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Résumé

L’immunisation génique consiste en l'injection d’un vecteur d’expression bactérien contenant 'ADNc
d’une protéine d'intérét. Des études ont montré que linjection d’'un tel plasmide chez la souris
entraine une réponse immunitaire spécifique de type Th1 (IgG2a). Cette polarisation de la réponse
immunitaire a été décrite dans le cas de pneumoallergénes (Der p5, Bet v1), empéchant toute
réponse ultérieure de type Th2 (IgG1 et IgE). L’objectif de notre éiude était d’étudier un tel effet pré-
ventif dans le cas d’un allergéne alimentaire, la B-lactoglobuline bovine (BLG). Cette protéine est un
allergéne majeur du lait de vache, et la présence d'lgE anti-BLG est démontrée chez 60 % des
patients allergiques au lait. Nous avons, dans un premier temps, développé un modéle expérimental
d’induction d’allergie & la LG sur des souris Balb/c. Des dosages quantitatifs des différents isotypes
(IgE, 19G1 et IgG2a) ont été mis au point, permettant ainsi de suivre la réponse anticorps totale et
anti-BLG chez ces souris. Nous avons ensuite construit un plasmide contenant YADNc de la §LG. Ce
plasmide se révéle fonctionnel in vitro et, apres injection dans le muscle du tibia de souris, il permet
I'expression in situ de la BLG sous sa forme native. Par ailleurs, la réponse primaire induite par ce
type d'immunisation est caractérisée par une réponse mixte 1IgG1/lgG2a, et une absence d'lgE anti-
BLG. Sur des souris préimmunisées par injection du géne, une sensibilisation ultérieure par la pro-
téine se traduit par une diminution persistante de plus de 95 % du taux d’IgE spécifiques, et par
l'induction d’une forte réponse IgG2a anti-BLG (inexistante chez les souris témoins). L’utilisation de
vecteurs non pathogenes et efficaces, administrables par voie digestive, pourrait permettre d’envisa-
ger une protection spécifique dans le cas des allergies alimentaires sévéres. © 2000 Editions scten-
tifiques et médicales Elsevier SAS
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Summary - Prevention of a B-lactoglobulin specific IE response in the mouse via gene immu-
nisation.

Gene immunisation consists of injecting a vector of bacterial expression containing cDNA from a
known protein. Some studies have shown that the injection of such a plasmid in the mouse results in
a type Th1 (IgG2a) specific immune response. This polarisation of the immune response has been
described in the case of respiratory allergens (Der p5, Bet v1), which prevent all subsequent type Th2
response (lgG1 and IgE). The aim of our study was to investigate such a preventive effect in the case
of a food allergen, ie, bovine B-lactoglobulin (BLG). This protein is a major allergen in cow’s milk, and
the presence of anti-BLG IgE has been demonstrated in 60% of patients who are allergic to milk. In
the present study, an experimental induction model was first set up for allergy to BLG in Balb/c mice.
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Quantitative dosages of the various isolypes (Igk, 1gG1, and IgG2a) were determined, thereby
permitting the total antibody and anti-BLG reaction to be examined in this group of mice. A plasmid
containing the BLG cDNA was then constructed. This plasmid was found to be functional in vitro, and
following its injection into the mouse tibia muscle, it allowed the in situ expression of BLG in its native
form. In addition, the primary response induced by this type of imnmunisation was characterised by a
mixed IgG1/lgG2a response, and by an absence of anti-BLG IgE. In mice which had been preimmu-
nised by gene vaccine, the resulting sensitivity induced by the protein could be observed in the per-
sistent decrease of over 95% in the specific IgE rate, and by the induction of a marked anti-BLG IgG2a
response (not present in the control mice). The use of efficient non pathogenic vectors which can be
orally administered could provide a mean of specific protection in the case of severe food allergies.

© 2000 Editions scientifiques et médicales Elsevier SAS
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L’'immunisation génique consiste en I’injection chez
I’animal d’un plasmide bactérien contenant I"ADNc
(ADN complémentaire correspondant au brin
codant) d’une protéine d’intérét. ainsi que toutes les
séquences nécessaires a4 son expression dans une
cellule eucaryote. Un plasmide est en fait une petite
molécule d’ADN double brin. présent naturellement
dans les bactéries et les levures. se répliquant de
fagon autonome quand la cellule hote prolifére, et
possédant des séquences vitales telles que, par
exemple, les genes de résistance aux antibiotiques.
Les premiers essais d'immunisation génique ont été
réalisés chez la souris par Wolf et al. [40]. démon-
tfrant une synthese importante des protéines codées
par le géne au site d'injection et leur persistance
pendant plusieurs mois. Divers travaux ont démontré
que la protéine produite in situ induit une réponse
immunitaire spécifique [28. 35]. Le type de réponse
induite est variable selon le mode d’immunisation.
En effet, une injection intramusculaire ou intra-
dermique permet I'induction d'une réponse immuni-
taire de type Thl, caractérisée par la production de
cytokines telles que I'IFNy et I'IL-2, et 1a production
d'IgG2a chez la souris. A 1’opposé. une administra-
tion par gene gun (introduction dans I’épiderme de
billes d’or revétues par de I’ADN, grice a un accélé-
rateur de particules ou de 1'hélium comprimé) per-
met une réponse immunitaire de type Th2 tres forte.
Ce type de réponse est caractérisé par la synthése
d’autres cytokines telles que 1'IL-4, IL-5, IL-10, et la
production d’IgE et d'IgG1 chez la souris. Cette dif-
férence dans le type de réponse immunitaire induite
pourrait résulter de la différence de quantité d’ADN

bactérien administrée, bien que cette quantité ne soit
pas le seul facteur intervenant [8]. En effet, I'admi-
nistration intramusculaire ou intradermique néces-
site 10 a 100 pg d’ADN, tandis que 1 pg suffit par
gene gun. Or, 'ADN bactérien agit lui-méme
comme un adjuvant du fait de la présence de séquen-
ces nucléotides particuliéres. dites séquences immu-
nostimulatrices. Ces séquences immunostimula-
trices correspondent a la succession, a partir de
I’extrémité 5°, de deux purines (guanine—adénine ou
adénine-—adénine), puis de la séquence cytosine—gua-
nine non méthylée, puis de deux pyrimidines (thy-
mine—cytosine ou thymine—thymine). Ces séquences
permettent une production rapide et simultanée
d’IL-6 et d’IL-12 par les cellules B, d'IL-6 et d’IFNy
par les cellules T CD4* et d'IFNy par les cellules NK
[17]. 1l en résulte une réponse de type Thl. Ces
séquences sont rares (preés de 20 fois moins fré-
quentes) et méthylées chez les vertébrés supérieurs,
et leur présence constitue en quelque sorte un signal
pour I’organisme lors d’une infection bactérienne.
Les applications de 1'immunisation génique sont
variées, allant de la vaccination contre des maladies
infectieuses ou contre des infections chroniques
(hépatite B et C, VIH, malaria par exemple), a
I"immunothérapie contre le cancer. Des vaccinations
géniques sont par ailleurs en phase de dévelop-
pement clinique aux Etats-Unis et en Suede. Ce type
d’immunisation, qui ne nécessite pas de disposer de
la protéine, peut également &tre appliqué chez 1’ani-
mal pour la production d anticorps monoclonaux et
polyclonaux spécifiques utilisables comme outils
immunoanalytiques. Par ailleurs, 1’ orientation de la
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réponse immunitaire vers une réponse de type Thl
semble tres intéressante pour la prévention de ’aller-
gie. Différents travaux ont en effet démontré que
lorsque la protéine codée par le plasmide est un aller-
géne, ce type d’immunisation permet 1’induction
d’une réponse Thl qui persiste méme lors d’une
sensibilisation ultérieure par la protéine dans des
conditions favorisant normalement une réponse IgE.
Ces travaux ont essentiellement porté sur des pneu-
moallergénes comme Der p5 {12, 13], Bet vl [10], et
sur un allergene de la cacahuete (Arah 2 [31]).

Notre laboratoire étudie les allergies alimentaires,
notamment au lait de vache. Les allergenes du lait
de vache sont multiples (B-lactoglobuline, caséines,
o-lactalbumine, etc.), et la sensibilisation a la 3-lac-
toglobuline a été démontrée chez 60 % des patients
allergiques au lait de vache [37]. Nous avons récem-
ment développé un modele de souris produisant des
quantités importantes d’IgE a l1a suite d une immu-
nisation par la B-lactoglobuline. Par ailleurs, de la
B-lactoglobuline recombinante a été produite. Elle
est exprimée chez Escherichia coli et présente une
immunoréactivité semblable a celle de la protéine
naturelle : elle a notamment la mé&me capacité de
liaison aux IgE spécifiques de patients allergiques
[4]. Nous avons donc construit un plasmide conte-
nant I’ ADNc de la B-lactoglobuline, pour I’adminis-
trer a 1’animal. Aprés avoir testé la fonctionnalité in
vitro et in vivo de ce plasmide en contrdlant la
production de B-lactoglobuline et la structure de la
protéine exprimée [3], nous avons pu suivre la
réponse immunitaire spécifique de souris immu-
nisées génétiquement. La réponse immunitaire
observée est de type Thl. Nous avons alors testé
"effet préventif d’une immunisation génique sur une
sensibilisation ultérieure par la B-lactoglobuline ;
nous avons constaté que ce type d’immunisation
permet de diminuer significativement la production
d'IgE spécifiques et d’augmenter parallélement la
production d’IgG2a spécifiques. Ces expériences
montrent donc la possibilité d’une réorientation
d’une réponse de type Th2 vers une réponse de type
Thl a la suite d’une immunisation génique, ce qui
permet d’envisager le développement d’un mode de
prévention de I’allergie alimentaire.

MATERIELS ET METHODES

Construction du plasmide contenant ’ADN¢
de la B-lactoglobuline

Nous disposions de I’ADNc de la B-lactoglobuline
dans un vecteur (pTTQ18) permettant sa production
chez E. coli (ADNc cloné et fourni par Batt, [14]).
L’amplification par PCR de I’ADNc de la B-lacto-
globuline a permis d’introduire des sites de coupures
spécifiques pour des enzymes de restriction (HindIIl
et Xbal), la séquence de Kozak et la séquence du
peptide signal (cf. « Résultats » pour leurs roles
respectifs). Le produit de PCR purifié a alors été
réintroduit dans le vecteur d’expression eucaryote
pcDNA.3 (Invitrogen) digéré par ces mémes enzymes
[3]. L”absence de mutation dans la séquence codante
de la B-lactoglobuline a été vérifiée par séquengage.
La production de grandes quantités de ce plasmide
est réalisée dans des bactéries E. coli DH50 en
milieu sélectif (résistance a I’ampicilline). La purifi-
cation du plasmide est effectuée grace au kit Mega-
Prep Endotoxin Free (Qiagen) utilisant une résine
échangeuse d’anions sous certaines conditions de
force ionique et de pH. Ce protocole assure par
ailleurs I’absence d’endotoxines bactériennes dans la
solution de plasmide.

Développement de dosages quantitatifs des IgE,
IgG1 et IgG2a sériques totales et spécifiques
de la B-lactoglobuline

La quantification des différents isotypes totaux et
spécifiques de la PB-lactoglobuline est essentielle
pour suivre la réponse humorale chez les souris
immunisées. Elle est réalisée par dosages immuno-
métriques a deux sites (dosages « sandwichs ») uti-
lisant soit un anticorps de capture spécifique de 1'iso-
type (dans le cas du dosage des immunoglobulines
totales), soit la P-lactoglobuline (dans le cas du
dosage des immunoglobulines spécifiques) immobi-
lisés au fond des puits de plaque de microtitration.
Apres incubation des sérums a une dilution conve-
nable, un lavage est effectué, puis un anticorps spéci-
fique de l’isotype recherché et marqué par une
enzyme (I’acétylcholine estérase [9]) est ajouté
comme anticorps traceur. Apres un nouveau lavage.



174 K. Adel-Patient et al

I’activité de I'’enzyme est révélée par réaction colori-
métrique avec le réactif d'Ellman [26]. La coloration
obtenue est alors directement proportionnelle a la
quantité d’anticorps sériques liés & la phase solide.
Des gammes utilisant des standard d’isotypes puri-
fiés commerciaux sont utilisées pour la quantifi-
cation des immunoglobulines totales. Une quantifi-
cation des anticorps anti-B-lactoglobuline sériques
est obtenue grice a l'utilisation comme standard
d’anticorps monoclonaux anti-B-lactoglobuline puri-
fiés de différents isotypes (IgG1, IgG2a et IgE). Les
anticorps monoclonaux anti-B-lactoglobuline d’iso-
type IgG1 et IgG2a ont été préparés au laboratoire
[25]. tandis que les IgE monoclonales anti-f-lacto-
globuline ont ét€ préparées et fournies par Granato
(CRN, Lausanne). Par ailleurs, le dosage des IgE
spécifiques est précédé d’un épuisement des IgG
sériques, permettant ainsi de s’affranchir d'un phé-
nomene de compétition éventuel entre les IgE et IgG
pour la liaison & la B-lactoglobuline immobilisée.

Expression de la B-lactoglobuline
dans des cellules eucaryotes en culture

La fonctionnalité du plasmide contenant I’ADNc de
la B-lactoglobuline a été testée dans un premier
temps sur des cellules eucaryotes en culture (cellules
COS : cellules de reins de singe transformées par le
virus SV40). L'expression de la B-lactoglobuline a
été réalisée par transfection des cellules par le plas-
mide, en utilisant la lipofectamine (LipofectAMINE
PLUS™ Reagent, Life technologies). La lipofecta-
mine est un mélange de liposomes permettant la
complexation de I’ADN, et de lipides facilitant
P'entrée de ’ADN complexé dans la cellule. Des
cellules confluentes a 50--80 %, cultivées en milieu
approprié, sont transfectées avec le plasmide préala-
blement couplé a la lipofectamine. Apres un. deux ou
trois jours de culture. le surnageant de culture est
prélevé et les cellules sont centrifugées, comptées et
lysées. Les protéines solubles sont contenues dans le
surnageant obtenu apres centrifugation des cellules
lysées. Le culot cellulaire est ensuite incubé en
milieu dénaturant (urée et [-mercaptoéthanol)
permettant 1’obtention, aprés une nouvelle centrifu-
gation, de la fraction de protéines insolubles. Les
quantités de B-lactoglobuline native et dénaturée

sont déterminées sur chacune de ces fractions.
Cette quantification repose sur deux dosages Elisa
développés au laboratoire [25]. Hs utilisent deux
couples d’anticorps monoclonaux anti-B-lactoglobu-
line complémentaires. I.e couple qui reconnait la
structure spatiale de la B-lactoglobuline, repliée et
stabilisée par deux ponts disulfures, est spécifique
d’épitopes dits conformationnels. Le couple recon-
naissant la 3-lactoglobuline dénaturée par réduction
des ponts disulfures puis S-carboxyméthylation est
spécifique d’épitopes dits « linéaires ». Les quantités
de B-lactoglobuline produites sont alors rapportées
au nombre de cellules.

Test de la fonctionnalité du plasmide in vivo
chez la souris

Des souris femelles de souche Balb/c sont anesthé-
siées par injection par voie intrapéritonéale de pento-
barbital sodique (75 mg/kg). Deux lots de souris sont
alors immunisés par injection de 100 g de plasmide
contenant ou non I"’ADNc de la B-lactoglobuline (lot
expérimental et lot témoin). Les immunisations se
font dans le muscle antérieur du tibia. 30 minutes
aprés injection d’une solution de sucrose 25 %. Le
sucrose permet d’augmenter I"osmolarité des
cellules, et donc facilite ’entrée de I’ADN dans les
cellules. Des extraits musculaires sont réalisés a
partir de souris sacrifiées a intervalle de temps
régulier (trois a 49 jours aprés I’immunisation). La
synthése in situ de PB-lactoglobuline sous forme
native et dénaturée est quantifiée par les dosages
Elisa mentionnés précédemment.

Immunisation par le géne et sensibilisation
par la protéine

L’immunisation génique est réalisée selon le proto-
cole précédemment décrit. Dans un premier temps,
nous avons regardé quel type de réponse immunitaire
est induit & la suite de 1'injection du plasmide. Pour
cela, des prélévements sanguins sont réalisés a dif-
férents temps apres I'immunisation génique. et les
concentrations en IgE, IgG1 et IgG2a totales et anti-
B-lactoglobuline sont déterminées.

Dans un second temps. les souris sont sensibilisées
par voie intrapéritonéale avec 50 pg de B-lacto-
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Figare 1. Schéma du plasmide contenant I’ADNc de la B-lactoglobuline (pcDNA.3-BLG). ColEl ori: origine de réplication
bactérienne ; ampicilline : géne de résistance & I’ampicilline ;: BLG gene : séquence codant la protéine. précédée du peptide signal et
de la séquence de Kozak ; promoteur CMV : promoteur du cytomégalovirus ; BGH pA : signal de polyadénylation de 1’hormone de
croissance bovine ; HindIIL Xbal : sites de reconnaissance pour des enzymes de restriction, sites spécifiques et uniques.

globuline adsorbée sur de l’alum, & des temps
variables apres I'immunisation génique (trois, sept,
14 ou 21 jours). L'utilisation de I’alum comme adju-
vant permet I'induction d’une forte réponse IgE et
IgG1 anti-B-lactoglobuline. Des prélévements san-
guins sont également réalisés régulierement afin
d’analyser 1'évolution de la réponse humorale des
Souris.

RESULTATS

Construction du vecteur d’expression eucaryote
pcDNA.3-BLG

Le plasmide contenant I’ADNc de la -lactoglobu-
line (pcDNA.3-BLG) est représenté sur la figure 1.
Le plasmide utilisé comme témoin est pcDNA.3. Ce
type de plasmide correspond a un plasmide bactérien
dans lequel différentes séquences ont été ajoutées

afin de permettre la production de protéines dans une
cellule eucaryote. On notera essenticllement des
séquences propres aux cellules procaryotes avec une
origine de réplication bactérienne (ColEl ori),
permettant I’amplification et donc la production de
grandes quantités de plasmide dans des bactéries. De
plus, la sélection des bactéries possédant le plasmide
d’intérét repose sur la présence d'un géne de résis-
tance a un antibiotique, ici I’ampicilline. Au niveau
eucaryote, la régulation de la transcription est
permise par la séquence d’un promoteur viral (ici, le
cytomégalovirus). La bonne terminaison des ARN
messagers est sous la dépendance d’un signal de
polyadénylation de ’hormone de croissance bovine
(BGH pA). Au niveau des séquences que nous avons
introduites, outre I’ADNc de la B-lactoglobuline, il
faut noter I'importance de la séquence de Kozak,
séquence consensus permettant la fixation des ribo-
somes et I’initiation de la transcription chez les euca-
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Figure 2. Expression de la B-lactoglobuline (BLG) in vitro par des cellules eucaryotes. Des cellules eucaryotes (cellules COS) sont
transfectées par le plasmide pcDNA.3-BLG. Apres un, deux ou trois jours de culture, les surnageants de culture sont prélevés, et des
extraits cellulares de protéines solubles et insolubles sont réalisés (cf. « Matériels et méthodes »). La B-lactoglobuline sous forme
native et sous forme dénaturée est quantifiée par dosages Elisa. La quantité de B-lactoglobuline dans chaque fraction est rapportée au
nombre de cellules. W P-lactoglobuline dosée sous forme d’agrégats insolubles ; == B-lactoglobuline 1ntracellulaire native :
A4 [B-lactoglobuline intracellulaire dénaturée : [ITIIT P-lactoglobuline native sécrétée dans le milieu de culture ; B-lacto-

globuline dénaturée sécrétée dans le milieu de culture.

ryotes [18, 19]. Le peptide signal quant a lui permet
I’adressage de la protéine dans le réticulum endo-
plasmique. permettant ensuite ’acquisition d’une
conformation tridimensionnelle correcte par la pro-
téine. Enfin, afin de pouvoir insérer notre ADNc
dans le plasmide, des séquences reconnues par des
enzymes de restriction spécifiques (Xbal et HindIII)
ont été rajoutées a notre insert. Elles permettent
d’intégrer I'insert par ligation apres hydrolyse du
plasmide et de I’insert a 1’aide de ces enzymes de
restriction.

Expression dans les cellules in vitre
Des dosages de B-lactoglobuline native et réduite ont

été réalisés sur les surnageants de culture et sur les
extraits protéiques de cellules transfectées par notre

plasmide. Les résultats de ces dosages sont repré-
sentés sur la figire 2. Les deux formes de B-lacto-
globuline sont détectées et dosées, en proportion
variable en fonction du temps apres la transfection.
Cette production est précoce (des le premier jour
suivant la transfection). et semble maximale au
deuxieme jour. Elle décroit ensuite. probablement a
la suite de la mort progressive des cellules arrivées a
confluence. Ces résultats permettent de confirmer la
fonctionnalité du plasmide construit dans une cellule
eucaryote. Une grande quantité de la B-lactoglobu-
line se retrouve dans le surnageant de culture dés le
premier jour de culture, essentiellement sous sa
forme native, laissant supposer qu’une partie de la
B-lactoglobuline est excrétée par les cellules euca-
ryotes. Cependant, la B-lactoglobuline est également
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Figure 3. Expression de la B-lactoglobuline (BLG) sous sa
forme native dans le muscle de souris. Des souris Balb/c femel-
les sont immunisées par 100 pg de plasmide pcDNA.3-BLG
dans le muscle antérieur du tibia, 30 minutes aprés 1’injection
de 50 uL de sucrose 25 %. Des prélévements sont effectués a
des intervalles de temps réguliers sur trois souris (+), et les
B-lactoglobulines native et dénaturée présentes dans des extraits
musculaires sont dosées par dosages Elisa. La B-lactoglobuline
dénaturée n’est détectable que chez une souris (non représenté),
et aucune forme de B-lactoglobuline n’est détectable chez les
souris immunisées par le plasmide témoin. La courbe est tracée
a partir de 1a moyenne de trois souris.

retrouvée sous forme d’agrégats insolubles qui
s’accumulent dans la cellule (fraction insoluble).

Fonctionnalité du vecteur d’expression in vivo

L’expression de la P-lactoglobuline a ensuite été
testée in vivo, aprés injection du plasmide dans le
muscle de souris. Les résultats, présentés sur la
figure 3, font apparaitre une production importante
de B-lactoglobuline sous sa forme native. La B-lacto-
globuline n’est pas détectable dans les extraits
musculaires des souris immunisées par le plasmide
témoin. I1 est intéressant de noter que chez les souris
immunisées par le plasmide contenant I’ADNc de la
B-lactoglobuline, la B-lactoglobuline sous sa forme
dénaturée n’est pas détectable, a I’exception d’une
souris produisant les plus forts taux de B-lactoglobu-
line trois jours aprés I'immunisation (30 ng/g de
muscle de B-lactoglobuline dénaturée, pour 2 pg/g
de muscle de B-lactoglobuline native). Seule la

B-lactoglobuline sous sa forme native est produite
chez les autres souris. De plus, si tous les animaux
immunis€s produisent la protéine, une forte variabi-
lit€ des niveaux d’expression est néanmoins obser-
vée. Le pic d’expression se situe dans la premiere
semaine aprés l'immunisation génique, suivi par
une décroissance exponentielle au cours du temps.
Cependant, la B-lactoglobuline reste encore détec-
table dans le muscle sept semaines aprés immunisa-
tion. Ainsi, la B-lactoglobuline est bien produite in
vivo, dans des quantités et pendant un temps suffi-
sants pour permettre une présentation de la protéine
au systéme immunitaire. Par ailleurs, il faut noter
que chez la souris présentant le plus haut niveau
d’expression a j3, la B-lactoglobuline a été détectée
en quantité non négligeable dans le sang, unique-
ment sous la forme native. Cela conforte I'idée que
la B-lactoglobuline produite par les cellules muscu-
laires transfectées est en partie excrétée dans
I’espace intercellulaire et peut passer dans la circula-
tion générale, méme si les concentrations sanguines
sont parfois trop faibles pour étre détectées chez
toutes les souris. Enfin, in vitro, la production par les
cellules eucaryotes de B-lactoglobuline sous forme
dénaturée est certainement due a une saturation du
systtme d’expression : la B-lactoglobuline s’accu-
mule dans la cellule et sa prise de conformation
tridimensionnelle devient alors impossible. Cette
hypothese semble confortée par la présence de B-lac-
toglobuline dénaturée chez une seule souris, présen-
tant le niveau d’expression protéique trés important.

Effet d’une immunisation génique

La protéine étant exprimée in vivo, nous avons cher-
ché & identifier le type de réponse immunitaire (Thl/
Th2) induit par une immunisation génique en
comparaison avec une immunisation par administra-
tion de la protéine en présence d’alum comme adju-
vant. Les résultats sont présentés sur la figure 4. Les
souris immunisées par le plasmide témoin ne déve-
loppent aucune réponse anticorps anti-B-lactoglobu-
line. En revanche, les souris immunisées par le plas-
mide pcDNA.3-BLG présentent une réponse IgE et
IgG1 spécifique de la B-lactoglobuline trés inférieure
a celle induite par une sensibilisation classique a
I’aide de la protéine. A 1’opposé, la réponse IgG2a
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Figure 4. Réponse primaire 2 la suite d’une immunisation génique. Des souris Balb/c femelles sont immunisées par 100 pug de plas-
mide pcDNA.3-BLG ou par 50 pg de B-lactoglobuline adsorbé sur de 1’alum. Chaque semaine, des prélévements sanguins sont réali-
sés, et les anticorps anti-B-lactoglobuline sont dosés individuellement (cinq souris par lot, moyenne + SEM). Les souris immunisées

par le plasmide t€émoin pcDNA.3 ne produisent aucun antxcorps antl BLG Immunisation génique :
BBER 1gG2a. Sensibilisation par la protéine : E==1 IgE ; [IIH [gG1 ; BERT 1gG2a.

anti-B-lactoglobuline est nettement supérieure chez
les souris immunisées par le plasmide pcDNA.3-
BLG. I’expression in situ de la protéine permet donc
sa présentation au systéme immunitaire et I’induc-
tion d’une réponse anticorps spécifique. Cette
réponse se traduit par la coexpression d’IgG2a et
d’IgG1 anti-B-lactoglobuline, accompagnée d’une
réponse IgE tres faible : ]a réponse immunitaire est
donc davantage de type Thl que celle induite par
I’immunisation par la protéine. Nous avons alors
cherché a connaitre la persistance de cette polarisa-
tion de type Thl, en particulier lors d’une sensibili-
sation ultérieure par la protéine.

Effet d’une préimmunisation génique
sur une sensibilisation ultérieure par la protéine

Des souris ont été sensibilisées par la B-lactoglobu-
line adsorbée sur de I’alum (mode d’immunisation

BEEE [oF . BEE 1oG1;

induisant une forte réponse IgE et IgG1) aprés avoir
été préalablement immunisées par le plasmide conte-
nant ’ADNc de la B-lactoglobuline. Les souris
témoins avaient recu le plasmide pcDNA.3 ne conte-
nant pas ’ADNCc de la B-lactoglobuline. Des essais
préliminaires de sensibilisations, réalisées a dif-
férents temps aprés I'immunisation génique (trois,
sept, 14 ou 21 jours), avaient montré que I’effet
maximal de la préimmunisation génique se situe
lorsque I’administration est effectuée trois semaines
avant I’administration de la protéine. Ce protocole a
donc été choisi pour les expériences dont les résultats
sont montrés sur la figure 5. L’ immunisation génique
induit une diminution trés importante de la produc-
tion des IgE spécifiques de la B-lactoglobuline. Les
trois premiéres semaines aprés I’immunisation par
la protéine, la quantité d’IgE anti-B-lactoglobuline
diminue de plus de 95 % chez les souris préimmu-
nisées par le plasmide contenant I’ ADNc de la B-lac-
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Figure 5. Effet d’une préimmunisation génique sur les réponses IgE (A), IgG1 (B) et IgG2a (C) spécifiques de 1a B-lactoglobuline.
Des souris Balb/c femelles sont immunisées par 100 pg de plasmide pcDNA.3 (d souris témoins) ou pcDNA.3BLG (H). Trois et six
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saignées sont réalisées toutes les semaines, et des dosages d’isotypes sont réalisés individuellement pour chaque souris.
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toglobuline par rapport aux souris témoins. La faible
augmentation ultérieure des taux d’IgE anti-B-lacto-
globuline 2 la suite d’une seconde immunisation par
la B-lactoglobuline résulte en fait de I’influence
d’une seule souris atypique présentant une forte
concentration d’IgE spécifiques, les autres souris
conservant toujours une diminution de 95 4 100 % de
ces IgE. Paralleélement, on observe chez les souris
préimmunisées par pcDNA.3-BLG une diminution
d’environ 25 % des IgGl spécifiques apres la
seconde immunisation par la protéine, corrélée a une
trés forte augmentation des IgG2a spécifiques. Cette
réponse IgG2a spécifique est quasi inexistante chez
les souris témoins.

Nous avons vérifié que cette orientation de la
réponse immunitaire est spécifique de la protéine
codée par le plasmide injecté en sensibilisant par de
la sérum-albumine bovine adsorbée sur de 1’alum
des souris préimmunisées, soit par le plasmide
témoin soit par le plasmide contenant I’ADNc de la
B-lactoglobuline. Ces souris développent des répon-
ses IgE, IgG1 et IgG2a anti-BSA identiques (résul-
tats non montrés). L’effet préventif d’une immunisa-
tion génique sur la réponse IgE se réveéle donc
spécifique de 1'allergéne codé par le plasmide admi-
nistré.

DISCUSSION

Ces travaux préliminaires permettent de démontrer
que 1’injection intramusculaire d’un plasmide d’ex-
pression eucaryote contenant I’ ADNc de la B-lacto-
globuline permet :

— la production in situ de la protéine sous sa forme
native ;

— la présentation de la -lactoglobuline an systeme
immunitaire ;

— I'induction d’une réponse anticorps spécifique de
la protéine codée.

La réponse immunitaire ainsi induite est de type
Th1 (production d’IgG2a), et permet la suppression
de la production d'IgE résultant d’une sensibilisation
par la protéine dans des conditions induisant habi-
tuellement une forte réponse IgE. Cette inhibition est
maintenue aprés une seconde immunisation par la
B-lactoglobuline, et est spécifique de la protéine
codée par le plasmide, comme le démontrent les

résultats obtenus a la suite d’une immunisation par la
sérum-albumine bovine, un allergéne non apparenté
a la B-lactoglobuline.

Ces derniéres années, I’immunisation génique a
fait ’objet de nombreuses études (in [20]), aussi bien
sur des modeles animaux d'infections virales (grippe
[28]. hépatite B [6], VIH [38], etc.) ou parasitaires
(Plasmodium falciparum par exemple [11]), que sur
des modeles animaux de maladies auto-immunes
(encéphalomyélite auto-immune expérimentale chez
la souris [27]). L' utilisation de 1"immunisation génique
en allergie a été appliquée a différents types d’aller-
genes. En 1996, Raz et al. ont démontré, en utilisant
la B-galactosidase, que 1’administration répétée d 'un
plasmide codant pour cette protéine, par injection
intradermique ou administration transcutanée, per-
mettait une réponse primaire de type Thl. Cette
réponse Thl était maintenue aprés une sensibilisa-
tion par la protéine, et permettait également de dimi-
noer une réponse IgE spécifique préalablement
induite par une immunisation protéique en alum
[29]. A ces premiers résultats sur I'immunisation
génique et la réponse IgE ont succédé des travaux sur
différents allergénes tels que Der p5 [12, 13]. Bet v1
[10], Hev b5 [34] chez le rat et la souris. L’ensemble
de ces travaux montre que ['injection intramuscu-
laire ou intradermique de plasmide codant un aller-
géne permet de diminuer les taux d’IgE circulantes,
mais également la réactivité bronchique, la libération
d’histamine et I'infiltration des éosinophiles dans les
tissus. Ces effets régulateurs seraient médiés par les
cellules CD4" et CD&" [12, 21]. Nos résultats sont en
accord avec l'ensemble des travaux précités. Ils
montrent en outre que la production in situ de I’aller-
geéne, et sa sécrétion dans le milieu extracellulaire,
dans sa structure native, est certainement un des
mécanismes indispensables a cette réponse. Des
études sont en cours au laboratoire afin d"approfon-
dir I'effet préventif de I"immunisation génique sur
une réponse IgE, ainsi que pour évaluer le potentiel
thérapeutique de I’immunisation génique (diminution
d’une réponse IgE spécifique préexistante). Cepen-
dant, une €tude récente utilisant un plasmide codant
pour Ara h2 (un des allergénes majeurs de 1’ara-
chide) a démontré que des réactions d’anaphylaxie
pouvaient étre induites par immunisation génique
(administration intramusculaire) de souris femelles
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C3H [22]. Ces réactions surviennent a la suite
d’administrations répétées du gene, et elles ne
semblent pas médiées par les IgE, mais par les IgG1.
Les souris C3H produisent pourtant des IgG2a en
forte quantité, mais qui n’ont aucun effet protecteur.
Il est donc important de connaitre les mécanismes
d’induction de la réponse immunitaire a la suite
d'une immunisation génique ainsi que la spécificité
et ’affinité des différents anticorps produits dans
différentes conditions d’administration du plasmide
(simple/répétée, voie et mode d’administration,
quantité ’ ADN administrée).

Il apparait néanmoins que la réponse induite par
une injection intramusculaire ou intradermique de
plasmide conduit en général préférentiellement & une
réponse immunitaire de type Thl. Nous avons par
ailleurs observé que 1'injection intramusculaire de la
B-lactoglobuline sous forme protéique, dans des
quantit€s équivalentes & celles produites lors d’une
immunisation génique, induit une faible réponse IgE
et IgG1 anti-B-lactoglobuline (résultats non mon-
trés). L’induction d’une réponse Thi ne résulte donc
pas du mode d’administration (intramusculaire) de la
protéine mais de sa production a partir d’ADN
bactérien contenant des séquences immunostimula-
trices. Ces séquences immunostimulatrices a elles
seules permettent in vitro et in vivo la sécrétion
d’IL-12 par les macrophages et les cellules B,
d’TFNY par les cellules T CD4" et NK, et d’IL-6 par
les cellules B et les cellules CD4* [16, 17]. L’envi-
ronnement Thl, di a la présence d’IL-12 et d’IFNY,
doit permettre la commutation isotypique préféren-
tielle vers les IgG2a, plutdt que vers les IgE et IgG1.
En effet, I'TL-12 doit &tre présente au moment de la
présentation de I’antigéne pour permettre 1’induction
des clones Thl. En l’absence d’IL-12, et donc
d’IFNY, la réponse immunitaire sera de type Th2 [2].
Par ailleurs, les séquences immunostimulatrices bac-
tériennes permettent in vivo d’augmenter 1’expres-
sion des molécules du complexe majeur d’histo-
compatibilité de classe I, et des molécules costimu-
latrices B7 sur les cellules B. Elles permettent ainsi
d’augmenter la capacité de présentation de 1’anti-
geéne aux cellules T, et fournissent le co-signal néces-
saire & la stimulation et I’induction d’une réponse
immunitaire [7]. Ainsi, la présence des séquences
immunostimulatrices dans un plasmide d’expression

eucaryote est nécessaire a I’'induction d’une réponse
Thl in vivo, comme le démontrent les résultats obte-
nus lors du remplacement du géne de résistance a
I’ampicilline (contenant deux fortes séquences
immunostimulatrices) par le géne de résistance a la
kanamicine (ne contenant pas de séquences immu-
nostimulatrices) dans le squelette du plasmide [32].
La non méthylation de ces séquences (ce qui les
différencient de I’ ADN des vertébrés supérieurs) est
également nécessaire pour la stimulation du systéme
immunitaire [16]. II est donc également possible
d’induire une réponse Thl par ’administration par
voie systémique d’oligonucléotides contenant des
séquences immunostimulatrices. L’ administration
seule et en grande quantité de ces oligonucléotides
présente un potentiel limité, du fait de I’induction
probable d’un choc avec hypotension dil a la stimu-
lation de la production de TNF par ces séquences [2].
Pour éviter ce phénomene, deux solutions sont envi-
sageables : soit I'intégration de ces séquences dans
un plasmide d’expression eucaryote, comme nous
I’avons décrit, soit 1’administration simultanée et
limitée de ces oligonucléotides avec ’allergéne pré-
cipité. Ce dernier type d’expérience a été réalisé avec
succes par plusieurs équipes |7, 23]. Néanmoins,
I’administration sous forme de plasmide permet un
meilleur contrble de la production et de la présen-
tation antigénique, avec notamment la possibilité
d’utilisation d’un promoteur eucaryote spécifique
d’un type cellulaire (limitant alors la synthése en trop
forte quantité et trop systémique de la protéine, et
donc les risques éventuels d’anaphylaxie associée).
Ce type d’expérience a été réalisé en associant le
géne d’intérét avec un promoteur spécifique du
complexe majeur d’histocompatibilité classe II, limi-
tant ainsi I’expression de la protéine étrangére aux
seules cellules exprimant ces molécules du complexe
majeur d’histocompatibilité [1].

Les mécanismes cellulaires induits par I’immuni-
sation génique sont pour I’instant mal connus. En
effet, I’ADN doit pénétrer dans la cellule, résister
aux attaques enzymatiques lors de son trafic intra-
cellulaire, pénétrer dans le noyau et y permettre une
expression prolongée de la protéine. De plus, les
cellules transfectées doivent pouvoir résister aux
attaques des cellules cytotoxiques. L’entrée du plas-
mide dans la cellule pourrait s’effectuer par endo-
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cytose passive ou par I’intermédiaire d’un récepteur
tel que le macrophage scavenger receptor (MSR)
dont les ligands connus sont des lipoprotéines de
faibles densités, mais aussi des complexes tétra-
mériques d’ADN - ou quadruplexes [39]. Par
ailleurs, Yi et al. [41] ont démontré que I'entrée de
I’ADN bactérien par endocytose passive se ferait
dans un compartiment intracellulaire acidifié, 1’ acidi-
fication étant couplée a la production de formes réac-
tives de I'oxygeéne, induisant la translocation du
facteur NFxB dans le noyau. Ce dernier permet |’ acti-
vation de proto-oncogénes et la transcription de cyto-
kines. Ces deux mécanismes pourraient donc étre
simultanés, permettant & la fois I’entrée du plasmide
intact dans la cellule par un récepteur extra-cellulaire
et I'induction d’une activation des cellules par endo-
cytose passive par les formes réactives de 1’oxygeéne.

Le mécanisme d’induction d’une réponse immu-
nitaire lors de 1’administration intramusculaire de
I’ ADN reste encore mal expliqué. En effet, les cellu-
les musculaires, qui sont les principales cellules
transfectées et exprimant la protéine, ne possédent
pas de molécule du complexe majeur d’histocompa-
tibilité de classe I, et trés peu de classe 1. 1 semble
donc que la protéine soit libérée dans le milieu inter-
cellulaire avant d’étre présentée au systeme immu-
nitaire, comme le suppose dans notre cas la sécrétion
de 1a B-lactoglobuline observée in vitro et in vivo. Il
faut néanmoins rappeler que I’environnement en
cytokines induit par le squelette du plasmide est le
facteur qui permet !’induction d’une réponse immu-
nitaire de type Thl. Cela laisse supposer que la
protéine est présentée sur son lieu de production
(muscle) ou dans les organes lymphoides ol la
protéine et le plasmide sont présents. La présentation
au niveau musculaire peut étre le fait d’une migration
de cellules présentatrices de 1’antigene du fait de la
légere inflammation provoquée par ’injection. Ces
cellules présentatrices de 1’antigéne, ou des lympho-
cytes ayant rencontrés 1’antigéne, migrent alors vers
les ganglions lymphatiques ol les cellules T et B
naives se transforment alors en cellules effectrices et
mémoires. La synthése prolongée de la protéine au
site d’injection permettrait le maintien de la réponse
immunitaire [30, 36], amplifiant la réponse. Nous
avons d’ailleurs détecté des quantités non négli-
geables de protéine dans le sang d’une souris qui

présentait un niveaun trés élevé de protéine dans le
muscle, ce qui est en accord avec une exportation
de la protéine vers les organes lymphoides permet-
tant le maintien de la réponse anticorps. Cette hypo-
these serait en accord avec les travaux de Mor [24] et
Klinman [15].

Il est par ailleurs intéressant de noter que 1’admi-
nistration intramusculaire ou intradermique de plas-
mide ou de séquences immunostimulatrices avec un
antigéne ne semble pas permettre ’induction d’une
immunité muqueuse (synthése d’IgA sécrétoires).
En revanche. ’administration par voie muqueuse
(intranasale [23] ou intragastrique [31]) semble effi-
cace pour permettre une capture et I’élimination de
I’allergéne au niveau des parois muqueuses (respi-
ratoires ou intestinales). Un travail récent a permis en
effet de démontrer que 1’administration intragas-
trique de nanoparticules de chitosan (polysaccharide
naturel de crustacés, déja utilisé dans I’industrie
pharmaceutique) enrobant un plasmide codant
Ara h2, permet I’expression de la protéine au niveau
de I’épithélium de I’estomac et de I’intestin. L'induc-
tion d’une réponse immunitaire de type Thl est
observable, ainsi que I’induction d’une réponse anti-
corps de type sécrétoire. Une diminution de !’inten-
sit€ des réactions anaphylactiques et de la réponse
IgE spécifique d’ Ara h2 est observée lors de 1I’admi-
nistration de ce plasmide avant la sensibilisation
[31]. Ces résultats laissent entrevoir la possibilité
d’une administration orale de plasmides permettant
une immunoprévention de I’allergie. De nombreuses
études restent 2 mener afin de déterminer les
meilleurs protocoles d’immunisation aboutissant a
une protection, préventive ou thérapeutique. Dif-
férents modes d’immunisation utilisant des vecteurs
probiotiques tels que des bactéries lactiques modi-
fiées, permettant une administration du plasmide par
voie orale, sont en cours d’étude. En effet, étant
donné les observations récentes d’une corrélation
négative entre un test positif a la tuberculine et la
présence de réactions atopiques [33], et la prévalence
de I’allergie uniquement dans les pays « propres »
(c’est-a-dire on les infections bactériennes sont trés
limitées) [5], I'immunisation génique par voie orale
utilisant des bactéries lactiques comme vecteurs
pourrait étre un moyen de lutte simple et efficace
contre I'allergie.
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La stireté de I’immunisation gé€nique est un facteur
a prendre également en considération. Jusqu’a
présent, aucune intégration de I’ADN dans les chro-
mosomes n’a été observée, ni I’induction de mala-
dies auto-immunes dues a la présence d’anticorps
anti-ADN ou a la destruction des cellules produisant
la protéine codée par le plasmide. Par ailleurs, I'uti-
lisation du gene de résistance a 1I’ampicilline comme
gene de sélection pose le probleme de la transmis-
sion €ventuelle de cette résistance a d’autres bacté-
ries, notamment aux bactéries de la microflore intes-
tinale, et de la dissémination de cette résistance.
Cependant, le remplacement de ce gene par des
séquences immunostimulatrices est tout a fait envi-
sageable, ce qui €liminerait tout risque bactériolo-
gique, tout en conservant la capacité immunostimu-
latrice du plasmide.
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