced by the equivalent sequences from f; to (37 to give the chimeras ,RN1 and
B,RN7, the former construct failed to form heterodimer at the cell surface with CDI11a,
whereas the latter of these could be expressed together with the CD11a subunit to form a var-
iant LFA-1. The RN region consists of 2 parts, one is the C-terminal end of the putative I
domain (RB, residues D300 to A359), and the other the mid-region (BN, residues Y360
to C459). Chimeras exchanging the 2 component regions were made and of the 4 resultant
constructs, only the B,RB1 chimera failed to support LFA-1 expression. Thus, the 3; specific
residues of this region affect the interaction with the CD11a. Whereas the o; B,RB7 LFA-1
variant is wild-type like with respect to ICAM-1 adhesion, the o B,BN1, and oy B,BN7, as
well as the a; BoRN7, variants are more adhesive than the wild type, suggesting that the 3,

mid-region is, in part, required for maintaining the LFA-1 in a resting state [112].
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Moreover, a membrane-proximal region of 8 residues (K;,4,ALXHLZD, with X =1 in
human and T in other species, and Z = T in murine and S in other species) in the CD18
cytoplasmic domain is required for efficient formation and expression of CD11a/CD18
and CD11b/CD18 heterodimers on the cell surface and for maintenance of these integrins
in the inactive state [113]. Similarly, the conserved GFFKR motif, located in the mem-
brane-proximal region of CD11a cytoplasmic domain, is required for efficient formation
of LFA-1 af} heterodimers, to ensure stable association of « and B subunits, and probably
contributes topologic information for the correct membrane insertion of CDIlla
[60,62,63,89,114]. As a matter of fact, the CD11a cytoplasmic domain maintains a default
low-affinity state in the adhesion receptor, possibly by interacting with CDI18 via the
GFFKR-containing region [89]. Indeed, complete truncation of the CDI11a cytoplasmic
domain or internal deletion of this sequence constitutively activates LFA-1 [60,62]. Thus,
extracellular and cytoplasmic domain segments of both « and B subunits regulate not only
the heterodimer formation and surface expression but control, in part, ligand-binding
activity.

4. LFA-1 modulation

As circulating leukocytes are continually exposed to ICAMs on the vasculature, the li-
gand-binding activity of LFA-1 (CD11a/CD18) has to be kept under tight control to avoid
inappropriate adhesion while these cells are flowing in blood or migrating through tissues
and thus needs to be highly regulated [115]. The overall strength of cellular adhesiveness
(i.e., avidity) is governed by the intrinsic affinity of the individual receptor-ligand bonds,
and the number of these bonds (valency). Valency depends on the density of receptor and
ligand on the interacting surfaces, the geometric arrangement of those surfaces, and the abil-
ity of the receptor and ligand to move, either passively by diffusion or actively, from other
parts of the cell into the zone of cell adhesion. The dynamic regulation of integrin-mediated
adhesiveness is thought to involve modulation of all of these parameters [116]. So, integrins
are dynamic molecules that react to ligand(s) binding but that are also modulated through
conformational changes initiated from the cytoplasmic domain to the extracellular ligand-
binding sites [38], by internalization [91,117] and cytoskeletal restraint [65,90], leading to
the fact that not only can a cell modulate the type and number of integrins expressed on
its surface, but also the activation state of the receptors can be altered, allowing flexibility
in the specificity and strength of adhesive contact. More, cells often express multiple integ-
rins with sometimes overlapping and/or redundant adhesive properties [3].

4.1. Structural basis of regulation

The CD11a and CD18 subunits form a globular, ligand-binding headpiece connected to
the plasma membrane by 2 ““stalks” (1 formed by each subunit) that continue by a short
cytoplasmic domain, which mediate interactions with the cytoskeleton and with
signaling proteins (Fig. 1). Structural analyses has led to a general model in which confor-
mational changes affecting integrin affinity occur after ligand binding or when triggered by
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inside-out signaling [116,118,119]. Three affinity states are described: the low, the interme-
diate, and the high-affinity forms (Fig. 2). In the low-affinity conformation, the stalk region
is acutely bent at the genu (knee), with the ligand-binding headpiece in close proximity to
the membrane-proximal stalk region as LFA-1 extends only 5 nm over the surface [120]. In
this bent conformation, extensive interfaces totaling over 4000 A2 of solvent accessible sur-
face are buried between the headpiece and tailpiece and between the o and B tailpieces.
These interfaces stabilize the bent conformation, and are important in regulating the equilib-
rium between the bent and extended integrin conformations [121—123]. Indeed, a switch-
blade—like extension of the stalk regions shifts the molecule to higher-affinity conformation,
extending 25 nm over the cell surface and thus becoming accessible to ligand immobilized
on a counter surface [120] (Fig. 2). Therefore, it is proposed that global changes occurring in
the extracellular domain through extension of the genu, and the presence of the closed head-
piece, generate a conformation of intermediate affinity and that separation of the stalks
(which is translated through the I-like domain of CDI18 into a downward movement of
the seventh a-helix of the I domain that alters the affinity of the magnesium-containing
ligand-binding site) leads to the high-affinity conformation [50,116,119,124—126]. Down-
ward displacements by 1 or 2 turns of a7-helix lead to intermediate- and high-affinity con-
formations with ~500- and ~10,000-fold increased affinity, respectively [126]. Moreover,
forced separation of the transmembrane and cytoplasmic regions of CD11a and CD18 (that
are close to each other in the bent, inactive conformation), occurring following either inside-
out signaling or ligand binding [74], can trigger extension and conformational changes in the
ligand-binding domain, generating the extended and hence high-affinity conformation
[127,128]. It is also clearly established that the membrane-proximal GFFKR motif of the
cytoplasmic region of CDI11a, which constitutes its hinge domain, functions as a nega-
tive-regulatory sequence by suppressing integrin activation [129] as its deletion converts in-
active into constitutively active LFA-1. In fact, the arginine residue of this motif forms a salt
bridge with an aspartic-acid residue at the corresponding position in CD18, which places
both cytoplasmic regions in juxtaposition [119]. Moreover, replacement of the cytoplasmic
tails of CD11a and CD18 with complementary o-helices that formed a heterodimeric a-he-
lical coiled-coil kept the receptor in a low-affinity state. By contrast, replacement with non-
complementary o-helices resulted in constitutive activation of LFA-1 [113,130].

4.2. Outside-in signaling

The outside-in signaling can be defined as the ligand-induced propagation of intracellular
signals, which result from changes in integrin conformation (Fig. 2) or cell surface distribu-
tion (Fig. 3) or both [116,131]. The outside-in signal can be triggered via binding of LFA-1
(CD11a/CD18) to outside stimuli (i.e., ICAM-1) that produce a signaling cascade including
activation of the tyrosine kinase -associated protein-70 (Zap-70), which initiates the activa-
tion of other LFA-1 molecules to form clusters (Fig. 3) [132]. These clusters of LFA-1 with
high avidity to multivalent ICAM-1 result in signaling that leads to F-actin polymerization
and higher order F-actin bundling [133,134]. In fact, LFA-1 receptor clustering does not pre-
cede ligand binding, and instead functions in adhesion strengthening after binding to multi-
valent ligands. Indeed, (1) stimuli that activate adhesion through LFA-1 fail to alter
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Fig. 2. Schematic representation of affinity regulation of LFA-1. Structural analyses has led to a general model in
which conformational changes affecting integrin affinity occur after ligand binding or when triggered by inside-
out signaling. In the low-affinity conformation (on the left), the stalk region is acutely bent at the genu, with the
ligand-binding headpiece in close proximity to the membrane-proximal stalk region. A switch-blade—like exten-
sion of the stalk regions shifts the molecule to intermediate-affinity conformation, rendering the headpiece ac-
cessible to ligands. Separation of the stalk, transmembrane, and hinge regions are translated through the I-like
domain into a downward movement of the seventh o-helix of the I domain, which induces a change in the con-
formation of the MIDAS that results in the high-affinity conformation of LFA-1. The intermediate- and high-af-
finity forms display ~500- and ~10,000-fold increase in affinity, when compared with the low-affinity state. The
picture was made with Ulead Cool 3D 3.5 and it should be noted that the various domains are not exactly drawn
to scale.

clustering of LFA-1 in absence of ligand and (2) binding of monomeric soluble ICAM-1 in-
duce profound changes in LFA-1 conformation but do not alter clustering, whereas binding
of ICAM-1 oligomers induces significant microclustering (Fig. 3) [135]. Clustered LFA-1 is
also involved in “‘cross talk” with growth factor receptors through activation of mitogen-ac-
tivated protein kinase signaling [136].

4.3. Inside-out signaling

The inside-out signaling regroups either affinity- or valency-based regulatory events that
precede, or occur independently of, ligand binding, and serve to enhance the propensity to
bind ligand efficiently [116,131]. The inside-out signal can be produced via activation of
other cell surface molecules such as T-cell receptor and CD2, which generate intracellular
second messengers that ultimately modulate integrin adhesiveness through affinity modula-
tion (in which ligand-binding affinity is altered) and avidity modulation (in which integrin
cell surface diffusion and clustering are modified) [72,116,137—139]. This rapid up-regula-
tion of integrin adhesiveness enables circulating leukocytes to interact avidly with the endo-
thelium and antigen-presenting cells [140,141]. Separation of the integrin o and B subunit
transmembrane and cytoplasmic domains has emerged as the critical trigger for initiation
of inside-out conformational signaling (Fig. 2) [116]. As it is key to integrin function, there

36



PREMIERE PARTIE : DONNEES DE LA LITTERATURE

164 L. Zecchinon et al./Clin. Applied Immunol. Rev. 6 (2006) 149—172

Fig. 3. Schematic representation of substrate-induced valency regulation of LFA-1. Clustering of integrins on the
cell surface is induced by binding of membrane-bound (on the left) or soluble (on the right) multimeric ICAM-1
complexes. The picture was made with Ulead Cool 3D 3.5 and it should be noted that the various domains are not
exactly drawn to scale.

has been an intense effort to elucidate its molecular mechanism, leading to identification of
cytoplasmic partners and characterization of signal transduction pathways [142—149].

4.4. Internalization

The spontaneous internalization of ectopically expressed LFA-1 in CHO cells is a very
rapid process, considering that >30% of surface-expressed receptors are internalized in
30—40 min, with a half-time of internalization of 10—15 min. However, the rate of internal-
ization of endogenously expressed integrins may differ widely depending on the cell type
and individual members of the family as broad variations in the efficiency of internalization
of LFA-1 (CD11a/CD18) and Mac-1 (CD11b/CD18) have been observed, which suggest that
a subunits may play a fundamental role in the endocytic cycle of these receptors [117]. LFA-
1 in particular was shown to have a relatively slow turnover in lymphoid cell lines compared
with the other members of the leukocyte integrin family. Conceivably, integrin dynamics at
the cell surface may be subjected to variations depending on the activation state of the cell
and the phenotype, that is, nonadherent, statically adherent, or locomoting, of the cell being
studied [91].

4.5. Cytoskeletal association

The active form of LFA-1 regulates its own function on primary human T-cells by direct-
ing the remodeling of the F-actin cytoskeleton to strengthen T-cell adhesion to ICAM-1 as
confocal microscopy revealed that both F-actin bundling and overall levels of F-actin are
increased in the ICAM-1—adhering T-cells [134].

The complete deletion and truncations or point mutations of the CD18 cytoplasmic region
(mutants A731, A744, YT735A, F754A, and T758TT/AAA) has also a tendency to increase
basal levels of adhesion, whereas any increase in ligand-binding affinity was detected
[65,150]. This increase in basal adhesion may in fact reflect a release of cytoskeletal linkage
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on LFA-1 [65,89,90] because it is known that the CD18 cytoplasmic region can associate
with talin, filamin, vinculin, and a-actinin [90,151]. Indeed, in unactivated nonadherent leu-
kocytes, the B, integrins mobility is constrained by the actin cytoskeleton via the protein ta-
lin. Activation of cells induces proteolysis of talin and dissociation from the CD18 tail in
a transient phase that results in free mobility of the integrins in the membrane, followed
by rapid reattachment to actin filaments as a result of a-actinin binding to a previously cryp-
tic binding site in the membrane proximal half of the cytoplasmic domain [90]. The associ-
ation of o-actinin with clustered integrins [152] may stabilize the cytoskeleton and promote
firm adhesion to and migration across the endothelium. Distinct domains that regulate bind-
ing to a-actinin have been identified: a region between residues 736 and 746 in the mem-
brane proximal half of the tail is necessary and sufficient for o-actinin binding, a distinct
region in the membrane distal end of the tail has a unique role in regulating o-actinin bind-
ing and an inhibitory region resides between residues 748 and 769 and prevents association
of a-actinin to the membrane-proximal binding region [90]. Moreover, the ability of point
mutations at any of several residues in this inhibitory domain (residues N748, N749,
D750, P752, T758, T759, T760, M762, and Ala767) to apparently unmask the previously
cryptic a-actinin binding site in the CD18 tail suggest that the conformation of the tail is
important in regulating c-actinin binding [90]. In addition, the Arg733—Lys742 residues
seem to be critical not only for the cytoskeletal association, but also for endoplasmic retic-
ulum retention, assembly, and transport to the plasma membrane of the mature LFA-1 [89].

5. Conclusion

LFA-1 plays a central role in cell adhesion and migration. In this context, the receptor
needs to be tightly regulated, which occurs through conformational changes and controlled
association with the cytoskeleton and various proteins. Exploring this stimulant research
field consequently open new avenues to deal with the numerous disorders associated to
LFA-1.

6. Summary

Cell adhesion receptors are known to play an essential role in multicellular organisms by
mediating the direct association of cells with each other and with proteins of the extracel-
lular matrix. Among these receptors is LFA-1 (CD11a/CD18, oy B,) that actively contributes
to the complex and well-orchestrated molecular interactions responsible for normal and
pathologic functions of the immune system.

LFA-1 is made of the association of the CD11a and CD18 subunits, whose general orga-
nization is well conserved among species, that each possesses a large extracellular domain
but short transmembrane and cytoplasmic regions. The N-terminal parts of both subunits as-
sociate to form the integrin headpiece, which contains the ligand-binding site, whereas the
C-terminal segments traverse the plasma membrane and mediate interactions with the cyto-
skeleton and signaling proteins.
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Moreover, LFA-1 needs to be tightly regulated and is so a dynamic molecule that reacts to
ligand(s) binding but that is also modulated through conformational changes initiated from
the cytoplasmic domain to the extracellular ligand-binding sites, by internalization and/or
cytoskeletal restraint, leading to the fact that not only can a cell modulate the type and num-
ber of integrins expressed on its surface, but the activation state of the receptors can be
altered, allowing flexibility in the specificity and strength of adhesive contact.
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Abstract

To patrol the body effectively for infectious organisms, the cells of the immune system must both
circulate as nonadherent cells in the blood and lymph and, in the presence of a foreign antigen, be
able to congregate in lymphoid organs, cross endothelial and basement membranes to aggregate at
sites of infection, and adhere to cells bearing foreign antigen. In this context, lymphocyte func-
tion-associated antigen-1 (LFA-1, a; 3,, CD11a/CD18) plays a critical role (1) in forming stable
bonds with counter receptors in the vascular walls to allow leukocytes to leave the circulation and
(2) in validating the interaction between an antigen presenting cell and a T lymphocyte. Both roles
are described in detail in this review.
© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: LFA-1; Integrin; Adhesion; Migration

1. Introduction

Lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1), also known as CD11a/CD18 or oy f3,,
is the predominant ,-integrin, expressed on virtually all leukocytes and many leukocyte-de-
rived cells [1—3]. The CD11a—d/CD18 heterodimers mediate high-affinity adhesion to a va-
riety of cell types that display one or more of the ,-integrins ligands, intercellular adhesion
molecules (ICAMs) (ICAM-1 to -5) [4—19]. The adhesion process mediated is a critical step

Abbreviations: APC, antigen presenting cell; DC, dendritic cell; ICAM, intercellular adhesion molecule;
LFA-1, lymphocyte function-associated antigen-1; MHC, major histocompatibility complex; TCR, T-cell
receptor.
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of a wide range of immunological activities, including cytolysis of target cells, cross-inter-
action and cross-stimulation between lymphocytes, phagocytosis of complement-coated tar-
gets, neutrophils clearance from inflammation sites, and the regulation of leukocyte traffic
between the bloodstream and tissues [20—23].

2. Roles of LFA-1
2.1. Cell migration

Cell migration plays a key role in a wide variety of biological phenomena including
leukocyte function and the inflammatory response. Indeed, to patrol the body effectively
for infectious organisms, the cells of the immune system must both circulate as nonadherent
cells in the blood and lymph and, in the presence of a foreign antigen, be able to congregate
in lymphoid organs, cross endothelial and basement membrane barriers to aggregate at sites
of infection, and adhere to cells bearing foreign antigen. Hence, rapid transition between
adherent and nonadherent states is of key importance to the dual functions of immune
surveillance and responsiveness [2,24].

T-cells are at the heart of most adaptative immune responses by performing many func-
tions, the nature of which depends upon their maturation and activation status [25]. T-cell
function and migration are in fact 2 sides of the same coin [26] and the latter process is
known to be LFA-1 dependent, though a4B; and a4B; are also involved [21]. Typically,
T-cells respond to pathogens only on direct contact with pathogen-derived antigen(s), and
must thus migrate to sites where antigens are found. But, as antigens occur in countless
shapes and forms, the immune system has to counter this diversity by generating a large
army of combat-ready T-cells, each with a unique T-cell receptor (TCR) [26]. Initially, naive
T-cells (T-cells newly emigrated from the thymus that have never encountered antigen) must
determine whether antigen is present and whether it poses a threat to the body. This infor-
mation is provided by dendritic cells (DCs) that in the periphery capture and process anti-
gens, express lymphocyte costimulatory molecules, migrate to lymphoid organs (the spleen
and the lymph nodes), secrete cytokines to initiate immune responses, and also tolerize
T-cells to antigens that are innate to the body (self-antigens), thereby minimizing autoim-
mune reactions [27]. Naive T-cells migrate preferentially to these lymphoid tissues in search
of antigen presented by DCs, a process referred to as homing [28], where an encounter with
an antigen induces the formation of T-cell clones, yielding approximately 1000 times more
descendants with identical antigenic specificity [26]. Eventually, these activated lympho-
cytes acquire effector functions and home to sites of inflammation, where they interact with
antigen-bearing parenchymal cells and leukocytes such as (1) macrophages and neutrophils,
or (2) eosinophils, mast cells, and basophils, in reactions, respectively, induced by the CD4"
T helper lymphocytes 1 or 2. Their polarization, based on their profile of cytokine produc-
tion, is determined by both environmental and genetic factors that act in concert. T helper
lymphocyte 1 cells (which produce interferon-gamma, interleukin-2, and tumor necrosis fac-
tor-beta) evoke cell-mediated immunity and phagocyte-dependent inflammation, whereas
Th2 cells (which produce interleukin-4 to -6, -9, -10, and -13) evoke strong antibody
responses (including those of the Immunoglobulin E class) and eosinophil accumulation,
but inhibit several functions of phagocytic cells [29].
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Other effector cells orchestrate humoral responses by contacting activated B cells in lym-
phoid organs or persist as circulating memory cells that can confer protection by giving,
upon secondary challenge, a qualitatively different and quantitatively enhanced response
[26].

Because flowing blood quickly dislodges cells that touch the vessel wall by extreme fluid
dynamics, T-cells need adhesion receptors to form stable bonds with counter receptors in the
vascular wall and to display tissue-specific recognition signals. Accordingly, leukocytes en-
gage several sequential adhesion pathways to leave the circulation. Initially, tethers are
formed by selectins that are specialized to intervene rapidly and with high tensile strength
[30,31] but, as the flowing blood exerts pressure, these selectin—mediated adhesion bonds
dissociate at the cell’s upstream end and new bonds form downstream, resulting in a rolling
motion that is much slower than that of free-flowing cells [26,32]. To stop rolling, cells must
recruit additional receptors belonging to the integrin family, specifically LFA-1, o4f3;, and
a4B7 [26,33—36]. Selectins are constitutively active but integrins become activated when
rolling cells receive signals from chemokines on endothelial surface. Chemokines are
secreted polypeptides that bind to heparin-like glycosaminoglycans on cell surfaces and
in the extracellular matrix, which transmit signals through G proteins [26,36—40]. Actually,
they act as signal lamps for trafficking of lymphocytes at the important crossing points of
lymphoid tissues. As a result, T-cells adhere to the endothelium and undergo polarization,
with the formation of a lamellipodium at the leading edge and a uropod at the trailing edge,
allowing them to convert cytoskeletal forces into net cell-body displacement. A complex
system of signal transduction molecules, including tyrosine kinases, lipid kinases, second
messengers, and members of the Rho family of small GTPases is thought to regulate these
cytoskeletal rearrangements, that in turn promote chemoattractant receptors, integrins, and
other adhesion molecules, cytoskeletal proteins and intracellular regulatory molecules to
change their cellular localization [41]. However, it is unclear whether the chemokine signal
is locally transmitted at the endothelial contact zone or whether the rolling leukocyte accu-
mulates successive chemokine signals to reach a threshold global activation. Recent in vitro
and in vivo data suggest that the induction of high integrin avidity by endothelial chemo-
kine-transduced G(i)-signals is a general mechanism that has evolved to locally enhance in-
tegrin avidity to ligand within subseconds at restricted leukocyte-endothelial contacts. In
addition, a second specialized mechanism, involving stepwise signals integrated by selectin
ligands on rolling cells, seems to activate integrins on the entire leukocyte surface. This G
protein—coupled receptors—independent and much slower pathway (10'—107 s) is transmit-
ted through rolling engagements of neutrophils, primarily on E-selectin. It has been pro-
posed that these 2 mechanisms are differentially used by distinct leukocyte subsets at
various vascular beds, providing much larger combinatorial diversity of integrin activation
on rolling leukocytes than previously predicted [36].

Accordingly, many features of the migrating T-cell can be mimicked in vitro through the
binding of active LFA-1 on T-cells to immobilized ICAM-1. Within 1—2 min of contact,
T-cell polarization is evident and within 2—3 min, the T-cell becomes motile and migrates
randomly (by switching low and high motility behavior) with an average speed of
10.3 pm/min enabling rapid initiation of the immune response [42,43]. These events are crit-
ically dependent on dynamic changes to the actomyosin cytoskeleton under the regulation of
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myosin light chain kinase operating at the leading edge and Rho-associated kinase involved
in the retraction of the trailing edge, both processes operating coordinately to cause forward
migration of a T-cell [43]. Chemokines are quite likely to be the key molecules directing
migration of leukocytes that involve cell polarization with generation of specialized cell
compartments [44] as membrane receptors associated with adhesion move either to leading
or trailing of the cells [26]. For example, the chemokine receptors CCR2 and CCRS5 localize
at the leading edge providing stimulating signals for integrins and directional clues [44],
whereas ICAM-1/ICAM-3, CD43, and CD44 move to the uropod [26,45]. The GTPase
family member RhoA required in trailing end detachment and hence cell migration has been
well-documented for leukocytes [43,46—48]. Rho-associated kinase that is known to have
many potential downstream effectors [21,49], also prevents detachment at the rear of the
migrating T-cell [43].

Furthermore, in vitro flow chamber models showed very recently that endothelium-pre-
sented chemokines triggered instantaneous extension of bent LFA-1 (in the absence of
ligand engagement) that primed the integrin to a subsequent ICAM-1—induced activation
of the I domain, which is immediately needed to support lymphocyte adhesion [50]. The un-
folded LFA-1 is predicted to extend 25 nm over the cell surface, compared with the inactive
folded state, which extends only 5 nm over the surface and is practically inaccessible to
ligand immobilized on a ‘“‘counter surface” [51]. Notably, soluble chemokines failed to pro-
mote this critical integrin extension and therefore poorly stimulated adhesiveness under
shear flow [50]. According to Shamri et al., LFA-1 activation under shear flow in lympho-
cytes is an abrupt and spatially confined event that does not depend on a prior chemokine
encounter during selectin-mediated rolling. Thus, stepwise activation of LFA-1 by chemo-
kine signals does not seem necessary for firm LFA-1—dependent arrest on vascular [50,52].

2.2. Interactions between T-cells and antigen presenting cells

The mammalian immune system must specifically recognize and eliminate foreign in-
vaders but refrain from damaging the host. This task is accomplished in part by the produc-
tion of a large number of T lymphocytes, each bearing a different antigen receptor to match
the enormous variety of antigens present in the microbial world. However, because antigen
receptor diversity is generated by a random mechanism, the immune system must tolerate
the function of T lymphocytes that by chance express a self-reactive antigen receptor. There-
fore, both T and B cells are selected during development against overt self-reactivity
although this process is not unequivocal as autoreactive cells can escape deletion and, in
some cases, lead to autoimmune diseases. Central to the recognition of self- and nonself an-
tigens is the interaction, within the lymph node, of antigen-specific T-cells and professional
antigen presenting cells (APCs) (DCs, macrophages, and B lymphocytes) that present an an-
tigenic peptide bound to cell surface major histocompatibility complex (MHC) proteins.
These latter molecules are divided into 4 structurally different classes [53], the main of
which being MHC class I and II receptors. MHC class I receptors are recognized by cyto-
toxic CD8" T-cells or killer T-cells and present peptides that are derived from pathogen pro-
teins generated inside the APC (i.e., virally infected or cancerous cells), whereas MHC class
II receptors present peptides usually derived from pathogens taken up from outside the APC
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that are recognized by CD4" T helper 1 and T helper 2 cells. These cells help to activate B
cells to produce antibodies and macrophages for intracellular killing of pathogens harbored
inside target cells [54,55]. Primary immune responses are initiated by specific physical
interaction of antigen-specific T-cells and APCs, forming a contact zone termed the “‘immu-
nological synapse” [56—59]. Both this antigen-specific interaction (signal-1) and a costimu-
latory signal (signal-2, caused by interactions of several different pairs of molecules at the
interface between T-cells and APC, including the interaction between LFA-1 on T-cells and
ICAM-1 on the APC), are necessary to activate naive T-cells during the interaction with the
APC [58,60—63]. In fact, MHC-antigen binding to the TCR in the absence of a costimulatory
signal not only fails to activate the cell but also leads to a state called anergy in which the
T-cell becomes refractory to activation [64]. The source of this secondary signal can influence
the type of response generated by T-cells as blocking ICAM-1/LFA-1 leads to a significant
increase in Th2 cytokines [65], whereas costimulation by ICAM-1/LFA-1 (1) strongly in-
hibits interleukin-10 production, which may favor the development of T helper lymphocyte
1 rather than T helper lymphocyte 2 cells [66] and (2) functions as a threshold modulator of T
helper lymphocyte 2 cell differentiation by increasing the effective concentration of interleu-
kin-4 required to drive T helper lymphocyte 2 cell responses [67]. By inhibiting ICAM-1/
LFA-1 interaction, T-cells are prevented from firm adhesion to epithelial, endothelial, or
APC cells and are thus prevented from taking part in the immune response [54].
Productive interactions between T-cells and APCs seem to be a dynamic process that
combines physical binding with vigorous crawling across and scanning of the APC surface,
resulting in signal induction. The T-cells maintain vigorous migration upon cognate interac-
tions to DCs, continuously crawl across the DC surface, and rapidly detach (median within
6—12 min). These dynamic and short-lived encounters favor sequential contacts with the
same or other DC and trigger calcium influx, upregulation of activation markers, T blast for-
mation, and proliferation [68]. After T-cell detachment, subsequent migratory contacts to the
same or neighboring DCs allow the accumulation of sequential signals and interaction time
[69]. Although DCs are remarkably efficient in evoking T-cell responses with few antigen—
MHC complexes (1—100 per DC) [42,70—72], they must first encounter a T-cell with ap-
propriate antigen specificity (one in 10°—10°). This presents a “needle-in-a-haystack”
problem, in that DCs must rapidly scan a large portion of the T-cell repertoire to establish
rare cognate interactions [42]. The mechanisms by which this is accomplished are poorly
understood. Chemotaxis has been proposed to guide T-cells toward DC, thereby increasing
the likelihood of productive interactions [26,73,74]. However, naive CD4" T-cells exhibit
random migration in vivo, suggesting that antigen recognition may arise instead through
a stochastic mechanism [75,76] and do not migrate collectively as they might under the di-
rection of pervasive chemokine gradients. Instead, they appear to migrate as autonomous
agents, each cell taking an independent trafficking path [77]. Furthermore, DCs vigorously
extend and sweep their dendrites in all directions, which increase their available surface
area, and are clearly active partners in initiating and terminating contacts with T-cells.
Because multiple dendrites extend from the DC body and move several times faster than
T-cells, DC can survey a large percentage of T-cells in their vicinity as they are able to contact
~5000 T-cells per hour [42]. As each contact lasts ~3 min, each DC would be in contact with
~250 T-cells at any instant, a number which is close to the limit of available surface area on
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DC, estimated to ~2400 umz, if we consider a mean contact area with a T-cell as ~8 umz,
thereby restricting the maximum number of simultaneous T-cell contacts to ~300 [42]. As
an example of scanning efficiency, assuming that a node contains 100 antigen-bearing
DCs, this rate would give a 95% probability of contacting an antigen-specific T-cell present
at a frequency of 1 in 10° within ~6 h. This simple calculation assumes an even distribution
of T-cells that can each be sampled more than once and verifies that a stochastic scanning
mechanism is compatible with the kinetics of immune response initiation in vivo. If T-cell/
DC interactions were orchestrated by chemokine gradients, T-cells with irrelevant specificity
would quickly surround DC, thereby inhibiting scanning efficiency [42].

In the early events at the T-cell contact site following antigen binding, a central zone of
LFA-1 with a peripheral ring of TCRs forms. Within minutes, a dynamic rearrangement re-
verses this structure and the central area becomes occupied by the TCR, a mechanism that
allows T-cells to distinguish potential antigenic ligands [58]. Formation of a stable central
cluster at the heart of the synapse is a determinative event for T-cell activation, proliferation,
and differentiation into effector cells, which can respond rapidly by migrating to locations
where there is antigen challenge. These effector cells are of several subsets with functions
including killing virus-infected cells, activating macrophages to kill ingested bacteria, and
activating B cells to produce antibody [21,58]. The interaction of LFA-1 with ICAM-1 is
believed to be a critical event in facilitating the sustained interactions between T-cells and
APC that are necessary for T-cell activation [78,79]. Indeed, LFA-1 facilitates T-cell activa-
tion by lowering the amounts of antigen necessary for T-cell activation. In the absence of
LFA-1, 100-fold more antigen was required for T-cell—APC conjugation and all subsequent
events of T-cell activation, including TCR down-regulation, Ca2+—ﬂux, T-cell proliferation,
and lytic effector cell induction. Thus, LFA-1 facilitates the functional triggering of TCRs by
promoting adhesion of T-cells to APCs but does not affect T-cell activation otherwise [79].

3. Conclusion

This review emphasizes the central roles of LFA-1 in key steps such as leukocyte migra-
tion through the vessel wall and elicitation of immune response by APCs. In this context, it
clearly appears that the receptor needs to be tightly regulated, either by stimuli coming from
outside or inside the cell. The study of these numerous ways to modulate LFA-1 surely con-
stitutes a promising research field.

4. Summary

The LFA-1 (CD11a/CD18, oy B,) receptor is expressed on all leukocytes and mediates the
direct association of cells with each other as well as with proteins of the extracellular matrix.

Consequently, LFA-1 plays a central role in key immune functions such as cell migration
and interactions between T-cells and APCs. Indeed, the leukocytes that patrol the body ef-
fectively for infectious organisms must be able, in the presence of a foreign antigen, to cross
endothelial and basement membrane barriers to aggregate at sites of infection, and adhere to
cells bearing foreign antigen. In this context, LFA-1 (1) allows rolling cells to adhere firmly
to the endothelium and then undergo polarization to cross the vessel wall, and (2) is needed
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to strengthen the contact between APCs and T-cells by providing a second signal through the
interaction with ICAM-1.

Acknowledgments

This study is supported by the Belgian federal services for public health and security of
the food chain and environment, grant S-6107. P. Vanden Bergh is a recipient of a studentship
from the “Fonds pour la formation a la Recherche dans 1’Industrie et 1’ Agriculture,” rue
d’Egmont 5, B-1000 Bruxelles.

References

[1] Springer TA, Dustin ML, Kishimoto TK, Marlin SD. The lymphocyte function-associated LFA-1, CD2, and
LFA-3 molecules: cell adhesion receptors of the immune system. Annu Rev Immunol 1987;5:223—52.

[2] Springer TA. Adhesion receptors of the immune system. Nature 1990;346:425—34.

[3] Cabanas C, Sanchez-Madrid F. CD11a (leukocyte integrin LFA-1 alpha subunit). J Biol Regul Homeost
Agents 1999;13:126—9.

[4] Bailly P, Tontti E, Hermand P, Cartron JP, Gahmberg CG. The red cell LW blood group protein is an
intercellular adhesion molecule which binds to CD11/CD18 leukocyte integrins. Eur J Immunol 1995;25:
3316—20.

[5] Gahmberg CG. Leukocyte adhesion: CD11/CD18 integrins and intercellular adhesion molecules. Curr Opin
Cell Biol 1997;9:643—50.

[6] Gahmberg CG, Tolvanen M, Kotovuori P. Leukocyte adhesion—structure and function of human leukocyte
beta2-integrins and their cellular ligands. Eur J Biochem 1997;245:215—32.

[7] Tian L, Yoshihara Y, Mizuno T, Mori K, Gahmberg CG. The neuronal glycoprotein telencephalin is a cel-
lular ligand for the CD11a/CD18 leukocyte integrin. J Immunol 1997;158:928—36.

[8] Mizuno T, Yoshihara Y, Inazawa J, Kagamiyama H, Mori K. cDNA cloning and chromosomal localization
of the human telencephalin and its distinctive interaction with lymphocyte function-associated antigen-1.
J Biol Chem 1997;272:1156—63.

[9] Staunton DE, Dustin ML, Springer TA. Functional cloning of ICAM-2, a cell adhesion ligand for LFA-1
homologous to ICAM-1. Nature 1989;339:61—4.

[10] de Fougerolles AR, Springer TA. Intercellular adhesion molecule 3, a third adhesion counter-receptor for
lymphocyte function-associated molecule 1 on resting lymphocytes. J Exp Med 1992;175:185—90.

[11] Fawcett J, Holness CL, Needham LA, Turley H, Gatter KC, Mason DY, et al. Molecular cloning of ICAM-
3, a third ligand for LFA-1, constitutively expressed on resting leukocytes. Nature 1992;360:481—4.

[12] Vazeux R, Hoffman PA, Tomita JK, Dickinson ES, Jasman RL, St John T, et al. Cloning and characteriza-
tion of a new intercellular adhesion molecule ICAM-R. Nature 1992;360:485—8.

[13] Hermand P, Huet M, Callebaut I, Gane P, Ihanus E, Gahmberg CG, et al. Binding sites of leukocyte beta 2
integrins (LFA-1, Mac-1) on the human ICAM-4/LW blood group protein. J Biol Chem 2000;275:
26002—10.

[14] Nortamo P, Li R, Renkonen R, Timonen T, Prieto J, Patarroyo M, et al. The expression of human intercel-
lular adhesion molecule-2 is refractory to inflammatory cytokines. Eur J Immunol 1991;21:2629—32.

[15] Gahmberg CG, Nortamo P, Zimmermann D, Ruoslahti E. The human leukocyte-adhesion ligand, intercel-
lular-adhesion molecule 2. Expression and characterization of the protein. Eur J Biochem 1991;195:
177-82.

[16] Diacovo TG, deFougerolles AR, Bainton DF, Springer TA. A functional integrin ligand on the surface of
platelets: intercellular adhesion molecule-2. J Clin Invest 1994;94:1243—51.

[17] Bailly P, Hermand P, Callebaut I, Sonneborn HH, Khamlichi S, Mornon JP, et al. The LW blood group gly-
coprotein is homologous to intercellular adhesion molecules. Proc Natl Acad Sci USA 1994;91:5306—10.

53



PREMIERE PARTIE : DONNEES DE LA LITTERATURE

198 L. Zecchinon et al./Clin. Applied Immunol. Rev. 6 (2006) 191—200

[18] Yoshihara Y, Oka S, Nemoto Y, Watanabe Y, Nagata S, Kagamiyama H, et al. An ICAM-related neuronal
glycoprotein, telencephalin, with brain segment-specific expression. Neuron 1994;12:541—53.

[19] Rothlein R, Dustin ML, Marlin SD, Springer TA. A human intercellular adhesion molecule (ICAM-1) dis-
tinct from LFA-1. J Immunol 1986;137:1270—4.

[20] Dunne JL, Collins RG, Beaudet AL, Ballantyne CM, Ley K. Mac-1, but not LFA-1, uses intercellular ad-
hesion molecule-1 to mediate slow leukocyte rolling in TNF-alpha-induced inflammation. J Immunol 2003;
171:6105—11.

[21] Hogg N, Smith A, McDowall A, Giles K, Stanley P, Laschinger M, et al. How T cells use LFA-1 to attach
and migrate. Immunol Lett 2004;92:51—4.

[22] Salas A, Shimaoka M, Kogan AN, Harwood C, von Andrian UH, Springer TA. Rolling adhesion through an
extended conformation of integrin alphal.beta2 and relation to alpha I and beta I-like domain interaction.
Immunity 2004;20:393—406.

[23] Yan SR, Sapru K, Issekutz AC. The CD11/CD18 (beta) integrins modulate neutrophil caspase activation
and survival following TNF-alpha or endotoxin induced transendothelial migration. Immunol Cell Biol
2004;82:435—46.

[24] Parrott DM, Wilkinson PC. Lymphocyte locomotion and migration. Prog Allergy 1981;28:193—284.

[25] Bradley LM. Migration and T-lymphocyte effector function. Curr Opin Immunol 2003;15:343—8.

[26] von Andrian UH, Mackay CR. T-cell function and migration. Two sides of the same coin. N Engl J Med
2000;343:1020—34.

[27] Banchereau J, Steinman RM. Dendritic cells and the control of immunity. Nature 1998;392:245—52.

[28] Butcher EC, Picker LJ. Lymphocyte homing and homeostasis. Science 1996;272:60—6.

[29] Romagnani S. T-cell subsets (Thl versus Th2). Ann Allergy Asthma Immunol 2000;85:9—18. quiz 18, 21.

[30] Kansas GS. Selectins and their ligands: current concepts and controversies. Blood 1996;88:3259—87.

[31] Vestweber D, Blanks JE. Mechanisms that regulate the function of the selectins and their ligands. Physiol
Rev 1999;79:181—-213.

[32] Lawrence MB, Springer TA. Leukocytes roll on a selectin at physiologic flow rates: distinction from and
prerequisite for adhesion through integrins. Cell 1991;65:859—73.

[33] von Andrian UH, Chambers JD, McEvoy LM, Bargatze RF, Arfors KE, Butcher EC. Two-step model of
leukocyte-endothelial cell interaction in inflammation: distinct roles for LECAM-1 and the leukocyte beta
2 integrins in vivo. Proc Natl Acad Sci USA 1991;88:7538—42.

[34] Berlin C, Bargatze RF, Campbell JJ, von Andrian UH, Szabo MC, Hasslen SR, et al. Alpha 4 integrins me-
diate lymphocyte attachment and rolling under physiologic flow. Cell 1995;80:413—22.

[35] Alon R, Kassner PD, Carr MW, Finger EB, Hemler ME, Springer TA. The integrin VLA-4 supports teth-
ering and rolling in flow on VCAM-1. J Cell Biol 1995;128:1243—53.

[36] Alon R, Grabovsky V, Feigelson S. Chemokine induction of integrin adhesiveness on rolling and arrested
leukocytes local signaling events or global stepwise activation? Microcirculation 2003;10:297—311.

[37] Cyster JG. Chemokines and the homing of dendritic cells to the T cell areas of lymphoid organs. J Exp Med
1999:189:447—50.

[38] Cyster JG. Chemokines and cell migration in secondary lymphoid organs. Science 1999;286:2098—102.

[39] Kim CH, Broxmeyer HE. Chemokines: signal lamps for trafficking of T and B cells for development and
effector function. J Leukoc Biol 1999;65:6—15.

[40] Kunkel EJ, Butcher EC. Chemokines and the tissue-specific migration of lymphocytes. Immunity 2002;16:
1—4.

[41] Sanchez-Madrid F, del Pozo MA. Leukocyte polarization in cell migration and immune interactions. EMBO
J 1999;18:501—-11.

[42] Miller MJ, Hejazi AS, Wei SH, Cahalan MD, Parker I. T cell repertoire scanning is promoted by dynamic
dendritic cell behavior and random T cell motility in the lymph node. Proc Natl Acad Sci USA 2004;101:
998—1003.

[43] Smith A, Bracke M, Leitinger B, Porter JC, Hogg N. LFA-1-induced T cell migration on ICAM-1 involves
regulation of MLCK-mediated attachment and ROCK-dependent detachment. J Cell Sci 2003;116:
3123-33.

54



PREMIERE PARTIE : DONNEES DE LA LITTERATURE

L. Zecchinon et al./Clin. Applied Immunol. Rev. 6 (2006) 191—200 199

[44] Nieto M, Frade JM, Sancho D, Mellado M, Martinez AC, Sanchez-Madrid F. Polarization of chemokine
receptors to the leading edge during lymphocyte chemotaxis. J Exp Med 1997;186:153—8.

[45] del Pozo MA, Sanchez-Mateos P, Nieto M, Sanchez-Madrid F. Chemokines regulate cellular polarization
and adhesion receptor redistribution during lymphocyte interaction with endothelium and extracellular ma-
trix. Involvement of cAMP signaling pathway. J Cell Biol 1995;131:495—508.

[46] Worthylake RA, Burridge K. Leukocyte transendothelial migration: orchestrating the underlying molecular
machinery. Curr Opin Cell Biol 2001;13:569—77.

[47] Worthylake RA, Lemoine S, Watson JM, Burridge K. RhoA is required for monocyte tail retraction during
transendothelial migration. J Cell Biol 2001;154:147—60.

[48] Alblas J, Ulfman L, Hordijk P, Koenderman L. Activation of RhoA and ROCK are essential for detachment
of migrating leukocytes. Mol Biol Cell 2001;12:2137—45.

[49] Riento K, Guasch RM, Garg R, Jin B, Ridley AJ. RhoE binds to ROCK I and inhibits downstream signaling.
Mol Cell Biol 2003;23:4219—29.

[50] Shamri R, Grabovsky V, Gauguet JM, Feigelson S, Manevich E, Kolanus W, et al. Lymphocyte arrest
requires instantaneous induction of an extended LFA-1 conformation mediated by endothelium-bound
chemokines. Nat Immunol 2005;6:497—506.

[51] Dustin ML, Bivona TG, Philips MR. Membranes as messengers in T cell adhesion signaling. Nat Immunol
2004;5:363—72.

[52] Laudanna C. Integrin activation under flow: a local affair. Nat Immunol 2005;6:429—30.

[53] Gruen JR, Weissman SM. Human MHC class III and IV genes and disease associations. Front Biosci 2001;
6:D960—72.

[54] Anderson ME, Siahaan TJ. Targeting ICAM-1/LFA-1 interaction for controlling autoimmune diseases: de-
signing peptide and small molecule inhibitors. Peptides 2003;24:487—501.

[55] Mondino A, Khoruts A, Jenkins MK. The anatomy of T-cell activation and tolerance. Proc Natl Acad Sci
USA 1996;93:2245—52.

[56] Moss WC, Irvine DJ, Davis MM, Krummel MF. Quantifying signaling-induced reorientation of T cell re-
ceptors during immunological synapse formation. Proc Natl Acad Sci USA 2002;99:15024—9.

[57] Bromley SK, Burack WR, Johnson KG, Somersalo K, Sims TN, Sumen C, et al. The immunological syn-
apse. Annu Rev Immunol 2001;19:375—96.

[58] Grakoui A, Bromley SK, Sumen C, Davis MM, Shaw AS, Allen PM, et al. The immunological synapse:
a molecular machine controlling T cell activation. Science 1999;285:221—7.

[59] Friedl P, den Boer AT, Gunzer M. Tuning immune responses: diversity and adaptation of the immunological
synapse. Nat Rev Immunol 2005;5:532—45.

[60] Dustin ML. The immunological synapse. Arthritis Res 2002;4(Suppl 3):S119—25.

[61] Lee KH, Holdorf AD, Dustin ML, Chan AC, Allen PM, Shaw AS. T cell receptor signaling precedes im-
munological synapse formation. Science 2002;295:1539—42.

[62] van Der Merwe PA, Davis SJ. Immunology. The immunological synapse—a multitasking system. Science
2002;295:1479—80.

[63] Sims TN, Dustin ML. The immunological synapse: integrins take the stage. Immunol Rev 2002;186:
100—17.

[64] Jois SD, Tibbetts SA, Chan MA, Benedict SH, Siahaan TJ. A Ca2+ binding cyclic peptide derived from the
alpha-subunit of LFA-1: inhibitor of ICAM-1/LFA-1-mediated T-cell adhesion. J Pept Res 1999;53:18—29.

[65] Salomon B, Bluestone JA. LFA-1 interaction with ICAM-1 and ICAM-2 regulates Th2 cytokine production.
J Immunol 1998;161:5138—42.

[66] Labuda T, Wendt J, Hedlund G, Dohlsten M. ICAM-1 costimulation induces IL-2 but inhibits IL-10 pro-
duction in superantigen-activated human CD4+ T cells. Immunology 1998;94:496—502.

[67] Jenks SA, Eisfelder BJ, Miller J. LFA-1 co-stimulation inhibits T(h)2 differentiation by down-modulating
IL-4 responsiveness. Int Immunol 2005;17:315—23.

[68] Gunzer M, Schafer A, Borgmann S, Grabbe S, Zanker KS, Brocker EB, et al. Antigen presentation in
extracellular matrix: interactions of T cells with dendritic cells are dynamic, short lived, and sequential.
Immunity 2000;13:323—32.

55



PREMIERE PARTIE : DONNEES DE LA LITTERATURE

200 L. Zecchinon et al./Clin. Applied Immunol. Rev. 6 (2006) 191—200

[69] Friedl P, Borgmann S, Brocker EB. Amoeboid leukocyte crawling through extracellular matrix: lessons
from the Dictyostelium paradigm of cell movement. J Leukoc Biol 2001;70:491—509.

[70] Demotz S, Grey HM, Sette A. The minimal number of class II MHC-antigen complexes needed for T cell
activation. Science 1990;249:1028—30.

[71] Harding CV, Unanue ER. Quantitation of antigen-presenting cell MHC class II/peptide complexes neces-
sary for T-cell stimulation. Nature 1990;346:574—6.

[72] Irvine DJ, Purbhoo MA, Krogsgaard M, Davis MM. Direct observation of ligand recognition by T cells.
Nature 2002;419:845—9.

[73] Mackay CR. Chemokines: immunology’s high impact factors. Nat Immunol 2001;2:95—101.

[74] Ngo VN, Tang HL, Cyster JG. Epstein-Barr virus-induced molecule 1 ligand chemokine is expressed by
dendritic cells in lymphoid tissues and strongly attracts naive T cells and activated B cells. J Exp Med
1998;188:181-91.

[75] Wei SH, Parker I, Miller MJ, Cahalan MD. A stochastic view of lymphocyte motility and trafficking within
the lymph node. Immunol Rev 2003;195:136—59.

[76] Cahalan MD, Parker I, Wei SH, Miller MJ. Real-time imaging of lymphocytes in vivo. Curr Opin Immunol
2003;15:372—7.

[77] Miller MJ, Wei SH, Cahalan MD, Parker I. Autonomous T cell trafficking examined in vivo with intravital
two-photon microscopy. Proc Natl Acad Sci USA 2003;100:2604—9.

[78] Mueller KL, Daniels MA, Felthauser A, Kao C, Jameson SC, Shimizu Y. Cutting edge: LFA-1 integrin-de-
pendent T cell adhesion is regulated by both ag specificity and sensitivity. J Immunol 2004;173:2222—6.

[79] Bachmann MF, McKall-Faienza K, Schmits R, Bouchard D, Beach J, Speiser DE, et al. Distinct roles for
LFA-1 and CD28 during activation of naive T cells: adhesion versus costimulation. Immunity 1997;7:
549-57.

56



PREMIERE PARTIE : DONNEES DE LA LITTERATURE

4.4. La sous-unité CD18, récepteur universel des toxin€dT X

Zecchinon L., Fett T., Vanden Bergh P., Desmecht D.
LFA-1 and associated diseases: The dark side exfeptor.
Clin Applied Immunol Re\2006, 6201-216.

57



PREMIERE PARTIE : DONNEES DE LA LITTERATURE

Clinical

an
Applied
Immunolo gy

Reviews

ELSEVIER Clinical and Applied Immunology Reviews 6 (2006) 201—216

LFA-1 and associated diseases: The dark side of a receptor

L. Zecchinon, MS, T. Fett, BEng, P. Vanden Bergh, DVM,

D. Desmecht, DVM, PhD*

Department of Pathology, Faculty of Veterinary Medicine, University of Liege,
FMYV Sart Tilman B43, B-4000 Liege, Belgium

Received 2 December 2005; received in revised form 26 September 2006; accepted 26 September 2006.

Abstract

Lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1, oy B,, CD11a/CD18) plays a critical role in the
complex and well-orchestrated molecular interactions responsible for cell adhesion events required
for normal and pathologic functions of the immune system. This review focuses on the diseases from
various etiologies (genetic, bacterial, viral, neoplastic, allergic, and autoimmune) that are associated
to lymphocyte function-associated antigen-1 with a tremendous impact on human and animal health.
© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction

Lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1, oy f,, CD11a/CD18) is a protein
made of the union of the CD11a and CD18 subunits that each possesses a large extracellular
domain but short transmembrane and cytoplasmic regions. The N-terminal parts of both sub-
units associate to form the integrin headpiece, which contains the ligand-binding site,
whereas the C-terminal segments traverse the plasma membrane and mediate interactions
with the cytoskeleton and with signaling proteins [1,2].

LFA-1 plays an important role in cell migration and in interactions between T cells and
antigen presenting cells (APCs). However, LFA-1 is also associated to several diseases from
various etiologies that exhibit a tremendous impact on human and animal health.

Abbreviations: CDT, cytolethal distending toxin; ICAM, intercellular adhesion molecule; LAD, leukocyte
adhesion deficiency; LFA-1, lymphocyte function-associated antigen-1; LKT, leukotoxin (from M. haemolytica);
LTX, leukotoxin (from A. actinomycetemcomitans); mAb, monoclonal antibody; MIDAS, metal ion dependent
adhesion site; TCR, T-cell receptor.

* Corresponding author. Tel.: +32 4 366 4075; fax: +32 4 366 4565.
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2. Diseases associated to LFA-1
2.1. Genetic diseases

2.1.1. Human leukocyte adhesion deficiency

Human leukocyte adhesion deficiency-1 is a genetic disease caused by mutations in the
CD18 subunit. As the o and B subunits pair as precursors intracellularly and their transport
to the cell surface is CD18 dependent, this leads to the lack of B,-integrin cell surface
expression and hence, clinically, to recurrent severe bacterial infections and other immune
deficiencies [3—10]. Transfection of the B,-integrin subunit complementary DNA into B
lymphoblastoid cells from leukocyte adhesion deficiency (LAD) patients restored normal
levels of LFA-1 to the cell surface as well as adhesion to intercellular adhesion molecule
(ICAM)-1 [11]. The disease has been identified in man [3,8,12,13], dog [14,15], and cattle
[16] and is viewed primarily as a failure of neutrophils function as (1) they are essential first
arrivals at sites of tissue injury, and (2) they rely most heavily on 3, integrins because they
lack significant levels of other integrins, contrary to monocytes and lymphocytes that are
able to express o431 when f3, integrins are missing [17]. In addition, a CD18 gene—targeted
mouse model has been generated, displaying a disease phenotype similar to the human form
of the disease [18,19].

Most LAD-1 cases involve single point “missense’” mutations; most of them are located
in the BI domain, a region coded for by exons 5—9, which is highly conserved in all B sub-
units and that has been modeled to ressemble the ligand-binding I domain [9,17,20—22]. A
second region of mutation of B, subunit centers on the last 2 cysteine-rich repeats coded for
by exon 13, a heavily disulphide cross-linked region that is thought to provide structural ri-
gidity for the B subunit and may influence either interdomain movement or the quaternary
relationship between integrin subunits [17,22]. Rarer “nonsense” mutations can occur lead-
ing to an absence of transcription of the CD18 gene, to incorrect mRNA splicing and/or un-
stable mRNAs, and to truncated and often unstable proteins [8,21,22]. Two variant patients
have also been described. The first one proved to be a heterozygote with one nonexpressing
allele and the second allele that allowed normal expression but no B, integrin function due to
a mutation in the metal ion dependent adhesion site motif [23]. The second variant was sus-
pected to exhibit a mutation in a component of a critical signaling pathway leading to the
activation of the B, integrins because no mutation was found in the CD18 gene [13].

Furthermore, a rare autosomal-recessive LAD-2 syndrome exists, which is characterized
by a defect in fucosylation of glycoconjugates (such as ligands for the selectin family of ad-
hesion molecules) caused by mutations in the gene for a GDP-fucose transporter of the Golgi
[7,24—27]. LAD-2 is thus the first developmental and immune defect that is based on a mal-
functioning nucleotide sugar transporter. LAD-2 patients suffer from problems with leuko-
cytes adhesion and trafficking, severe psychomotor and growth retardation and have
dysmorphic features, hypotonia, seizures, and strabismus [24,25,28,29].

Recent findings also indicate presence of a third form of LAD, a rare autosomal-recessive
disease associated with severe defects in integrin activation by chemokine signals, despite
normal ligand binding of leukocyte integrins. LAD III is caused by defects in G protein—
coupled receptor—mediated integrin activation [10,30,31] as the small GTPase Rapl,
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a key regulator of inside-out integrin activation, is abnormally regulated in LAD Epstein—
Barr virus lymphocyte cells. Both constitutive and chemokine-triggered activation of Rapl
were abolished in LAD lymphocytes despite normal chemokine signaling. Nevertheless,
Rapl expression and activation by phorbol esters were intact, ruling out a LAD defect in
Rapl guanosine triphosphate loading. Thus, a defect in constitutive Rap1 activation results
in an inability of ligand-occupied integrins to generate high-avidity binding to ligand under
shear flow [32].

2.1.2. Bovine leukocyte adhesion deficiency

LAD has also been identified in Holstein cattle as an autosomal-recessive congenital dis-
ease characterized by recurrent bacterial infections, delayed wound healing and stunted
growth, and is also associated with persistent marked neutrophilia. Affected cattle suffer
from severe ulcers on oral mucous membranes, severe periodontitis, loss of teeth, chronic
pneumonia, recurrent or chronic diarrhea, and die at an early age due to the infectious com-
plications [33].

At the molecular level, 2-point mutations have been observed in the CD18 gene, 1 silent
and 1 causing an aspartic acid to glycine substitution at amino acid 128 in the highly con-
served extracellular BI domain, where several mutations have been found to cause human
LAD [16]. The mutation has been perpetuated though selective breeding practices because
it was traced back to a unique founder bull named Osborndale Ivanhoe and known as the
Father of the Holstein breed through the use of artificial insemination in the 1950s and
1960s. After 5 generations, the carrier frequency for the aspartic acid to glycine substitution
at amino acid 128 allele among Holstein cattle in the United States was approximately 15%
among bulls and 6% among cows. Moreover, this mutation was also prevalent among
Holstein cattle throughout the world, placing this disorder among the most common genetic
diseases known in animal agriculture [10,16,34].

Peripheral blood leukocytes of normal, heterozygous, and homozygous for bovine leuko-
cyte adhesion deficiency (BLAD) cows have been analyzed by flow cytometry for the inten-
sity of their B, integrin expression: BLAD homozygotes revealed no or a very weak
expression of the B, integrins and had a 10-fold and 4- to 5-fold increase in absolute number
of neutrophils and monocytes, respectively, whereas the absolute number of lymphocytes re-
mained normal, revealing that the LFA-1 expression could allow a ready identification of
BLAD heterozygotes by flow cytometry [35]. Leukocytes from homozygous calves seem
to upregulate alternative host defense capabilities (e.g., respiratory burst activity) to partially
compensate for the lack of typical adherence-dependent host defense functions [36]. In con-
trast, the heterozygous BLAD genotype does not cause detectable functional differences in
leukocytes, compared with those of clinically normal calves [36], and the mean fluorescence
intensity of CD18 in heterozygous animals was 56—90% of that in the normal cows [35].

2.1.3. Canine leukocyte adhesion deficiency

Canine leukocyte adhesion deficiency is a fatal immunodeficiency disease found in Irish
setter dogs that is very similar to LAD in humans and BLAD in cattle because it is charac-
terized by a single missense mutation in the BI domain of the CD18 subunit that results in
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very low levels of CD11/CD18 expression [10,14,15,37,38]. The mutation has been in the
Irish Setter population for many generations spanning more than 2 decades [39].

The canine leukocyte adhesion deficiency is also present in a significant minority of Irish
red and white setters, a related breed that has a history of interbreeding with Irish Setters and
shares a common ancestry with the Irish Setter breed [39,40].

2.2. Bacterial diseases

Several studies have shown or suggest that LFA-1 (CD11a/CD18, ay B,,) is centrally in-
volved in the pathogenesis of diseases caused by repeats-in-toxin—producing Gram-negative
bacteria such as Actinobacillus actinomycetemcomitans and Mannheimia haemolytica [41].

2.2.1. Actinobacillus actinomycetemcomitans

Periodontitis, the result of the response of the periodontium to the presence of certain
members of the oral microbiota, is mankind’s most common chronic inflammatory disease.
One of its more severe form is localized aggressive periodontitis, which affects only the in-
cisors and premolars [42]. The disease tends to afflict younger individuals and is associated
with rapid destruction of the periodontal ligament and alveolar bone, which support the teeth.
The main causative agent of this disease is A. actinomycetemcomitans [43] that produces both
inflammation and damage to the extracellular matrices of ligament and bone. Although less
well researched than enteric pathogens, this organism clearly packs a lot of virulence poten-
tial into its 2-Mb genome and interacts in a wide variety of ways with its cellular and extra-
cellular host environments. The bacterium is also occasionally responsible for nonoral
infections including endocarditis, bacteremia, pericarditis, septicaemia, pneumonia, infec-
tious arthritis, osteomyelitis, synovitis, skin infections, urinary tract infections, and abscesses
[44]. Moreover, there is currently great interest in the possibility that periodontal diseases
may be a contributing risk factor for development of cardiovascular disease [45] because
A. actinomycetemcomitans has been detected in 18% of atherosclerotic plaque samples [46].

A number of interesting virulence factors are produced by this organism. Although many
of them still await identification, leukotoxin (LTX), and the newly discovered cytolethal dis-
tending toxins (CDTs) are in the limelight. Leukotoxin is the first and most intensively stud-
ied of these toxins: it belongs to the repeats-in-toxin proteins family, so named because of
the C-terminal amino acid repeats, that have channel forming activity and kill cells either by
osmotic lysis or by induction of apoptosis [41,47]. The A. actinomycetemcomitans leukotox-
in kills lymphoid and myeloid cells from human and some nonhuman primate [41], and the
basis of this cell/species specificity is due to the binding to human cells via LFA-1 [48],
which leads to perturbation of mitochondrial function. Indeed, after exposure to LTX, Ep-
stein—Barr virus transformed B cells (JY cell line) exhibited the classical morphological fea-
tures of apoptosis including decreased cell size, plasma membrane blebbing, selective
alterations in plasma membrane permeability, and condensation of nuclear DNA. The mor-
phologic changes were accompanied by swelling of the mitochondria, a decrease in mito-
chondrial transmembrane potential, hyperproduction of reactive oxygen intermediates, and
release of cytochrome ¢ from the intermembrane space. Subsequently, activation of the cys-
teine aspartate—specific proteases (caspases)-3 and -9, cleavage of the nuclear DNA repair
enzyme, poly(ADP-ribose)polymerase, and internucleosomal DNA fragmentation were also
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detected, indicating that perturbation of mitochondrial structure and function, in concert
with activation of specific caspases, initiate the effector phase of LTX-induced apoptosis
[49]. The second important virulence factor is known as the CDT produced by a small
but diverse group of bacterial pathogens such as Escherichia coli, Campylobacter jejuni,
and Haemophilus ducreyi [50]. This newly discovered toxin family has the ability to control
cell cycle progression in eukaryotic cells by irreversibly blocking the G, phase of the cell
cycle [50]. Recent studies have established that CDT is in fact a tripartite AB toxin in which
CdtB is the active “A’ subunit, and CdtA and CdtC constitute the heterodimeric “B” sub-
unit required for the delivery of CdtB into the target cell [S1]. CdtB has been identified as the
active subunit of the CDT holotoxin which causes, through its nuclease activity, limited
DNA damage, thereby triggering the DNA-damage response that ultimately results in the
observed arrest of the cell cycle in G, [50,52]. However, it is not known what role the 2 main
A. actinomycetemcomitans toxins play in bone resorption: the leukotoxin targets myeloid
cells causing their apoptosis and could therefore affects osteoclasts and their precursors,
which could inhibit osteoclastic bone resorption. Moreover, in preliminary studies, all 3
A. actinomycetemcomitans CDTs have been shown to stimulate bone resorption in vitro [42].

2.2.2. Mannheimia haemolytica

The bacterium M. haemolytica plays a major role as secondary pathogen in the final pro-
gression to severe pleuropneumonias in cattle, sheep, and goats. Its pathogenesis involves
many predisposing agents such as viruses (Parainfluenza virus 3, Bovine Herpes virus 1, Bo-
vine Respiratory Syncytial virus), bacteria (Pasteurella multocida, Mycoplasma bovis, Arca-
nobacterium pyogenes), environment (excessive temperatures, change of feed, dust...), or
stress associated to weaning, dehorning, and shipping [53—57]. These factors seem to alter
the upper respiratory tract epithelium allowing M. haemolytica to colonize it, escaping clear-
ance, and to move from nasopharynx to lungs, leading to a broncho-alveolar kind of pneu-
monia, which is accompanied by high morbidity and mortality [58—60]. Pulmonary lesions
are lobar, anteroventrally distributed, and are characterized by extensive infiltration of neu-
trophils (that fail to combat infection) [61,62] and exudation of fibrin into airways and al-
veoli. In these latter, multifocal areas of coagulation necrosis are observed, wrought by
the cytolysis of many neutrophils and macrophages that pour a variety of toxic compounds
in situ, which in turn aggravate pulmonary damage [53,55].

Several virulence factors have been described for M. haemolytica, the main of which be-
ing the lipopolysaccharide and the leukotoxin. The latter is cytotoxic only for ruminant leu-
kocytes, a phenomenon that is correlated with its ability to bind and interact with the
ruminant LFA-1 (CD11a/CD18, a; 3,), suggesting that the most widespread cattle respira-
tory disease, that with the most important impact on beef production worldwide, is probably
due to a tiny ruminant-specific focal variation in the CD18- and/or CD11a-expressing genes
[63]. The precise identification of the subunit that binds LKT appeared controversed
[64—67] until the recent cloning, sequencing and characterization of the Bos taurus
CDl1a [68] give the first opportunity to express homologous and heterologous LFA-1 in vi-
tro to definitely answer the question. As a result, recombinant expression of bovine LFA-1
has shown that LKT binds to both the CD18 and CD11a subunits [69,70] even though CD18
plays the crucial role because LKT do not bind heterologous LFA-1 made of bovine CD11a
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and human CD18 [71]. In this way, comparing ruminant vs. nonruminant CD18 subunits has
open the way to the identification of the precise molecular motif responsible for the species
specificity of M. haemolytica [72], whereas apparently contradictory results were recently
published, mapping the binding site for M. haemolytica LKT within amino acid residues
500—600 [71] or 1—291 [73], respectively, with bovine X human and bovine X murine
CD18 chimeric constructs.

2.3. Viral diseases

Several cell adhesion molecules are subverted as virus receptors [74] and this may be
more than coincidental. First, virus—cell and cell—cell adhesion are in principle very similar
as both (1) require accessible cognate sites on the receptor, (2) involve multivalent interac-
tions, and (3) may be facilitated by receptor redistribution to the site of adhesion. Second,
binding to molecules that participate in the immune response has important consequences
for the host—virus relationship [75]. In this way, several cell adhesion molecules have been
shown to mediate viral budding and transfer in human immunodeficiency virus (HIV)-1 in-
fection [75—77]. HIV-1 infects and kills or renders anergic CD4" T-helper cells, and alter
the expression of cell adhesion molecules in patients; for example, CD4*-lymphocyte ex-
pression of L-selectin and very late antigen-4 is down regulated, whereas ICAM-1 and
LFA-1 are upregulated [78]. HIV-1 binds with its surface protein gp120 to CD4 whose ex-
pression is down regulated [79—82]. HIV-1 is also known to incorporate host-derived
ICAM-1 on the viral particle surface, which can engage to LFA-1 on the T-cell surface, lead-
ing to a significant increase in viral infectivity [75,83—86]. Moreover, the ICAM-1/LFA-1
interaction plays an active role in syncytia formation (cell fusion) induced by HIV-1, which
is a major cytopathic effect that may also represent an important mechanism of CD4" T-cell
depletion in individuals infected with HIV. Indeed, syncytia formation requires not only the
interaction of CD4 on the surface of uninfected cells with gp120 expressed on HIV-infected
cells but also the high affinity form of LFA-1 [87—89] and more exactly a peptide region in
the N-terminal portion of CD18 (including the region between residues 200—206) that has
been identified through phage-display technology [90]. To examine the role of LFA-1
expressed on target cells in HIV infection, Jurkat-derived Jbeta2.7 T-cell lines that express
either wild-type LFA-1, a constitutively active mutant LFA-1, or no LFA-1 were used
[91]. The presence of wild-type LFA-1 enhanced the initial processes of HIV infection, as
well as the subsequent replication and transmission from cell to cell. In contrast, the consti-
tutively active LFA-1 mutant failed to promote virus replication and spread, even though this
mutant could help HIV enter cells and establish the initial infection. Consequently, LFA-1
contributes in the different stages of HIV infection and not only is LFA-1 expression impor-
tant for initial HIV—cell interaction, subsequent replication, and transmission, but its activity
must also be properly regulated [91]. Furthermore, it has been recently demonstrated that ac-
tivation of primary human CD4" T lymphocytes increases LFA-1 affinity and avidity states.
Confocal analyses suggest that HIV-1 is concentrated in microdomains rich in LFA-1 clusters
that also contain CD4 and CXCR4 molecules [92]. Therefore, one possible target for new
Acquired Immune Deficiency Syndrome therapy is preventing the HIV from using adhesion
molecules such as ICAM-1 and LFA-1 for budding and transfer processes [93].
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Rhinoviruses (which cause common colds), by contrast, rather than thwarting the immune
response, use it to their own ends as mucous secretions and sneezing induced by the immune
response facilitate infection of other individuals. Moreover, although they have evolved
more than 100 noncrossreactive variants in an attempt to evade the immune response,
90% of rhinoviruses, bind ICAM-1. If this latter has a signal transducing function on antigen
presenting cells, this may be mimicked by the virus and may serve its ends by stimulating
production of cytokines, which increase nasal secretions carrying the virus [75].

Furthermore, it is of considerable interest that viruses have evolved to bind to the same
regions of CD4 and ICAM-1 as do their cell adhesion counter-structures. Indeed, HIV binds
to the first and part of the second immunoglobulin-like domains of CD4 [75,94—96], the re-
gion that binds to major histocompatibility complex class II molecules [95]. In the same
way, LFA-1 and rhinoviruses bind to overlapping but distinct regions of the first immuno-
globulin-like domain of ICAM-1 [97—100]. A “canyon” on the rhinovirus surface that is
too narrow to admit an antibody, has been hypothesized to be the binding site of LFA-1
[101], suggesting that rhinoviruses mimic LFA-1 in binding to the most membrane distal,
and thus most accessible, site of ICAM-1 [97].

2.4. Cancer diseases

For tumor metastasis to occur through the blood and lymphatic vessel pathway, the tumor
cells must first adhere to endothelial cells and thus tumor cells with high levels of cell ad-
hesion molecules (the types of which varying with malignancy, site of metastasis, and tumor
origin) are selected to form metastatic lesions [93,102]. In this way, the high expression of
LFA-1 (CD11a/CD18) and ICAM-1 is associated, respectively, with lung cancer [103], pan-
creatic cancer, and pulmonary adenocarcinoma tumor progression [104,105], whereas gas-
tric cancer cells and tumor cells from adenoid cystic carcinoma of the head and neck
patients have lower ICAM-1 expression than normal cells, suggesting that decreased
ICAM-1 expression may in turn decrease immune response mediated through LFA-1—de-
pendent effector cell adhesion and that this escape from the immunosurveillance system
may be one of the factors inducing lymph node metastasis [93,106,107].

On the other hand, recent studies have shown that high expression of the widely expressed
cell surface glycoprotein CD44 in certain types of tumors is associated with the hematogenic
spread of cancer cells. Indeed, cross-linking of CD44 results in a marked induction of the
expression of LFA-1 and very late antigen-4 (VLA-4 or a4B;) by exocytosis, and increases
integrin-mediated adhesion to endothelial cells, resulting in the transendothelial migration of
breast cancer cells [108]. Because these induced integrins promote tumor cell migration,
they could be targeted by pharmacological means to cause a reduction in invasive capability
and metastasis. Moreover, Jak tyrosine kinases that act downstream of LFA-1 are essential
for lymphoma and metastasis and contribute in multiple ways to the induction of malignant
behavior [109].

2.5. Allergic diseases

Allergic asthma is characterized by eosinophil migration in the airways, which is strictly
dependent on the expression of adhesion molecules such as LFA-1 [110]. Accordingly,
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eosinophils from atopic asthmatic subjects show increased expression of LFA-1, but not of
Mac-1 or VLA-4. In addition, LFA-1 expression correlated positively with blood eosinophil
number, while no correlations were observed between Mac-1 or very late antigen-4 (VLA-4;
CD49d/CD29) expression and blood eosinophil number. Eosinophils migration through hu-
man ombilical vein was totally inhibited by preincubating eosinophils with anti—LFA-1,
whereas anti—Mac-1 had no effect, suggesting that an early recruitment of blood eosinophils
overexpressing LFA-1 occurs in atopic asthmatics in the first hours after allergen challenge
[111,112]. Moreover, activated macrophages are present in increased numbers in the airways
inflammation observed in asthma and it has been shown that expression of ICAM-1 and
LFA-1 on alveolar macrophages was significantly increased in asthmatic patients. There
was also a significant correlation with the percentage of cells expressing both markers in
asthma, highlighting the importance of macrophages in the inflammation of asthma and sug-
gesting that macrophage interactions with other cells play a role in this inflammation [113].

Furthermore, manipulation for inducing selective inactivation of antigen-specific Th2
cells provides a rational approach to the control of allergic inflammation [114,115] as induc-
tion of Th2 cell tolerance to a soluble antigen by blockade of the LFA-1—dependent pathway
in vivo prevents antigen-induced eosinophil recruitment into the tissue and antigen-specific
IgE production [115,116]. Indeed, an ICAM-1/LFA-1 interaction is involved as a costimula-
tory signal in inducing T-cell tolerance to a soluble antigen, because in vivo pretreatment
with the combination of anti—ICAM-1 monoclonal antibody (mAb), anti—LFA-1 mAb,
and a soluble antigen, but not with a soluble antigen alone, induced T-cell tolerance and
the subsequent inhibition of allergic inflammation [115]. This finding is consistent with
the notion that the stimulation of T cells through the T-cell receptor in the absence of a cos-
timulatory signal leads to T-cell tolerance [117,118] and that LFA-1 is a costimulatory mol-
ecule for T-cell receptor—mediated T-cell activation [119—121]. Moreover, in vivo
coadministration of mAbs against LFA-1 and ICAM-1 suppresses the progression of exper-
imental allergic encephalomyelitis in rats by preventing the infiltration of encephalitogenic
cells into the central nervous system, suggesting that the administration together of mAbs
against adhesion molecules including LFA-1 and ICAM-1 might provide a new immunother-
apeutic approach for the treatment of multiple sclerosis [122].

Additionally, ICAM-1 expression was induced in allergic patients on epithelial cells of
conjunctiva and in the nose, following allergen-specific challenge or both conjunctivitis
and rhinitis due to pollen. ICAM-1 could be an activation marker on epithelial cells, or could
enhance their susceptibility to bind offending cells such as eosinophils. As ICAM-1 is also
a receptor for the vast majority of rhinoviruses, which are known to provoke, mainly in chil-
dren, asthma attacks, allergy may be considered as a primary event leading to asthma
(through rhinovirus infection) and nonspecific hyperreactivity [123]. Moreover, antibodies
against ICAM-1 and LFA-1 significantly inhibit the development of the clinical and histo-
logic signs of allergic conjunctivitis [124].

Besides, epidermal dendritic cells isolated from psoriasis or atopic dermatitis possess
greatly enhanced T lymphocyte—activating properties, suggesting in psoriasis expression
of surface antigens such as f3, integrins and ICAM-1 [125].

LFA-1 plays also a significant role in the elicitation of allergic contact dermatitis reactions,
as a specific anti—LFA-1 mAb injected into the ears of mice after sensitization but prior to
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challenge with dinitrofluorobenzene dose dependently suppress ear swelling, which was
accompanied by a reduction in dermal edema and leukocyte infiltration into the dermis [126].

2.6. Autoimmune diseases

The pathology of many autoimmune diseases such as multiple sclerosis, thyroiditis, rheu-
matoid arthritis, and insulin-dependent diabetes mellitus involve the infiltration of autoreac-
tive lymphocytes to a certain organ or site in the body [93,127—129]. In this way, LFA-1 has
been identified as a key contributor in the development of these disorders. Indeed, ICAM-1/
LFA-1 interaction is essential for T-cell activation and for migration of T cells to target tis-
sues. This interaction also functions, along with signal-1, as a costimulatory signal (signal-2)
for T-cell activation, which is delivered by the T-cell receptor—major histocompatibility-
peptide complex. Therefore, blocking ICAM-1/LFA-1 interaction can suppress T-cell activa-
tion in autoimmune diseases [93,130—132].

3. Conclusion

LFA-1 (o B2, CD11a/CD18) not only plays a central role in major immune functions such
as cell adhesion and migration, but is also implicated in several viral, neoplastic, allergic,
and autoimmune diseases. Moreover, LFA-1 is able to engage bacterial repeats-in-toxins that
induce cell death and thus promote disease progression in an “‘Achille’s heel mechanism.” In
this way, extensive study of the interaction between LFA-1 and its natural or bacterial
ligands could open new avenues in the therapeutic field.

4. Summary

LFA-1 (o185, CD11a/CD18) is a cell adhesion receptor associated to several diseases
from various etiologies with a tremendous impact on human and animal health; for example,
(1) genetic diseases are caused by mutations in the CD18 subunit that lead to the lack of f3,-
integrin cell surface expression and hence, to recurrent severe bacterial infections and other
immune deficiencies in human, cattle, and dog, (2) LFA-1 contributes in the different stages
of HIV infection, and (3) is centrally involved in the pathogenesis of diseases caused by re-
peats-in-toxin—producing Gram-negative bacteria such as A. actinomycetemcomitans and M.
haemolytica. Moreover, the interaction between LFA-1 and its ligand ICAM-1 is implicated
in the progression of (4) cancers, as well as (5) allergic, and (6) autoimmune diseases.
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RESUME

Les pneumonies bactériennes constituent un probléme majeur dans I'élevage et I'engraissement
des bovins, avec des répercussions trés élevées en termes de morbidité et de mortalité. Parmi
les différentes causes biologiques recensées, Mannheimia haemolytica tient le haut de I'affiche
puisqu’elle est connue comme agent pathogéne compliquant principal, voire systématique.

Une de ses particularités est qu’elle ne déclenche de pneumonie broncho-alvéolaire fibrino-
hémorragique que chez les ruminants. Les Iésions observées résultent d’'une nécrose en masse
des neutrophiles et macrophages et du relarguage de leurs différents constituants. Au niveau
moléculaire, cette spécificité trouve son origine dans l'intimité de la liaison entre la leucotoxine,
le facteur de virulence majeur de la bactérie, et la sous-unité CD18 des récepteurs de surface
leucocytaires f3,-intégrines.

La revue décrit cette liaison et ses conséquences aux niveaux macroscopique et microscopique,
avant de faire le point sur les derniéres avancées de la recherche et d’ébaucher quelques pers-

pectives thérapeutiques.

1. INTRODUCTION
1.1. Contexte

Si ’Homme a rapidement compris
qu’il était plus rentable pour lui de se
livrer a des activités d’élevage plutot
que de chasse, il s’est cependant rendu
compte au fil du temps qu’une bonne
santé des populations animales de
rente, si elle était un gage de qualité et
de lucrativité, n’était pas chose aisée.
Labattage sanitaire, la quarantaine, la
restriction des importations, la vacci-
nation et les traitements médicamen-
teux ont donc depuis toujours ceuvré
en vue, sinon d’une éradication, au
moins d’un contrdle des maladies ren-
contrées. Dans le méme ordre d’idées,
I’administration, a grande échelle, de
substances antibiotiques permet de
lutter contre les agents pathogenes qui
trouvent dans les conditions d’¢élevage
concentrationnaires une niche de choix
extrémement propice a la contagion.

Ces pratiques séculaires présentent
malheureusement des inconvénients

majeurs dont la prise de conscience
est pourtant relativement récente : tout
d’abord, la pression de sélection appli-
quée par I’Homme envers les animaux
d’élevage s’exerce unilatéralement en
faveur des critéres relatifs aux produc-
tions alors que les bovins n’ont jamais
été soumis a des pressions d’infec-
tion plus agressives qu’aujourd’hui.
Ensuite, il est maintenant unanime-
ment reconnu que 1’administration a
grande échelle de substances médica-
menteuses en ¢levage bovin pose non
seulement le délicat probleme de leur
rémanence ou de celle de leurs résidus
dans les produits de consommation
mais également celui de I’impact des
antibiotiques, clairement établi, sur
I’émergence de maladies dues a la
prépondérance de souches multirésis-
tantes (Ferber, 2000 ; Angulo et al.,
2004 ; Molbak, 2004). Cette situa-
tion est particulierement préoccupante
dans notre pays puisque des études
publiées récemment démontrent que la
Belgique fait partie des six pays euro-
péens qui consomment le plus d’an-

tibiotiques (Goossens et al., 2005 ;
Ferech et al., 2006 ; van de Sande-
Bruinsma et al., 2008).

Le secteur des productions animales
s’oriente donc de plus en plus d’une
part vers une meilleure connais-
sance des maladies prédominantes et,
d’autre part, vers la sélection d’ani-
maux plus résistants a celles-ci. Du
point de vue sociétal, I’intérét est mul-
tiple puisque se donner les moyens de
renoncer a injecter systématiquement
des antibiotiques, des anti-inflamma-
toires et des bronchodilatateurs des
lors que des bovins manifestent des
signes cliniques ne peut qu’aller dans
le sens (i) d’une diminution du risque
d’émergence de bactéries multirésis-
tantes pathogenes (notamment pour
I’Homme), (ii) d’une plus-value de
la qualité¢ de la viande en termes de
contenu en résidus et (iii) d’une amé-
lioration du bien-étre et de la santé des
animaux (iv) sans aucun impact néga-
tif sur la rentabilité¢ des exploitations,
ni sur le prix de la viande a I’étal.
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1.2. Les pneumonies des bovins

Diminuer I'importance des maladies
bovines est donc devenu une priorité
absolue, puisque 1’on sait que ce sont
les couts liés aux maladies qui ont
I’impact le plus important sur la ren-
tabilité des fermes et ce, indépendam-
ment du cours du marché (Gardner
et al., 1996). Ces cofits sont, sans la
moindre équivoque, surtout causés par
les maladies respiratoires dont 1’in-
cidence chez les veaux est de 25 %
durant la premiére année. Les males
sont plus touchés que les femelles, a la
fois durant les périodes de présevrage
et d’engraissement (Martin, 1981 ;
Muggli-Cockett et al., 1992 ; Griffin
et al., 2000 ; Speer et al., 2001).

Parmi les maladies respiratoires, ce
sont les pneumonies qui exercent, de
loin, I’impact le plus flagrant : quel-
les que soient les conditions, elles
sont responsables d’environ 75 %
des maladies diagnostiquées (Jensen
et al., 1976 ; Roth, 1986 ; Edwards,
1996). Sur le plan de la morbidité, les
taux moyens varient entre 15 et 45 %
(Kelly, 1986) et sur celui de la léta-
lité, les pneumonies sont directement
incriminées dans 45 a 55 % des cas
de maladie respiratoire (Perino, 1992 ;
Vogel et Parrott, 1994 ; Edwards,
1996). D’un autre coté, la mise en
ceuvre des traitements médicamenteux
censés guérir les maladies respiratoi-
res génere approximativement 8 % des
couts de production totaux (Martin,
1981 ; Griffin et al., 1995 ; Griffin,
1997), sans tenir compte des pertes
encourues du fait de performances
zootechniques (gain quotidien moyen,
indice de consommation et production
laitiére) moindres. Par ailleurs, la race
Blanc Bleu Belge, numéro un chez
nous, se distingue des autres races
bovines par des capacités pulmonaires
et cardiaques largement inférieures a
celles des autres bovins (Lekeux et al.,
1994). Ces déficits tant anatomiques
que fonctionnels en font des animaux
moins résistants en cas de maladie res-
piratoire avec une morbidité associée
de 36 % (Bureau et al., 2001). De
plus, la méme enquéte démontre que
le taux de mortalité associé aux mala-
dies respiratoires pendant la premiére
année de vie vaut 2,1 % en spécula-
tion Blanc Bleu Belge alors qu’il n’est
que de 1,4 % dans les autres races
(Muggli-Cockett et al., 1992 ; Bureau
etal.,2001).

Les principaux agents biologiques res-
ponsables des pneumonies des bovins
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incluent (i) le nématode Dictyocaulus
viviparus, (ii) les virus BHV-1
(bovine herpesvirus-1), RSV (respi-
ratory syncytial virus), Pi (parain-
fluenza)-3, BVD-MD (bovine viral
diarrhoea-mucosal disease), adénovi-
rus et coronavirus et (iii) les bactéries
Mannheimia haemolytica, Pasteurella
multocida, Mycoplasma bovis,
Histophilus somni et Arcanobacterium
pyogenes (Dungworth, 1992 ; Lopez,
2001). Ces auteurs s’accordent cepen-
dant pour dire que, quelle que soit la
cause initiale de ’atteinte pulmonaire
(environnementale, virale, bactérienne
ou parasitaire), c’est M. haemolytica
que I’on retrouve le plus systémati-
quement comme agent compliquant.
Tout se passe comme si les facteurs
environnementaux et les agents micro-
biens « faisaient le lit » de M. haemo-
Iytica dans les poumons, cette derniere
« faisant a son tour le lit » d’autres
bactéries au premier rang desquelles
on retrouve P multocida et A. pyoge-
nes.

Lutilisation d’antibiotiques a grande
échelle en prophylaxie, métaphy-
laxie ou stimulation de croissance a
favorisé 1’émergence de souches de
M. haemolytica résistantes a une large
gamme d’antimicrobiens comme les
B-lactames, les tétracyclines, les sul-
fonamides et les aminoglycosides
(Watts et al., 1994 ; Martel et al.,
1995 ; Hormansdorfer et Bauer, 1996 ;
Caprioli et al., 2000 ; Kehrenberg et
al., 2001). La plupart des genes de
résistance, dont certains ont pu étre
clonés et séquencés (Highlander,
2001), sont associés aux ¢léments
génétiques mobiles et peuvent donc
étre aisément échangés entre bactéries
(Kehrenberg et al., 2001).

En résumé, diminuer I’impact de la
mannheimiose tout en réduisant 1’ad-
ministration massive d’antibiotiques
est une priorité¢ tant du point de vue
économique que de ceux de la santé
publique et du bien-étre animal.

2. LA MANNHEIMIOSE

2.1. Mannheimia haemolytica

Mannheimia haemolytica est un coc-
cobacille a gram négatif, faiblement
hémolytique, dont la taxonomie com-
plete est : super-royaume des bacté-
ries ; phylum des protéobactéries ;
classe des gammaprotéobactéries ;
ordre des pasteurellales ; famille des
pasteurellaceae ; genre Mannheimia.
Elle changea, depuis sa découverte

en 1885 par Théodore Kitt, plu-
sieurs fois « d’identité » : baptisée
Bacterium bipolare multocidum (Kitt,
1885), on la connut ensuite un cer-
tain temps sous le nom de Pasteurella
boviseptica (Jones, 1921) avant d’étre
renommée Pasteurella haemolytica en
1932 (Newson, 1932) et classifiée en
deux biotypes, A et T, sur base de leur
capacité¢ a fermenter 1’arabinose et le
thréhalose, respectivement (Smith,
1961). Treize sérotypes A et quatre
sérotypes T furent identifiés (Younan
et Fodor, 1995), ces derniers étant
reclassifiés en tant que Pasteurella
threhalosi en 1990 (Bingham et al.,
1990 ; Sneath et Stevens, 1990). Neuf
ans plus tard, des études basées sur
des hybridations ADN-ADN et du
séquengage de I’ARN 16S ont conduit
a renommer les sérotypes Al, A2,
AS5-A9, A12-Al4, Al16 et A17 en
tant que Mannheimia haemolytica
(en hommage au biologiste allemand
Walter Mannheim dont les recher-
ches ont significativement contribué
a la connaissance de la taxonomie de
la famille des pasteurellaceae) alors
que le dernier sérotype All devenait
Mannheimia glucosida (Younan et
Fodor, 1995 ; Angen et al., 1999).

Des douzes sérotypes décrits, Al et
A2 prévalent de par le monde. Al est
connu comme ’agent causal majeur de
la mannheimiose bovine, aussi connue
sous le nom de pasteurellose ou fiévre
des transports (shipping fever), méme
si d’autres sérotypes comme A6, A7,
A9, A1l et A12 peuvent aussi étre
isolés (Quirie ef al., 1986). Al et A2
sont tous deux capables de coloniser
le tractus respiratoire supérieur des
bétes bovine et ovine mais sont sou-
vent spécifiques. Ainsi, les bovins
sains sont fréquemment porteurs du
sérotype A2 dans leur tractus respira-
toire supérieur mais sous 1’effet d’un
stress ou d’une coinfection, Al rem-
place rapidement A2 en tant que séro-
type principal (Frank et Smith, 1983),
probablement suite a un transfert
horizontal a partir d’animaux infectés
(Highlander, 2001). Le sérotype A6
serait quant a lui en prévalence crois-
sante au Royaume-Uni (Donachie,
1998) et aux Etats-Unis (Purdy et al.,
1997 ; Al-Ghamdi ef al., 2000) avec
environ 30 % des souches sérotypées.
Néanmoins, sur base des profils des
lipopolysaccharides et des protéines
de la membrane externe de chaque
sérotype, il a été conclu que, excepté
la nature de leurs capsules, les séro-
types Al et A6 étaient extrémement
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similaires (Davies et Donachie, 1996 ;
Morton et al., 1996).

Les bases génétiques de la varia-
tion clonale entre les sérotypes n’ont
pas encore ¢été ¢tudiées, méme si la
séquence complete d’une souche Al
a été publiée par le Baylor College of
Medicine Human Genome Sequencing
Center (Highlander et Weinstock,
2004).

2.2. Pathogénie

La pathogénie des pneumonies a
M. haemolytica fait intervenir dif-
férents parametres comme des virus
(bovine parainfluenza virus 3, bovine
herpes virus 1 et bovine respira-
tory syncytial virus), des bactéries
(Pasteurella multocida, Mycoplasma
bovis et Arcanobacterium pyogenes),
I’environnement (charge élevée en
poussieres, changements d’alimenta-
tion, températures excessives...), I’ad-
ministration de glucocorticoides, le
creux immunitaire ou encore le stress
associé au sevrage, a 1’écornage ou
au transport, qui prédisposent 1’ani-
mal (Yates, 1982 ; Dungworth, 1992 ;
Lopez, 2001). Ces différents facteurs
semblent altérer 1’épithélium du trac-
tus respiratoire supérieur de maniere
a permettre a la bactérie de le coloni-
ser et de migrer du nasopharynx aux
poumons ou elle cause une pneumo-
nie dite « de type bronchoalvéolaire »
qui s’accompagne d’une morbidité
et d’une mortalité élevées (Jensen et
al., 1976 ; Vogel et Parrott, 1994 ;
Edwards, 1996).

Les signes cliniques sont variables
quant a leur intensité, de frustres a tres
séveres, mais quelques faits caracté-
ristiques peuvent étre mentionnés : il y
a toujours de la dépression et de I’ano-
rexie, de la fievre jusqu’a 42°C, une
augmentation de la fréquence cardia-
que, une perte de poids substantielle et
une rhinite résultant en une décharge
nasale mucopurulente ou un museau
sec et encrotté. Un larmoiement accru
et une toux sont souvent présents. La
fréquence respiratoire augmente dans
les tous premiers stades, suivie par
une dyspnée de sévérité telle qu’elle
cause une respiration buccale et des
grognements respiratoires dans cer-
tains cas. Lauscultation révele des
sons bronchiaux et vésiculaires accrus
antéro-ventralement, se muant en rales
d’abord humides puis secs. On peut
aussi entendre des frictions pleurales.
Les veaux peuvent se tenir avec les
coudes en abduction et le cou étendu

(orthopnée). Certains animaux peu-
vent souffrir de diarrhée (Yates, 1982 ;
Zecchinon et al., 2005).

Macroscopiquement, ce type de pneu-
monie est caractérisé par une conso-
lidation avec hépatisations rouge et
grise des parties antéro-ventrales des
poumons, parfois accompagnées de
zones de pleurésie fibrineuse (figure 1)
(Zecchinon et al., 2005).

Microscopiquement, de larges zones
de nécrose, ceinturées par des amas de
neutrophiles dégénérescents (ou pyo-
cytes) en quantités trés importantes,
constituent la signature de M. haemo-
Iytica (figure 2). Lampleur de cette
nécrose est en fait concomitante a la
cytolyse d’un nombre anormalement
¢levé de neutrophiles et macrophages

qui, via le déversement d’une mul-
titude de composés toxiques (enzy-
mes, histamine, prostaglandines...) in
situ, aggravent les lésions pulmonaires
(Yates, 1982 ; Slocombe et al., 1985 ;
Dungworth, 1992 ; Lopez, 2001 ;
Zecchinon et al., 2005).

Sur un plan biologique plus général,
il faut constater que M. haemolytica
n’est pas responsable de pneumonies
chez les animaux non ruminants, ce
qui suggere ’existence d’une viru-
lence qui s’exprime spécifiquement
envers ces derniers.

2.3. La leucotoxine

Plusieurs facteurs de virulence sont
décrits pour M. haemolytica (Confer

Figure 1: Pneumonie nécrosante multifocale et pleurésie fibrineuse
viscérale ou Mannheimia haemolytica a pu étre mise en évidence.

Larges plages de nécrose observées sur un lobe diaphragmatique gauche
coupé transversalement dans son tiers proximal.

Figures 2 : Lésions histologiques pulmonaires d’une infection a
Mannheimia haemolytica (hématoxyline-éosine).

On constate une infiltration massive dans les alvéoles de leucocytes

(a) (grossissement 200 x), s’averant étre des polymorphonucléaires
neutrophiles (b) (grossissement 400 x) qui vont rapidement se nécroser en

masse (c) (grossissement 200 x).
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et al., 1990 ; Whiteley et al., 1992 ;
Tatum et al., 1998 ; Jeyaseelan et
al., 2002) : ils incluent la capsule qui
joue un role important dans 1’adhé-
rence et I’invasion, les protéines de la
membrane externe qui provoquent la
réponse immune, des adhésines qui
sont impliquées dans la colonisation,
une neuraminidase qui réduit la visco-
sité du mucus et permet une approche
plus « intime » de la bactérie a la sur-
face des cellules épithéliales, le lipo-
polysaccharide (LPS) et la leucotoxine
(LktA).

Celle-ci est une protéine de 102 kDa
secrétée en phase logarithmique de
croissance et appartient a la famille
des toxines dites RTX (repeats in
toxin), lesquelles comprennent toutes,
pres de leur extrémité N-terminale,
des régions hautement conservées
consistant en répétitions d’un nona-
peptide de type L/I/V/F-X-GG-X-G-
N/D-D-X (avec X = n’importe quel
résidu), dont le nombre varie de 6
(comme la LktA) a 41 (Lo, 1990 ;
Coote, 1992 ; Jeyaseelan et al., 2002 ;
Mena-Rojas et al., 2004). Ces toxi-
nes comptent dans leurs rangs outre
la LktA (Lilie et al., 2000), les toxi-
nes de M. glucosida (Davies et al.,
2001 ; Davies et al., 2002), M. rumi-
nalis (GenBank AY425280), M. vari-
gena (AY425279), M. granulomatis
(AY425278) et Pasteurella trehalosi
(Davies et al., 2001 ; Davies et al.,
2002) ; la PILktA de souches M. hae-
molytica-like (Chang et al., 1993a) ;
les toxines ApxIA, -IIA, et -IIIA d’Ac-
tinobacillus pleuropneumoniae (Frey
et al., 1991 ; Chang et al., 1993b ;
Schaller et al., 1999) ; les variants
ApxIA and —ITA d’A. suis (AshA)
(Burrows et Lo, 1992 ; Kamp et al.,
1994 ; Schaller et al., 2001 ; Satran et
Nedbalcova, 2002), ApxIIA and —IITA
d’A. rossii (Schaller et al., 2000),
ApxIA d’A. lignieresii (Kolodrubetz
et al., 1989 ; Burrows et Lo, 1992 ;
Satran et Nedbalcova, 2002), et ApxITA
d’A. porcitonsillarum (Kuhnert et al.,
2005) ; AqxA d’Actinobacillus equuli
(Berthoud et al., 2002) ; PaxA de
Pasteurella aerogenes (Kuhnert et al.,
2000) ; LtxA d’Aggregatibacter acti-
nomycetemcomitans (Kolodrubetz et
al., 1989 ; Lally et al., 1989) ; MbxA
de Moraxella bovis (Hess et Angelos,
2006), M. bovoculi et M. ovis (Angelos
etal.,2007) ; KkxA de Kingella kingae
(Kehl-Fie et St Geme, 2007) ; HIyA et
EhxA d’Escherichia coli uropathoge-
nes et EHEC, respectivement (Welch
et al., 1983 ; Felmlee et al., 1985) ; et
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CyaA de Bordetella bronchiseptica et
B. pertussis (Glaser et al., 1988).

La LktA de M. haemolytica partage
avec deux de ces toxines (la LtxA
d’A. actinomycetemcomitans et
I’ ApxIIIA d’A. pleuropneumoniae) un
ensemble de caractéristiques biologi-
ques : tout d’abord, chacune d’elles
est secrétée par une bactérie qui n’est
pathogeéne que pour une espeéce don-
née, causant respectivement une pneu-
monie broncho-alvéolaire fibrino-
hémorragique chez les ruminants, une
périodontite agressive chez I’Homme
et une pleuropneumonie fibrino-
hémorragique chez le porc. Dans
les trois cas, les lésions sont carac-
térisées par des aires de nécrose de
coagulation multifocales engendrées
par la présence d’un nombre excep-
tionnellement élevé de neutrophiles et
macrophages dégénérés ou en nécrose.
Enfin, les trois toxines sont reconnues
comme facteurs de virulence majeurs
puisque (i) leur administration, sous
formes native ou recombinante puri-
fiées, conduit aux signes cliniques et
au développement de lésions séve-
res (Kamp et al., 1997 ; Wang et al.,
1998b ; Ambagala et al., 1999 ; Sun
et al., 1999b ; Jeyaseelan et al., 2000 ;
Sun et al., 2000 ; Cudd et al., 2001 ;
Jeyaseelan et al., 2001a ; Deshpande
et al., 2002 ; Davies et Baillie, 2003)
alors que (ii) les bactéries ne produi-
sant plus les toxines perdent leur pou-
voir pathogene (Tatum et al., 1998).
Ainsi, I’inactivation de la LktA par
gene knock-out cause une inactivation
partielle de virulence et ne déclen-
che presque plus de 1ésions pulmonai-
res bien que les souches sauvages et
mutantes soient tout aussi capables de
coloniser le tractus respiratoire supé-
rieur des veaux (Highlander et al.,
2000).

Il est de plus intéressant de constater
que si la leucotoxine doit son nom a
la spécificité de liaison qu’elle exhibe
vis-a-vis des leucocytes de plusieurs
especes de mammiferes, elle n’induit
la mort cellulaire que lorsqu’elle est
fixée a ceux des ruminants (Kaehler
et al., 1980 ; Shewen et Wilkie, 1982 ;
Silflow et Foreyt, 1994 ; Dassanayake
et al., 2007 ; Liu et al., 2007 ; Fett
et al., 2008), suggérant que la spéci-
ficité¢ d’interaction entre la LktA et
les leucocytes des ruminants pourrait
étre tenue pour responsable de la cyto-
toxicité spécifique de M. haemolytica
envers ces derniers.

3.LES CIBLES CHEZ DHOTE

3.1. Neutrophiles et macrophages

La pathogénie de la mannheimiose
implique les neutrophiles et les macro-
phages dont le role central a été démon-
tré expérimentalement par plusieurs
équipes indépendantes ; ainsi, une
exposition par aérosol a M. haemolytica
induit, chez des veaux, une infiltration
rapide de neutrophiles dans les pou-
mons et une augmentation significative
du ratio neutrophile/macrophage dans
le liquide de lavage pulmonaire (Walker
et al., 1985). Parmi les leucocytes, les
macrophages sont plus résistants que
les neutrophiles aux effets lytiques de
la LktA, et les macrophages alvéolaires
des bétes adultes sont plus résistants que
ceux des veaux de moins de 16 semaines
(O’Brien et Duffus, 1987).

Par ailleurs, lorsque des bovins sont
déplétés de leurs propres neutrophiles
circulants par un traitement a 1I’hy-
droxyurée, la pneumonie est moins
sévere et moins étendue que chez I’ani-
mal normalement pourvu en neutro-
philes (Slocombe et al., 1985 ; Breider
et al., 1988 ; Weiss et al., 1991). Ces
données a priori paradoxales sugge-
rent que les neutrophiles endossent un
réle proactif dans la progression de la
mannheimiose.

3.2. Role primordial du CD18

Une autre observation intéressante a
permis de poser une hypothése quant a
la nature de I’interaction entre la LktA
et les neutrophiles des ruminants :
la LktA n’induit pas de cytolyse des
leucocytes si ces derniers sont préle-
vés chez des animaux BLAD (acro-
nyme désignant la maladie génétique
baptisée bovine leukocyte adhesion
deficiency) (Jeyaseelan et al., 2000).
Ce résultat est de nouveau paradoxal
parce que ces animaux souffrent d’un
déficit fonctionnel de leurs polymor-
phonucléaires neutrophiles qui ralentit
voire abolit leur capacité a s’extraire
du torrent sanguin par diapédese, ce
qui cause l’apparition récurrente de
maladies. Au niveau moléculaire,
le phénotype BLAD est causé par la
mutation D128G dans la sous-unité 3
(ou CD18) des B,-intégrines (Shuster
et al., 1992) qui entraine une diminu-
tion trés importante de leur expression
en surface (Cox et al., 1997).

Les intégrines sont des protéines
transmembranaires qui jouent un role
majeur dans I’adhésion cellulaire bien
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Tableau I : La famille des intégrines (tableau non exhaustif)

Sous-unités Ligands et contre-récepteurs Expression
o, Collagenes, laminine T*, B*, Mo
o, Collagenes, laminine T*, NK, Mo, pl
o, Fibronectine, laminine, collagenes Mo, Tc, LAK
o, Fibronectine (V25), VCAM-1 Mo, T*, B, CL, F
o Fibronectine T*, Mo
1 5
O Laminine T*, Mo, pl
o Laminine T, Mo
O ?
(B Vibronectine, fibronectine ( ?)
o, ouCDIlla ICAM-1, ICAM-2 T, B, Mo, N, NK
ouCDI1b Composant C3b du complément (inactivé), fibrinogene, facteur X, ICAM-1 Mo, NK
) Oy
(CD18) ouCDllc Fibrinogéne, composant C3b du complément (inactivé) ? NK, N
Ox
CDI11d ? 2
o Fibrinogene, fibronectine, facteur de von Willebrand, vitronectine, 1
B 1o thrombospondine p
¢ Vitronectine, fibrinogéne, fibronectine, facteur de von Willebrand, B. Mo. ol. F
&Ly thrombospondine, fibronectine, ostéopontine, collagenes 5 V105 P’
3 (07 Laminine ? T, Mo
Vitronectine Mo
s Oy
B O Fibronectine
8 ol Fibronectine (V25), VCAM-1
.
QgL ?
Ps Oy ?

B : lymphocyte B ; B* : lymphocyte B activé ;

T cytotoxique.

que leur reconnaissance en tant que
récepteurs de surface ne date que de
1987 (Hynes, 1987). Depuis, elles ont
été étudiées intensivement (plus de
40000 articles a ce jour) et semblent
impliquées dans de nombreux pro-
cessus biologiques, physiologiques et
pathologiques. Toutes les intégrines
sont des hétérodimeres dont les sous-
unités o et B sont associées non cova-
lentiellement et possédent chacune un
domaine extracellulaire volumineux
et des domaines transmembranaire et
cytoplasmique plutot courts (Hynes,
1992). Une vingtaine d’intégrines sont
actuellement décrites ; elles sont clas-
sées en huit sous-familles selon leur
sous-unité § commune (tableau I), par
exemple la famille des B,-intégrines
dont la sous-unité {3, est le CD18.

Celle-ci s’associe avec les sous-uni-
tés oo CD11a-d, formant ainsi les hété-

CL : cellule de Langerhans ; F : fibroblaste ; L : leucocyte ; LAK : cellule NK activée par
I’IL-2 ; Mo : monocyte ; N : neutrophile ; NK : natural killer ; pl : plaquettes ; T : lymphocyte T ; T* : lymphocyte T activé ; Tc : lymphocyte

rodimeres CD11a/CD18 ou LFA-1
(Lymphocyte Function-associated
Antigen-1) qui est quantitativement
majoritaire, CD11b/CD18 ou Mac-1
(Macrophage antigen-1) ou encore
CR3 (Complement receptor 3),
CD11c¢/CD18 ou CR4 (Complement
receptor 4) et CD11d/CD18 (Berman
etal.,2003). Les récepteurs CD11a-d/
CD18 sont présents a la surface de tous
les leucocytes et médient une adhésion
de haute affinité a une grande variété
de types cellulaires qui expriment un
ou plusieurs de leurs ligands, a savoir
les molécules d’adhésion intercellu-
laire (/CAM)-1 a -5 et la Junctional
adhesion molecule (JAM)-A. Cette
sous-famille d’intégrines est ainsi res-
ponsable de la fixation des leucocytes
a la surface des endothéliums, une
des étapes préliminaires qui permet
leur déplacement vers les lieux de
la réaction inflammatoire (Bailly et

al., 1995 ; Gahmberg, 1997 ; Tian et
al., 1997 ; Zecchinon et al., 2006a ;
Zecchinon et al., 2006b).

Dans le contexte de ’interaction de
la LktA avec les B,-intégrines des
ruminants, plusieurs études ont mon-
tré que ’effet cytotoxique de la LktA
est atténué, voire supprimé, lorsque
des leucocytes bovins sont incubés
préalablement avec des anticorps diri-
gés contre les sous-unités CD1la ou
CD18 du LFA-1 (Ambagala et al.,
1999 ; Li et al., 1999 ; Jeyaseelan et
al., 2000). Lidentification précise de
la sous-unité liant la LktA a toutefois
longtemps été controversée, le CD18
(Wang et al., 1998a ; Ambagala et al.,
1999 ; Li et al., 1999) et le CDIlla
(Jeyaseelan et al., 2000) ayant chacun
leurs partisans. Aujourd’hui cepen-
dant, les auteurs s’accordent sur le role
primordial du CD18 et ce, grace a quel-
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ques avancées significatives ; ainsi, le
professeur Srikumaran et son équipe
ont tout d’abord mis en évidence
par immunomarquage et séquengage
N-terminal que la leucotoxine se fixait
sur les différentes [3,-intégrines conte-
nues dans des lysats de neutrophiles
bovins et qu’une préincubation de ces
neutrophiles avec un anticorps mono-
clonal spécifique du CD18 réduisait
les effets cytotoxiques (Ambagala et
al., 1999). IlIs ont ensuite élégam-
ment démontré que le CD18 était,
selon leurs propres termes, nécessaire
et suffisant pour médier la cytolyse
de leucocytes en rendant une lignée
murine, réputée résistante a la leuco-
toxine, sensible a cette derniére en la
transfectant de maniére stable avec
I’ADN complémentaire encodant pour
le CD18 bovin, lequel se retrouvait
exprimé en surface associé au CD11a
murin (Deshpande et al., 2002). IIs ont
par ailleurs, tout récemment, réitéré
I’expérience avec le CD18 ovin (Ovis
aries et Ovis canadensis) et obtenu
des résultats similaires (Dassanayake
et al., 2007 ; Liu et al., 2007). De
plus, ils observent une forte corré-
lation entre le degré d’expression
en surface du CDI18 bovin (PMNs
bovins>lymphocytes bovins~lignée
transfectée) et le degré de cytolyse de
ces cellules, ce qui s’explique par le
fait que si les lymphocytes et la lignée
transfectée n’expriment que le LFA-1
bovin et murin/bovin, respectivement,
les PMNs quant a eux arborent toutes
les B,-intégrines ; on sait en effet que
la LktA se lie également au CD18 du
Mac-1 bovin ou ovin (Lawrence et al.,
2008). De son coté, 1’équipe du pro-
fesseur Maheswaran a montré que si la
leucotoxine se liait a la fois au CD18
du LFA-1 et du Mac-1 (Thumbikat et
al., 2005) ainsi qu’au LFA-1 porcin
(Jeyaseelan et al., 2000), les événe-
ments postérieurs a la liaison comme
I’¢lévation de la concentration en cal-
cium intracellulaire et la phosphoryla-
tion de la queue cytoplasmique du
CD18 n’étaient observés qu’avec le
LFA-1 bovin (Jeyaseelan et al., 2000 ;
Jeyaseelan et al., 2001a ; Thumbikat
et al., 2005). D’autre part, des expé-
rimentations avec des inhibiteurs du
I domain du CDI11a et des anticorps
dirigés contre le I-like domain du CD18
donnent a penser que la leucotoxine se
lie au CD18 (mais pas au niveau du
I-like domain bien que celui-ci jouerait
un role critique dans la signalisation
induite par la leucotoxine conduisant a
I’activation) et qu’a hautes concentra-
tions en toxine, cette liaison serait suf-
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fisante pour provoquer 1’oligomérisa-
tion toxinique, la formation de pores,
un influx de calcium et des dommages
cellulaires menant a la cytolyse via
toutes les B,-intégrines (Thumbikat et
al., 2005). La leucotoxine interagirait
également avec le / domain du CD11a,
mais ni avec le CD11b ou le CD1lc
(Jeyaseelan et al., 2000), pour initier
une cascade de signalisation condui-
sant a ’activation cellulaire (Yoo et
al., 1995) et a I’apoptose (Stevens et
Czuprynski, 1996), événements qui
prendraient toute leur ampleur lors-
que la leucotoxine se trouverait en
plus faible concentration (Thumbikat
et al., 2005). Par ailleurs, la cotrans-
fection de la lignée d’origine humaine
K-562, n’exprimant naturellement
aucune P,-intégrine, par les CD1la
et CD18 bovins, conduit a 1’expres-
sion en surface de I’hétérodimere,
a la liaison de la leucotoxine sur le
LFA-1 ainsi que sur le CDlla et le
CD18 seuls (par déplétion de lysats
cellulaires par immunoprécipitation
a I’aide d’anticorps spécifiques), a la
phosphorylation de la tyrosine de la
queue cytoplasmique du CD18, a une
augmentation de la concentration de
calcium intracellulaire et a la cytolyse
(Dileepan et al., 2005b). Enfin, la
cotransfection de cette méme lignée
avec les ADN complémentaires enco-
dant pour les CD11a bovin et CDI18
humain conduit a I’expression en sur-
face de I’hétérodimere mais pas a la
fixation de la leucotoxine (Dileepan et
al., 2005a).

En conclusion, toutes ces données
suggérent dans leur ensemble que
c’est I’interaction entre la LktA et la
sous-unité CD18 des B,-intégrines des
ruminants qui est responsable de la
spécificité de la virulence de la LktA,
et donc de M. haemolytica, envers les
leucocytes de ces derniers. Plus préci-
sément, (i) la leucotoxine doit néces-
sairement se fixer sur la sous-unité
CD18 des B,-intégrines des ruminants
et du porc a un domaine autre que le
I-like domain, (ii) cette liaison serait,
a haute concentration en toxine, suf-
fisante pour induire la formation de
pores et la nécrose et (iii) la liaison
avec le CD1la des ruminants (via le
I domain) ou de la souris permettrait,
aplus faibles concentrations en toxine,
de par une interaction avec le /-like
domain du CDI18, le déclenchement
des cascades d’activation cellulaire
conduisant a 1’apoptose. Des lors,
diminuer voire supprimer 1’impact
de la mannheimiose en spéculation

bovine revient a identifier le site de
liaison précis de la leucotoxine sur le
CD18, de maniére (i) a ouvrir la voie
a la sélection d’animaux naturellement
résistants et/ou (ii) & mettre en ceuvre
une stratégie médicamenteuse spécifi-
que pour augmenter la productivité et
le bien-étre animal tout en réduisant
les apports massifs d’antibiotiques,
anti-inflammatoires et bronchodilata-
teurs. Signalons par ailleurs que le
méme raisonnement peut étre appliqué
a LtxA et ApxIIIA qui se lient égale-
ment au CD18 des leucocytes de leur
espece-cible (Li et al., 1999 ; Dileepan
et al., 2007a ; Vanden Bergh et al.,
soumis).

3.3. Motif(s) moléculaire(s) du CDI18
interagissant avec la LktA

Des résultats contradictoires

Récemment, deux équipes visant a
identifier le site précis de liaison de
la leucotoxine sur le CD18 bovin
publierent des résultats apparemment
contradictoires. Elles ont tablé sur
I’ingénierie de lignées cellulaires sta-
bles exprimant des LFA-1 chimériques
murin/bovin (Gopinath et al., 2005) ou
humain/bovin (Dileepan et al., 2005a)
mais selon deux principes opposés ;
soit rendre sensible une lignée cellu-
laire qui ne I’est pas en intégrant des
fragments du CD18 bovin dans un
LFA-1 murin (Gopinath et al., 2005),
soit rendre résistante une lignée sen-
sible en intégrant des fragments du
CD18 humain dans un LFA-1 bovin
(Dileepan et al., 2005a). Le site de
liaison de la leucotoxine entrainant les
effets biologiques fut ainsi annoncé
soit dans les 291 premiers résidus du
CD18 (Gopinath et al., 2005), c’est-
a-dire dans la portion extracellulaire
contenant le domaine PS/ (plexin-
semaphorin-integrin), le site d’ad-
hésion dépendant des ions métalli-
ques (MIDAS, metal ion-dependent
adhesion site) et une partie du I-like
domain, sur lequel la toxine n’était
pas sensée se lier selon des expéri-
mentations réalisées par 1’équipe
concurrente avec des anticorps dirigés
contre ce domaine (Thumbikat et al.,
2005), soit entre les résidus 500 et
600 de la portion extracellulaire du
CD18, correspondant aux domaines
EGF (epidermal growth factor) -2 a
-4 (Dileepan et al., 2005a), puis plus
précisément entre les résidus 541-581
correspondant au domaine EGF-3
(Dileepan et al., 2007b) (figure 3).
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Figure 3 : Représentation schématique des domaines structuraux du
récepteur LFA-1 (0Lf2 ou CD11a/CD18).

Les sous-unités CDIla et CD18 possédent chacune un large domaine
extracellulaire et de courtes portions transmembranaire et cytoplasmique. Chez
le CD11a, le I domain (rouge) lie les ICAMs sous la dépendance du magnésium
(jaune clair) au niveau du Metal lon Dependent Adhesion Site (MIDAS). La
septieéme hélice o du I domain relie celui-ci a la B-propeller region (vert mat)
qui se prolonge par le thigh domain (turquoise) puis les calf domains (orange).
Chez le CD18, le domain plexin-semaphorin-integrin (PSI), coloré en chocolat,
est relié par des ponts disulfures a I’hybrid domain (mauve) au centre de la région
qui relie le I-like domain aux quatre répétitions EGF-like (jaune). Le quatrieme
module s’étend par le B-tail domain (vert brillant) au travers de la membrane. Le
motif charniére (GFFKR) et le site RAPL sont indiqués respectivement par un
cylindre mauve clair et de petites spheres bleues clairs. Les sites de liaison des
cations bivalents sont représentés par de petites spheres jaunes. Le schéma a été
réalisé avec le programme Ulead Cool 3D 3.5. Les différents domaines ne sont

pas strictement dessinés a 1’échelle.
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Chacune de ces approches a bien
entendu ses inconvénients puisque le
remplacement d’un domaine conférant
ou abolissant la liaison de la toxine
ne signifie pas automatiquement que
celle-ci s’y lie ou non. En effet, la
modification de tel ou tel domaine
peut entrainer des modifications de
structure (par exemple lors du replie-
ment de la protéine) qui, indirectement,
modifient le site de liaison. Ainsi, si le
I domain du CDI1la se replie avant
I’association avec le CDI18, il n’en
est pas de méme pour le B-propeller
qui reste non replié dans les 12 heu-

res suivant la synthése du CDlla
seul, suggérant que le I domain et le
B-propeller se replient indépendam-
ment I’un de ’autre et que le second
arbore une interface avec le CD18
(Huang et Springer, 1997). Des résul-
tats similaires sont d’ailleurs observés
avec le CD11b (Lu et al., 1998).

Ensuite, notons que les CD18 bovin et
humain sont constitués de 769 résidus
alors que le murin comprend deux
résidus supplémentaires, un au niveau
du peptide signal et I’autre étant le 7¢
résidu apres le dernier domaine EGF.
Du point de vue des identités, le CD18

présente un pourcentage de 83 % par
rapport a son homologue humain et
81 % par rapport a son homologue
murin. A priori, ces différences ne
devraient donc pas rendre compte
des différents résultats obtenus. Par
contre, il est intéressant de noter que
le protocole de purification de la leu-
cotoxine différe pour les deux expé-
rimentations ; la protéine ayant été
purifiée par chromatographie d’im-
munoaffinité (Gopinath et al., 2005)
ou par extraction apres électrophorése
en conditions dénaturantes (Dileepan
et al., 2005a), ce qui peut sembler a
priori problématique pour des études
de liaison.

Par ailleurs, une approche plus
« chirurgicale » découlant du relevé
des 16 sites individuels pour lesquels
un résidu « A » était systématiquement
conservé chez les ruminants alors qu’il
était systématiquement remplacé par
un résidu « B » chez I’homme, la sou-
ris et le chien (Zecchinon et al., 2004)
et consistant a construire les CD18
bovins mutants correspondants, n’a
donné aucun résultat probant, c’est-a-
dire qu’aucun d’eux n’est, a titre indi-
viduel, responsable de la spécificité
d’especes qu’exhibe la LktA vis-a-vis
des CD18 des ruminants (Zecchinon
et al., soumis). Il est toutefois possi-
ble que plusieurs sites, voire plusieurs
domaines, soient nécessaires a 1’in-
duction d’une toxicité spécifique.

Des chimeres construites cette fois en
remplacant uniquement des régions
bien définies du CDI18 bovin (le
domaine PSI, le I-like domain ou les
domaines EGFs) par leur correspon-
dant humain, de maniére a perturber
le moins possible la structure tridi-
mensionnelle de I’intégrine résultante
et ce, contrairement aux équipes pré-
cédentes qui ont divisé le CD18 de
manicre plus aléatoire, ont confirmé le
réle des domaines EGFs (Zecchinon
et al., soumis). Il a aussi été mon-
tré que les modules EGF-2, 3, et 4
du CDI18 humain étaient critiques
pour I’induction de la leucolyse par
la LtxA d’A4. actinomycetemcomitans
(Dileepan et al., 2007a).

Une nouvelle théorie

Par contre, le remplacement du
module £GF-3 bovin par celui d’une
autre espece insensible que I’Homme,
a savoir le porc, ne permet pas d’abo-
lir la sensibilité a la leucotoxine des
transfectants générés (Zecchinon
et al., soumis). La substitution du
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module EGF-3 du CD18 bovin par
celui d’un CDI18 LktA-résistant ne
résulte donc pas automatiquement en
la suppression de la signalisation out-
side-in déclenchée par la liaison de la
LktA et conduisant aux phénomeénes
d’apoptose/nécrose, ce qui confirme
cette fois les données observées avec
la chimere bovine/murine B291M
(module EGF-3 d’origine murine)
pour laquelle un effet cytotoxique est
induit par la LktA (Gopinath et al.,
2005) alors qu’il est clairement établi
que les leucocytes murins sont insen-
sibles (Deshpande et al., 2002).

Pris dans leur ensemble, toutes ces
données suggerent que 1’effet cyto-
toxique de la LktA envers les leucocy-
tes bovins serait en fait médié par deux
sous-domaines distincts du CDI18, le
premier, encore a découvrir, présent
entre les résidus 1 a 291 (Gopinath et
al.,2005) et le second étant le domaine
EGF-3. Ainsi, si I’on accepte cette
hypothese, toutes les données publiées
a ce jour concordent : les CD18 murin
et porcin possederaient un domaine
EGF fonctionnel, mais pas le CD18
humain. Par contre, celui-ci arborerait
le bon motif N-terminal, contrairement
aux CD18 murin et porcin. Les CD18
des ruminants contiendraient bien évi-
demment les deux motifs. De plus, il
a été montré que ni I’acylation de la
LktA ni ses 344 résidus N-terminaux
ne sont requis pour la liaison au CD18
alors qu’ils sont essentiels pour 1°élé-
vation de la concentration en calcium
intracellulaire, la génération des espe-
ces réactives de 1’oxygene, la produc-
tion d’interleukine-8 et la cytolyse
des cellules-cibles (Thumbikat et al.,
2003), plaidant ainsi pour la présence
de deux motifs sur la toxine également.
Ce n’est donc pas parce qu’une toxine
RTX se lie a un récepteur LFA-1 qu’il
se produit inexorablement un effet
cytotoxique ; il se pourrait ainsi que
ces toxines doivent passer par une pre-
miére étape de liaison aspécifique du
récepteur suivie d’une seconde plus
spécifique, indispensable a I’induction
des mécanismes cytopathogenes.

Des sucres responsables ?

Enfin, un role éventuel des glycosyla-
tions du CD18 n’est pas a exclure. Les
deux sous-unités des f3,-intégrines sont
en effet des glycoprotéines de type I qui
sont soumises a plusieurs processus
de modifications post-traductionnel-
les dans le réticulum endoplasmique
rugueux (dont la glycosylation) indis-
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pensables a I’expression en surface
d’un récepteur fonctionnel. Plusieurs
sites potentiels de N-glycosylation
(Asn-X-Ser/Thr) ont été révélés par
des programmes bioinformatiques au
sein de I’hétérodimere (Zecchinon et
al., 2006a) et des analyses structura-
les ont montré que le LFA-1 humain
contenait des taux élevés de chaines
oligosaccharidiques complexes de haut
poids moléculaire et mannosylées sans
qu’il y ait un type de glycosylation
spécifique d’une sous-unité (Asada et
al., 1991). Ces glycosylations jouent
un role dans I’interaction des toxines
RTX avec leur récepteur [B,-intégrine
puisque le traitement de cellules sen-
sibles par des glycosidases ou la tuni-
camycine (un antibiotique qui bloque
la N-glycosylation des protéines néo-
synthétisées) diminue la liaison de la
toxine CyaA de B. pertussis a ces cel-
lules et réduit également son activité
cytotoxique adénylate cyclase (Morova
etal.,2008). De plus, certains saccha-
rides libres (N,N’-diacétylchitobiose,
N,N’,N’’triacétylchitotriose,
D-mannose, N-acétyllactosamine,
acide sialique) sont capables d’inhi-
ber la liaison de cette toxine a la sur-
face cellulaire (Morova et al., 2008).
Enfin, le traitement par ces glycosi-
dases diminuent également le taux
de mortalité¢ cellulaire induit par les
toxines LtxA et HlyA (Morova et al.,
2008).

Lorsqu’on étudie la structure de ces
fonctions saccharidiques, on peut les
comparer aux branches d’un arbre ;
plus on s’¢loigne du tronc, plus les
branches se ramifient et plus la com-
position en sucre peut varier. Ce phé-
nomene est appelé la microhétérogé-
néité (Varki et Sharon, 2008) : a un
site d’attachement d’un glycane sur
une protéine donnée, synthétisée par
un type cellulaire, un éventail de varia-
tions peut étre trouvé dans la structure
de ces chaines. Celle-ci peut varier
considérablement d’un site de glycosy-
lation a un autre, d’une glycoprotéine
a une autre et d’un type cellulaire a un
autre (Varki et Sharon, 2008). Ainsi,
une protéine donnée, codée par un seul
geéne, peut exister sous plusieurs « gly-
coformes » constituant chacune une
espéce moléculaire distincte. Cette
microhétérogénéité s’expliquerait par
la rapidité avec laquelle de multiples
réactions de glycosylations et dégly-
cosylations, séquentielles et partielle-
ment compétitives, se déroulent dans
le réticulum endoplasmique et dans
I’appareil de Golgi au cours du proces-

sus de synthese de la glycoprotéine.

S’il est reconnu que le core des prin-
cipales classes de glycanes tend a étre
conserve au travers des especes (Varki
et Sharon, 2008), il y a cependant une
diversité considérable au niveau des
chaines externes, méme entre espe-
ces relativement proches. Le role de
cette variabilité n’est pas clair, elle
pourrait étre une sorte de générateur
de diversité, modulant les fonctions de
reconnaissance endogenes et/ou per-
mettant d’échapper a I’infection par
des microbes et parasites pouvant se
lier avec une haute spécificité a cer-
taines structures des glycanes (Varki
et Sharon, 2008). Les branches varia-
bles terminales ne devraient donc pas
constituer un site de liaison spécifique
de la LktA, du fait méme de la diver-
sité qui doit y étre générée puisque
pour un méme site de N-glycosylation
sur deux récepteurs LFA-1 exprimés
par un méme leucocyte, les branches
saccharidiques terminales peuvent
varier. Etant donné que (i) ces gly-
cosylations interviennent dans 1’ad-
hésion de certaines toxines RTX sur
la B,-intégrine (Morova et al., 2008)
et (ii) que la leucotoxine semble pou-
voir se lier au LFA-1 de différentes
espéces sans induire nécessairement
I’effet toxique (Sun et al., 1999b ;
Jeyaseelan et al., 2001a ; Jeyaseelan et
al., 2001b), il se pourrait que la LktA
parvienne a se lier au core d’un (de)
N-glycane(s) (hautement conservé
entre especes), peut-étre en associa-
tion avec des résidus peptidiques éga-
lement conservés. Toutefois, dans le
cadre des B,-intégrines, certains indi-
ces nous permettent d’émettre 1’hypo-
these que les structures saccharidiques
pourraient étre dans leur ensem-
ble bien conservées d’une espéce a
I’autre du fait (i) de la conservation
des sites de N-glycosylations sur le
LFA-1 (Varki et Sharon, 2008), (ii) du
role prépondérant de ces N-glycanes
dans les processus physiologiques
centraux faisant intervenir I’adhésion
B,-intégrine/ligand (Becker et Lowe,
1999 ; Zhao et al., 2008) et (iii) de la
capacité des leucocytes d’une espece
a s’extravaser dans une xénogreffe
et a la détruire mettant donc en bon
rapport les B -intégrines glycosylées
d’une espéce avec les ligands endo-
théliaux d’une autre espéce (Ohta et
al., 1998 ; Hauzenberger et al., 2000 ;
Holgersson et al., 2002). Linteraction
induisant ’action cytotoxique spéci-
fique doit donc sans doute étre uni-
quement attribuée a des résidus pep-
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tidiques spécifiques du CDI18 des
ruminants.

3.4. Liaison et mort cellulaire

Plusieurs modes d’action sont propo-
sés pour expliquer les effets déléteres
consécutifs a la liaison de la LktA sur
le CD18.

Radeaux lipidiques et internalisation

En conditions physiologiques, lorsque
le récepteur LFA-1 entre en contact
avec son ligand, il se produit une acti-
vation de la calpaine qui va cliver la
taline, protéine qui accroche le LFA-1
au cytosquelette par la queue cytoplas-
mique du CDI18. Cette libération du
récepteur permet alors le regroupe-
ment des LFA-1 dans les radeaux lipi-
diques (RL), des régions particulieres
de la membrane cytoplasmique riches
en cholestérol et en sphingolipides
dans lesquelles se regroupent certaines
protéines membranaires dans un but
fonctionnel (Luo et al., 2008). 1l a été
montré récemment qu’ils jouaient un
role actif dans I’effet induit par la LktA
et la LtxA puisqu’(i) une diminution
de l’effet cytotoxique de ces dernié-
res est observée lorsque les leucocy-
tes sont incubés avec un chélateur du
cholestérol membranaire (Fong et al.,
2006 ; Atapattu et Czuprynski, 2007),
(ii) une préincubation avec la filipine
qui séquestre les RL, inhibe 1’effet
de la LktA (Atapattu et Czuprynski,
2007) et que (iii) leur reconstitution
par I’apport de cholestérol exogene
restaure ’effet cytopathogéne de ces
toxines (Fong et al., 2006 ; Atapattu et
Czuprynski, 2007).

Fong et ses collaborateurs ont aussi
montré que la LtxA et son récepteur
LFA-1 humain se retrouvaient en plus
grosse quantité dans la fraction des RL
des cellules exposées a la toxine et en
ont conclu que deux conditions sem-
blent nécessaires a la lyse cellulaire
induite par la LtxA : (i) la liaison de
la toxine au LFA-1 (des cellules défi-
cientes en LFA-1 n’accumulent pas la
toxine dans les radeaux et ne sont pas
lysées) et (ii) la migration et le regrou-
pement de ces complexes dans les RL
(Fong et al., 2006). Par contre, si la
cytochalasine (un inhibiteur de la poly-
mérisation de 1’actine) permet bien
le regroupement des LFA-1 humains
dans les radeaux lipidiques, en pré-
sence ou I’absence de la LtxA, elle
inhibe néanmoins ’effet de la LtxA,
indiquant que le regroupement des

LFA-1 par eux-mémes ne suffit pas
pour reproduire le mécanisme d’action
cytotoxique et qu’il doit étre médié par
I’actine (Fong et al., 2006).

Cependant, des résultats différents
(mais les deux équipes n’ont pas étu-
dié tout a fait de la méme facon I’in-
corporation potentielle des récepteurs
LFA-1 dans les RL) ont été obtenus
par Atapattu et son équipe concer-
nant I’incorporation du LFA-1 bovin
dans les RL de leucocytes exposés
a la LktA puisque le récepteur ne se
retrouvait pas dans les RL des cel-
lules, qu’elles soient ou non traitées
avec la LktA. Celle-ci ne se retrouve-
rait associée que pour ~4 % au LFA-
1, pour ~47 % aux RL, et le restant
(~49 %) ne serait ni associé¢ au LFA-1
ni aux fractions lipidiques des radeaux
(Atapattu et Czuprynski, 2007). Des
lors, ils suggerent que la liaison au
LFA-1 pourrait étre une étape inter-
médiaire, temporaire mais indispen-
sable, d’un processus qui aboutirait
ensuite a la dissociation du complexe
toxine/récepteur et a son transfert a
un autre partenaire, trouvé dans les
radeaux lipidiques. Par ailleurs, la
LktA est internalisée au cours du pro-
cessus cytotoxique et la cytochalasine
réduit cette incorporation cellulaire
mais également 1’effet cytopathogéne
de la LktA (Atapattu et Czuprynski,
2007), ce qui s’expliquerait par le fait
que ’internalisation de la LktA puisse
se produire sans étre complexée au
LFA-1. Parmi les voies d’endocytose,
on distingue celles qui dépendent de la
clathrine de celles qui dépendent des
radeaux lipidiques. Il semble ainsi que
la LktA puisse, en plus de se retrouver
dans les radeaux lipidiques, étre inter-
nalisée par la cellule selon la voie
dépendante de la clathrine (Atapattu et
Czuprynski, 2007) en faisant interve-
nir notamment la dynamine-2 (Urrutia
et al., 1997 ; Atapattu et al., 2008), la
protéine EpslS en association avec
I’adaptateur AP2 (Rappoport et al.,
2004) et la B-actine (Dykstra et al.,
2003).

Enfin, étant donné la faible quantité
de toxine associée au récepteur, il se
pourrait aussi qu’il serve plusieurs fois
de distributeur de toxine aux RL.

Lkt et voies de signalisation intra-
cellulaires

Brievement, suivant que la LktA soit
en faible ou haute concentration, elle
induit respectivement 1’apoptose ou
la nécrose chez les leucocytes bovins,

ovins ou caprins. Il n’est cependant
pas ais¢ de distinguer les effets de la
LktA et ceux des LPS, étant donné
qu’ils peuvent agir ensemble (quand
ils forment des complexes) ou sépa-
rément selon de multiples voies cel-
lulaires (Sun et al., 2000 ; Cudd et
al., 2001) dont les principales sont
reprises a la figure 4 (Zecchinon et
al., 2005) pour conduire entre autres
a une ¢lévation de la concentration
de calcium intracellulaire (Ortiz-
Carranza et Czuprynski, 1992), une
poussée oxydative (Maheswaran et al.,
1992) et la production de plusieurs
médiateurs lipidiques (Henricks et al.,
1992 ; Clinkenbeard et al., 1994) et de
cytokines proinflammatoires (Yoo et
al., 1995).

Le premier effet induit par la liaison
de la LktA au LFA-1 bovin est une
phosphorylation de la queue cyto-
plasmique du CD18 via une cascade
indépendante de tyrosine kinases
mais impliquant des kinases Src et
PI3 (Jeyaseelan et al., 2001a) comme
cela se produit lorsque ce récepteur
lie ses ligands physiologiques. Cette
interaction mimerait donc les effets
d’une activation du récepteur par la
voie outside-in pouvant expliquer la
mobilisation consécutive des comple-
xes toxine/LFA-1 dans les radeaux
lipidiques (Atapattu et Czuprynski,
2007). Cette liaison est connue pour
impliquer des protéines G (Hsuan et
al., 1998 ; Jeyaseelan et al., 2001b) et
pour causer, d’une fagon dose-dépen-
dante, une ¢lévation marquée et rapide
de la concentration en calcium intra-
cellulaire dans les leucocytes bovins
(Czuprynski et al., 1991 ; Ortiz-
Carranza et Czuprynski, 1992 ; Hsuan
et al., 1998 ; Jeyaseelan et al., 2001a)
qui résulte principalement d’un flux
entrant du milieu extracellulaire via
des canaux (voltage-gated channels)
(Gerbig et al., 1989 ; Ortiz-Carranza
et Czuprynski, 1992 ; Hsuan et al.,
1998 ; Hsuan et al., 1999). Cette entrée
de calcium est clairement impliquée
dans la cytolyse (Gerbig et al., 1989)
et est essentielle pour déclencher la
translocation du NF-£B dans le noyau
(détectable apres cinq minutes d’ex-
position) ainsi que la production de
cytokines proinflammatoires (Yoo et
al., 1995 ; Lafleur et al., 1998). A
contrario, de faibles concentrations
en LktA provoquent une élévation
de calcium sensiblement retardée et
proportionnellement moindre (Hsuan
et al., 1998). Classiquement, il est
reconnu qu’a haute concentration, les
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igure 4 : Voies de signalisation déclenchees par la LktA et le LPS pour induire la cytolysis des leucocytes

AA : acide arachidonique ; DAG : diacylglycérol ; S-HETE : acide 5-hydroxy-eicosatétraenoique ; IP3 : inositol triphosphate ; LBP : LPS binding
protein ; LKTA : leucotoxine ; LPS : lipopolysaccharide ; LTB4 : leucotriéne B4 ; NRTKSsc : nonreceptor tyrosine kinase signalling cascade ; PIP2
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate ; PLA2 : phospholipase A2 ; PLC : phospholipase C ; PKC : protéine kinase C ; PTK : protéine tyrosine kinase
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toxines RTX induisent trés rapidement
(< 20 minutes) de la nécrose cellulaire
sans signes d’apoptose (Clinkenbeard
et al., 1989a ; Clinkenbeard et al.,
1989b ; Taichman et al., 1991 ;
Eguchi et al., 1997 ; Korostoff et al.,
1998 ) tandis qu’a faible concentra-
tion, elles provoqueraient au terme
de plusieurs heures de la pyroptose
(Fink et Cookson, 2005), une mort
cellulaire programmée proinflamma-
toire (Mangan et al., 1991 ; Stevens
et Czuprynski, 1996 ; Korostoff et
al., 1998 ; Wang et al., 1998a ; Sun et
al., 1999a ; Yamaguchi et al., 2001).
Léquilibre entre nécrose et pyroptose
dépendrait donc de la dose en toxine.

Dans les lésions pulmonaires, les
zones de nécrose de coagulation sont
séquestrées par une enveloppe dense
de cellules inflammatoires a des sta-
des divers de dégénérescence et dans
laquelle se retrouve M. haemolytica.
Lorsqu’un leucocyte sort du vaisseau
sanguin pour s’y intégrer, il doit donc
étre confronté a des concentrations
croissantes de LktA, au départ sous-
lytiques et apoptotiques (les cellules en
pyroptose vivent encore plusieurs heu-
res, libérant des cytokines inflamma-
toires entretenant I’appel neutrophili-
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que) et ensuite nécrotiques (le contenu
libéré des neutrophiles nécrosés va
digérer le tissu pulmonaire). Aux doses
sous-lytiques, le développement de la
pyroptose par la toxine RTX pourrait
provenir : (i) de la liaison et de I’ac-
tivation des récepteurs f,-intégrines
déclenchant des cascades de signaux
intracellulaires, (ii) de I’augmentation
de la concentration en calcium intra-
cellulaire provoquée par 1’activation
du récepteur et la formation de pores
membranaires (en quantité insuffi-
sante pour produire la cytolyse) et (iii)
de I’altération d’organites tels que les
mitochondries suite a I’endocytose et
le trafic intracellulaire de la toxine
(Karakelian ef al., 1998). Par contre,
I’incorporation d’une grande quantité
de toxine dans les RL (processus initial
et rapide) pourrait étre responsable des
lésions membranaires létales générant
un influx d’eau et d’électrolytes (K*
et CI) causant une chute du potentiel
membranaire, le gonflement cellulaire
et I’explosion membranaire qui cor-
respondraient a I’action cytolytique et
nécrotique rapide (Karakelian et al.,
1998 ; Korostoff ez al., 1998).

De fait, ’exposition in vitro des leu-
cocytes a des doses sous-lytiques de

LtxA et LktA induit, au bout de nom-
breuses heures, les signes classiques
d’apoptose : une diminution de la
taille cellulaire, le bourgeonnement
de la membrane cytoplasmique par
réorganisation du cytosquelette, des
altérations sélectives dans la perméa-
bilit¢ membranaire, la condensation
de I’ADN nucléaire, une flambée res-
piratoire avec production de réactifs de
I’oxygene, une diminution du potentiel
transmembranaire AW, mitochondrial,
un gonflement de la matrice et une
déchirure de la membrane externe des
mitochondries aboutissant a une libé-
ration du cytochrome C de 1’espace
intermembranaire dans le cytosol,
I’activation de Apaf-1 et des pro-cas-
pases-1, -3 et -9, le clivage caspase-
dépendant de la poly(ADP-ribose)
polymérase (PARP) et la fragmenta-
tion de ’ADN (Dyer et al., 1985 ;
Czuprynski ef al., 1991 ; Maheswaran
et al., 1992 ; Korostoff et al., 2000 ;
Yamaguchi et al., 2001 ; Kelk et al.,
2003 ; Atapattu et Czuprynski, 2005 ;
Dileepan et al., 2005a ; Atapattu et al.,
2008 ; Chien et al., 2008). La fagon
dont la toxine enclenche cette voie
apoptotique n’est pas encore claire. Il
est reconnu depuis plusieurs décennies
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que la séquestration de larges quanti-
tés de calcium dans la mitochondrie
se produit dans différentes conditions
pathophysiologiques et peut déja a elle
seule induire de I’apoptose (Hajnoczky
et al., 2006). Ainsi, lorsqu’un pro-
cessus délétere pour la cellule induit
une perte de 1’équilibre homéostatique
entre I’influx et I’efflux de calcium au
niveau de la membrane cytoplasmique,
il s’en suit une ¢élévation de la concen-
tration de calcium cytosolique qui va
se répercuter sur la concentration de
calcium mitochondrial (Hajnoczky et
al., 2006). La mitochondrie possede
des mécanismes de régulation de son
homéostasie calcique mais lorsqu’une
forte quantité de calcium est brusque-
ment accumulée dans le cytoplasme et
se transmet dans la matrice mitochon-
driale, ces mécanismes régulateurs
peuvent étre dépassés. Le calcium
peut alors interagir avec la cyclophi-
line D pour induire I’ouverture de
pores PTP (Permeability Transition
Pore) qui traversent a la fois les mem-
branes mitochondriales interne et
externe et permettent le passage de
calcium, d’autres ions et de petites
molécules (Hajnoczky et al., 2006).
De plus, ’augmentation de la concen-
tration en calcium mitochondrial sti-
mule aussi la synthése de dérivés toxi-
ques de I’oxygeéne qui participent a
leur tour a I’ouverture des pores PTP
qui va causer la dissipation du Ay,
et la libération du calcium. Si la sur-
charge en calcium cytoplasmique per-
siste (ce qui doit étre le cas avec les
toxines RTX), le PTP reste ouvert et
permet I’accumulation de solutés dans
la matrice mitochondriale, aboutissant
a I’expansion de I’espace matriciel
et a la rupture de la membrane mito-
chondriale externe tout en libérant le
contenu de 1’espace intermembranaire
dont le cytochrome C (Hajnoczky et
al., 2006). Finalement, I’atteinte de
la fonction mitochondriale et I’activa-
tion de mécanismes cytoplasmiques
par les facteurs mitochondriaux libé-
rés menent a ’exécution de la cellule
par apoptose. Atapattu et ses colla-
borateurs ont d’ailleurs démontré tout
récemment que la LktA internalisée
pouvait exercer une action cytotoxique
directe sur la mitochondrie en liant
la membrane mitochondriale externe
et en provoquant I’effondrement du
potentiel membranaire AW _ et la libé-
ration du cytochrome C dans le cyto-
sol (Atapattu et al., 2008). Ces effets
de la toxine ont ensuite été antagoni-
sés par la cyclosporine, un stabilisa-
teur de la membrane mitochondriale

(Atapattu et al., 2008). La LktA serait
aussi capable de lier la cyclophiline D
(Atapattu et al., 2008).

Formation de pores

Par ailleurs, I’appartenance de la LktA
a la famille des toxines RTX sous-
entend qu’elle puisse induire la cyto-
lyse via la formation de pores entrai-
nant un efflux de K*, un influx de
Ca?, un gonflement osmotique col-
loidal et éventuellement la lyse cellu-
laire. La taille du pore varie selon les
toxines de 0,6-1 nm (dans le cas de la
LktA) (Clinkenbeard et al., 1989a ;
Iwase et al., 1990 ; Ehrmann ef al.,
1991) a 2-3 nm de diametre (Bhakdi
et al., 1986; Lalonde et al., 1989). Le
mécanisme de formation du pore lui-
méme n’a pas encore été¢ décrit mais
peut étre approché théoriquement
en fonction de ce qui est connu pour
d’autres toxines RTX. Ainsi, il ne
faut que quelques secondes a la LtxA
d’A. actinomycetemcomitans (en hau-
tes concentrations) pour induire une
forte conductance et des changements
morphologiques a des cellules HL-60
humaines d’origine lymphoblastique,
alors qu’aucun effet n’est observé lors-
que la LtxA est ajoutée a une bicouche
artificielle, sauf'si la toxine est ajoutée
a la monocouche lipidique avant la for-
mation de la bicouche. Ceci peut étre
expliqué par le fait que la forme hydro-
soluble de la toxine ne s’incorpore pas
spontanément dans une bicouche mais
que si elle est partiellement dénatu-
rée comme c’est le cas a l’interface
monocouche lipidique-eau, I’insertion
a lieu et les pores sont formés. Ceci
expliquerait également la nécessité
pour ces toxines d’interagir avec un
récepteur de surface comme le LFA-1
(Lear et al., 1995 ; Lally et al., 1997 ;
Karakelian et al., 1998). De méme,
I’étude du mode d’action de I’hémoly-
sine HlyA d’E. coli (Menestrina et al.,
1987 ; Menestrina, 1988 ; Benz et al.,
1989 ; Ludwig et al., 1991) suggere
la nécessité d’un récepteur pour un
processus en deux étapes ou la liaison
a la cellule-cible nécessiterait les répé-
titions riches en glycines et 1’acyla-
tion de la toxine alors que les régions
hydrophobes N-terminales permet-
traient la formation du pore (Coote,
1992). La spécificité de la cellule-
cible serait des lors due soit a une
liaison spécifique au récepteur, soit
a la capacité de la toxine a interagir
avec la membrane ou encore aux deux
phénomenes. Enfin, il a ét¢ montré
que I’hémolysine, dans des conditions

conduisant a la cytolyse, s’insérerait
dans la membrane-cible a la fagon des
protéines intrinséques ou intégrales en
n’occupant qu’une seule monocouche.
En conséquence, I’insertion d’une ou
plusieurs molécules de toxine indui-
rait une augmentation de la pression
latérale qui a terme entrainerait une
fracture de la membrane (Soloaga et
al., 1999).

4. Perspectives

4.1. Inventaire de la variation généti-
que spontanée du CD18

Lidentification du motif précis de
liaison de la leucotoxine sur le CD18
permettrait la mise en ceuvre (i) d’un
inventaire de la variation génétique
spontanée présente dans les races
viandeuses Blanc Bleu Belge et inter-
nationales au niveau dudit motif et
(i1) d’un service de génotypage avec
pour but d’éliminer certains taureaux
d’insémination artificielle et/ou de
proposer une tactique d’accouplement
préférentielle permettant de dissémi-
ner le plus rapidement possible un trait
de résistance innée a la mannheimiose
au sein des populations bovines belge
et internationale. Si a premiere vue, il
semble peu probable que la variation
intra Bos taurus soit supérieure a la
variation inter-ruminants, 1’exemple
du mouflon canadien (Bighorn sheep,
Ovis canadensis) dont les polymorpho-
nucléaires sont quatre a huit fois plus
sensibles a la leucotoxine que ceux
du mouton domestique (Ovis aries)
(Silflow et Foreyt, 1994), alors que
leurs CD18 présentent 99 % d’identité
(Liu et al., 2006), nous donne a pen-
ser que cette piste vaut néanmoins la
peine d’étre explorée.

4.2. Chimiothérapie

Cibler et inhiber l’interaction spé-
cifique entre la leucotoxine de
Mannheimia haemolytica et la sous-
unité CD18 des ruminants constitue-
rait également une stratégie de choix
pour lutter contre la mannheimiose
sans recourir systématiquement a 1’ad-
ministration massive d’antibiotiques.
Ainsi, 1’¢laboration d’un jeu de pep-
tides compétiteurs du LFA-1 pour la
fixation a la leucotoxine, c¢’est-a-dire
qui seraient inhibiteurs de son activité
leucotoxique in vitro et de la virulence
de M. haemolytica in vivo, permettrait
de proposer un peptide thérapeutique
injectable a substituer aux traitements
antibiotiques ne générant ni résidus
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ni antibiorésistance et fonctionnant a
la maniere d’un leurre pour la leu-
cotoxine. Nous pouvons aussi nous
inspirer des nombreuses recherches
menées sur le récepteur LFA-1, qui
de par sa contribution active aux inte-
ractions moléculaires complexes res-
ponsables de nombreuses fonctions
normales et pathologiques du systéme
immunitaire, se retrouve a 1’origine
de nombreuses maladies d’étiolo-
gies diverses (génétique, bactérienne,
virale, néoplasique, allergique et auto-
immune), avec des impacts divers
sur les santés humaine et animale
(Zecchinon et al., 2006c). De 1’étude
intensive de son interaction avec son
principal ligand CD54 ou ICAM-1
(intercellular adhesion molecule-1)
furent en effet développés, a but théra-
peutique, des anticorps, des peptides,
des peptidomimétiques et des petites
molécules inhibitrices (Zecchinon et
al., 2006b).

Bien que I’efficacité de certains anti-
corps ait été¢ clairement démontrée,
leur utilisation ainsi que celle de
peptides en tant qu’agents thérapeu-
tiques présentent un certain nombre
de défis pharmaceutiques dus a leurs
propriétés physico-chimiques : ils sont
difficilement délivrables oralement,
sont colteux a produire et enclins a
la dégradation physique ou chimique,
sont rapidement éliminés par voie
hépatique ou rénale, et peuvent éga-
lement générer de I’immunogénicité
lors d’injections répétées (Anderson
et Siahaan, 2003). En élevage bovin,
une administration d’anticorps par
intraveineuse parait néanmoins tout a
fait plausible, d’autant qu’il est connu
que ceux-ci peuvent passer la barriere
alvéolo-capillaire pour se retrouver
au niveau des lobes antéro-ventraux
colonisés par M. haemolytica, mais il
faudrait, pour ce faire, plutdt identifier
le motif d’interaction de la leucotoxine
et non pas celui situé sur le CD18.

Le développement de peptidomimé-
tiques, des mimes pseudopeptidiques
ou non peptidiques de peptides bio-
logiquement actifs, adaptés a ’'usage
thérapeutique (Gante, 1994), permet-
trait par ailleurs d’apporter une solu-
tion a I’identification d’un motif de
liaison non linéaire, comme I’atteste le
développement d’inhibiteurs peptido-
mimétiques de 1’interaction ICAM-1/
LFA-1, résultant du transfert d’un épi-
tope non linéaire (identifié¢ au niveau
du domaine 1 d’ICAM-1 comme étant
essentiel pour I’interaction avec LFA-
1), a une trame moléculaire non pep-
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tidique (small-molecule framework),
supposée surmonter les limitations
pharmaceutiques de peptides et en
particulier leur délivrance inefficace
par voie orale (Fisher et al., 1997 ;
Casasnovas et al., 1998 ; Gadek et al.,
2002 ). Les antagonistes se lient au
LFA-1, inhibent la liaison d’ICAM-1
aux leucocytes aussi bien que la réac-
tion mixte lymphocytaire et exhibent,
par comparaison a un anticorps anti-
LFA-1, des effets anti-inflammatoires
significatifs in vivo. La réalisation
d’études de relation structure-activité
conduisit par ailleurs au développe-
ment de deux molécules plus puissan-
tes (Burdick et al., 2003 ; Burdick et
al.,2004).

Quant aux petites molécules inhibi-
trices du LFA-1, deux classes méca-
nistiques distinctes, dénommées anta-
gonistes allostériques ol et o/BI-like,
ont récemment ¢té développées, avec
des effets opposés sur la conforma-
tion, et donc I’activation, de 1’inté-
grine (Shimaoka et Springer, 2004 ;
Zecchinon et al., 2006b). Il nous sem-
ble assez difficile d’obtenir, par cette
voie, des résultats spécifiques de la
mannheimiose puisqu’une action au
niveau de la conformation de I’inté-
grine aura automatiquement des réper-
cussions sur ses fonctions « physiolo-
giques ».

Des glucoconjugués solubles
arborant les glycanes que lie la
toxine sur le récepteur B,-intégrine
(N,N’-diacétylchitobiose,
N,N’,N’’triacétylchitotriose,
D-mannose, N-acétyllactosamine et
acide sialique (Morova et al., 2008))
pourraient aussi &étre produits. Ces
derniéres années, les progrés qui ont
été fait dans la synthése enzymatique
in vitro des glycanes ont permis de
complexer ces oligosaccharides a la
mucine ou, en trés grand nombre, dans
des structures synthétiques appelées
glycodendromeres. Ces composés
pourraient étre administrés a I’ani-
mal (Roy, 2003 ; Tanaka et al., 2008 ;
Varki et Sharon, 2008 ; Wang, 2008) ;
confrontés a la toxine, ils agiraient
comme des leurres inhibant sa liaison
au récepteur en écartant le développe-
ment de I’effet cytotoxique (Touaibia
et Roy, 2007), a I'image des résul-
tats obtenus par 1’équipe de Morova
et collaborateurs (Zhao et al., 2008).
De tels composés ont déja été utilisés
pour neutraliser d’autres facteurs de
virulence bactériens (Imberty et al.,
2008).

Enfin, une derniere catégorie d’agents

inhibiteurs qui pourrait étre déve-
loppée contre la toxine ou la sous-
unité CD18 sont de courtes séquences
d’acides nucléiques appelées aptame-
res. Ces molécules sont généralement
créées au terme de plusieurs cycles
de sélection réalisés in vitro (SELEX,
Systematic Evolution of Ligands by
EXponential enrichment) au sein d’un
énorme pool de séquences nucléi-
ques aléatoires mis en présence de la
cible moléculaire que I’on cherche a
lier et inhiber (Kaur et Roy, 2008 ;
Shamah et al., 2008). Les aptameres
offrent des avantages sur les anticorps
puisque leur synthese peut se dérou-
ler entiérement in vitro, ils posseédent
des propriétés de stockage intéressan-
tes et stimulent peu ou pas du tout le
systéme immunitaire (Kaur et Roy,
2008). Par ailleurs, ils ont la capacité
de lier le récepteur ou la toxine quelle
que soit la nature des sites d’interac-
tion en jeu (peptidique, saccharidique
ou lipidique). Il est aussi possible
d’envisager d’inhiber I’activation des
voies de signalisation intracellulai-
res par la LktA et par la son action
cytotoxique. Ainsi, des aptameres ont
par exemple été sélectionnés contre
la queue cytoplasmique du CDI18 en
vue d’inhiber 1’adhésion cellulaire a
ICAM-1 (Blind et al., 1999 ; Famulok
etal.,2001). De méme, des aptameres
sélectionnés contre la cytohésine-1,
un facteur d’échange de nucléotide
guanine qui régulerait 1’adhésion du
LFA-1 a ICAM-1, et exprimés intra-
cellulairement, bloquent la fonction
de cette molécule, provoquent un réar-
rangement du cytosquelette d’actine et
inhibent I’activité du LFA-1 dans 1’ad-
hésion leucocytaire (Famulok et al.,
2001 ; Mayer et al., 2001). Ces apta-
meres peuvent donc potentiellement
inhiber I’action de la LktA et il serait
intéressant de les faire exprimer par
les leucocytes bovins lors de la man-
nheimiose. Leur synthése pourrait
s’inspirer de la technique que Blind et
collaborateurs (1999) ont utilisé pour
les produire dans des lymphocytes T
humains : I’expression contrdlée de
I’aptamere par ’ARN polymérase T7
via I’infection par des poxvirus vac-
cinaux recombinants incapables de se
propager (Famulok ef al., 2001).

Bien entendu, a I’image de I’utilisation
des antibiotiques dans cette maladie,
ces médicaments devraient étre admi-
nistrés le plus rapidement possible
apres I’infection et idéalement avant
méme que les signes cliniques n’appa-
raissent, ce qui n’est pas réalisable en
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pratique. Toutefois, si ces molécules
sont administrées suffisamment tot au
cours de la maladie, elle permettraient
de limiter sérieusement le développe-
ment des Iésions et seraient donc un
complément intéressant a 1’antibiothé-
rapie et a la vaccination qui n’appor-
tent en général qu’une diminution de
la mortalité et de la morbidité lors de
I’infection de 1’élevage. Cette vitesse
d’action impose aussi I'utilisation d’un
médicament qui puisse étre administré
facilement et dont le principe actif
diffuse rapidement dans le systeme
circulatoire et respiratoire. Enfin,
I’utilisation de substances inhibant
I’extravasation leucocytaire n’est pas
envisageable sur de longues périodes
ou lors d’une infection concomitante
avec un autre agent pathogene. Leur
administration devrait étre ponctuelle
car le gain qu’elles apportent dans la
mannheimiose pourrait étre contreba-
lancé par le fait qu’elles affaiblissent
le systéme immunitaire et sensibilisent
donc I’animal aux autres infections.
Par ailleurs, en comparaison des mam-
miferes, le pouvoir évolutif généra-
tionnel des bactéries (vitesse de pro-
duction des générations, transfert et
plasticité génétique...) est trés impor-
tant. Ainsi, [’utilisation intensive des
antibiotiques dans des conditions de
pression d’infection élevée, sans pra-
tiques prophylactiques adéquates, a
abouti a I’apparition d’antibiorésis-
tances bactériennes. De la méme
fagon, les propositions thérapeutiques
qui sont faites ici peuvent ne pas étre
infaillibles et, si elles ne sont pas inté-
grées dans un programme prophylacti-
que drastique, risquent d’étre tres vite
dépassées par la capacité d’adaptation
des bactéries.

4.3. Transgenese

Dans le cas ou I’inventaire de la varia-
tion génétique spontanée présente dans
les races viandeuses Blanc Bleu Belge
et internationales au niveau du motif
précis de liaison de la leucotoxine
sur le CD18 ne donne aucun résultat
concluant, il serait possible d’envisa-
ger d’engager un processus d’ingé-
nierie génétique visant a corriger par
transgenese la séquence responsable
de la sensibilité des ruminants a la leu-
cotoxine de Mannheimia haemolytica.

En effet, la transgenese animale est
une technologie qui permet le trans-
fert stable d’une information généti-
que connue dans un génome donné de
maniere plus précise que la sélection

conventionnelle. Depuis ses débuts
en 1980, elle ne fait que prendre de
I’importance, grace notamment aux
récentes avancées techniques et aux
découvertes de geénes d’intérét facili-
tées par le séquencage des génomes
des animaux d’¢levage. De plus, la
taille de I’ADN étranger n’est plus
un probléme puisqu’il est maintenant
possible d’insérer des vecteurs micro-
chromosomiques stables porteurs de
millions de paires de bases d’ADN,
contenant un centromere, deux télo-
meres et des origines de réplications
(Kuroiwa et al., 2002). Ses applica-
tions peuvent &étre divisées en trois
grandes catégories : (i) 1’obtention
d’informations sur la fonction et
la régulation des genes, que ce soit
dans un contexte normal ou patho-
logique, (ii) 1’obtention de produits
de haute valeur destinés a la thérapie
humaine comme des protéines recom-
binantes a vocation pharmaceutique
et des xéno-organes pour humains et
(iii) I’amélioration des produits ani-
maux de consommation (Houdebine,
2005), tels ces poissons transgéniques
de diverses especes (saumon, truite,
tilapia, carpe...) qui contiennent plu-
sieurs copies du gene de la somato-
tropine et qui présentent donc une
croissance plus rapide (Muir, 2004).
Les Nations-Unies recommandent
méme I’implémentation de I’approche
transgénique pour améliorer la santé
des pays en voie de développement,
bien que cette exhortation ne concerne
principalement pour I’instant que les
cultures (Acharya et al., 2003).

La lutte contre les pathologies ani-
males apparait également comme un
secteur prioritaire puisque la sélection
d’animaux transgéniques plus résis-
tants pourrait théoriquement permettre
(1) de réduire 1'usage de médicaments
dont les antibiotiques, (ii) d’accroitre
le bien-étre animal, (iii) de faciliter le
travail de I’¢éleveur, (iv) de diminuer les
colts via I’amélioration du rendement
en ¢élevage et (v) d’amoindrir la fré-
quence de transmission des maladies
de I’animal a ’Homme (Houdebine,
2005). Ainsi, par exemple, (i) des
bovins chez qui les génes PrP ont été
inactivés par recombinaison homolo-
gue (Kuroiwa et al., 2004) sont résis-
tants a la propagation du prion in vitro,
tout en étant a 20 mois, normaux des
points de vue clinique, physiologique,
histopathologique, immunologique et
reproductif (Richt et al., 2007) et (ii)
divers animaux secretent dans leur lait
des molécules exhibant des proprié-

tés antibactériennes (Zuelke, 1998);
(Mitra et al., 2003 ; Donovan et al.,
2005 ; Wall et al., 2005 ; Maga et al.,
2006) ou antivirales (Castilla et al.,
1998a ; Castilla ef al., 1998b ; Sola
et al., 1998), supposées protéger a la
fois les consommateurs et les glan-
des mammaires contre les infections
(Soler et al., 2006).

Du point de vue pratique, la transge-
nese doit cependant faire face a dif-
férents défis : la sélection du gene a
ajouter, substituer ou neutraliser, la
construction de vecteurs permettant
une expression fiable du transgene, le
transfert et I’intégration de celui-ci et
enfin, I’interprétation des données. Par
ailleurs, le transfert de génes reste peu
efficace dans certaines espéces et peut
induire des effets secondaires imprévi-
sibles dus a I’interférence du transgene
avec le génome de 1’hote au niveau du
site d’insertion ou par I’interaction de
I’ARN ou de la protéine correspon-
dante avec les mécanismes cellulaires
(Houdebine, 2005 ; Houdebine, 2007).
De plus, au-dela des problemes éthi-
ques posés (notamment la manipula-
tion des embryons), si la reproduction
par clonage supprime certains des pro-
blemes qui accompagnent la reproduc-
tion sexuée (notamment en terme de
sélection d’animaux « naturellement »
plus résistants a certaines pathologies),
elle en engendre d’autres (Houdebine,
2005 ; Houdebine et Renard, 2005 ;
Houdebine, 2007 ; Robl et al., 2007) :
(1) le patrimoine génétique des cellules
donneuses de noyau n’est pas stricte-
ment connu, (ii) le statut génétique des
clones ne ’est pas d’avantage, (iii) la
reprogrammation du génome des cel-
lules donneuses de noyau par le cyto-
plasme de I’ovocyte est fréquemment
incomplete, (iv) les animaux obtenus
par clonage, bien qu’essentiellement
génétiquement identiques a leurs géni-
teurs, sont souvent épigénétiquement
modifiés sans que 1’on puisse en pré-
voir les effets, (v) le clonage peut étre,
si ’on n’y prend garde, réducteur de
biodiversité et accentuer les effets
indésirables de la sélection moderne
qui repose sur un nombre de plus en
plus restreint de géniteurs, (vi) I’in-
troduction d’un gene dans un génome
animal peut réactiver un transposon ou
un génome rétroviral intégré et induire
ainsi une multiplication du transposon
ou la production de particules virales
infectieuses potentiellement pathoge-
nes et (vii) les effets directs et indi-
rects des transgénes ne peuvent étre
tous prévisibles (ce qui quelque part
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fait leur charme pour les généticiens)
et il n’est pas exclu que les animaux
transgéniques deviennent plus sensi-
bles a certaines maladies, le systéme
immunitaire des clones étant souvent
imparfaitement fonctionnel (Ellis,
2004). Par contre, certaines anoma-
lies observées peuvent étre abolies par
la reproduction sexuée, celle-ci étant
capable d’éliminer les gametes anor-
maux et de parfaire la reprogramma-
tion des génomes. Ainsi, les télome-
res anormalement courts chez certains
clones retrouvent une longueur nor-
male chez tous les descendants (Shiels
et Jardine, 2003).

Des mesures de confinement spéci-
fiques sont aussi nécessaires pour
permettre 1’¢levage de ces animaux
dans des conditions de sécurité élevée
et éviter tout risque de dissémination
involontaire dans la chaine alimentaire
humaine, 1’alimentation du bétail ou
I’environnement, méme si la trans-
missibilit¢ & ’'Homme de certaines
toxines ou la dissémination incontro-
Iée du transgene semblent moins pro-
bables que ce qui est observé chez
les végétaux (Houdebine et Renard,
2005). Par ailleurs, le colt des ani-
maux transgéniques de rente reste
¢levé, principalement du fait que la
dissémination des traits d’intérét porté
par un transgeéne n’est pas aussi sim-
ple et rapide que pour les plantes et
que les transgenes doivent étre source
d’un tres haut profit potentiel pour
étre utilisables. Quoi qu’il en soit,
des tests permettent d’évaluer la toxi-
cité, ’allergénicité et I’infectiosité des
animaux obtenus par clonage ou trans-
genese (risques auxquels n’échap-
pent d’ailleurs pas les animaux issus
de la sélection classique) et, jusqu’a
ce jour, la littérature scientifique ne
relate aucun effet négatif, que ce soit
en termes de composition globale du
lait ou de la viande, de digestibilité, de
toxicité et d’alimentarité, d’allergéni-
cité, de mutagénicité ou de présence
de particules rétrovirales (Houdebine
et Renard, 2005).

5. CONCLUSION

Les caractéres de résistance innée aux
maladies ont été, depuis des millénaires,
largement disséminés dans les popula-
tions animales grace a la sélection natu-
relle, ne favorisant la survie que d’indi-
vidus résistants a telle ou telle maladie.
La domestication a, quant a elle, fait
intervenir un élément neuf, a savoir la
sélection artificielle de caractéres rela-
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tifs aux productions. Concomitamment,
les conditions d’élevage ont évolué vers
un systéme concentrationnaire ou I’ex-
tréme densité des populations animales a
fourni aux agents pathogenes une niche
infiniment plus propice a la contagion.
Le résultat est que les populations ani-
males n’ont jamais ét¢ soumises a des
pressions d’infection plus intenses que
celles qui prévalent aujourd’hui, tout en
comptant progressivement moins d’indi-
vidus résistants, a mesure que la pression
de sélection s’exerce unilatéralement
en faveur des productions. Une des
conséquences en est le recours a I’admi-
nistration massive d’antibiotiques, avec
les répercussions que 1’on connait sur
I’émergence de souches multi résistan-
tes (Ferber, 2000 ; Angulo ef al., 2004 ;
Molbak, 2004). Identifier des critéres
permettant de restaurer une pression de
sélection favorable a la dissémination
la plus large possible de traits de résis-
tance aux maladies va donc dans le sens
d’un renforcement de 1’autonomie et du
profit des éleveurs, rendus moins dépen-
dants des substances médicamenteuses,
des retards de croissance et des saisies
a I’abattage mais rencontre également
le souci du consommateur de dispo-
ser d’une alimentation pécuniairement
abordable, saine et sans résidus.

De ce qui précede, il ressort qu’une des
priorités de la recherche dans une disci-
pline comme la pathologie vétérinaire
est I’étude des maladies qui touchent les
animaux de rente, comme les pneumo-
nies bactériennes a Mannheimia hae-
molytica qui constituent un probleme
majeur dans I’élevage et ’engraisse-
ment des bovins, avec des répercussions
tres élevées en termes de morbidité et de
mortalité. Parmi les différents facteurs
de virulence produits par la bactérie,
la leucotoxine joue un rdle de tout pre-
mier plan puisqu’elle est responsable
de la spécificité d’especes qu’exhibe
M. haemolytica envers les ruminants en
provoquant la lyse de leurs leucocytes et
ce, via une interaction spécifique avec la
sous-unité CD18 de leurs B,-intégrines
(Ambagala et al., 1999 ; Liet al., 1999 ;
Jeyaseelan et al., 2000 ; Deshpande
et al., 2002 ; Jeyaseelan et al., 2002 ;
Dileepan et al., 2005b ; Zecchinon et al.,
2005 ; Fett et al., 2008). Lidentification
du ou des motif(s) moléculaire(s) du
CD18 qui confére(nt) aux ruminants une
sensibilité¢ spécifique a la leucotoxine
pourrait étre valorisée de multiples
fagons : sélection assistée par marqueurs
au sein de la population bovine mondiale
apres inventaire de la variation généti-
que spontanée au niveau dudit motif,

développement de molécules a usage
thérapeutique (anticorps, peptides, pep-
tidomimétiques, inhibiteurs allostéri-
ques, glucoconjugués, aptameres...) ou
encore mise en place d’une stratégie de
transgenese.

En conclusion, la mise en évidence de
ce(s) motif(s) représente donc le chal-
lenge majeur de cette recherche, d’autant
plus que les récentes avancées sem-
blaient jusqu’il y a peu se contredire.
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Mannheimiosis: from a (mole-
cular) fatal attraction to one of
the most important ruminant
breeding disease

Summary

Bacterial pneumonias represent
the major problem in ruminant
breeding and fattening, with high
morbidity and mortality levels.
Besides the several biological
factorsincriminated, Mannheimia
haemolytica plays a great role as
a complicating agent.

One of its features is the fact
that it does not lead to broncho-
alveolar fibrino-haemorragic
pneumonias in non-ruminant
species. Lesions result from
massive necrosis of neutrophils
and macrophages and from the
release of their constituents. At
the molecular level, this specifi-
city is due to the tight interaction
between leukotoxin, the major
bacterial virulence factor, and the
CD18 subunit of the leukocytic
surface receptors Po-integrins.

The review describes the conse-
quences of this binding at the
macroscopic and microscopic
levels and starts up a few the-
rapeutic perspectives based on
recent research findings.
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5. La plateforme d’attachement de la leucotoxine surd CD18

5.1. Implication du CD18

Dans le contexte de l'interaction de la LKT aves flg-intégrines des ruminants, plusieurs
études ont montré que l'effet cytotoxique de la LISt atténué, voire supprimé, lorsque des
leucocytes bovins sont préalablement incubés ags@dticorps dirigés contre les sous-unités CD11a
ou CD18 du LFA-1 (Ambagalat al, 1999; Liet al, 1999; Jeyaseelagt al, 2000). L'identification
précise de la sous-unité liant la LKT a toutefaisgtemps été controversée, le CD18 (Waha@l,
1998a; Ambagalat al, 1999; Liet al, 1999) et le CD11a (Jeyaseektral, 2000) ayant chacun leurs
partisans. Aujourd’hui, cependant, les auteurscg/atent sur le réle primordial du CD18 et ce grace
quelques avancées significatives. Ainsi, le prafesSrikumaran et son équipe ont mis en évidence
par immunomarquage et séquencage N-terminal quleuleotoxine se fixait sur les différentes
B.-intégrines contenues dans des lysats de neutesphibvins et qu'une préincubation de ces
neutrophiles avec un anticorps monoclonal spéafigu CD18 réduisait les effets cytotoxiques
(Ambagalaet al, 1999). lIs ont ensuite élégamment démontré q@DIE8 était nécessaire et suffisant
pour entrainer la cytolyse de leucocytes en rendaet lignée murine, réputée résistante a la
leucotoxine, sensible a cette derniere apres tatish stable de 'ADN complémentaire encodant le
CD18 bovin, lequel se retrouvait exprimé en surfaxssocié au CD11la murin (Deshparedeal,
2002). lIs ont par ailleurs, tout récemment, réitéexpérience avec le CD18 ovi@yis arieset Ovis
canadensiset obtenu des résultats similaires (Dassanagtké, 2007; Liuet al, 2007). De plus, ces
auteurs observent une forte corrélation entre ¢ggéld’expression en surface du CD18 bovin (PMNs
bovins > lymphocytes bovins ~ lignée transfectéelpeprobabilité de cytolyse des cellules, ce qui
s’explique par le fait que si les lymphocytes digaée transfectée n’expriment que le LFA-1 boin
murin/bovin, respectivement, les PMNs quant a eborent toutes leB,-intégrines ; on sait en effet
gue la LKT se lie également au CD18 du Mac-1 bawirovin (Lawrenceet al, 2008) et du CR4 ovin
(Lawrence et Dassanayake, 2010). De son coté,ipéqiu professeur Maheswaran a montré que si la
leucotoxine se liait a la fois au CD18 du LFA-1det Mac-1 (Thumbikakt al, 2005) ainsi qu'au
LFA-1 porcin (Jeyaseelagt al, 2000), les évenements postérieurs a la liaisomoo|’'élévation de la
concentration en calcium intracellulaire et la gifasylation de la queue cytoplasmique du CD18
n'étaient observés qu’avec le LFA-1 bovin (Jeyaseet al, 2000; Jeyaseelast al, 2001; Thumbikat
et al, 2005). En outre, des expérimentations avec deibifeurs dul domain du CD11la et des
anticorps dirigés contre ldike domaindu CD18 donnent a penser que la leucotoxine sauli€D18
(mais pas au niveau dtlike domainbien que celui-ci jouerait un réle critique danssignalisation
induite par la leucotoxine conduisant a I'activa)iet qu'a hautes concentrations en toxine, cette
liaison serait suffisante pour provoquer I'oligoisétion toxinique, la formation de pores, un infile
calcium et des dommages cellulaires menant a lalysg via toutes leB,-intégrines (Thumbikaet

al., 2005). La leucotoxine interagirait également aedcdomaindu CD11a, mais pas avec celui du
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CD11b ou du CD11c (Jeyaseelanal, 2000), pour initier une cascade de signalisatmmduisant a
I'activation cellulaire (Yocet al, 1995) et a I'apoptose (Stevens et Czuprynski6}3vénements qui
prendraient toute leur ampleur lorsque la leuco®xse trouverait en plus faible concentration
(Thumbikat et al, 2005). Par ailleurs, une cotransfection de lade d’origine humaine K-562,
n'exprimant naturellement aucurf&-intégrine, par les CD1la et CD18 bovins, condi)it
I'expression en surface de I'hnétérodimere, (iijpdidison de la leucotoxine sur le LFA-1 ainsi cue
le CD11la et le CD18 seuls (par déplétion de lysattulaires par immunoprécipitation a l'aide
d’anticorps spécifiques), (iii) a la phosphorylatide la tyrosine de la queue cytoplasmique du CD18,
(iv) a une augmentation de la concentration deiwraléntracellulaire et (v) a la cytolyse (Dileepan
al., 2005b). Enfin, la cotransfection de cette mémuede avec les ADN complémentaires encodant les
CD11a bovin et CD18 humain conduit a I'expressionserface de I'hétérodiméere mais pas a la
fixation de la leucotoxine (Dileepaat al, 2005a).

En conclusion, toutes ces données suggerent dansrisemble que c’est l'interaction entre la
LKT et la sous-unité CD18 d¢s-intégrines des ruminants qui est responsable dpdaificité de la
virulence de la LKT, et donc d&. haemolytica envers les leucocytes de ces derniers. Plus
précisément, (i) la leucotoxine doit nécessairensentixer sur la sous-unité CD18 d&sintégrines
des ruminants et du porc a un domaine autre qudike domain (ii) cette liaison serait, a haute
concentration en toxine, suffisante pour induirdolanation de pores et la nécrose et (iii) la bais
avec le CD11a des ruminants (vid omair) ou de la souris permettrait, a plus faibles catregions
en toxine, de par une interaction avecl-lke domaindu CD18, le déclenchement des cascades
d’activation cellulaire conduisant a I'apoptose.

Récemment, deux équipes occupées a identifietdg@récis de liaison de la leucotoxine sur le
CD18 bovin publierent des résultats apparemmentradictoires (cf. paragraphes 5.2 et 5.3). Elles
ont tablé sur I'ingénierie de lignées cellulairtabtes exprimant des LFA-1 chimériques murin/bovin
(Gopinathet al, 2005) ou humain/bovin (Dileepat al, 2005a) mais selon deux principes opposes,
soit rendre sensible une lignée cellulaire qui’astIpas en intégrant des fragments du CD18 bovin
dans un LFA-1 murin (Gopinatét al, 2005), soit rendre résistante une lignée sensiblentégrant
des fragments du CD18 humain dans un LFA-1 boviteépanet al, 2005a).

5.2. Implication du segment N-terminal : le peptide sigal

Pour identifier le site de liaison de la LKT au GI1équipe du Professeur Srikumaran a
utilisé une lignée cellulaire mastocytaire de s®(@Fi815) exprimant naturellement le LFA-1 murin et
donc résistante a la toxine. A partir de ces agdluils ont créé une lignée stable exprimant le £D1
bovin, lequel, aprés hétérodimérisation avec le &TDdndogéne, était exprimé en surface, rendant la
lignée cellulaire sensible a la LKT. Ils ont ensu@énéré un jeu de génes artificiels encodant des
CD18 chimériques constitués de différentes combams des modules constitutifs des CD18 murin et
bovin, les ont transfectés en cellules P815 etdénivé les clones correspondants, chacun exprimant
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une chimere particuliére. En testant la cytotogicie la LKT envers ces diverses lignées clondkes, i
en ont ensuite déduit que le site responsable dectmnaissance de la toxine e haemolyticase
situait dans les 291 premiers acides aminés du @D, c’est-a-dire dans la portion extracelldair
contenant successivement (i) le peptide signdllgidomaine PSlplexin-semaphorin-integrin (iii)

le site d’adhésion dépendant des ions métalligMeBAS, metal ion-dependent adhesion ki (iv)

une partie du-like domain(Gopinathet al, 2005). Quelgues années plus tard, ils ont affeog
découverte en tentant d’inhiber la cytolyse des3Elignée cellulaire de lymphome bovin) et de PMN
de ruminants par différents peptides constitutiés abtte partie N-terminale. Ce faisant, ils ont
déterminé que le segment conférant la sensibiligel&T se trouvait dans le peptide signal et gee ¢
dernier n’était pas clivé chez les ruminants. Hetefes CD18 des espéces sensibles possédent une
glutamine localisée en -5 en amont (5’) du sitelil@ge (en position 18 absolue) ce qui empéche ce
clivage (figure 6) (von Heijne, 1983; Ruéz al, 2006; Shanthalingam et Srikumaran, 2009). lls ont
confirmé I'importance de ce résidu en le modifiantglycine (présente chez I’'homme et la souris) et

obtenu un CD18 bovin muté résistant a la LKT.

© % N
Ruminants N U S Y h A YIS EL RSP AP
Bos taurus MLROQRPOLTULTLLAGLTLATL|QIS VL SyQ
Bison bison MLROQRPOLTULTLLAGLTLAL|QISVL S Q
Bubalus bubalis MLRQRPOQLLTFLS SGLTLAL|QISVL S Q
Capra hircus MLPOQRPOLTULTLLAGLTLATL|QISVL S Q
Ovis aries MLPOQRPOLTULTLLAGLTLS STL|QISVLS Q
Ovis canadensis MLPQRPOQOQLIULILLAGLILS SL|QISVL S Q
Odocoileushemionus M L R Q R P Q L L L L AGLULAL|QIS VRS Q
Cervus canadensis MLRQRPOQLLLLAGLTLAL|QSV Qs Q
Non ruminants -
Homo sapiens ML GLRPPLULALVSGLULSL|GICVL S Q
Pan troglodytes ML GLRPWPLULALVGLILSL|GICV L S Q
Mus musculus ML GPHSULULULALAGLUEFFTIL|GIS AV S Q
Rattus norvegicus ML GPHTLLLI LAGLTLTFTL|GIS AL S Q
Sus scrofa MLCRCSWPLIULLLVGLLTLRSALS Q

Figure 6 : Comparaison des peptides signaux des CBHes ruminants et des non-ruminantsLe peptide
signal de la glycoprotéine membranaire CD18 desmants contient une glutamine (Q) qui empécheilagk

protéasique (fleche). Les positions relative desdiés par rapport au site de clivage et absolue isdiquées
respectivement a | et Z™ ligne. Bos taurug(bovin, Genbank n° M81233Bison bison(bison, EU553919),
Bubalus bubaligbuffle, AY842449),Capra hircus(chévre, AY452481)Qvis aries(mouton, AY484425)Qvis

canadensis (mouflon canadien, DQ104444)docoileus hemionugqcerf hémione, EU623794)Cervus

canadensis (wapiti, EU553918), Homo sapiens(homme, NM_000211),Pan troglodytes (chimpanzé,
NM001034122)Mus musculugsouris, X14951)Rattus norvegicugat brun, NM001037780%us scrofgporc,

U13941) (Shanthalingam et Srikumaran, 2009).
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5.3. Implication du segment C-terminal : le domaine EGF3

Par contre, le Professeur Maheswaran et ses cddi@nos sont partis d’'une lignée cellulaire
erythroleucémique humaine (K562) ne synthétisamuae p.-intégrine. lls ont rendu ces cellules
sensibles a la LKT en y exprimant de maniere stighlé-A-1 bovin. Ensuite, ils ont modifié le CD18
bovin, en remplacant des blocs entiers par leursolmgues humains, pour le rendre résistant a la
toxine deM. haemolyticalls ont découvert que les résidus 500 a 600 gmitdon extracellulaire du
CD18, correspondant aux domaines E@pidermal growth factgr-2 a -4, étaient impliqués dans la
liaison & la LKT, dans 'augmentation de la concatiin en C#& intracellulaire et dans la cytolyse
(Dileepan et al, 2005a). Par la suite, ils ont approfondi leurshezches et montré que, plus
particulierement, le domaine EGF-3 (résidus 541)584ait responsable de I'interaction LKT-LFA-1
(Dileepanet al, 2007b).

5.4. Les arguments qui alimentent la controverse

Chacune de ces approches a bien entendu ses ingemgépuisque le remplacement d'un
domaine conférant ou abolissant les effets déletdecla toxine ne signifie pas automatiquement que
celle-ci s'y lie. En effet, la modification de teli tel domaine peut entrainer des modifications de
structure globale (par exemple lors du repliementadprotéine) qui, indirectement, altérent le dite
liaison. Ainsi, si lel domaindu CD11a se replie avant I'association avec le &0lIn’en est pas de
méme pour lg&-propeller qui reste non replié dans les 12 heures suivasyrithése du CD11a seul,
suggérant que l& domain et le S-propeller se replient indépendamment 'un de l'autre et e
second arbore une interface avec le CD18 (Huarfgpenger, 1997). Des résultats similaires sont
d’ailleurs observés avec le CD11b (kual, 1998).

Ensuite, notons que les CD18 bovin et humain sonstitués de 769 résidus alors que la
version murine comprend deux résidus supplémestaireau niveau du peptide signal et l'autre étant
le 7™ résidu aprés le dernier domaine EGF. Du point e des identités de séquences, le CD18
bovin présente un pourcentage de 83% par rappwh @rthologue humain et 81% par rapport a son
orthologue murin. Au niveau des lignées cellulailes deux équipes ont utilisé deux préparations
biologiques distinctes : d'un co6té des mastocytes sduris (P815) et de l'autre des cellules
d’érythroleucémie humaine (K562R7 priori, ces différences ne devraient pas rendre compe de
différents résultats obtenus. Par contre, il estr@ssant de noter que le protocole de purifical®a
leucotoxine différe pour les deux expérimentatiolasprotéine ayant été purifi€ée par chromatogrphi
d'immunoaffinité (Gopinathet al, 2005) ou par extraction aprés électrophorese @mdittons
dénaturantes (Dileepaat al, 2005a), ce qui peut sembkempriori problématique pour des études de
liaison.

Il a aussi été montré que les modules EGF-2, 3ddt £D18 humain étaient critiques pour

I'induction de la leucolyse par la LtxA A actinomycetemcomitaBileepanet al, 2007a).
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6. Caractérisation de la sous-unit¢ CDlla de I$,-intégrine

LFA-1 des ruminants

6.1. Dans I'espece bovine

Fett T., Zecchinon L., Baise E., Desmecht D.
The bovine Bos tauruy CD11a-encoding cDNA: molecular cloning,
characterisation and comparison with the humamaunihe glycoproteins.
Gene 2004, 32597-101.
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Abstract

The bovine cDNA encoding CD11a, a cell-surface glycoprotein involved in multiple leukocyte functions, was sequenced and compared
with the human and murine sequences. Despite some focal differences, it shares all the main characteristics of its known mammalian
homologs. Along with the bovine CD18-encoding cDNA, which is available for a long time, the sequence data provided here will allow the
successful expression of bovine CD11a, thus giving the first opportunity to express the Bos taurus p,-integrin CD11a/CD18 (LFA-1, oy 3,)
in vitro as a tool to examine the specificities of inflammation in the bovine species.

© 2003 Elsevier B.V All rights reserved.

Keywords: Integrins; LFA-1; ICAM; Adhesion; Cattle

1. Introduction

CD11a/CD18 (LFA-1, oy [3;) is a member of the integrin
family of cell surface receptors. Integrins consist of a 120- to
180-kDa o subunit (CD11a in this case) and a 90- to 110-kDa
{3 subunit (CD18 or ,) that are noncovalently associated
single-pass transmembrane proteins (Springer, 1990). The
bulk of each integrin subunit is extracellular, where it
typically functions as a receptor for extracellular matrix
molecules or as a counterreceptor for surface proteins of
apposed cells (Hynes, 1992). The heterodimer CD11a/CD18
is expressed on all leucocytes and mediates high affinity
adhesion to a variety of cell types that express one or more of
the P,-integrins ligands, intercellular adhesion molecules
(ICAM-1 to -5) (Bailly et al., 1995; Gahmberg, 1997; Tian
et al., 1997). The adhesion process mediated is a critical step
of a wide range of immunological activities, including
cytolysis of target cells, cross-interaction and cross-stimula-
tion between lymphocytes, phagocytosis of complement-

Abbreviations: BL-3, bovine lymphoblast; bo, bovine; hu, human;
ICAM, intercellular adhesion molecule; kan, kanamycin; LFA, lymphocyte
function-associated antigen; mu, murine; PMA, phorbol myristate acetate;
RACE, rapid amplification of cDNA ends.

* Corresponding author. Tel.: +32-4-366-4075; fax: +32-4-366-4565.

E-mail address: daniel.desmecht@ulg.ac.be (D. Desmecht).

0378-1119/$ - see front matter © 2003 Elsevier B.V All rights reserved.
doi:10.1016/j.gene.2003.09.043

coated targets, and the regulation of leukocyte traffic between
the bloodstream and tissues. In this context, increasing our
knowledge about bovine 3, integrins is of great importance to
offer new possibilities for research in the field of the patho-
genesis of pneumonia and mastitis, i.e., the two leading
causes of production losses to the cattle industry throughout
the world.

The Bos taurus CDI18 (P,) subunit has been well
characterised (Shuster et al., 1992), which is not the case
of its partner into the LFA-1 heterodimer, CD1la. The
purpose of this paper is to report the cloning and sequenc-
ing of a ¢cDNA encoding bovine CDlla, along with a
comparative sequence analysis with its human and murine
homologs.

2. Materials and methods
2.1. RNA isolation

Total RNA from phorbol myristate acetate (PMA)-stim-
ulated (25 ng/ml for 15 min) BL-3 cell line (ATCC No.
CRL-8037) was extracted with TRIzol (Invitrogen) as
described by the manufacturer. The BL-3 cell line was
maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supple-
mented with nonessential aminoacids (aa), 20% fetal bovine
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serum (Gibco BRL), penicillin (100 U/ml) and streptomycin
(100 pg/ml) at 37°C in a 5% CO, incubator.

2.2. Amplification of cDNA ends

We used SMART RACE technology (Clontech Laborato-
ries) to clone bovine CD11a (BoCD11a) 5’ - and 3’ - ends and
RT-PCR to clone full-length BoCD11a CDS. For first-strand
cDNA synthesis, and according to the partial sequence of
BoCDl11a available (GenBank No. AF440778), gene-specif-
ic primers were designed, which were expected to give
nonoverlapping ~ 1 kb RACE products: a sense primer for
the 3’ -RACE PCR: 5 -GGCTGAGTCTTGCTCGTTTG-
GAACC-3’ (corresponding to nt 3071-3095) and an anti-
sense primer for the 5’ -RACE PCR: 5’ -CAGGTCTGGCCG-
GAACACTTCTTTC-3 (nt 794—770). Reverse transcription
and polymerase chain reactions (PCR) were carried out
according to the instruction manual of the SMART RACE
cDNA Amplification Kit. Two 5’ - and two 3’ -RACE prod-
ucts were obtained and gel-purified using the Qiaquick Gel
Extraction Kit (Qiagen). After the four fragments were TA-
cloned into pCRII-TOPO (Invitrogen), seeded on kanamycin
IPTG plates, and miniprep were obtained from colonies
grown in 5 ml LB-Kan broth, the clones were sequenced on
the ABI-3100 Genetic Analyzer using the Big Dye terminator
chemistry.

2.3. Molecular cloning of full-length cDNA

Total RNA from PMA-stimulated BL-3 cell line was
reverse transcribed using Improm II (Promega). The full-
length cDNA was then generated by long distance PCR using
Elongase amplification technology (Invitrogen) with primers
designed from the distal ends of both 5- and 3’-RACE
products: CCCAAGAGCCCTCTGAGACT (sense, within
the 5'-UTR) and GCACCTCAATCTCCACCACT (anti-
sense, 3’ -UTR). The procedures recommended by the man-
ufacturer were followed, with the following cycling
parameters: 2 min 30 s at 94 °C, then 35 cycles including:
(1)30sat94 °C, (i1) 30 sat 56 °C, and (iii) 3 min 30 s at 68 °C,
followed by a final extension at 68 °C for 10 min. Resulting
PCR products were then processed for sequencing as afore-
mentioned for the RACE products. The CD1la cDNA
sequence was deduced from sequences obtained from five
independent clones. Sequence data have been deposited at
GenBank under accession No. AY 267467. Homology anal-
yses were carried out using FASTA and alignment of amino
acids sequences was drawn by Genedoc (v. 2.6.002).

3. Results and discussion

3.1. Characterisation of BoCDIla-encoding ¢DNA and
deduced aa sequence

The ¢cDNA sequence for BoCD11a contains ~ 4560 bp
with an ORF of ~3498 bp that codes for 1165 aa

followed by ~900 bp in the 3’ -UTR (Fig. 1). The mature
BoCDlla contains a 23-aa putative leader peptide, an
extracellular domain of 1061 residues (24—1084), a single
hydrophobic transmembrane region of 24 residues (1085—
1108) and a cytoplasmic tail of 57 residues (Fig. 1). Eight
N-linked putative glycosylation sites (Asn-X-Thr/Ser) are
present in the extracellular domain (Fig. 2). The mature
protein contains 22 cysteine residues, among which 2 are
located into the cytoplasmic tail (Fig. 2). The extracellular
domain also contains an inserted (I) domain of 172 amino
acids (residues 153-324) quite similar to those found in
all the leukocyte integrin o subunits sequenced to date.
These 1 domains are homologous with repeated domains
in von Willebrand factor and cartilage matrix protein
(Springer, 1990). Three repeats with a divalent cation
binding motif are found within the I domain at amino
acid residues 465-473, 527-535 and 587-595 (Fig. 2).
All the cysteines and all but one of N-glycosylation sites
are found outside the I region and divalent cation binding
motifs (Fig. 2), consistent with the hypothesis that these
regions may undergo conformational changes important in
ligand binding (Rothlein and Springer, 1986; Larson et al.,
1989).

3.2. Comparison among species

Overall, the general organization of bovine, human
(Larson et al., 1989) and murine (Kaufman et al., 1991)
CDlla proteins is quite similar (Fig. 2). Comparison of
sequence homology between BoCD11a and its human and
murine counterparts shows overall 77% and 68% identity,
respectively, with the highest identity for the cation
binding motifs and the lowest identity for the cytoplasmic
domains (Table 1). The high conservation of the putative
cation binding motifs is consistent with an involvement of
these regions in the functional activity of LFA-1 «
subunit, as suggested by the requirement of Mg®"* and
Ca’>" for CDIlla/CDI8-dependent cellular interactions
(Rothlein and Springer, 1986) or binding to purified
ICAM-1 (Dustin and Springer, 1989). By contrast, the
low conservation of the cytoplasmic tail suggests that it is

Table 1

Between-species percent identities of CD11a constitutive blocks
Block Bo vs. Hu  Bovs. Mu  Hu vs. Mu
Overall 77 68 71
Putative signal peptide 56 50 32
Extracellular domain 78 70 73
Transmembrane region 91 83 75
Cytoplasmic tail 56 50 62
I-domain 84 72 74
Putative cation binding motif 1 ~ 88 66 77
Putative cation binding motif 2 75 87 75
Putative cation binding motif 3~ 88 77 66

Bo, Hu and Mu: bovine, human and murine CD11a, respectively.
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diminished by {3 subunit cytoplasmic domain truncation

This is in agreement with the observation that truncation (Hibbs et al., 1991).
of the LFA-1 « subunit cytoplasmic domain has no effect Every cysteine residue in the bovine extracellular por-
on binding to ICAM-1, whereas binding is markedly tion of mature CD1la is present at the same location in
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Fig. 2. Comparison of the bovine (Bo-), human (Hu-) and murine « subunits (MuCD11a) amino acid sequences. Cystein residues (#) and potential N-
glycosylation sites (*) are marked. White letters in black and gray boxes indicate conservation among the three or only two species, respectively. The stripe
above the sequences represents the deduced different constitutive parts of the protein: signal peptide (£2Z2ZZZ2), extracellular domain (C—J), transmembrane
region (NEEEE), cytoplasmic tail (SSSSN), I-domain (EZ==5) and divalent cation binding motifs ().
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Fig. 2 (continued).

human and murine CD11a, which is consistent with a role
in maintaining the global structure of the protein. The
mouse version distinguishes by an additional cysteine
residue at position 176 within the extracellular portion,
whereas the bovine CD11a possesses an additional cysteine
at position 1122 into the cytoplasmic tail. Whether this
additional cysteine causes enough structural changes to
underlie functional modifications remains unknown. Of
14 potential Asn-glycosylation sites in murine CD11a, the
ones present at amino acids 247, 421, 673, 753, 857, 876
and 904 are absent from both human and bovine sequences,
once more without predictable consequences on a function-
al point of view.

This study reports for the first time the isolation and
sequencing of the bovine LFA-1 « subunit (CD11a) cDNA,
and demonstrates that, despite some focal differences, it
shares all the main characteristics of its known mammalian
homologs. Along with the bovine CD18-encoding cDNA
which is available (Shuster et al., 1992), the sequence data
provided here allow the successful cloning of BoCDl11a,
thus giving the first opportunity to express bovine LFA-1 in
vitro as a tool to examine the specificities of inflammation in
the bovine species.
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Abstract

The leukocyte integrins play a critical role in a number of cellular adhesive interactions during the immune response. The ovine cDNA
encoding CD11a, the predominant o subunit of the B,-integrin family, was sequenced and compared with the human, bovine and murine
sequences. Despite some focal differences, it shares all the main characteristics of its known mammalian homologues. Along with the ovine
CD18-encoding cDNA, which is available for a few months, the sequence data provided here will allow the Ovis aries 3,-integrin CD11a/CD18
(LFA-1, o 32) expression in vitro as a tool to examine the specificities of inflammation in the ovine species.

© 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Integrin; LFA-1; ICAM; Adhesion; Ovine

1. Introduction

Lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1, ap 32,
CD11a/CD18) is a member of the 3,-integrin subfamily of
cell surface receptors. Integrins consist of a 120- to 180-kDa
a subunit (CD11ain this case) and a 90- to 110-kDa 8 subunit
that are noncovalently associated single-pass transmembrane
proteins (Springer, 1990). The bulk of each integrin subunit
is extracellular, where it typically functions as a receptor for
extracellular matrix molecules or as a counterreceptor for
surface proteins of apposed cells (Hynes, 1992). The het-
erodimer CD11a/CDI18 is expressed on all leukocytes and
mediates high affinity adhesion to a variety of cell types that
express one or more of the B,-integrins ligands, intercellu-
lar adhesion molecules (ICAM-1 to -5) (Bailly et al., 1995;

Abbreviations: Bo, bovine; hu, human; ICAM, intercellular adhesion
molecule; IDAS, I-domain allosteric site; kan, kanamycin; LFA, lymphocyte
function-associated antigen; MIDAS, metal-ion dependent adhesion site;
mu, murine; ov, ovine; PBMC, peripheral blood mononuclear cell; PMA,
phorbol myristate acetate; RACE, rapid amplification of cDNA ends; RT-
PCR, reverse transcription-polymerase chain reaction
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E-mail address: daniel.desmecht@ulg.ac.be (D. Desmecht).
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Gahmberg, 1997; Tian et al., 1997). The adhesion process
mediated is a critical step of a wide range of immunological
activities, including cytolysis of target cells, cross-interaction
and cross-stimulation between lymphocytes, phagocytosis of
complement-coated targets, neutrophils clearance from in-
flamed tissue, and the regulation of leukocyte traffic between
the bloodstream and tissues (Dunne et al., 2003; Hogg et
al., 2004; Salas et al., 2004; Yan et al., 2004). As the rele-
vance of the ovine model has been well established in such
diverse areas as immunology (Mitazaka and Trnka, 1985),
haematology (Zanjani et al., 1997), genomic cloning (Fulka
et al., 1998) or asthma (Abraham et al., 2000; Bischof et al.,
2003; Collie, 2003), increasing our knowledge about ovine
2 integrins is of great importance to offer new possibili-
ties for research and to provide additional insights into those
fields.

The Ovis aries CD18 (32) subunit has been well charac-
terised (Zecchinon et al., 2004), which is not the case of
its partner into the LFA-1 heterodimer, CD11a. The pur-
pose of this paper is to report the cloning and sequencing
of a cDNA encoding ovine CD11a, along with a compara-
tive sequence analysis with its human, bovine and murine
homologues.
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2. Materials and methods
2.1. RNA isolation

Total RNA from phorbol myristate acetate (PMA)-
stimulated (25ng/ml for 15min) ovine peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) was extracted with TRIzol (Invit-
rogen) as described by the manufacturer. The PBMCs were
obtained by density gradient centrifugation with Ficoll-Paque
Plus (Amersham) and maintained in RPMI 1640 supple-
mented with 10% foetal bovine serum (Gibco BRL), peni-
cillin (100 U/ml) and streptomycin (100 pg/ml) at 37°Cina
5% CO;, atmosphere.

2.2. Amplification of cDNA ends

We used SMART rapid amplification of ¢cDNA ends
(RACE) technology (Clontech Laboratories Inc.) to ob-
tain ovine CD11la (OvCDI11a) 5'- and 3’-ends and reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) to am-
plify full-length OvCD11a CDS. For first-strand cDNA syn-
thesis, and according to the sequence of BoCDl1la avail-
able (GenBank no. AY267467), gene-specific primers were
designed which were expected to give non overlapping
~1kb RACE products: a sense primer for the 3’-RACE
PCR: 5-TGCAATGTRAGCTCTCCCATCTTC-3’ (corre-
sponding to nt 2572-2595) and an antisense primer for the 5'-
RACE PCR: 5-CCGGCCTCCTCTCTGCTCCCCATAG-3’
(nt 1470-1446). Reverse transcription and polymerase chain
reactions (PCR) were carried out according to the instruc-
tion manual of the SMART RACE cDNA Amplification Kit.
The 5'- and 3’-RACE products were gel-purified using the
S.N.A.P.™ Gel Purification Kit (Invitrogen), TA-cloned into
pCRII-TOPO (Invitrogen) and seeded on kanamycin IPTG
plates. Miniprep were obtained from colonies grown in 5 ml
LB-Kan broth and the clones were sequenced on the ABI-
3730 Genetic Analyzer using the Big Dye terminator chem-
istry (Applied Biosystems).

2.3. Molecular cloning of full-length cDNA

Total RNA from PMA-stimulated PBMCs was re-
verse transcribed using Improm II (Promega). The full-
length cDNA was then generated by long distance
PCR using Advantage 2 polymerase (Clontech Lab-
oratories Inc.) with primers designed from the dis-
tal ends of both 5- and 3'-RACE products: 5'-
GTCGCCAGTAAATCCCAAGA-3 (sense, within the 5'-
UTR) and 5'-GCACCTCAATCTCCACCACT-3' (antisense,
3’UTR). The procedures recommended by the manufacturer
were followed, with these cycling parameters: 5 min at 94 °C,
then 35 cycles including (i) 30 s at 94 °C, (ii) 30 s at 60.5 °C
and (iii) 3 min 30's at 68 °C, followed by a final extension at
68 °C for 5 min. Resulting PCR products were then processed
for sequencing as aforementioned for the RACE products.
The CD11a ¢cDNA sequence was deduced from sequences

obtained from nine independent clones. Sequence data have
been deposited at GenBank under accession no. AY731091
and AY731092.

2.4. Bioinformatics

Primers design was performed with Netprimer
(http://www.premierbiosoft.com/netprimer) and Primer
3 (Rozen and Skaletsky, 2000). Nucleotidic sequence and
similarity analyses were carried out using, respectively,
Chromas v.2.21 (http://www.technelysium.com.au) and
BLAST programs (Altschul et al., 1990). Alignment of
amino acids sequences were drawn by GeneDoc v.2.6.002
(Nicholas et al., 1997) following the BLOSUM 62 matrix.
SignalP v.2.0.b2 (Nielsen et al., 1997) and NetNGlyc
v.1.0 (Jensen et al., 2002) provided peptide signal and
N-glycosylation sites prediction, respectively.

3. Results and discussion

3.1. Characterisation of OvCD1 1a-encoding cDNA and
deduced aa sequence

Two alleles have been identified for the OvCD11a cDNA.
The sequence contains ~4200 bp with an ORF of 3498 (Gen-
bank no. AY731092) or 3495 bp (Genbank no. AY731091)
depending on the allele that codes for 1165 or 1164 aa
followed by ~600bp in the 3’-UTR (Fig. 1). The mature
OvCDl11a contains a 23-aa putative leader peptide, an extra-
cellular domain of 1061 or 1062 residues (24—-1084/1085),
a single hydrophobic transmembrane region of 24 residues
(1085/1086-1108/1109) and a cytoplasmic tail of 57 residues
(Fig. 1). Seven N-linked putative glycosylation sites (Asn-X-
Thr/Ser) are present in the extracellular domain (Fig. 2). The
mature protein contains 21 cysteine residues, among which
one is located into the cytoplasmic tail (Fig. 2). The extra-
cellular domain also contains an inserted (I) domain of 172
amino acids (residues 153—324) quite similar to those found
in all the leukocyte integrin o subunits sequenced to date and
located between the 3 sheets 2 and 3 of a seven bladed [3-
propeller region (Huang et al., 1997). The I domain is homol-
ogous with repeated domains found in von Willebrand factor
and cartilage matrix protein (Springer, 1990) and can be ex-
pressed as an isolated domain. Its three-dimensional structure
consists of a five-stranded parallel 3-sheet core surrounded
on both faces by a-helices, with a short antiparallel strand
occurring on one edge of this sheet (Qu and Leahy, 1995).
The I domain contains a metal ion dependent adhesion site
(MIDAS) (Lee et al., 1995) (residues 159-163, 228, 261)
(Fig. 2) and an I-domain allosteric site (IDAS) that plays a
functional role in ICAM-1 binding (Huth et al., 2000; Lupher
et al., 2001; Lum et al., 2002). Three repeats with a diva-
lent cation binding motif are found at amino acid residues
465-473, 527-535 and 587-595 (Fig. 2). All the conserved
cysteines and all but one N-glycosylation sites are found out-
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Fig. 1.
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The nucleotide and deduced amino acid sequences of Ovis aries CD11a cDNA. The putative leader peptide and transmembrane region are underlined.
Nine independent clones were sequenced in both directions. Sequence data have been deposited at GenBank under accession no. AY731091 and AY731092

(shown here). Both sequences differ by a glutamine deletion in position 743 (#) in sequence AY731091.

side the I region and divalent cation binding motifs (Fig. 2),
consistent with the hypothesis that these regions may un-
dergo conformational changes important in ligand binding
(Rothlein and Springer, 1986; Larson et al., 1989).

3.2. Comparison among species

Overall, the general organization of ovine, bovine (Fett et
al., 2004), human (Larson et al., 1989) and murine (Kaufman
et al., 1991) CD11a proteins is quite similar (Fig. 2). Com-
parison between OvCD1 1a sequence and its bovine, human
and murine counterparts shows overall 94%, 77% and 68%
identity, respectively, with the highest identity for the MIDAS
and the cation binding motifs and the lowest identity for the
cytoplasmic domain (Table 1). The high conservation of the
MIDAS and the putative cation binding motifs is consistent
with an involvement of these regions in the functional activity
of LFA-1 o subunit, as suggested by the requirement of Mg?*
and Ca%" for CD11a/CD18-dependent cellular interactions
(Rothlein and Springer, 1986) or binding to purified ICAM-1
(Dustin and Springer, 1989; Vitte et al., 2004). By contrast,
the low conservation of the cytoplasmic tail suggests that it
is not required to guarantee adequate functioning of LFA-
1. This is in agreement with the observation that truncation
of the LFA-1 « subunit cytoplasmic domain has no effect

on binding to ICAM-1, whereas binding is markedly dimin-
ished by B subunit cytoplasmic domain truncation (Hibbs
et al., 1991). Residue Glu-332 that is located in the linker
following the I domain and that is known to be critical for
communication to the (3, I-like domain, rolling, integrin ex-
tension and activation by Mn?* of firm adhesion (Salas et al.,
2004) is strictly conserved.

Every cysteine residue in the ovine extracellular portion
of mature CD11a is present at the same location in bovine,
human and murine CD11a, which is consistent with a role in
maintaining the global structure of the protein. The mouse

Table 1

Between-species percent identities of CD11a constitutive blocks
Block Ovvs.Bo Ovvs.Hu  Ovyvs.Mu
Overall 94 77 68
Putative signal peptide 82 52 41
Extracellular domain 94 78 70
Transmembrane region 95 95 79
Cytoplasmic tail 96 56 50
I-domain 96 86 73
MIDAS 100 100 85
Putative cation binding motif 1 100 88 66
Putative cation binding motif 2 100 75 87
Putative cation binding motif 3 100 88 77

Ov, Bo, Hu and Mu: ovine, bovine, human and murine CD11a, respectively;
MIDAS: metal-ion dependent adhesion site.
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Fig. 2. Comparison of the ovine (Ov-), bovine (Bo-), human (Hu-) and murine (Mu-) o subunits amino acid sequences. The letters in the top row identify
the constitutive blocks: putative signal peptide (s), extracellular domain (e), transmembrane region (t), cytoplasmic tail (c), I-domain (i), MIDAS motif (m)
and divalent cation binding motifs (d). Black, dark and light gray columns represent identity among 4, 3 and 2 species, respectively. Cysteine residues (#) and
potential N-glycosylation sites (*) are marked at the bottom of the sequences. The important Glu-332 residue (+) and the GIn-743 residue, which is absent in

the smaller allele (=), are identified.
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version distinguishes by an additional cysteine residue at po-
sition 199 (mouse numbering) within the extracellular por-
tion. Of seven potential Asn-glycosylation sites in ovine
CDl1a, the ones present at amino acids 185, 667, 723 and
859 are strictly conserved, one is only absent from murine
CDl11a(residue 894) and two are only presentin ovine CD11a
(residues 646 and 1030), once more without predictable con-
sequences on a functional point of view.

This study reports for the first time the isolation and se-
quencing of the ovine LFA-1 a subunit (CD11a) cDNA, and
demonstrates that, despite some focal differences, it shares
all the main characteristics of its known mammalian homo-
logues. Along with the ovine CD18-encoding cDNA which
is now available (Zecchinon et al., 2004), the sequence data
provided here allow the successful cloning of OvCD11a, thus
giving the first opportunity to express ovine LFA-1 in vitro
as a tool to examine the specificities of inflammation in the
ovine species.
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Abstract

Background: Lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1, CDI1a/CD18, alpha L beta 2) is
required for many cellular adhesive interactions during the immune response.

Methods: We used SMART RACE technology to obtain caprine CDI la 5'- and 3'-ends and RT-

PCR to amplify the full-length CDS.

Results: The Capra hircus CD | la-encoding cDNA was sequenced and compared with its human,
murine, rat, bovine and ovine counterparts. Despite some focal differences, it shares all the main
characteristics of its known mammalian homologues.

Conclusion: Therefore, along with the caprine CD8-encoding cDNA, which has been available
for a few months, the sequence data revealed here will allow the Capra hircus LFA-1 expression in
vitro as a tool to explore the specificities of inflammation in the caprine species.

Background

Lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1, o, f3,,
CD11a/CD18) is a member of the B,-integrin subfamily
of cell surface receptors. Integrins consist of a 120 to 180
kDa o subunit (CD11a in this case) and a 90 to 110 kDa
B subunit that are noncovalently associated single-pass
transmembrane proteins [1]. The bulk of each integrin
subunit is extracellular, where it typically functions as a
receptor for extracellular matrix molecules or as a counter-
receptor for surface proteins of apposed cells [2]. The het-
erodimer CD11a/CD18 is expressed on all leukocytes and
mediates high affinity adhesion to a variety of cell types
that express one or more of the B,-integrins ligands, inter-
cellular adhesion molecules (ICAM-1 to -5) [3-5]. The
adhesion process mediated is a critical step of a wide range

of immunological activities, including cytolysis of target
cells, cross-interaction and cross-stimulation between
lymphocytes, phagocytosis of complement-coated targets,
neutrophils clearance from inflamed tissue, and the regu-
lation of leukocyte traffic between the bloodstream and
tissues [6-9]. As the relevance of the goat model for stud-
ying leukocyte traffic, diapedesis and pathologic tissue
infiltration is well established in such important areas as
mastitis [10-13] or lentivirus-associated diseases [14-16],
increasing our knowledge about caprine f, integrins is of
great importance to offer new possibilities for research
and to provide additional insights into those fields. Along
with the caprine CD18-encoding cDNA, which is availa-
ble for a few months [17], the sequence data provided
here will allow the Capra hircus B,-integrin CD11a/CD18
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expression in vitro as a tool to examine the specificities of
inflammation in the caprine species.

Methods

RNA isolation

Total RNA from phorbol myristate acetate (PMA)-stimu-
lated (25 ng/ml for 15 min) caprine (Boer breed) periph-
eral blood mononuclear cells (PBMC) was extracted with
TRIzol (Invitrogen, USA) as described by the manufac-
turer. The PBMCs were obtained by density gradient cen-
trifugation with Ficoll-Paque Plus (Amersham, USA) and
maintained in RPMI 1640 supplemented with 10% foetal
bovine serum (Gibco BRL, USA), penicillin (100 U/ml)
and streptomycin (100 pg/ml) at 37°C in a 5% CO,
atmosphere.

Amplification of cDNA ends

We used SMART RACE technology (Clontech Laboratories
Inc., USA) to obtain caprine CD11a (CaCD11a) 5'- and 3'-
ends and RT-PCR to amplify full-length CaCD11a CDS.
For first-strand ¢cDNA synthesis, and according to the
sequence of bovine CD1la available [GenBank:
AY267467], gene-specific primers were designed which
were expected to give non overlapping ~1 kb RACE prod-
ucts: a sense primer for the 3'-RACE PCR : 5-TGCAAT-
GTRAGCTCTCCCATCTTC-3' (corresponding to nt 2572
to nt 2595) and an antisense primer for the 5'-RACE PCR
: 5'-CCGGCCTCCTCTCTGCTCCCCATAG-3' (nt 1470 to
nt 1446). Reverse transcription and polymerase chain
reactions (PCR) were carried out according to the instruc-
tion manual of the SMART RACE cDNA Amplification Kit.
The 5'- and 3'-RACE products were gel-purified using the
S.N.A.P.™ Gel Purification Kit (Invitrogen, USA), TA-
cloned into pCRII-TOPO (Invitrogen, USA) and seeded
on kanamycin IPTG plates. Miniprep were obtained from
colonies grown in 5 ml LB-kanamycin broth and the
clones were sequenced on the ABI-3730 Genetic Analyzer
using the Big Dye terminator chemistry (Applied Biosys-
tems, USA).

Molecular cloning of full-length cDNA

Total RNA from PMA-stimulated PBMCs was reverse tran-
scribed using Improm II (Promega, USA). The full-length
cDNA was then generated by long distance PCR using
Platinum Taq DNA polymerase High Fidelity (Invitrogen,
USA) with primers designed from the distal ends of both
5'- and 3'-RACE products : 5-GTCGCCAGTAAATC-
CCAAGA-3' (sense, within the 5'-UTR) and 5'-GCACCT-
CAATCTCCACCACT-3"  (antisense,  3'UTR).  The
procedures recommended by the manufacturer were fol-
lowed, with these cycling parameters : 5 min at 94°C, then
35 cycles including (i) 30 s at 94°C, (ii) 30 s at 58°C and
(i) 3 min 30 s at 68°C, followed by a final extension at
68°C for 5 min. Resulting PCR products were then proc-
essed for sequencing as aforementioned for the RACE

http://www.biomedcentral.com/1746-6148/1/4

products. The CD11a cDNA sequence was deduced from
sequences obtained from nine independent clones.
Sequence data have been deposited at GenBank under
accession No. AY773018 and AY773019.

Bioinformatics

Primers design was performed with Netprimer [18] and
Primer 3 [19]. Nucleotidic sequence and similarity analy-
ses were carried out using respectively Chromas v.2.21
[20] and BLAST programs [21]. Alignment of amino acids
sequences were drawn by GeneDoc v.2.6.002 [22] follow-
ing the BLOSUMG62 matrix. SignalP v.2.0.b2 [23] and
NetNGlycv.1.0 [24] provided peptide signal and N-glyco-
sylation sites prediction, respectively.

Results & discussion

Characterisation of CaCD I | a-encoding cDNA and
deduced aa sequence

Two alleles have been identified for the CaCD11a cDNA.
The sequence contains ~4200 bp with an ORF of 3498
|Genbank: AY773019] or 3495 bp [Genbank: AY773018]
depending on the allele that codes for 1165 or 1164 aa
followed by ~600 bp in the 3'-UTR (Fig. 1). The mature
CaCD11a contains a 23-aa putative leader peptide, an
extracellular domain of 1061 or 1062 residues (24-1084/
1085), a single hydrophobic transmembrane region of 24
residues (1085/1086-1108/1109) and a cytoplasmic tail
of 57 residues (Fig. 1). Nine N-linked putative glycosyla-
tion sites (Asn-X-Thr/Ser) are present in the extracellular
domain (Fig. 2). The mature protein contains 19 cysteine
residues among which one is located into the cytoplasmic
tail (Fig. 2). The extracellular domain also contains an
inserted (I) domain of 172 amino acids (residues 153-
324) quite similar to those found in all the leukocyte
integrin o subunits sequenced to date and located
between the [ sheets 2 and 3 of a seven bladed B-propeller
region [25]. The I-domain is homologous with repeated
domains found in von Willebrand factor and cartilage
matrix protein [1] and can be expressed as an isolated
domain. Its three-dimensional structure consists of a five-
stranded parallel -sheet core surrounded on both faces
by a-helices, with a short antiparallel strand occurring on
one edge of this sheet [26]. The I-domain contains a metal
ion-dependent adhesion site (MIDAS) [27] (residues
159-163, 228, 261) (Fig. 2) and an I-domain allosteric
site (IDAS) that plays a functional role in ICAM-1 binding
[28-30]. Three repeats with a divalent cation binding
motif are found at amino acid residues 465-473, 527-
535 and 587-595 (Fig. 2). All the conserved cysteines and
all but one N-glycosylation sites are found outside the I
region and divalent cation binding motifs (Fig. 2), con-
sistent with the hypothesis that these regions may
undergo conformational changes important in ligand
binding [31,32].
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The nucleotide and deduced amino acid sequences of Capra hircus CD I l1a cDNA. The putative leader peptide and
transmembrane region are underlined. Nine independent clones were sequenced in both directions. Sequence data have been
deposited at GenBank under accession No. AY773018 and AY773019 (shown here), respectively without and with GIn-743

#).

General comparison among species

Overall, the general organization of caprine, bovine [33],
ovine [34], human [32], murine [35] and rat [GenBank:
NW_047562] CD11a proteins is quite similar (Fig. 2).
Comparison between mature CaCD11a sequence and its
bovine, ovine, human, murine and rat counterparts shows
overall 94%, 98%, 77%, 68% and 55% identity, respec-
tively, with the highest identity for the MIDAS, the cation
binding motifs and the transmembrane region and the
lowest identity for the cytoplasmic tail (Table 1). The high
conservation of the MIDAS and the putative cation bind-
ing motifs is consistent with an involvement of these
regions in the functional activity of LFA-1 o subunit, as
suggested by the requirement of Mg2?+ and Ca2?* for
CD11a/CD18-dependent cellular interactions [31] or
binding to purified ICAM-1 [36,37]. The transmembrane
region shows also a high degree of conservation that could
be explained by (i) physicochemical, and (ii) functional
constraints. Indeed, (i) residues lying in the membrane
have to possess rather hydrophobic character to allow
liposolubility, which is confirmed by the presence of
many leucine residues (figure 2) and (ii) bi-directional

integrin signalling (inside-out and outside-in) is accom-
plished by transmission of information across the plasma
membrane [38]. By contrast, the low conservation of the
cytoplasmic tail suggests that it is not required to guaran-
tee adequate functioning of LFA-1. This is in agreement
with the observation that truncation of the LFA-1 o subu-
nit cytoplasmic domain has no effect on binding to ICAM-
1, whereas binding is markedly diminished by B subunit
cytoplasmic domain truncation [39]. Residue Glu-332
that is located in the linker following the I-domain and
that is known to be critical for communication to the 3, I-
like domain, rolling, integrin extension and activation by
Mn2+ of firm adhesion [8] is strictly conserved.

Every cysteine residue in the caprine extracellular portion
of mature CD11a is present at the same location in
bovine, ovine, human, murine and rat CD11a, which is
consistent with a role in maintaining the global structure
of the protein whereas two cysteine residues (positions
1009 and 1048) are absent from caprine CD11a and
therefore do not seem to be indispensable. The mouse
version distinguishes by an additional cysteine residue at
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Figure 2

Comparison of the caprine (Ca-), bovine (Bo-), human (Hu-), murine (Mu-) and rat (Ra-) o subunits amino acid
sequences. The letters in the top row identify the constitutive blocks: putative signal peptide (s), extracellular domain (e),
transmembrane region (t), cytoplasmic tail (c), I-domain (i), MIDAS motif (m) and divalent cation binding motifs (d). Black, dark
grey and light grey columns represent identity among 6, 5 and 4 species, respectively. Cysteine residues (#) and potential N-
glycosylation sites (*) are marked at the bottom of the sequences. The important Glu-332 residue (+) and the GIn-743 residue

which is absent in the smaller allele (=) are identified.

position 199 (mouse numbering) within the extracellular
portion. Of nine potential Asn-glycosylation sites in
caprine CD11a, the ones present at amino acids 185, 667,
723 and 859 are strictly conserved, one is only absent
from murine and rat CD11a (residue 894), without pre-
dictable consequences on a functional point of view.

Interestingly, as in sheep [34] and human [GenBank:
NM_ 002209 and AY892236], an allelic variant with a tri-
plet insertion resulting in an additional Glu744 in the
extracellular domain was consistently identified, which
suggests an allelic polymorphism that might be biologi-
cally relevant. Studies of genomic sequences will permit to
know if this addition represents two alleles or not.

Finally, one has to note that the lowest between-species
percent identities are observed with the rat CD11a
sequence which has been derived from an annotated
genomic sequence. Cloning and characterisation of rat
CD11a from rat PBMCs would probably give a higher
identity.

Conclusion

This study reports for the first time the isolation and
sequencing of the caprine LFA-1 o subunit (CD11a)
cDNA, and demonstrates that, despite some focal differ-
ences, it shares all the main characteristics of its known
mammalian homologues. Along with the caprine CD18-
encoding cDNA which is now available [17], the sequence
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Table I: Between-species percent identities of CD1 la constitutive blocks. Ca, Bo, Ov, Hu, Mu and Ra: caprine, bovine, ovine, human,
murine and rat CDI la, respectively; MIDAS: metal-ion dependent adhesion site.

Block Ca vs. Bo (%) Cavs. Ov (%) Ca vs. Hu (%) Ca vs. Mu (%) Ca vs. Ra (%)
Overall 94 98 77 68 55
Putative signal peptide 86 95 60 41 4
Extracellular domain 94 98 78 69 60
Transmembrane region 95 100 95 79 87
Cytoplasmic tail 92 94 58 50 47
I-domain 95 99 86 72 75
MIDAS 100 100 100 85 85
Putative cation binding motif | 100 100 88 66 55
Putative cation binding motif 2 100 100 77 88 88
Putative cation binding motif 3 100 100 88 77 88

data provided here will allow the successful expression of
caprine LFA-1 in vitro as a tool to examine the specificities
of inflammation in the caprine species.
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Mannheimiosis is the major respiratory disease among some ruminants, whereas it is not pathogenic for
other mammals, an observation that has been attributed to a specific interaction between Mannheimia
haemolytica leukotoxin (Lkt) and bovine or ovine CD18 subunit of lymphocyte function-associated
antigen-1 (LFA-1) and Mac-1. We therefore hypothesized that Lkt utilizes CD18 as its receptor on caprine
leukocytes as well. We have transiently transfected the B,-integrins-deficient K-562 cell line with cDNAs
encoding caprine CD11a and caprine CD18 to determine the susceptibility of the transfectants to Lkt-

giya \;vords: induced cytolysis. Flow cytometric analysis of the transfectants revealed surface expression of caprine
Mannheimia haemolytica LFA-1 and lysis by Lkt in a concenFration—dependent manner Yvhereas the parent cells_\(vere not.
Leukocyte Moreover, K562 cells expressing caprine CD18 and human or bovine CD11a were also sensitive to Lkt
LFA-1 whereas K-562 cells expressing caprine CD11a and human CD18 were not. Taken together, these results
D18 indicate that CD18 on caprine leukocytes serves as a receptor for Lkt.

© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The bacterium Mannheimia haemolytica plays a major role as
secondary pathogen in the final progression to severe pleuro-
pneumonias in cattle, sheep and goats. M. haemolytica is a Gram-
negative, non-motile, coccobacillus and a commensal of upper
respiratory tract of these animals. Twelve serotypes have been
described and serotypes A1, A2 and A6 have been shown to prevail
in cattle and sheep [1]. Its pathogenesis involves many predispos-
ing agents such as viruses (parainfluenza virus 3, bovine herpes
virus 1, bovine respiratory syncytial virus), bacteria (Pasteurella
multocida, Mycoplasma bovis, Arcanobacterium pyogenes), environ-
ment (excessive temperatures, change of feed, dust...) or stress
associated to weaning, dehorning, and shipping [1-7]. These factors
seem to alter the upper respiratory tract epithelium allowing M.
haemolytica to colonize it, escaping clearance, and to move from
nasopharynx to lungs, leading to a broncho-alveolar kind of
pneumonia which is accompanied by high morbidity and mortality
[8-10]. Pulmonary lesions are lobular, anteroventrally distributed

Abbreviations: Bo, bovine; ca, caprine; hu, human; ov, ovine; ICAM, intercellular
adhesion molecule; kan, kanamycin; LFA, lymphocyte function-associated antigen;
Lkt, leukotoxin; PAF, paraformaldehyde; PMA, phorbol myristate acetate; PBMC,
peripheral blood mononuclear cell; RTX, repeats-in-toxin; UTR, untranslated
region.

* Corresponding author. Tel.: +32 4 366 4075; fax: +32 4 366 4565.

E-mail address: daniel.desmecht@ulg.ac.be (D. Desmecht).
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0882-4010/$ - see front matter © 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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and are characterized by extensive infiltration of neutrophils [11,12]
and exudation of fibrin into airways and alveoli. In these latter,
multifocal areas of coagulation necrosis are observed, wrought by
the cytolysis of many neutrophils and macrophages that pour
a variety of toxic compounds in situ which in turn aggravate
pulmonary damage [2,4].

Several virulence factors have been described for M. haemolytica,
the main of which being the leukotoxin (Lkt) and the lipopolysac-
charides. Lkt is a 102-kDa protein produced during the logarithmic
phase growth of the bacterium in vitro [13]. It is a member of the
repeats-in-toxin (RTX) family of pore-forming cytotoxins [1], and is
cytotoxic only for ruminant leukocytes, a phenomenon that is
correlated with its ability to bind and interact with the bovine and
ovine Py-integrins. Mammalian integrins form several subfamilies
sharing common B subunits that associate with different o subunits.
B2 integrins include four different heterodimers: CD11a/CD18
(lymphocyte function-associated antigen-1 or LFA-1, oif;), the
predominant f,-integrin, CD11b/CD18 exclusive to granulocytes and
monocytes (Mac-1, amfB2), CD11c/CD18 (CR4, axp2), and CD11d/CD18
(aDb2, apfy). The CD11a-d/CD18 heterodimers are expressed on all
leukocytes and mediate high affinity adhesion to a variety of cell
types that express one or more of the fB,-integrins ligands, inter-
cellular adhesion molecules (ICAM-1 to -5) [14-17]. The adhesion
process mediated is a critical step of a wide range of immunological
activities, including cross-interaction and cross-stimulation
between lymphocytes, phagocytosis of complement-coated targets,
platelet aggregation, regulation of leukocyte traffic between the
bloodstream and tissues, or cytolysis of target cells.
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Several studies have shown that CD18 mediates Lkt-induced
cytolysis of bovine and ovine leukocytes, suggesting that the most
widespread cattle respiratory disease, that with the most impor-
tant impact on beef production worldwide, is due to a tiny rumi-
nant-specific focal variation in the CD18-expressing gene [1,18-26].

Recently, cDNAs for caprine CD11a and CD18 were cloned and
sequenced [23,27], but their role in Lkt-induced cytolysis has not
been investigated so far. Comparison of the amino acid sequence of
caprine CD18 versus bovine and ovine CD18 revealed 96 and 99%
identity, respectively. This finding, along with the fact that Lkt is
specific for leukocytes of cattle, sheep and goats, prompted us to
hypothesize that Lkt utilizes CD18 as its receptor on caprine
leukocytes as well. Therefore, the objective of this study was to
express caprine as well as heterologous caprine/bovine and
caprine/human LFA-1 on the Lkt-non-susceptible K-562 cell line,
and to determine the effect of CD18 expression on the susceptibility
of these transfected cell lines to Lkt-induced cytolysis.

2. Results
2.1. Validation of Lkt preparation

The purified Lkt was validated by incubating three different cell
lines with the toxin in dilution before analysis for cell viability by
MTS assay. As expected, Lkt induces concentration-dependent cell
death of bovine lymphoblastic BL-3 cells whereas human myelo-
blastic Raji cells and f-integrins-deficient human lymphoblastic
K-562 cells were not affected (Fig. 1A).

In order to confirm that the cytolysis of BL-3 cells was specifi-
cally induced by Lkt, the toxin was preincubated with the LPS
inhibitor polymyxin B (Sigma, USA) at 10 ug/ml for 30 min at 4 °C,
before incubation with the cells and analysis for cell viability by
MTS assay. No significant difference was observed when compared
to Lkt alone (data not shown).

The Lkt 1:32 dilution, which induces maximal toxicity (Fig. 1A),
was then incubated with BL-3 cells and the Lkt-neutralizing MADb
(Fig. 1B). As expected, antibody MMG601 inhibits Lkt-induced
cytolysis at low but not at high dilution.

Taken together, these results validate the Lkt preparation for
further experiments.

2.2. Caprine leukocytes express LFA-1 and are lysed by
M. haemolytica leukotoxin

To confirm that caprine leukocytes are susceptible to M. hae-
molytica Lkt-induced cell death, peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) were isolated and submitted to different dilutions of
leukotoxin before propidium iodide (PI) analysis by flow cytometry.
PI analysis was preferred as it directly measures cell death, on the
contrary of the MTS assay that rather measures cell viability.
Moreover, the PI method was found to be more sensitive. As
expected, Lkt lysed caprine PBMCs in a concentration-dependent
manner (Fig. 2) as well as bovine lymphoblastic BL3 cells (data not
shown) whereas K-562 cell line and human myeloblastic Raji cells
were not susceptible (data not shown).

Moreover, 95-100% of caprine PBMCs (with 5-7% mortality)
express LFA-1 as revealed by flow cytometric analysis of cell surface
expression of CD11a and CD18 subunits, suggesting that the het-
erodimer CD11a/CD18 could serve as the receptor for Lkt.

2.3. K-562 cells transfected with cDNAs coding for caprine LFA-1
express the receptor on the cell surface

The human lymphoblastic K-562 cell line was selected for
transfection with caprine LFA-1, because of its resistance to M.
haemolytica Lkt-induced cell death and lack of endogenous
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Fig. 1. Quality control of Lkt preparation. A. The bovine lymphoblastic BL-3 cell line
(rhombs), the human myeloblastic Raji cells (squares) and the B,-integrins-deficient
human lymphoblastic K-562 (triangles) cell line were incubated with several dilutions
of Lkt from serotype A1 and then analysed for cell viability by MTS assay. Lkt induces
concentration-dependent cell death of BL-3 cells whereas Raji and K-562 cells were not
affected. The means of one representative experiment (performed in triplicate) are
shown. The error bars indicate standard deviations. B. Cell viability of BL-3 cells was
measured by MTS assay in the presence of (from left to right) culture medium, Lkt
diluted 1:32 alone or with the specific inhibitory monoclonal antibody MM601 diluted
1000 or 512,000 times. Lkt decreases cell viability, when compared to BL-3 incubated
with culture medium alone. Antibody MM601 inhibits Lkt-induced cytolysis at 1:1000
but not at the higher dilution (1:512,000). The means of one representative experiment
(performed in triplicate) are shown. The error bars indicate standard deviations.

B2-integrin expression [28]. Caprine CD11a and CD18 cDNAs were
cloned into the mammalian expression vector pcDNA4/TO and
resultant vectors were transfected into K-562 cells. Flow cytometric
analysis with the anti-CD11a MAb revealed that ~80% of the
transfectants (<10% mortality) express recombinant caprine LFA-1
at the cell surface. Similar expression levels were obtained with
K-562 transfected with bovine or human LFA-1.

2.4. Expression of caprine LFA-1 by the transfectants renders them
susceptible to Lkt-induced cytolysis

The K-562 cell line transiently transfected with caprine LFA-1
was subjected to serial dilutions of leukotoxin from serotype Al
before propidium iodide analysis by flow cytometry. Lkt lysed these
transfectants in a concentration-dependent manner as well as
K-562 cells transfected with bovine LFA-1 (Fig. 3), whereas parent
K-562 cells and K-562 transfected with human LFA-1 were not
affected by Lkt (data not shown), indicating that recombinant
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Fig. 2. M. haemolytica Lkt induces cytolysis of caprine PBMCs. Leukocytes were incu-
bated with several dilutions of Lkt from serotype A1 (undiluted, diluted 1:2; 1:4; 1:8
and 1:800) and then analysed for cytolysis by measuring percentage of propidium
iodide positive cells by flow cytometry. Lkt induces concentration-dependent cell
death of caprine PBMCs, as well as paraformaldehyde 10% (PAF, positive control)
whereas culture medium (RPMI) do not (negative control). The means of one repre-
sentative experiment (performed in duplicate) are shown. The error bars indicate
standard deviations.

expression of caprine LFA-1 on K-562 cells renders them suscep-
tible to Lkt-induced cytolysis.

2.5. Caprine CD18 mediates Lkt-induced cytolysis of transfectants

In order to demonstrate the direct involvement of caprine CD18
in the mediation of Lkt-induced cytolysis, we generated trans-
fectants expressing heterologous LFA-1 (human CD11a/caprine
CD18 and bovine CD11a/caprine CD18). They were subjected to
serial dilutions of leukotoxin from serotype A1 before propidium
iodide analysis by flow cytometry.

Lkt lysed the K-562 cell line transiently transfected with caprine
CD18 in combination either with human CD11a or bovine CD11a in
a concentration-dependent manner, as well as K-562 transiently
transfected with caprine CD11a and bovine CD18, whereas K-562
transiently transfected with caprine CD11a and human CD18 were
not affected by Lkt (Fig. 4). Taken together, these results confirmed
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Fig. 3. M. haemolytica Lkt induces cytolysis of the transfectants expressing caprine
LFA-1. The K-562 cells transfected with caprine CD11a and CD18 (CaLFA-1) or with
bovine CD11a and CD18 (BoLFA-1) were incubated with several dilutions of Lkt from
serotype A1 (undiluted, diluted 1:2; 1:4; 1:8 and 1:800) and then analysed for cytolysis
by measuring percentage of propidium iodide positive cells by flow cytometry. Lkt
induces concentration-dependent cell death of transfectants expressing caprine or
bovine LFA-1, as well as paraformaldehyde 10% (PAF, positive control, 85-95% cell
death, not shown) whereas culture medium (RPMI) do not (negative control). The
parent K-562 cell line and transfectants expressing human LFA-1 are not affected by
Lkt (not shown). The means of two representative experiments are shown. The error
bars indicate standard deviations.

Lkt vs RPMI

Fig. 4. M. haemolytica Lkt induces cytolysis of the heterologous transfectants
expressing caprine CD18. The transfectants were incubated with undiluted Lkt from
serotype A1 and then analysed for cytolysis by measuring percentage of propidium
iodide positive cells by flow cytometry. Lkt induces cell death of transfectants
expressing BoCD11a/CaCD18, HuCD11a/CaCD18 or CaCD11a/BoCD18, as well as para-
formaldehyde 10% (PAF, positive control, 80-95% cell death, not shown) whereas
culture medium (RPMI) do not (negative control). The heterologous transfectants
expressing CaCD11a/HuCD18 are not affected by Lkt. The means of three (Bo/Ca and
Hu/Ca) or two (Ca/Bo and Ca/Hu) representative experiments are shown. The error
bars indicate standard deviations.

the recombinantly expressed caprine CD18 as the mediator of the
Lkt-induced cytolysis of the transfectants.

3. Discussion

Since (i) M. haemolytica leukotoxin lyses bovine and ovine
leukocytes [29-38] following a specific interaction with the CD18
subunit [1,18-26,28,39]; and (ii) caprine (Capra hircus) CD18 has 96
and 99% amino acid sequence identity to bovine and ovine CD18,
respectively, we reasoned that CD18 is likely to serve as the
receptor for Lkt on caprine leukocytes as well. Flow cytometric
analysis of the caprine PBMCs strengthened this hypothesis by
revealing high surface expression of caprine LFA-1 (>95%) and lysis
by Lkt in a concentration-dependent manner (Fig. 2).

In order to unequivocally demonstrate that caprine CD18
mediates Lkt-induced cytolysis, we first transiently transfected the
Lkt-non-susceptible K-562 cell line (naturally expressing no
B2-integrins) with cDNAs for caprine CD11a[27] and CD18 [23]. This
renders the resulting transfectants susceptible to Lkt in a dose-
dependent manner (Fig. 3). Similar data were obtained with
transfectants expressing recombinant bovine LFA-1 (Fig. 3)
whereas the K-562 parent cell line and transfectants expressing
recombinant human LFA-1 were not affected by Lkt, indicating that
recombinant expression of caprine LFA-1 on K-562 cells renders
them susceptible to Lkt-induced cytolysis.

Moreover, K562 cells expressing caprine CD18 and human or
bovine CD11a were also susceptible to Lkt, as well as transfectants
expressing bovine CD18 and caprine CD11a, whereas K-562 cells
expressing caprine CD11a and human CD18 were not (Fig. 4).

4. Conclusion

These results clearly demonstrate that CD18 on caprine leuko-
cytes serves as a receptor for M. haemolytica Lkt, and that CD18
alone [26] is adequate to mediate the Lkt-induced cytolysis of
target cells, as it does on bovine [22,25] and ovine [25,38,40]
leukocvtes.
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5. Materials and methods
5.1. Cell lines and growth conditions

Caprine peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were
obtained by density gradient centrifugation with ACCUSPIN™
System-HISTOPAQUE®-1077 (Sigma, Belgium) from 10 ml of blood
collected on EDTA tubes.

The bovine lymphoblastic BL3 cells (ATCC CRL-8037), the human
myeloblastic Raji cells (ATCC CCL-86) and the lymphoblastic
B2-integrin-deficient K-562 cell line (ATCC CCL-243) were grown
following recommendations of the manufacturer.

Caprine PBMCs as well as Raji cells, K-562 native and transiently
transfected cells were maintained in RPMI 1640 supplemented
with 10% fetal bovine serum, penicillin (100 U/ml), streptomycin
(100 pg/ml) and fungizone (1.3 pg/ml) at 37 °C in a 5% CO, incu-
bator. Cell culture reagents were purchased from Lonza, Belgium.

5.2. Cloning and expression of caprine, bovine and human CD11a
and CD18

Cloning and expression of caprine CD11a [27], caprine CD18 [23]
and bovine CD11a [41] were already described.

Bovine CD18 was obtained from BL3 cells. Briefly, total RNA from
phorbol myristate acetate (PMA) - stimulated (25 ng/ml for 15 min)
BL-3 cell suspension was extracted with TRIzol (Invitrogen, Bel-
gium) as described by the manufacturer and reverse transcribed
using Improm II (Promega, Belgium). The full-length cDNA was
then generated by long distance PCR using Elongase (Invitrogen,
Belgium) with primers designed from the available bovine CD18
sequence (GenBank accession no. M81233): 5'-CAGCCTGGTGAAG
AGCAGAG-3' (sense, within the 5-UTR) and 5'-GCATTTTTGGTTA
ACGGTGAAG-3’ (antisense, 3’-UTR). The procedures recommended
by the manufacturer were followed, with the following cycling
parameters: 2 min 30 s at 94 °C, then 35 cycles including: (i) 30 s at
94 °C; (ii) 45 s at 58 °C; and (iii) 2 min 30s at 68 °C, followed by
a final extension at 68 °C for 10 min. Resulting PCR product was
then sequenced on an ABI-3730 Genetic Analyzer using the Big Dye
terminator chemistry (Applied Biosystems, Belgium) and was
shown to correspond to the published sequence.

Human CD11a and CD18 were obtained from Raji cells. Briefly,
total RNA from phorbol myristate acetate (PMA) - stimulated
(25 ng/ml for 15 min) Raji cell line was extracted with TRIzol (Invi-
trogen, Belgium) as described by the manufacturer and reverse
transcribed using Improm II (Promega, Belgium). The full-length
cDNA was then generated by long distance PCR using Elongase
(Invitrogen, Belgium) with primers designed from the human CD11a
(GenBank accession no. NM 002209) and CD18 (GenBank accession
no. NM 000211) sequences available: 5'-GGCATGATCATTTTCCT
CT-3’ (CD11a, sense, within the 5-UTR), 5'-CTCACTTTTGCAGCCCTC
TT-3’ (CD11a, antisense, 3’-UTR), 5'-CAGGGCAGACTGGTAGCAAA-3’
(CD18, sense, within the 5'-UTR) and 5'-CACGCACCTAACCTCACCAA-
3’ (CD18, antisense, 3/-UTR). The procedures recommended by the
manufacturer were followed, with the following cycling parame-
ters: 2 min 30 s at 94 °C, then 35 cycles including: (i) 30 s at 94 °C;
(ii)45 sat 50 °C(HuCD18) or 53 °C(HuCD11a); and (iii) 3 min 30 s at
68 °C, followed by a final extension at 68 °C for 10 min. Resulting
PCR products were then sequenced on an ABI-3730 Genetic
Analyzer using the Big Dye terminator chemistry (Applied Bio-
systems, Belgium) and were shown to correspond to the published
sequences.

CD11a and CD18 cDNAs were cloned into the mammalian
expression vector pcDNA4/TO (Invitrogen, Belgium) and transformed
into Escherichia coli TOP10 chemically competent cells. Plasmid DNA
was extracted from ampicillin resistant clones and purified with
NucleoBondO Xtra Midi EF (Macherey-Nagel, Germany).

5.3. Production of M. haemolytica Lkt

Production and purification of Lkt from M. haemolytica will be
described in a specific paper. Briefly, M. haemolytica serotype Al
(strain SH1217, ATCC BAA-409) was grown to logarithmic phase in
brain heart infusion broth (Oxoid, France) at 37 °C, collected by
centrifugation (10,000 x g for 20 min at 4 °C), purified by chroma-
tography, concentrated by ammonium sulphate (Sigma, Belgium),
dialysed against phosphate buffer saline (5 mM Na;HPO4, 1.5 mM
KH,POy4, 130 mM NaCl, pH 7.4) overnight at 4 °C, filter-sterilized,
aliquoted and stored at —20 °C until needed. Lkt was estimated to be
pure at ~90-95% by SDS-PAGE and was identified by western
blotting using specific monoclonal antibody MM601 (a generous
gift from Dr Ambagala, University of Nebraska, USA). All the
experiments were performed with the same batch of toxin,
although no significant batch-to-batch variations were noticed.

5.4. Transfection of CD11a and CD18 into K-562 cells

Transient transfection of K-562 human lymphoblastic cells was
performed with Cell line Nucleofector Kit V (amaxa, Germany)
optimized for this cell line following manufacturer’s instructions.
Briefly, 106 of K-562 cells were centrifuged 10 min at 300 x g and
25°C. The pellet is washed with 1 ml phosphate buffer saline
(Lonza, Belgium) and submitted to a second centrifugation in the
same conditions. Supernatant is fully discarded before addition of
2.5 g of each plasmid (pcDNA4-CD11a and pcDNA4-CD18) in
1-5 pl of water and 100 ul of Nucleofector Solution V. This mixture is
transferred into an amaxa certified cuvette to undergo Nucleofector
II'T-16 program and is then supplemented with 500 ul of RPMI 1640
supplemented with 10% fetal bovine serum, penicillin (100 U/ml),
streptomycin (100 pg/ml) and fungizone (1.3 pg/ml) for a subse-
quent incubation at 37 °C for 10 min. The mixture is then seeded
into a 6-well culture plate with 1.5 ml of D-MEM supplemented
with 10% fetal bovine serum, penicillin (100 U/ml), streptomycin
(100 pg/ml) and fungizone (1.3 pg/ml) for 24 h at 37 °Cin a 5% CO;
incubator. Cells are washed in 7ml PBS and resuspended in
supplemented RPMI at 2 x 106 cells/ml to detect expression of LFA-
1 and Lkt-induced cytolysis by using flow cytometry.

5.5. Flow cytometric analysis of the cell surface expression
of LFA-1 variants

The transfectants and parent cells were examined for cell
surface expression of homologous and heterologous LFA-1 recep-
tors by flow cytometry using anti-human/bovine CD11a (clone
HI111, 555382, BD Biosciences) and/or anti-bovine CD18 (BAQ30A,
VMRD) that cross-react with caprine CD11a and CD18, respectively.
Briefly, 2-3 x 10> cells in 1 ml of FACS buffer [phosphate buffer
saline (Lonza) +1% bovine serum albumin (Sigma)] were incubated
20 min on ice and then with 1 pl of anti-CD11a and/or anti-CD18
antibody 20 min on ice. Following two washes in 1 ml FACS buffer
(centrifugations of 10 min at 300 x g and 4 °C), the pellet is
resuspended in 1 ml FACS buffer +1 pl Alexa 488-conjugated rabbit
anti-mouse secondary antibody (A11001, Molecular Probes, USA)
and incubated 20 min on ice. The cells were then washed three
times with 1 ml FACS buffer (centrifugations of 10 min at 300 x g
and 4 °C), resuspended in 500 pul PBS with 2.5 pg/ml propidium
iodide (Dako, Denmark), incubated 10 min on ice in the dark and
analyzed by a flow cytometer (FACSCanto, BD Biosciences, USA).

5.6. Flow cytometric analysis of Lkt-induced cytotoxicity
The transfectants and parent cells were examined for Lkt-

induced cytotoxicity by flow cytometry. Briefly, 10° cells in 50 pl of
culture medium [RPMI 1640 supplemented with 10% fetal bovine
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serum, penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 pg/ml) and fungi-
zone (1.3 ug/ml)] were incubated with 50 pl Lkt diluted in culture
medium, culture medium alone (negative control) or para-
formaldehyde 10% (positive control) at 37 °C in a 5% CO, incubator
for 30 min. Cells were then washed with 1 ml PBS and centrifuged
5 min at 200 x g and 4 °C. The pellet is resuspended in 500 pl PBS
containing 2.5 pg/ml propidium iodide, incubated 10 min on ice in
the dark and analyzed by a flow cytometer (FACSCanto, BD Biosci-
ences, USA). Cell culture reagents were purchased from Lonza,
Belgium.

5.7. MTS dye reduction viability assay for detection of Lkt-induced
cytotoxicity

The cell viability of human and bovine cell lines in the presence
of Lkt was evaluated by the tetrazolium-based colorimetric method
MTS dye reduction assay (CellTiter 96® AQueous Non-radioactive
Cell Proliferation Assay, Promega, Belgium) following the instruc-
tions of the manufacturer. Briefly, 10° cells in 50 ul of culture
medium [RPMI 1640 supplemented with 10% fetal bovine serum,
penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 pg/ml) and fungizone
(1.3 pg/ml)] were incubated in a 96-well microtiter plate with 50 pl
Lkt diluted in culture medium or 50 pl of culture medium alone
(negative control) at 37 °C in a 5% CO; incubator for 30 min. Twenty
microliters of the MTS mix were then added per well for a further
3 h in the same conditions before spectrophotometric quantifica-
tion at 490 nm (reference 660 nm).

In order to show that the cytolysis of ruminants leukocytes was
specifically induced by Lkt, 10° cells in 50 pl of culture medium
were incubated in a 96-well microtiter plate with 25 pl Lkt diluted
1:16 in culture medium or 25 pl of culture medium alone (negative
control) with 25 pl of the Lkt-neutralizing MAb MM601 (a generous
gift from Dr Ambagala, University of Nebraska, USA) diluted in
culture medium at 37 °C in a 5% CO; incubator for 30 min. Twenty
microliters of the MTS mix were then added per well for a further
3 h in the same conditions before spectrophotometric quantifica-
tion at 490 nm (reference 660 nm).
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8. Vers l'identification de la plateforme d’attachemern de la

leucotoxine dans le CD18

8.1. Inventaire des résidus critiques chez les ruminants

Une comparaison des séquences protéiques deseditfé€D18 séquencés jusqu’ici nous a
permis de recenser les positions systématiquenmntpées par un résidu (i) partagé par tous les
ruminants et (ii) systématiquement différent chezron-ruminants. Cette démarche nous a conduits a
identifier 16 substitutions qui pourraient expligu@ spécificité de la leucotoxine pour le CD18 des
ruminants (figure 22). Ces substitutions ont é&ssies par ordre décroissant de leur impact présumé
sur la structure tridimensionnelle du CD18, confémment aux prédictions fournies par la matrice dite
« BLOSUM-62 » Blocks Substitution Matrjx(Henikoff et Henikoff, 1992; Henikoff et Henikoff
1993). Une des substitutions est localisée daméd@n transmembranaire et les 15 autres dans la
partie extracellulaire (tableau 5).

Par ailleurs, nous avons également mis en évidantel?™ site dans la portion
cytoplasmique du CD18 (position 736), ou le réditisl strictement conservé chez les ruminants est
systématiquement remplacé par un résidu Arg (d@poal Lys (score -1) chez les non-ruminants dont
les séquences sont publiées (tableau 5), ainscloez le porc dont le LFA-1 est réputé permettre la
liaison de la LKT, mais sans déclenchement assBuige quelconque cytotoxicité (Jeyaseetdral,
2000).
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Tableau 3 : Sites de mutation du CD18 potentiellenmt responsables de la mannheimiose

Acides Aminés
Score Mutant Position Domaine
Ruminants Non-ruminants
-2 12 620 \Y S
-1 7 295 S R
EX
-1 11 561 T K
-1 15 692 M S
-1 (ou 0) 17 736 CT H K (ou R)

0 2 90 S D
0 5 215 K N
0 13 629 T A
1 3 102 E K
1 4 140 Vv L
2 1 80 EX E D
2 6 218 E Q
2 8 462 R K
3 9 469 \ I
3 10 533 F Y
3 14 687 Vv I

3 16 715 TR Vv I

La position est donnée par rapport a la numératadio CD18 bovin. Le score assigné a chaque sutistitu
émane de la table BLOSUM-62 et le classement eshé&ar ordre décroissant d'impact présumé sur la
structure du CD18 (la valeur la plus basse tradlinipact le plus important). CT, EX et TR: queue
cytoplasmique, partie extracellulaire et régiomsmembranaire, respectivement. Les nombres instaits la
seconde colonne correspondent aux codes numéraggxiés aux différents mutants qui ont été testés.
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CapCD18 OSVESQECTKYKVS ] ‘ 79
BovCD18 @SV ASOECTIVKVS ] : 79
ovi CD18 : 79
HuCD18 79
Mur CD18 80
CanCD18 73
CapCD18 GOKQLSPIEEVTL YL RPGQARAFNVTFE 159
BovCD18 KQL SPOEVTL YL RPGOAYAFNVTFE 159
Ovi CD18 5 159
HumCD18 159
Mur CD18 160
CanCD18 153
CapCD18 239
BovCD18 239
Ovi CD18 239
HunCD18 239
Mur CD18 240
CanCD18 233
fo=1e1e 0 1k: I\ /AACPEEI GARNVTRLLVFATDDGFHFAGDGKL GAl L TPNDGRCHLED 319
ZRIZe kBN OVAACPEEI GARNVTRL L VFATDDGFHFAGDGKL GAl L TPNDGRCHLED 319

[oViN e iR II\NOVAACPEEI GARNVTRL L VFATDDGFHFAGDGKL GAl LTPNDGRCHLED ESNEFDYPSVGQLAHKLAESN QP! ckie]
(211 @DIK:IIV\OVAACPEEI GARNVTRLLVFATDDGFHFAGDGKL GAl L TPNDGRCHL EDNBYKRSNEFDYPSVGQL AHKLAENNI QP1 [cHES]
(Y IIgen K- I\ )/AACPEEI GARNVTRLLVFATDDGFHFAGDGKL GAl L TPNDGRCHL EDNYYKRSNEFDYPSVGQL AHKLEESNI QP1 [EPI0]

CanCD18 OVAACPES! GARNVTRL L VFATDDGFHFAGDGKL GAl L TPNDGRCHL ED 313
CapCD18 EAYNKLSSRVFLD 399
BovCD18 ! WMAYNKL SSRVFLD 399
Ovi CD18 EAYNKL SSRVFLD 399
HunCD18 ‘ QNAYNKLSSRVFLD 399
Mir CD18 WNAYNKL SSRVFLD 400
CanCD18 WNAYNKLSSRVFLD 393
o2 ieo M CDGVQl NVPITFQVKVIIATEC %QS : 479
e es B COGVQ NVPI TFOVKVIEATIECH (8QS! : 479
[SYiRes Il CDCQ NVPITFOVKVITATEC QBQS ‘ ‘ 479
[F¥ttes X: B COGVQ NVPL TFQVKVIEATIEC QBQS o ‘ 479
(VxSRI COGVQ NIPY TFOVKVJARECH QEQS! ‘ - 480
e Nies Tl CDCVOl NVPLTFOVKVIIATEC QECY 473
CapCD18 559
BovCD18 ] ) 559
Ovi CD18 GRSSQEL EGSCRKDNSSI I CSGL GDARCGOOVCHTSDVPNK ] 559
HumCD18 8 GRSSCEL EGSCRKDNYSI | CSGL GDQYCGQACHE SDVPEK(N 559
Mir CD18 cGRSSQELHﬂCRKDNSSl Y CSGL GDANCGOAVCHISDVPNK 560
CanCD18 ‘ 553
CapCD18 638
BovCD18 638
Ovi CD18 638
HunCD18 638
Mir CD18 640
CanCD18 632
CapCD18 718
BovCD18 717
Ovi CD18 718
HunCD18 717
Mir CD18 719
CanCD18 712
CapCD18 770
BovCD18 769
Ovi CD18 RFEKEKL KSQANNDNPL FKSATTTVMNPKFAES 770
IYTttes - ML L L)Y WKALJHLSDL REY : RFEKEKLKSQANNDNPL FKSATTTVMNPKFAES 769
(VIIXeS - ML L\ WKALTH_ DL REY : RFEKEKLKSQANNDNPL FKSATTTVMNPKFAES 771
S Ne LIl | L1 VKALTH_SDL RE[S  RFEKEKLESOANDNPL FKSATTTVMNPEFAES 764

Figure 22 : Comparaison des séquences protéiquessdéD18 caprin (cap), bovin (bov), ovin (ovi), humai
(hum), murin (mur) et canin (can). Les barres sur la ligne supérieure identifient BExcs constitutifs : en
rouge, le peptide signal ; en blanc, le domaineaegtiulaire ; en vert, la région transmembranatren orange,
la queue cytoplasmique. Les fonds noir (6/6), goiscé (5/6) et gris clair (4/6) représentent degeaiix
décroissants d’identité entre espéces. Les fondsejéruminants) et bleu (non-ruminants) mettenéedence
les différences ruminant/non-ruminant. Les nomlswsla ligne du bas correspondent aux codes nuoesiq
associés aux différents mutants qui ont été teRéfitation de I'hypothése dite « du résidu criéqunique »
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8.1.1. Apercu général de I'expérience

Afin de déterminer si 'une des 17 substitutiongiques précitées était responsable de la
spécificité de la LKT pour le CD18 des ruminant®us avons créé un jeu de 17 plasmides
d’expression encodant chacun un CD18 artificielsdi@guel 'un des résidus « ruminant-like » était
remplacé par le résidu « non-ruminant-like » cgoeslant. Ensuite, nous avons transfecté des
cellules K562 par 17 paires différentes de plasmidexpression, le premier encodant le CD11a
bovin et le second l'un des 17 CD18 artificiels. fagsant, nous avons obtenu 17 préparations
distinctes, chacune exprimant un hétérodimére CITIIH8 différent, lesquelles ont ensuite été
exposées a la LKT. Pour rappel, les cellules K5é2priment aucuné.-intégrine endogéene et sont,
de ce fait, spontanément résistantes a la LKT.ddhde mortalité cellulaire au Pl a ensuite éthséa
apres exposition a la LKT. La sensibilité a la texides mutants 16 et 17 du CD18 a été analysée

séparément (Zecchinon, 2007).

8.1.2. Matériel et méthodes
Mutagenése dirigée

La réaction de mutagenése dirigée est effectuéeP@d& en utilisant le vecteur pcDNA4
(Invitrogen) contenant I'ADNc du CD18 bovin (pcDN/ABHCD18) comme matrice et, comme
amorces, deux oligonucléotides de 30 a 40 basesndes suivant les recommandations de la firme
Stratagene QuikChange Site-Directed Mutagengsia savoir qu’elles (i) contiennent la mutation
visée et sont partiellement complémentaires, ¢ijtiennent chacune un segment homologue long de
10 & 15 bases, (iii) ont une température de fuglon, melting temperatupesupérieure ou égale a
78°C, (iv) se terminent par un ou plusieurs C ofuppnt un pourcentage minimal de GC de 40% et
(vi) sont purifiées pafast polynucleotide liquid chromatograph#PLC) ou polyacrylamide gel
electrophoresigPAGE).

Les conditions de PCR sont les suivantes : 50 ngaleice pcDNA4-BoCD18 sont dilués
dans un mélange réactionnel composé de 9 pl deduigié (Sigma-Aldrich), 5 pl de dNTPs 2 mM
(Fermentas), 5 ul de tampdrermopol(New England Biolabs), 0,5 pul de Mgs@00 mM (New
England Biolabs), 2,5 ul de DMSO (diméthylsulfoxyd2 ul de chaque amorce a 10 uM, 0,5 pl de
polyméraseVent (2 u/ul, New England Biolabs). Le tout est amen&0jul avec de l'eau sans
nucléases.

Les parameétres d’amplification sont les suivar@#snin a 94°C, 18 cycles incluant (i) 1 min a
94°C, (ii) 1 min & 63°C et (iii) 8 min a 72°C, sigwd’'une extension finale de 60 minutes a 72°C. Les
produits de PCR sont ensuite digérés pabpaml (New England Biolabs), qui est une enzyme de
restriction coupant les brins d’ADN méthylés comiaematrice de départ (pcDNA4-BoCD18),
pendant 1 h & 37°C avant transformation (10 plrddyt de PCR) de bactéries compétentes TOP 10
(Invitrogen) et étalement sur milieu LB agar additié d’ampicilline (100 pg/ml). L'indentification

des clones recombinants est effectuée par séquengagne décrit au point 7.2.2.
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Les amorces qui ont été utilisées avec succedesoativantes :

BoCD18 mutl sens
BoCD18 mutl rev
BoCD18 mut2 sens
BoCD18 mut2 rev
BoCD18 mut3 sens
BoCD18 mut3 rev
BoCD18 mut4 sens
BoCD18 mut4 rev
BoCD18 mut5 sens
BoCD18 mut5 rev
BoCD18 mut6 sens
BoCD18 mut6 rev
BoCD18 mut7 sens
BoCD18 mut7 rev
BoCD18 mut8 sens
BoCD18 mut8 rev
BoCD18 mut9 sens
BoCD18 mut9 rev
BoCD18 mutl0 sens
BoCD18 mutl10 rev
BoCD18 mutll sens
BoCD18 mutl1l rev
BoCD18 mutl2 sens
BoCD18 mutl2 rev
BoCD18 mutl3 sens
BoCD18 mutl3 rev
BoCD18 mutl4 sens
BoCD18 mutl14 rev
BoCD18 mutl5 sens
BoCD18 mutl5 rev

5’-catcatggeccaagagcctcgctgagacccggg-3’
5’-ggctcttgdrjccatgatgtcatcagctgggcage-3’
5’-cccggdaAY caggcegggceagtcggaagcagctg-3’
5’-gcccgedRy Cgteccgggtctcagcgaggctce-3°
5’-gtccccadsmpgtgacgctctacctgagaccagg-3’
5’-gagcgrcacittgtggggacagctgcttccgactg-3’
5’-cctactcc¥tiggatgacctcgtcaacgtcaag-3’
5’-ggtcatcBxatggagtaggagaggtccatcagg-3’
5’-caactcéamgticgagacagaagtcgggaagce-3’
5’-ctcgaad®ftggagttgtcagtgagcttcaacacg-3’
5’-ccaaaca@itfkacagaagtcgggaagcagctg-3’
5’-cgacttctgtGgaactgtttggagttgtcagtgagce-3’
5’-cctgtacaaRagcaacgaatttgactacccatcgg-3’
5’-cgttgdtcttttgtacaggttgtcttccaggtgge-3’
5’-cggcggraggctcgatggagtgcggcegtctgcag-3’
5’-cgagctigccgcecgceagatgctgecgtecctg-3°
5’-gagtgcgiictgcaggtgtgacgecggctacatc-3’
5’-ctgcada@ccgcactccatcgagcectctgecgee-3’
5’-ggccdgitgcgagtgcgacaacgtcaactgcgaac-3’
5’-ctcgcd@ctggecgtagatcttettgtigggcac-3’
5’-ctgcggeRtgcaggtgcgacgagcagtatgagg-3’
5’-cacctg¥d tgccgcagaagcagagcecccctc-3’
5’-ctgccB€gcecctgtgegggcttcgecccctgecac-3’
5’-cacagg@eé\ggggcagcccgggcactcgcetgcac-3’
5’-cccci@cagagtgcctgaagttcgacaagggcec-3’
5’-cactofipcagggggcgaagcccgcacagggcac-3'
5’-gatacdeldH cacgtggacgacatgctcgagtgtg-3’
5’-gtccacdlAT gtcgtatctgtccegeccgtege-3’
5’-ggacg&ifActcgagtgtgtgaagggccccaac-3’
5’-cactcg¥@tgtcgtccacgtgcacgtcgtatc-3’

ou les lettres en majuscules et en gras repréddesamases mutées selon le code suivant :
D=AouGouT,H=AouCouT,R=AouGetYCouT.
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Expression des CD18 en cellules K562, expositilanL&T et test de mortalité

Aprés purification, tous les plasmides d’expressiahété transfectés paucleofection(Cell
Line Nucleofector kit VAmaxa) dans des cellules K562. Pour I'électrofona 2,5 pg de chaque
plasmide d’expression ont été introduits dans l&tumé réactionnelle. L’expression en surface a été
détectée par immunomarquage en cytométrie en flu¥lel (excitation a 488 nm et émission a
530+15 nm). L’anticorps utilisé était une IgG dessscontre le CD1la humain (clone HI111,
BD Biosciences) conjuguée au FITC et reconnaisggatiement le CD1la bovin. Les cellules
exprimant les différents LFA-1 mutés ont été expesila LKT et ont ensuite été enrblées danste tes

de mortalité précité (comme décrit précédemment ane durée d’'incubation de 30 min).

8.1.3. Résultats

La sensibilité a la LKT éventuellement conféréeed dellules K562 (naturellement LKT-
résistantes parce que n’exprimant audiHiatégrine) par la coexpression du CD11a bovin d'part,
et des différents CD18 mutés d’autre part, a étduée en établissant le taux de cellules Pl-p@&stiv
par cytométrie en flux (figure 23). Nous avons datts que les préparations cellulaires transfectées
avec les CD18 mutés se comportent toutes comme tcatisfectée par le CD18 bovin originel vis-a-
vis de la LKT avec (i) une corrélation positive renke taux de mortalité induit par I'expositiona |
toxine et la concentration de la toxine (ii) unactiron morte maximum (dans les conditions de
I'expérience) équivalant a plus de 2,5 fois la @lité spontanée en absence de LKT. Par contre,
aucune sensibilité n'est observée pour la prémaratellulaire transfectée avec le mutant 1, avec un
taux de mortalité stable quelle que soit la cormegion de LKT. Cependant, si I'on analyse
I'expression des différents LFA-1, on note queesell varie systématiquement entre 60% et 80%

pour les mutants 2 a 15 et la version originalend’part, et de 0 a 25% pour le mutant 1, d’autre pa
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Figure 23 : Mortalité des cellules K562 mutants coansfectées avec le CD11a bovin et le CD18 muté apr
exposition a la leucotoxine deMannheimia haemolytica. Le graphique présente le facteur de mortalité
(ordonnée), lequel correspond au ratio entre g tmucellules iodure-de-propidium-positives aprggosition

au PBS complémenté ou non en LKT. En abscisseadehg a droite : 5 dilutions croissantes de latislu
meére de leucotoxine, le contrdle négatif (PBS).t€sues cellules expriment le CD11a bovin et le €iuté.

Le contréle positif est représenté par le LFA-imal (BoLFA-1). Les données présentées sont reptétves

de différentes expérimentations.

8.1.4. Conclusion

Afin d’évaluer I'impact des 17 mutations typiquerh@mservées dans le CD18 des espéces
sensibles (les ruminants), nous avons utilisé depproches différentes.

La premiere consistait en une expérience de cotigretintre la leucotoxine ddannheimia
haemolyticaet différents peptides dérivés de la séquence Du8Chovin au voisinage des sites
précités. La présence des peptides, seuls ou engeelequimolaire, n'a jamais donné lieu a une
inhibition, fat-elle partielle, de I'activité leutaxique dirigée contre les cellules bovines BL-81t€
étude a été relatée dans le cadre de la théseatodtolaurent Zecchinon (Zecchinon, 2007).

Dans la seconde expérience, nous avons réalisératesfections transitoires de la lignée
humaine K562. Celle-ci est connue pour n’exprimaturellement aucun@,-intégrine et pour sa
sensibilité a la leucotoxine apres expression das-gnités CD18 et CD11a bovines (Dileepaml,
2005b). Lorsque le CD18 bovin originel a été rero@lpar les CD18 mutants 16 et 17 (substitutions
respectivement dans les domaines transmembranayeopelasmique), aucune perte de sensibilité a la
LKT n’est apparue (cf. thése de doctorat de Laudauchinon (Zecchinon, 2007)). Ici, lorsque le
CD18 bovin originel a été remplacé par les CD18amigt 2 & 15 (substitutions dans le domaine
extracellulaire), aucune résistance particuliel® KT n’a été mise en évidence. Quant & la mutatio

au site 1, elle aurait un impact sur I'expressianétepteur puisque, en dépit de multiples essaiss
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n’avons jamais pu obtenir un taux d’expression nmramdire supérieur & 25%. Nous avons conclu
gu’'aucune des substitutions typiques des CD18 dasnants n’est suffisante pour expliquer la
spécificité de la LKT pour ce méme CD18.

Il est & noter que l'intégralité de cette étudetadta réalisée avant que les équipes dirigées par
MM. Srikumaran et Maheswaran ne montrent, respectent, que le peptide signal (Gopinathal,
2005; Shanthalingam et Srikumaran, 2009) ou le dwenBGF-3 (Dileeparet al, 2005a; Dileepaet
al., 2007b ) du CD18 jouent un réle dans la sengidlita LKT.

8.2. Réfutation du réle-clé du peptide signal en cellukeP815

8.2.1. Apercu général de I'expérience

Dans les expériences précédentes, nous avons dérlionportance du domaine EGF-3 et la
non implication du peptide signal du CD18 bovin si#a cytotoxicité induite par la LKT. Ce faisant,
nous avons confirmé et consolidé les résultats noistepar I'équipe du Professeur Maheswaran
(Dileepanet al, 2007b). Toutes ces expériences ont été réalmgesllules K562, c’est-a-dire dans
une lignée cellulaire humaine n’exprimant aucggéntégrine. Or, I'équipe de nos contradicteurs
examine le méme phénotype dans une lignée immerdEl mastocytes murins (P815), lesquels
expriment le LFA-1 endogene (Shanthalingam et @miwan, 2009). Dés lors, pour réfuter
I'hypothese avancée par I'équipe de Srikumarannskdquelle les cellules K562 génereraient des
résultats artefactuels, nous avons entrepris diéremr nos résultats dans cette lignée P815.

Dans I'expérience qui suit, trois chimeres des Cbagin et humain et trois chimeéeres des
CD18 bovin et murin sont transfectées en celluE5Ret la LKT-sensibilité du LFA-1 résultant est

mesurée comme précédemment.

8.2.2. Matériel et méthodes
Construction des plasmides d’expression encodant218 chimériques

Les plasmides capables d'impulser I'expression @848 bovin/humain et bovin/murin
chimériques pour le peptide signal et/ou le domdb@F-3 ont été élaborés précédemment (cf.

paragraphe 8.3.2.).

Expression des CD18 en cellules P815, expositiaLiT et test de mortalité

Les plasmides d’expression ont été transfectésyaeofectionCell Line Nucleofector kit, T
Amaxa) en cellules P815, a raison de 2,5 pg da®sd0de milieu denucleofectioncontenant
1 million de cellules. L’expression en surface @& éétectée par immunomarquage en cytomeétrie en
flux en FL1 (excitation a 488 nm et émission a 5@#xim). L'anticorps primaire utilisé était une IgG
de souris dressée contre le CD18 bovin (clone BAQ3OMRD) et le secondaire était une IgG
conjuguée a I'Alexa 488 dressée contre celles deisd@clone A11001, Molecular Probes). Les
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cellules exprimant les différents LFA-1 chimériqums été exposées a la LKT et ont ensuite été
enrblées dans le test de mortalité précité (comisetdprécédemment avec une durée d’incubation de
1 h).

8.2.3. Résultats

La sensibilité & la LKT éventuellement conférée aedules P815 (naturellement LKT-
résistantes puisque exprimant fesntégrines endogenes, donc de souris) par 'espesdu CD18
bovin ou de I'un des CD18 chimérique pour le papsiynal et/ou le domaine EGF-3 a été évaluée en
en mesurant le taux de mortalité consécutif a wpogtion standardisée a la LKT. Nous avons
constaté que toutes les préparations cellulaisestectées avec un CD18 bovin dont le module EGF-3
était remplacé par celui de I'homme (Figure 31)taiest incapables de rendre les cellules
LKT-sensibles. Par contre, les préparations cétkdatransfectées avec un CD18 bovin dont le
peptide signal, et le peptide signal seulementt sdmplacé par celui de I'homme montraient une
sensibilité a la LKT.

Comme contrdle négatif, nous avons utilisé la legnéllulaire P815 non transfectée. Les taux

d’expression des CD18 exogenes ont varié entreet280%.
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Figure 31 : Mortalité des cellules P815 transfectéeavec divers CD18 chimériques bovin/humain aprés
exposition a la leucotoxine deMannheimia haemolytica. Le graphique présente les taux de mortalité
(proportion de cellules iodure-de-propidium-posty mesurés au sein des diverses sous-populatorelidlies
K562 LFA-1-positives (marquage du CD11a bovin meanhire). Toutes les cellules expriment, de basaem, h
le CD18 murin endogéne (MoCD18), une mixture du €Biurin et du CD18 bovin (BoCD18), une mixture du
CD18 murin et du CD18 bovin chimérique pour le doreeEGF-3 humain (HUEGF3), une mixture du CD18
murin et du CD18 bovin chimérique pour le peptidmal humain (HUPS) et une mixture du CD18 muridwet
CD18 bovin chimérique pour le module EGF3 et letidepsignal humains (HUPS+EGF3). Les données
présentées sont représentatives de différentesimgréations et correspondent a la moyenne de tneisures.
Les barres d’erreur représentent les écarts-typesyvaleurs qui sont significativement différentesla valeur
du contréle négatif (P815) sont indiquées par @stérisques (p<0,001).

8.2.4. Conclusion

Nous avons voulu évaluer I'impact du remplacementieux domaines, le peptide signal et le
module EGF-3, par les domaines orthologues « eddish dans le CD18 bovin en présence de
leucotoxine deM. haemolytica Cette expérience a été réalisaevitro dans les cellules murines
exprimant naturellement Igs-intégrines murines endogenes, les P815. Le CDatoant le module
EGF3 humain n’a pas conféré de sensibilité a la LKTinverse, greffer le peptide signal humain sur
un CD18 bovin n'en a pas aboli la faculté de camfarne sensibilité & la LKT. Ces résultats
confirment les expériences identiques précédemmealisées en cellules K562. Par contre, ils
contredisent les travaux du Professeur Srikumatate eses collaborateurs réalisés dans les mémes

conditions (Shanthalingam et Srikumaran, 2009).
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8.3. Inhibition compétitive alléguée entre peptide signeamembranaire et

soluble

8.3.1. Apercu général de I'expérience

Dans leurs travaux démontrant le réle crucial dptide signal non clivé des ruminants pour
conférer une sensibilité a la LKT, Srikumaran ellatmrateurs ont notamment montré que deux
peptides synthétiques analogues aux séquencesptidepsignal du CD18 bovin et incorporés a la
solution de LKT en supprimaient totalement la oyxatité ultérieure pour les cellules bovines
(Shanthalingam et Srikumaran, 2009). Ce résultajgeme effectivement lintervention d'une
inhibition compétitive entre les peptides solublesorporés et le peptide signal du CD18 pour la
liaison a la LKT. Comme nos travaux antérieurs oeficmaient pas cette interprétation, nous avons
testé la reproductibilité de cette expérience daos conditions. Nous avons donc généré deux
peptides synthétiques, I'un correspondant a laesgapidu peptide signal des ruminants et I'autre,
constitué des mémes acides aminés, mais disposésadiere aléatoire. Ensuite, nous les avons
incorporés a la solution contenant la LKT et avemposé des cellules lymphoides bovines a la

mixture résultante.

8.3.2. Matériel et méthodes
Peptides

Le premier peptide, P1, est analogue a la séque2€edu peptide signal du CD18 bovin. Le
peptide PSC1lpeptide scramblédcontient la méme séquence que le peptide P1 daagis un ordre
aléatoire  (http://www.mimotopes.com/peptideLibrasgning.asp?id=97). lls sont fournis
lyophilisés (Proteogenix) et sont resuspendus danBMSO a une concentration de 10 mg/ml pour

les expériences.
Les séquences des peptides utilisés sont les sevan

Pl: MLRQRPQLLLLAGLLALQSV
PSC1: LVLQLMRRLQLALAPQLGLS

Test de cytotoxicité

Cent mille cellules BL-3, incubées dans 50 ul deMRPsont mises en présence de PBS
enrichi ou non en LKT purifiée et enrichi ou nonpaptide P1 ou PSC1 a différentes concentrations
finales (50, 10 et 1 ng/pl), et ce pendant 1 h ¥3[ous une atmosphere humide contenant 5% de
CO.. Le tout est ensuite lavé par 1 ml de PBS a 4°€eetrifugé pendant 5 min & 300 g. Le culot est
resuspendu dans 500 pl de PBS contenant 2,5 pgaduce de propidium (Invitrogen) puis incubé
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pendant au minimum 10 min sur glace et dans I'afigcavant analyse par cytométrie en flux
(FACSCanto, BD Biosciences) en FL1 (excitation & A8 et émission a 530+15 nm) avec sélection

des 10000 premiers événements.

8.3.3. Résultats

Nous avons observé une inhibition de la cytotogidi¢ la LKT en présence du peptide P1 aux
trois concentrations testées. On constate égalemmentorrélation positive entre cette inhibitioriaet
concentration en peptide P1. En ce qui concerpepéide PSC1 (méme contenu en acides aminés que
P1 mais ceux-ci ayant été disposés de maniéreomidatil atténue aussi I'activité cytotoxique de |
LKT lorsque sa concentration augmente (figure 8)mme contrdle positif, nous avons utilisé les
BL-3 incubées avec une mixture de LKT en PBS dDBSO (10 mg/ml).

— mPsCL
BL3 1 LKT/PEP (50 ng/mL}

W oW
- Pl

I, *

BL3+LKT/PEP (10 ng/mL) x

BL3+LKT/PEF (1 ng/mL) i %

.
BL3+LKT/PEF (0O ng/mL)}

BL3+P3S

0 10 20 30 40  5C w0 /0

Proportion relative des cellules IP-positives (%}

Figure 32 : Mortalité des cellules BL-3 aprés expdson a la leucotoxine deMannheimia haemolytica
préincubée avec le peptide P1 (en gris) ou le peg¢i PSC1 (en noir).Le graphique présente les taux de
mortalité (proportion de cellules iodure-de-propidipositives) mesurés au sein des diverses soudgiioms
de cellules K562 LFA-1-positives (marquage du CDbd&sin membranaire). En ordonnée, de haut en Bas :
concentrations décroissantes en peptides et ledbemositif (absence de peptides). Les donnéeseptées sont
représentatives de différentes expérimentationsoatespondent & la moyenne de trois mesures. Lessba
d’erreur représentent les écarts-types. Les valguirsont significativement différentes de la valdu contrdle
positif (absence de peptides) sont indiquées pai(jpw0,01), deux (p<0,05) et trois astérisques QED).
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8.3.4. Conclusion

Cette expérience confirme les résultats publiéséramtrement par Srikumaran et
collaborateurs en ce qui concerne l'activité amtifLdu peptide P1 en solution (Shanthalingam et
Srikumaran, 2009).
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9. Discussion générale

Les ruminants en général, les bovins élevés enitimmsl intensives en particulier, sont
enclins aux pneumonies bactériennes. La littérasgientifique vétérinaire incrimin&annheimia
haemolytica, Pasteurella multocida, Arcanobacteripyogenes, Mycoplasma bovis, Mycoplasma
dispar, Streptococcus sppt Staphylococcus spgDungworth, 1992; Lopez, 2001). De la revue de
littérature qui débute la thése, il ressort diehaemolyticaest indubitablement le microbe le plus
frequemment isolé et celui dont la virulence paeirsystéme respiratoire des bovins est la plus
manifeste. En parcourant la littérature vétérinaiteapparait aussi que la plupart des auteurs
considéerent quél. haemolytican’est étroitement associée a une maladie que esemiminants. En
outre, au moment de débuter cette thése, on s@yajue la maladie expérimentale induite par
M. haemolyticaest moins grave chez des animaux déplétés de RMIN, (i) que le facteur de
virulence principal déVl. haemolyticaest sa leucotoxine (LKT), (iii) que cette LKT caus nécrose
des leucocytes des ruminairtsvitro mais pas celle des leucocytes des autres espeg@esaie des
anticorps monoclonaux dressés contr@jéntégrine LFA-1 protégent les leucocytes des ramis
contre la nécrose induite par la LKT. Le modélevegue quand nous avons débuté les recherches
présentées ici (2002) stipulait que la LKT Ble haemolyticaest un ligand spécifiqguement dressé
contre lafy-intégrine LFA-1 exprimée a la surface des leucesydes ruminants et que la liaison
déclenche une cascade d’événements menant, setondantration, & I'apoptose ou a la nécrose des
leucocytes concernés, ce qin, vivo, libére un cocktail de molécules qui sont respblesade
I'exacerbation des Iésions pulmonaires chez lesmamts.

L’objectif de la thése était de mieux comprendr@dture de I'interaction entre la LKT et la
Bo-intégrine LFA-1 et, si possible, d'identifier ldapeforme de liaison de la LKT sur l'une des deux
sous-unités constitutives du LFA-1 (les glycopmési CD1la et CD18). Dés le début, I'angle
d’attaque choisi fut de confronter I18s-intégrines LFA-1 de différentes espéces puisgemnsla
littérature disponible, seuls les LFA-1 des rumisasemblaient pouvoir fonctionner comme
récepteurs de la LKT.

Nous avons d'abord voulu identifier celle des deoms-unités constitutives deflgintégrine
LFA-1 qui fonctionne comme récepteur effectif. Dares but, nous souhaitions (i) exprimer des
hétérodiméres bispécifiques (CD1la «ruminant »D1& « nonruminant » et inversement) a la
surface de cellules dépourvuesfentégrines (K562) et (ii) mesurer si nous conf@siaou non une
sensibilité a la LKT en exprimant tel ou tel héthnoéere CD11a/CD18 bispécifigue. Comme les
séquences des géenes encodant les CD11a des runifgtatent pas disponibles et que nous devions
en disposer pour générer notre propre jeu de piesmd’expression capables d’encoder les CD11a
des ruminants, nous nous sommes lancés dans lerggge des séquences codantes des bovins, ovins
et caprins par RACE-PCR, ce qui a donné lieu anis premiéres publications précitées (Ftal,
2004; Fettet al, 2005a; Fetet al, 2005b). Nous avons effectué un travail similgioarr les CD18
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ovin (Zecchinonret al, 2004b) et caprin (Zecchinat al, 2004a), la séquence bovine ayant déja été
rendue publique a la faveur des recherches antésiguenées pour identifier la mutation causale du
syndrome BLAD (Shustest al, 1992a; Shustest al, 1992b). Au moment méme ou nous disposions
du jeu de plasmides d'expression encodant les CE1&D18 bovin, ovin, caprin et humain
nécessaire pour identifier la sous-unité fonctiomr@mme récepteur de la LKT, nous avons eu la
désagréable surprise de découvrir la nouvelle pafiin d’'une des deux équipes concurrentes, qui
excluait I'intervention du CD11a. Dans les semaiqasont suivi, notre jeu de plasmides d’expression
nous a permis de confirmer ces résultats.

A l'instar des deux équipes concurrentes, nous ftabors voulu contribuer a I'identification
du module interne aux CD18 des ruminants spécifiguet ciblé par la LKT. Le choix
méthodologique qui s'imposait logiquement étaigdaérer un jeu de CD18 bovins chimériques dont
les modules constitutifs seraient progressivemehstgués par leur version « non-ruminant » (donc
LKT-résistante). Comme nous savions que les dewxpég concurrentes disposaient de quelques
mois d’avance, nous avons plutdt choisi de saudtape « substitution modulaire » pour adresser
directement I'hypothése « du résidu causal uniquanschoix plus risqué en terme de probabilité de
succeés, mais probablement le seul capable de mooeetire de recoller aux concurrents. Pour ce faire
et dans la foulée de notre angle d'attaque initi@ys avons inventorié, au sein de la portion
extracellulaire du CD18, les résidus simultanéméht conservés chez les ruminants et (ii)
systématiquement différents chez les non-ruminades.faisant, nous avons élaboré une liste de
17 résidus typiquement «ruminants ». Ensuite, nauens généré un jeu de 17 plasmides
d’expression encodant chacun un CD18 bovin arifidans lequel I'un des 17 résidus « ruminant »
était substitué par son le résidu « non-ruminacrsespondant. Ensuite, nous avons cotransfecté un
plasmide encodant le CD1la bovin et I'un des pldemidu jeu de 17 précités en cellules
LKT-résistantes K562, nous avons veérifié la réaligd’expression membranaire des 17 hétérodimeres
CD11a/CD18 correspondants et nous avons montré&ayse conféraient une sensibilité a la LKT.
Nous avons donc réfuté formellement I'hypothése «ésidu causal unique ».

Pendant ce temps, les équipes concurrentes metaienpropres études a terme en adoptant,
comme attendu, une démarche méthodologique comsiatdester un jeu de CD18 bispécifiques
constitués de différentes combinaisons des modidastitutifs des CD18 bovin (LKT-sensible) et
humain/murin (LKT-résistant). De maniéere surpreaatdgs deux groupes ont abouti a des conclusions
diamétralement opposées quant au domaine fonctibigomme support de la sensibilité a la LKT : la
portion N-terminale du CD18 bovin et son peptidgnal pour I'un, la portion C-terminale du CD18
bovin et son module EGF-3 pour l'autre. Apres awvoontré qu'un CD18 atrtificiel constitué de la
moitié N-terminale du CD18 de la souris conjuguéla anoitié C-terminale du CD18 des bovins
résistait a l'activité pronécrosante de la LKT (@aph et al, 2005), la premiére équipe a démontré
que I'environnement peptidique tres inhabituel dite sle clivage du peptide signal du CD18 des
ruminants, une glutamine en position -5 par rapgaorsite de clivage, empéche ledit clivage et gar'un
substitution de cette glutamine en un résidu phtisodoxe (une glycine, comme dans le CD18 des
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primates et des rongeurs) permet I'excision duigeptignal et rend simultanément le CD18 bovin
totalement résistant a la LKT (Shanthalingam ekunaran, 2009). Inversement, un jeu de CD18
chimériques résultant de différentes combinaisass ldocs constitutifs des CD18 humain et bovin
permettait & la seconde équipe d’associer la sét&sidiun CD18 quelconque a I'effet pronécrosant
de la LKT au segment étalé entre les résidus 5@0@tde la portion extracellulaire (Dileepanal,
2005a). Par la suite, la zone incriminée étairegse au module EGF-3 (Dileepahal, 2007b).

Nous avons donc été confrontés a deux modelescakifdi radicalement contradictoires.
Reprenant alors tous les travaux disponibles sswjkt pour tenter de trouver une nouvelle pisteisn
avons percu que tous les acteurs avaient incons@emaccepté de raisonner dans un contexte
excessivement manichéen ou les CD18 « résistatgda souris et de I'hnomme étaient confrontés aux
CD18 « sensibles » des bovins, des chevres et datons. Sauf qu'un détail resté au second plan
suggérait une réalité plus complexe : la LKT sealieCD18 porcin, mais dending ne déclenche pas
de cascade menant a I'apoptose ou a la nécroseefSaln 1999). Fidele a notre angle d'attaque
initial, nous avons alors décidé d'élargir I'évehties CD18 a décrire et a tester.

Globalement, nos résultats confirment et complétennodéle physiopathologique élaboré
par le groupe du Professeur Maheswaran quant audwlmodule EGF-3. Nous y adjoignons la
démonstration de l'effet adjuvant de la présenam deptide signal non clivé. Inversement, nos
résultats fondés sur une approche inter-especesogomle confirmer tous ceux générés par le groupe
du Professeur Srikumaran. En effet, le modele éfabpar ces derniers stipule que le peptide signal
non clivé des ruminants est nécessaire et suffigaunt expliquer qu’un CD18 quelconque conféere une
sensibilité a la LKT. De notre c6té, nous mettoneidence le role crucial de la nature du module
EGF-3 et le réle secondaire d’adjuvant joué parpeptide signal non clivée. Dans sa derniere
publication, le groupe du Professeur Srikumarae jetdiscrédit sur les travaux de ses concurmemts
affirmant, notamment, que le choix de la cellul&6R%e serait pas judicieux et générerait des @@sult
artefactuels. Quoique, a notre connaissance, cettarque ne soit fondée sur aucune donnée
objective, nous avons reproduit nos expériencéialies dans la lignée cellulaire utilisée par cauge
(P815, lignée mastocytaire murine continue). Ceafat, nous avons démontré que nos résultats étaient
bien les mémes, quelle que soit la lignée cellalatilisée (figure 31). Par contre, le second amum
utilisé par I'équipe du Professeur Srikumaran egtéamentalement mieux étayé : il s’agit de la
démonstration que l'incorporation préalable d'uptie correspondant au peptide signal bovin dans
la solution de LKT en diminue la cytotoxicité vis/s des leucocytes bovins (Shanthalingam et
Srikumaran, 2009). Ce résultat suggére la présénce inhibition compétitive pour la LKT entre le
peptide signal en solution et le peptide signalneaté au CD18. Nous avons tenté la méme
expérience dans nos conditions, en comparant i'efel'incorporation du peptide signal bovin a
'effet de lincorporation d’'un peptide synthétigumnstitué des mémes acides aminés mais se
succédant aléatoirement. Ce faisant, nous avon8rroénl’existence d’'une inhibition de I'effet
pronécrosant de la LKT par lI'incorporation préagabil peptide signal bovin libre dans la solution de
LKT. Cependant, nous avons également montré qpepéde aléatoire constitué des mémes acides
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aminés était aussi capable d’inhiber significatieatl’activité de la LKT. A ce point de vue, nous
regrettons que le groupe du Professeur Srikumaeinpas jugé bon de révéler la séquence de son
propre peptide « contrdle » ce qui ne nous a pamipede dupliquer son expérience dans nos
conditions. Quoiqu’il en soit, nos résultats suggérqu’une exposition de la LKT a un peptide
quelconque constitué d'une proportion élevée deadués hydrophobes en diminue ['activité
pronécrosante. Comme la LKT est elle-méme une mtdéoes hydrophobe (el Rasdial, 1998), la
probabilité d'une interaction avec un peptide sigpar nature hydrophobe lui aussi, parait, au goin
plausible.

Comment des lors, si pas réconcilier, au moins gsep une explication plausible a la
contradiction apparente entre nos résultats et deulkéquipe du Professeur Srikumaran ? De notre
point de vue, une différence méthodologique sulgdearrait jouer un réle sous-estimé. Les CD18
ectopiques ont toujours été testés aprésleofectiontransitoire par notre groupe, alors qu'ils ont
toujours été testés apres transfection et séled@rclones stables par le groupe du Professeur
Srikumaran. L'expérience montre que la transfecticansitoire permet souvent d’atteindre des
niveaux d'expression trés supérieurs a ceux mesapéss dérivation de clones stables. Donc, la
sensibilité de la détection d'un effet cytopathagésst probablement trés supérieure dans nos
conditions, ce qui pourrait expliquer pourquoi, slame expérience au design identique, nous soyons
capables de détecter un effet cytopathogéne la giolupe du Professeur Srikumaran ne détecte plus
rien. D’ou cette contradiction apparente entrenaifion observée dans notre laboratoire et abwolitio
mesurée par I'équipe du Professeur Srikumaranedtet’cytopathogéne lors de la conjugaison d’'un
peptide signal ddment clivable.

Dans la méme veine, les hétérodimeres CD11a/ChOifRiats utilisés par nos deux groupes
sont systématiquements différents en ce qui corcermature du partenaire CD11a : murin pour le
groupe du professeur Srikumaran et bovin dans mwageOr, des travaux récents (Kiediaal, 2007)
montrent que la nature du partenaire CD1l1a affeigeificativement l'interaction, également tenue
pour étre spécifique, entre la leucotoxin@atinobacillus actinomycetemcomitagisson récepteur, le
CD18 humain. Ces auteurs montrent que, s'agissalintbnsité de la cytolyse induite par cette eutr
toxine RTX, les CD11a humain et bovin sont interdeables tandis que leur remplacement par le
CD11a murin inhibe fortement la cytolyse. Il semb@nc plausible que I'hétérodimére CD11a/CD18
murin/bovin puisse étre beaucoup moins favorablexercice de la cytotoxicité de la LKT que
"notre" hétérodimere CD11a/CD18 bovin/bovin. Nosppes expériences fournissent d'ailleurs une
premiére donnée objective a l'appui de cette hgsathEn effet, le taux de cellules Pl-positivegapr
exposition a une solution standard de LKT a towgoéré largement supérieur en cellules K562
exprimant un LFAL naturel bovin/bovin qu'en cellulE815 exprimant un hétérodimere artificiel,
murin/bovin. Ce role atténuateur potentiel sousttepar la nature du CD11a pourrait donc expliquer
aussi pourquoi il suffit au groupe de Srikumaraxciser le peptide signal pour ne plus mesurer de

cytotoxicité. Si ces spéculations devaient étrefiooges, le modéle le plus proche de la réalité

147



TROISIEME PARTIE : DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

consisterait a poser que l'activité cytotoxique imann de la LKT requiert la présence simultanée du

CD11a bovin, d'un module EGF3 de ruminant et deptige signal non clivé.
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10. Perspectives

10.1. A moyen terme : chimiothérapie et sélection

D’aprés nos expériences, l'instauration d’'une migptiérapie utilisant le peptide signal de
I'alpaga devrait étre promise a un bel avenir daradre du traitement des pneumonies bactériennes
bovines. Nos expériences préliminaires montrennmé&ns qu’un peptide signal en solution est
tellement hydrophobe qu’il se colle directement aapis cellulaires. On peut donc anticiper
gu’injecter un tel peptide par voie intraveineugsutterait en un «tapissage » de I'endothélium
vasculaire qui ne laisserait qu'une infime propmrtde peptides arriver dans le liquide baignant les
alvéoles pulmonaires, la ou la LKT est concentézdte perspective ne nous parait donc pas réaliste
sur le terrain.

Différents anticorps ciblant le LFA-1 ou son ligatitCAM-1, ont été élaborés pour prévenir
ou diminuer I'impact du diabete insulinodépendaet)’arthrite rhumatoide, de I'asthme, du psoriasis
ou du rejet d’'organe (Zecchinon, 2007). Dans la mémine, il serait intéressant d’examiner la
faisabilité, I'efficacité et la tolérabilité d’uredlovaccination dirigée contre le module EGF-3 bovi

Une sélection génétique dirigée qui prioritiselaitiétention d’'un module EGF-3 résistant a la
LKT pourrait étre tres efficace. Sa faisabilité e8g évidemment de I'existence d’'une variation
allélique intéressante a cet endroit, ce qui supp@snise en ceuvre préalable d’'un inventaire de la

variation génétique spontanée du module EGF-3 zspce bovine.

10.2. A long terme : transgenese

Si I'étude du polymorphisme allélique du domaineF=&5du CD18 ne donne aucun résultat
utilisable en pratique, c’est-a-dire si la consgorade cette séquence en acides aminés est élevée,
nous pourrions envisager de modifier le génomeipgénierie génétique. L'intégration ciblée du
transgéne se ferait par recombinaison homologuety® d’événement est rare, il se déroule en
moyenne une fois pour dix mille cellules, sauf et stimulé par une cassure des deux brins d’ADN
(Vasquezet al, 2001; Duraiet al, 2005; Kandaveloet al, 2009; Krameeet al, 2010). Cette coupure
peut étre réalisée de deux maniéres, en utilissinles méganucléases soit les nucléases a doigt de
zinc (zinc-finger nucleaseZFN).

Les méganucléases sont des endonucléases qui aesem de longues séquences d’ADN
composées de 12 a 45 pb; elles sont subdiviséasngnfamilles dont la mieux caractérisée est
constituée des protéines LAGLIDAG (Paques et Dwhat2007; Grizoet al, 2010). Parmi celles-
ci, on retrouve les deux enzymeSde (provenant d&Saccharomyces cerevis)agt |1-Crel (provenant
de Clamydomonas reinhard}iiqui sont les plus étudiées de la famille (Krareeral, 2010). Le
principal inconvénient d'utiliser ces nucléasesurgltes est que la cible doit contenir un site
spécifique de ces enzymes (Krameérl, 2010). Pour contourner ce probléme, des mégaametéont

été modifiées en substituant ou en fusionnant iosrtdomaines de la protéine, ce qui leur permet de

149



TROISIEME PARTIE : DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

reconnaitre d’autres sites de clivage (Epetasl, 2003). Cependant, cette modification de structure
est un processus compliqué (Krareeal, 2010).

D’autres enzymes peuvent étre utilisées pour efales clivage double brin de I'ADN : les
nucléases a doigt de zinc. Elles sont composéé&videou quatre domaines en doigt de zinc reliés au
domaine modifié de I'endonucléaBeki (provenant dé~lavobacterium okeanokoife¢Cathomen et
Joung, 2008) (figure 33). Chaque doigt de zinccesistitué d’approximativement 30 résidus qui se
replient en structurpfo, est stabilisé par un ion de zinc et reconnattadgon particulier (Wolfet al,
2000). En employant différentes combinaisons de@minés, ces ZFN peuvent étre congues pour se
lier & TADN a I'emplacement exact ou le géne ditite modifié, pour le découper (Cathonedral,
2008). La dimérisation de deux ZFN est nécessaive stimuler I'activité de clivage du domaiRekl

et est espacée de cing a six pb (Cathomen et J2008).
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Figure 33 : Reconnaissance et clivage de 'ADN pdes nucléases a doigt de zinc (ZFNKramer et al.,
2010).Les formes actives des ZFN sont composées d’unetste homodimérique : un domaine a doigt de zinc
consiste en 3 protéines a doigt de zinc associ@ aamaine de clivagéokl qui se lie a 'ADN a une
combinaison de 5-6 nucléotides. Chaque doigt de est composé de 30 acides aminés se repliant €n un
structurefpa, est stabilisé par un ion Zn et reconnait un codon

o

Cette derniere technologie pourrait étre utilisemurpcorriger le génome d'une lignée
lymphoblastique bovine (BL3) sensible a la LKT adie exprime le LFA-1 endogéne. Ainsi, la
cotransfection (i) d’'un plasmide encodant 'EGF:8lgiaga et (ii) d’'un vecteur d’expression ou d’'un
ARNmM codant pour différentes ZFN a tester est rsaies Cette technique a été mise en ceuvre afin
de rendre une lignée cellulaire ovarienne d’hamdéeChine (CHOChinese hamster ovgrknock-
out pour différents génes (Santiagbal, 2008; Coset al, 2010; Liuet al, 2010). La résistance des
BL3 a la LKT sera vérifiée par cytométrie en flux.

En cas de résultat positif, on pourrait réalisdteceubstitution génomique dans des cellules
souches hématopoiétiques bovines. En effet, degdesesouches hématopoiétiques humaines ont été
modifiées par la technologie aux ZFN afin de lesdre résistantes au VIH-1 (virus de
'immunodéficience humaine-1) par délétion de 32dabgene du CCREckemokine receptor)b
corécepteur de ce virus (Hat al, 2010). Apres vérification de leur résistance BKT, ces cellules
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souches hématopoiétiques bovines seront injectées aeaux qui auront été préalablement déplétés
des leurs par chimiothérapie. Les altérations puohlires et hématologiques de ces animaux seront
examinées aprés injection de LKT ou inhalationMiehaemolytica ce qui permettra de valider la
transgenésm vivo.

Deux méthodes utilisant la technique de recombamai®mologue grace aux ZFN s’offrent a
nous pour générer des veaux transgeéniques : dafiiin de cellules souches embryonnaires et le
clonage par transfert nucléaire.

La production d’animaux transgéniques par l'intedia&e de cellules souches embryonnaires
(CSE) génére des embryons composés de deux ligaleksires distinctes dont une possede le gene
corrigé. Les CSE sont des cellules pluripotentewéés de la masse interne cellulaire du blastecyst
capables de produire tous les tissus. Cette mét@timnsfert de gene implique I'injection de deku
souches embryonnaires dans le blastocyste (Btedd, 2007). Cette technologie alliant CSE et ZFN a
été utilisée pour générer des souris transgéni¢esnelly et al, 2010). Cette technique posséde
'avantage de permettre I'analyse et la sélectiee @SE modifiées avant la production d’embryons
transgéniques. De plus, le site d'intégration dmggene dans le génome peut étre contrblé (Btelo
al., 2007). Cependant, un des inconvénients de ceftthane est qu'elle génere des animaux
chimérigues. Ceux-ci doivent étre croisés pour domaissance a des descendants dont tous les tissus
possédent le transgene, ce qui peut durer longtdensle cas des bovidés. D’autre part, I'isolagibn
la création de CSE provenant de certaines espamame le porc ou la béte bovine sont des
techniques seulement naissantes (M¢lal, 2007).

Le premier transfert nucléaire utilisant des ceBulsomatiques provenant de glandes
mammaires réalisé avec succes a conduit a la naessie la célébre brebis Dolly (Wilmet al,
1997). Les chercheurs concernés ont énucléé des/tegoet remplacé leur noyau par celui d'un
donneur, pouvant provenir de n’importe quelle delliEn 1998, cing clones bovins transgéniques
résistants a I'antibiotique G418 ont été produitécg a cette technique (Cibedli al, 1998). Cette
technique possede plusieurs avantages, a savain (fjeilleur rendement de transgenése chez les
ruminants, (i) le fait que les animaux ne sont pesaiques pour le transgéne et (iii) et la pdésibi
d’étudier l'intégrité du transgéne dans les ceflulélisées pour le transfert de géne (Seteal, 2006;
Zecchinon, 2007). L'utilisation de fibroblastes aqom donneur nucléaire a permis d’augmenter la
production de clones (Kasinathat al, 2001) et peut étre combiné avec la technologis pbur

donner naissance a des animaux transgéniques, ctenpoee (Hauschilét al, 2011).
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