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Resume 
L'immunisation gen~que consiste en I'injection d'un vecteur d'expression bacterien contenant I'ADNc 
d'une proteine d'intergt. Des etudes ont montre que I'injection d'un tel plasmide chez la souris 
entraine une reponse immunitaire specifique de type Thl  (IgG2a). Cette polarisation de la reponse 
immunitaire a ete decrite dans le cas de pneumoallergenes (Der p5, Bet v l) ,  empgchant toute 
reponse ulterieure de type Th2 (IgG1 et IgE). L'objectif de notre etude etait d'etudier un tel effet prB- 
ventif dans le cas d'un allergene alimentaire, la P-lactoglobuline bovine (PLG). Cette proteine est un 
allergene majeur du lait de vache, et la presence d'lgE anti-PLG est demontree chez 60 O/O des 
patients allergiques au lait. Nous avons, dans un premier temps, developpe un modele experimental 
d'induction d'allergie a la PLG sur des souris Balblc. Des dosages quantitatifs des differents isotypes 
(IgE, lgGl et IgG2a) ont ete mis au point, permettant ainsi de suivre la reponse anticorps totale et 
anti-PLG chez ces souris. Nous avons ensuite construit un plasmide contenant I'ADNc de la PLG. Ce 
plasmide se revele fonctionnel in vitro et, apres injection dans le muscle du tibia de souris, il permet 
I'expression in situ de la PLG sous sa forme native. Par ailleurs, la reponse primaire induite par ce 
type d'immunisation est caracterisee par une reponse mixte IgGl/lgG2a, et une absence d'lgE anti- 
PLG. Sur des souris preimmunisees par injection du gene, une sensibilisation ulterieure par la pro- 
teine se traduit par une diminution persistante de plus de 95 % du taux d'lgE specifiques, et par 
I'induction d'une forte reponse IgG2a anti-PLG (inexistante chez les souris temoins). L'utilisation de 
vecteurs non pathogenes et efficaces, administrables par voie digestive, pourrait permettre d'envisa- 
ger une protection specifique dans le cas des allergies alimentaires severes. O 2000 iditions sclen- 
tifiques et medicales Elsevier SAS 

allergie alimentaire / IgE / immunisation genique I lait de vache / modele animal 

Summary - Prevention of a P-lactoglobulin specific IgE 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 Thl  (IgG2a) specific immune response. This polarisation of the immune response has been 
described in the case of respiratory allergens (Derp5, Bet v l) ,  which prevent allsubsequent type Th2 
response (IgG 1 and IgE). The aim of our study was to investigate such a preventive effect in the case 
of a food allergen, ie, bovine P-lactoglobulin (PLG). This protein is a major allergen in cow's milk, and 
the presence of anti-PLG 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 PLG in Balbk mic'e. 
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Quantitative dosages of the various isotypes (IgE, IgG1, and IgG2a) were determined, thereby 
permitting the total antibody and anti-flLG reaction to be examined in this group of m,ce. A plasmid 
containing the I~LG cDNA was then constructed. This plasmid was found to be functional in vitro, "and 
following its injection into the mouse tibia muscle, # aflowed the in situ expression of [~LG in its native 
form. In addition, the primary response induced by this type of immunisation was characterised by a 
mixed IgG 1/IgG2a response, and by an absence of anti-~LG IgE. In mice which had been preimmu- 
nised by gene vaccine, the resulting sensitivity induced by the protein could be observed m the per- 
sistent decrease of over 95% in the specific IgE rate, and by the induction of a marked anti-~L G 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 E-ditions scientifiques et m6dicales Elsevier SAS 

food allergy / IgE / gene vaccine / cow's milk / animal model 

L'immunisation genique consiste en l'injection chez 
l'animal d'un plasmide bacterien contenant FADNc 
(ADN complementaire correspondant au brin 
codant) d'une proteine d'interet, ainsi que toutes les 
sequences necessaires 5 son expression dans une 
cellule eucaryote. Un plasmide est en fait une petite 
molecule d 'ADN double brim present natm'ellement 
dans les bacteries et les levures, se repliquant de 
fagon autonome quand la cellule hete prolifare, et 
possedant des sequences vitales telles que, par 
exemple, les ganes de resistance aux antibiotiques. 
Les premiers essais d'immunisation genique ont ete 
realises chez la souris par Wolf et al. [40]. demon- 
trant une synth~se importante des proteines codees 
par le gbne au site d'injection et leur persistance 
pendant plusieurs mois. Divers travaux ont demontre 
que la proteine produite in situ induit une reponse 
immunitaire specifique [28, 35]. Le type de reponse 
induite est variable selon le mode d'immunisation. 
En effek une injection intramusculaire ou intra- 
dermique permet 1' induction d' une rdponse immuni- 
taire de type Thl,  caracterisee par la production de 
cytokines telles que 1" IFN7 et I'IL-2, et la production 
d'IgG2a chez la souris. A Foppose, une administra- 
tion par gene gun (introduction darts l'epiderme de 
billes d'or rev~tues par de I'ADN, grace hun accele- 
rateur de particules ou de l'hdlium comprime) per- 
met une reponse immunitaire de type Th2 tres forte. 
Ce type de reponse est caracterise par la synth~se 
d'autres cytokines telles que I'IL-4, IL-5, IL-10, et la 
production d'IgE et d'IgG1 chez la souris. Cette dif- 
ference dans le type de reponse immunitaire induite 
pourrait resulter de la difference de quantite d 'ADN 

bacterien administree, bien que cette quantite ne soit 
pas le seul facteur intervenant [8]. En effet, l 'admi- 
nistration intramusculaire ou intradermique neces- 
site 10 ~t 100 pg d'ADN, tandis que 1 Bg suffit par 
gene gun. Or, I 'ADN bacterien agit lui-mame 
comme un adjuvant du fait de la presence de sequen- 
ces nucleotides particulibres, dites sequences immu- 
nostimulatrices. Ces sequences immunostimula- 
trices correspondent ~ la succession, ~ partir de 
l'extremite 5", de deux pufines (guanine-adenine ou 
adenine-adenine), puis de la sequence cytosine-gua- 
nine non methylee, puis de deux pyrimidines (thy- 
mine-cytosine ou thymine-thymine). Ces sequences 
permettent une production rapide et simultanee 
d'IL-6 et d'IL-12 par les cellules B, d'IL-6 et d'IFN7 
par les cellules T CD4 ÷ et d'IFN~ par les cellules NK 
[17]. I1 en resulte une reponse de type Thl.  Ces 
sequences sont rares (prhs de 20 fois moins fre- 
quentes) et methyldes chez les vertdbrds superieurs, 
et leur presence constitue en quelque sorte un signal 
pour l'organisme lors d'une infection bactdrienne. 

Les applications de l'immunisation genique sont 
variees, allant de la vaccination contre des maladies 
infectieuses ou contre des infections chroniques 
(hepatite B et C, VIH, malaria par exemple), h 
l'immunotherapie contre le cancer. Des vaccinations 
geniques sont par ailleurs en phase de develop- 
pement clinique aux l~tats-Unis et en Suhde. Ce type 
d'immunisation, qui ne ndcessite pas de disposer de 
la proteine, peut egalement ~tre applique chez l'ani- 
mal pour la production d'anticorps monoclonaux et 
polyclonaux specifiques utilisables comme outils 
immunoanalytiques. Par ailleurs, l'orientation de la 
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reponse immunitaire vers une reponse de type Thl 
semble tr0s intdressante pour la prevention de 1' aller- 
gie. Differents travaux ont en effet ddmontr6 que 
lorsque la proteine codde par le plasmide est un aller- 
gone, ce type d'immunisation permet l'induction 
d'une reponse Thl qui persiste marne lors d'une 
sensibilisation ult~rieure par la proteine dans des 
conditions favorisant normalement une reponse IgE. 
Ces travaux ont essentiellement port6 sur des pneu- 
moallerg0nes comme Der p5 [12, 13], Bet vl [10], et 
sur un allerg0ne de la cacahu~te (Ara h 2 [31]). 

Notre laboratoire 6tudie les allergies alimentaires, 
notamment au lair de vache. Les allerg0nes du lait 
de vache sont multiples (~3-1actoglobuline, caseines, 
a-lactalbumine, etc.), et la sensibilisation ~ la ~3-1ac- 
toglobuline a 6t6 demontrde chez 60 % des patients 
allergiques au lait de vache [37]. Nous avons recem- 
ment ddvelopp6 un mod01e de souris produisant des 
quantites importantes d ' IgE ~ la suite d 'une immu- 
nisation par la [3-1actoglobuline. Par ailleurs, de la 
~3-1actoglobuline recombinante a 6t6 produite. Elle 
est exprimde chez Escherichia coli et presente une 
immunordactivit6 semblable ~t celle de la prot6ine 
naturelle : elle a notamment la mOme capacit6 de 
liaison aux IgE specifiques de patients allergiques 
[4]. Nous avons donc construit un plasmide conte- 
nant I'ADNc de la ~-lactoglobuline, pour l'adminis- 
trer ~ l'animal. Apr0s avoir test6 la fonctionnalit6 in 
vitro et in vivo de ce plasmide en contr61ant la 
production de [3-1actoglobuline et la structure de la 
protdine exprimde [3], nous avons pu suivre la 
rdponse immunitaire specifique de souris immu- 
nisees gendtiquement. La reponse immunitaire 
observee est de type Thl.  Nous avons alors test6 
1' effet preventif d'une immunisation genique sur une 
sensibilisation ulterieure par la ~-lactoglobuline ; 
nous avons constat6 que ce type d'immunisation 
permet de diminuer significativement la production 
d'IgE spdcifiques et d'augmenter parall01ement la 
production d'IgG2a specifiques. Ces experiences 
montrent donc la possibilit6 d'une reorientation 
d'une rdponse de type Th2 vers une reponse de type 
Thl ~t la suite d'une immunisation genique, ce qui 
permet d'envisager le developpement d'un mode de 
prevention de l'allergie alimentaire. 

MATI~RIELS ET MI~THODES 

Construction du plasmide contenant I'ADNe 
de la ~-laetoglobuline 

Nous disposions de I'ADNc de la ~3-1actoglobuline 
dans un vecteur (pTTQ18) permettant sa production 
chez E. coli (ADNc clone et fourni par Batt. [14]). 
L' amplification par PCR de I 'ADNc de la ~-lacto- 
globuline a permis d'introduire des sites de coupures 
specifiques pour des enzymes de restriction (HindIII 
et XbaI), la sequence de Kozak et la sequence du 
peptide signal (cf. << Resultats ~ pour leurs reles 
respectifs). Le produit de PCR purifi6 a alors 6t6 
rdintroduit darts le vecteur d'expression eucaryote 
pcDNA.3 (Invitrogen) diger6 par ces m~mes enzymes 
[3]. L' absence de mutation dans la sequence codante 
de la ~3-1actoglobuline a 6t6 verifiee par sequenqage. 
La production de grandes quantitds de ce plasmide 
est realisee dans des bactdries E. coli DH5o~ en 
milieu selectif (rdsistance ~t l'ampicilline). La purifi- 
cation du plasmide est effectuee grace au kit Mega- 
Prep Endotoxin Free (Qiagen) utilisant une resine 
6changeuse d'anions sous certaines conditions de 
force ionique et de pH. Ce protocole assure par 
ailleurs 1' absence d' endotoxines bactdriennes dans la 
solution de plasmide. 

D6veloppement de dosages quantitatifs des IgE, 
IgG1 et IgG2a s6riques totales et sp6cifiques 
de la ~-laetoglobuline 

La quantification des differents isotypes totaux et 
specifiques de la ~-lactoglobuline est essentielle 
pour suivre la reponse humorale chez les souris 
immunisees. Elle est realisee par dosages immuno- 
mdtriques ~ deux sites (dosages ~< sandwichs ~) uti- 
lisant soit un anticorps de capture specifique de l'iso- 
type (dans le cas du dosage des immunoglobulines 
totales), soit la [3-1actoglobuline (dans le cas du 
dosage des immunoglobulines specifiques) immobi- 
lises au fond des puits de plaque de microtitratien. 
Apr0s incubation des serums h une dilution conve- 
nable, un lavage est effectue, puis un anticorps speci- 
fique de l'isotype recherche et marque par une 
enzyme (l'acdtylcholine esterase [9]) est ajout6 
comme anticorps traceur. Apr0s un nouveau lavage, 
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l'activitd de l 'enzyme est r6velde par reaction colori- 
mdtrique avec le rdactif d'Ellman [26]. La coloration 
obtenue est alors directement proportionnelle h la 
quantit6 d'anticorps sdriques lids h la phase solide. 
Des gammes utilisant des standard d'isotypes purl- 
rids commerciaux sont utilisees pour la quantifi- 
cation des immunoglobulines totales. Une quantifi- 
cation des anticorps anti-~3-1actoglobuline seriques 
est obtenue grace h l'utilisation comme standard 
d'anticorps monoclonaux anti-~-lactoglobuline puri- 
rids de diffdrents isotypes (IgG1, IgG2a et IgE). Les 
anticorps monoclonaux anti-lJ-lactoglobuline d'iso- 
type IgG1 et IgG2a ont et6 prepares au laboratoire 
[25], tandis que les IgE monoclonales anti-~3-1acto- 
globuline ont dt6 prdparees et fournies par Granato 
(CRN, Lausanne). Par ailleurs, le dosage des IgE 
spdcifiques est precdde d'un 6puisement des IgG 
sdriques, permettant ainsi de s'affranchir d'un phe- 
nomane de competition 6ventuel entre les IgE et IgG 
pour la liaison h la [~-lactoglobuline immobilisee. 

Expression de la ]3-1actoglobuline 
dans des cellules eucaryotes en culture 

La fonctionnalitd du plasmide contenant I'ADNc de 
la [3-1actoglobuline a dtd testde dans un premier 
temps sur des cellules eucaryotes en culture (cellules 
COS : cellules de reins de singe transformdes par le 
virus SV40). L'expression de la [~-lactoglobuline a 
dtd realisde par transfection des cellules par le plas- 
mide, en utilisant la lipofectamine (LipofectAMINE 
PLUS TM Reagent, Life technologies). La lipofecta- 
mine est un melange de liposomes permettant la 
complexation de I'ADN, et de lipides facilitant 
l'entrde de I'ADN complexd dans la cellule. Des 
cellules confluentes h 50-80 %, cultiv~es en milieu 
approprid, sont transfectdes avec le plasmide prdala- 
blement couple h la lipofectamine. Aprbs un, deux ou 
trois jours de culture, le surnageant de culture est 
prdlevd et les cellules sont centrifugdes, comptdes et 
lysees. Les proteines solubles sont contenues dans le 
surnageant obtenu aprbs centrifugation des cellules 
lysdes. Le culot cellulaire est ensuite incubd en 
milieu d~naturant (urde et ~-mercaptodthanol) 
permettant l'obtention, apr~s une nouvelle centrifu- 
gation, de la fraction de protdines insolubles. Les 
quantitds de [3-1actoglobuline native et ddnatur~e 

sont ddtermindes sur chacune de ces fractions. 
Cette quantification repose sur deux dosages Elisa 
developpds au laboratoire [25]. Ils utilisent deux 
couples d'anticorps monoclonaux anti-[3-1actoglobu- 
line complementaires. Le couple qui reconnait la 
structure spatiale de la [3-1actoglobuline, repliee et 
stabilis6e par deux ponts disulfures, est spdcifique 
d'dpitopes dits conformationnels. Le couple recon- 
naissant la ~-lactoglobuline ddnaturee par reduction 
des ponts disulfures puis S-carboxymethylation est 
spdcifique d'dpitopes dits ~ lindaires ~. Les quantitds 
de [3-1actoglobuline produites sont alors rapportdes 
au hombre de cellules. 

Test de la fonctionnalit6 du plasmide in vivo 
chez la souris 

Des souris femelles de souche Balb/c sont anesthd- 
sides par injection par voie intrapdritondale de pento- 
barbital sodique (75 mg/kg). Deux lots de souris sont 
alors immunisds par injection de 100 gg de plasmide 
contenant ou non FADNc de la fLlactoglobuline (lot 
experimental et lot tdmoin). Les immunisations se 
font dans le muscle antdrieur du tibia, 30 minutes 
aprbs injection d'une solution de sucrose 25 %. Le 
sucrose permet d'augmenter l'osmolarite des 
cellules, et doric facilite l'entrde de I'ADN dans les 
cellules. Des extraits musculaires sont realisds 
partir de souris sacrifides h intervalle de temps 
regulier (trois h 49 jours apr~s l'immunisation). La 
synth~se in situ de ]3-1actoglobuline sous forme 
native et denatured est quantifiee par les dosages 
Elisa mentionnes precddemment. 

Immunisation par le g~ne et sensibilisation 
par la prot6ine 

L'immunisation gdnique est realisee selon le proto- 
cole prdcddemment ddcrit. Dans un premier temps, 
nous avons regardd quel type de reponse immunitaire 
est induit h la suite de l'injection du plasmide. Pour 
cela, des prdl~vements sanguins sont rdalisds h dif- 
ferents temps apr~s l'immunisation gdnique, et les 
concentrations en IgE, IgG1 et IgG2a totales et anti- 
13-1actoglobuline sont ddterminees. 

Dans un second temps, les souris sont sensibilisdes 
par voie intrapdritondale avec 50 gg de [3-1acto- 
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Figure 1. Schdma du plasmide contenant I 'ADNc de la ~3-1actoglobuline (pcDNA.3-BLG). ColE1 ori :  origine de replication 
bactErienne ; ampicilline : g~ne de resistance 5 l'ampicilline ; BLG gene : sequence codant la prot6ine, prEcEdEe du peptide signal et 
de la sequence de Kozak ; promoteur CMV : promoteur du cytomdgalovirus ; BGH pA : signal de polyadEnylation de l 'hormone de 
croissance bovine ; HindIII. XbaI : sites de reconnaissance pour des enzymes de restriction, sites sp~cifiques et uniques. 

globuline adsorbEe sur de l'alum, ~ des temps 
variables aprbs l'immunisation gEnique (trois, sept, 
14 ou 21 jours). L'utilisation de l'alum comme adju- 
vant permet l'induction d'une forte rdponse IgE et 
IgG1 anti-[3-1actoglobuline. Des prEl~vements san- 
guins sont Egalement rEalisEs rEgulibrement afin 
d'analyser l'dvolution de la rdponse humorale des 
souris. 

RESULTATS 

Construction du vecteur d'expression eucaryotc 
pcDNA.3-BLG 

Le plasmide contenant I'ADNc de la [3-1actoglobu- 
line (pcDNA.3-BLG) est represent6 sur lafigure 1. 
Le plasmide utilisd comme tEmoin est pcDNA.3. Ce 
type de plasmide correspond ~t un plasmide bactErien 
dans lequel diffErentes s6quences ont EtE ajoutdes 

afin de permettre la production de protEines dans une 
cellule eucaryote. On notera essentiellement des 
sequences propres aux cellules procaryotes avec une 
origine de replication bactErienne (ColE1 ori), 
permettant l'amplification et donc la production de 
grandes quantitEs de plasmide dans des bactEries. De 
plus, la selection des bactEries possddant le plasmide 
d'intdr~t repose sur la presence d'un gbne de rdsis- 
tance ~ un antibiotique, ici l'ampicilline. Au niveau 
eucaryote, la regulation de la transcription est 
permise par la sequence d'un promoteur viral (ici, le 
cytomdgalovirus). La bonne terminaison des ARN 
messagers est sous la dependance d'un signal de 
polyadEnylation de l 'hormone de croissance bovine 
(BGH pA). Au niveau des s~quences que nous avons 
introduites, outre I 'ADNc de la [3-1actoglobuline, i] 
faut noter l'importance de la sequence de Kozak, 
sequence consensus permettant la fixation des ribo- 
somes et l'initiation de la transcription chez les euca- 
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Figure 2. Expression de la [Mactoglobuline (BLG) in vitro par des cellules eucaryotes. Des cellules eucaryotes (cellules COS) sont 
transfect6es par le plasmlde pcDNA.3-BLG. Apres un, deux ou trois jours de culture, les surnageants de culture sont pr61ev6s, et des 
extraits cellulalres de prot6ines solubles et msolubles sont r6ahs6s (cf. << Matdriels et methodes >>). La 13-1actoglobuline sous forme 
nanve et sous forme d6naturde est quantifi6e par dosages Elisa. La quantit6 de [3-1actoglobuhne dans chaque fraction est rapport6e au 
nombre de cellules. ~ [3-1actoglobuline dosee sous forme d'agrdgats msolubles ; U--1  {3-1actoglobuline mtracellulaire native : 

~-lactoglobuline intracellulaire ddnaturfie : ~ [3-1actoglobuline native sdcrdtde dans le milieu de culture ; ~ {~-lacto- 
globuline d~natur~e s6cr6t6e dans le malaeu de culture. 

ryotes [18, 19]. Le peptide signal quant ?a lui permet 
l'adressage de la protdine dans le r6ticulum endo- 
plasmique, permettant ensuite l'acquisition d'une 
conformation tridimensionnelle correcte par la pro- 
t~ine. Enfin, afin de pouvoir ins6rer notre ADNc 
darts le plasmide, des s6quences reconnues par des 
enzymes de restriction sp6cifiques (XbaI et HindIII) 
ont 6t6 rajout6es ~ notre insert. Elles permettent 
d'int6grer l'insert par ligation awes hydrolyse du 
plasmide et de l'insert ~ l'aide de ces enzymes de 
restriction. 

Expression dans les cellules in vitro 

Des dosages de ~-lactoglobuline native et rdduite ont 
6t6 r6alis6s sur les sumageants de culture et sur les 
extraits prot6iques de cellules transfectdes par notre 

plasmide. Les rdsultats de ces dosages sont reprd- 
sentds sur la figure 2. Les deux formes de ~-lacto- 
globuline sont ddtectdes et dos6es, en proportion 
variable en fonction du temps aprbs la transfection. 
Cette production est prdcoce (dbs le premier jour 
suivant la transfection), et semble maximale au 
deuxibme jour. Elle d6croit ensuite, probablement 
la suite de la mort progressive des cellules arriv6es 
confluence. Ces r6sultats permettent de confirmer la 
fonctionnalit6 du plasmide construit dans une cellule 
eucaryote. Une grande quantit6 de la [3-1actoglobu- 
line se retrouve dans le surnageant de culture dbs le 
premier jour de culture, essentiellement sous sa 
forme native, laissant supposer qu'une partie de la 
[3-1actoglobuline est excrdt6e par les cellules euca- 
ryotes. Cependant, la ~-lactoglobuline est 6galement 
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Figure 3. Expression de la ~-lactoglobuline (BLG) sous sa 
forme native dans le muscle de souris. Des souris Balb/c femel- 
les sont immunisdes par 100 gg de plasmide pcDNA.3-BLG 
darts le muscle antErieur du tibia, 30 minutes aprbs l'injection 
de 50 gL de sucrose 25 %. Des prdlbvements sont effectuEs 
des intervalles de temps rEguliers sur trois souris (+), et les 
~-lactoglobulines native et dEnaturEe prdsentes dans des extraits 
musculaires sont dos~es par dosages Elisa. La ~-lactoglobuline 
ddnaturEe n'est detectable que chez une souris (non reprdsent6), 
et aucune forme de ~-lactoglobuline n'est detectable chez les 
souris immunisges par le plasmide t6moin. La courbe est tracde 

partir de la moyenne de trois souris. 

retrouvde sous forme d'agrEgats insolubles qui 
s' accumulent dans la cellule (fraction insoluble). 

Fonctionnalit6 du vecteur d'expression in vivo 

[3-1actoglobuline sous sa forme native est produite 
chez les autres souris. De plus, si tous les animaux 
immunisEs produisent la protEine~ une forte variabi- 
litg des niveaux d'expression est ndanmoins obser- 
vde. Le pic d'expression se situe dans la premibre 
semaine apr~s l 'immunisation gEnique, suivi par 
une dEcroissance exponentielle au cours du temps. 
Cependant, la ~-lactoglobuline reste encore dEtec- 
table darts le muscle sept semaines apr~s immunisa- 
tion. Ainsi, la 13-1actoglobuline est bien produite in 
vivo, dans des quantitEs et pendant un temps suffi- 
sants pour permettre une presentation de la protEine 
au systbme immunitaire. Par ailleurs, il faut noter 
que chez la souris prdsentant le plus haut niveau 
d'expression ~ j3, la ~l-lactoglobuline a dtE dEtect{ie 
en quantit6 non nEgligeable dans le sang, unique- 
ment sous la forme native. Cela conforte l'idEe que 
la ~-lactoglobuline produite par les cellules muscu- 
laires transfectges est en partie excrdtde darts 
l 'espace intercellulaire et peut passer dans la circula- 
tion grin&ale, m~me si les concentrations sanguines 
sont parfois trop faibles pour etre ddtectEes chez 
toutes les souris. Enfin, in vitro, la production par les 
cellules eucaryotes de ~3-1actoglobuline sous forme 
ddnaturde est certainement due ~ une saturation du 
syst6me d'expression : la 13-lactoglobuline s'accu- 
mule dans la cellule et sa prise de conformation 
tridimensionnelle devient alors impossible. Cette 
hypothbse semble confortde par la presence de ~3-1ac- 
toglobuline ddnaturEe chez une seule soufis, presets- 
tant le niveau d' expression protgique trbs important. 

L'expression de la 13-1actoglobuline a ensuite Etd 
testde in vivo, aprbs injection du plasmide dans le 
muscle de souris. Les rdsultats, prEsentEs sur la 
figure 3, font apparaitre une production importante 
de [3-1actoglobuline sous sa forme native. La 13-1acto- 
globuline n'est pas detectable dans les extraits 
musculaires des souris immunisEes par le plasmide 
tEmoin. I1 est int&essant de noter que chez les souris 
immunisEes par le plasmide contenant I 'ADNc de la 
13-1actoglobuline, la ~-lactoglobuline sous sa forme 
dEnaturde n'est pas detectable, ~ l'exception d'une 
souris produisant les plus forts taux de 13-1actoglobu- 
line trois jours aprbs l'immunisation (30 ng/g de 
muscle de 13-1actoglobuline ddnaturde, pour 2 gg/g 
de muscle de 13-1actoglobuline native). Seule la 

Effet d'une immunisation g6nique 

La protEine dtant exprimEe in vivo, nous avons cher- 
chE ~ identifier le type de rEponse immunitaire (Th I / 
Th2) induit par une immunisation ggnique en 
comparaison avec une immunisation par administra- 
tion de la protdine en presence d'alum comme adju- 
vant. Les rEsultats sont prEsentEs sur lafigure 4. Les 
souris immunisEes par le plasmide tgmoin ne dEve- 
loppent aucune rEponse anticorps anti-~-lactoglobu- 
line. En revanche, les souris immunisEes par le plas- 
mide pcDNA.3-BLG prEsentent une rdponse IgE et 
IgG 1 spdcifique de la 13-1actoglobuline trbs infErieure 

celle induite par une sensibilisation classique 
l'aide de la protdine. A l'opposE, la rdponse IgG2a 
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Figure 4. Rdponse primaire ~ la suite d'une immunisation gdnique. Des souris Balb/c femelles sont immunis~es par 100 p~g de plas- 
mide pcDNA.3-BLG ou par 50 gg de ~-lactoglobuline adsorb6 sur de l'alum. Chaque semaine, des pr61~vements sanguins sont rdali- 
s6s, et les anticorps anti-13-1actoglobuline sont dos6s individuellement (cinq souris par lot, rnoyenne + SEM). Les souris immunis~es 
par le plasmide t6moin pcDNA.3 ne produisent aucun anticorps anti-BLG. Immunisation g~nique: ~ IgE:  m IgGl ; 

IgG2a. Sensibilisation par la prot6ine : ~ IgE ; ~ IgG1 : ~ IgG2a. 

anti-13-1actoglobuline est nettement supdrieure chez 
les souris immunisdes par le plasmide pcDNA.3- 
BLG. L'expression in situ de la prottine permet donc 
sa prtsentation au syst~me immunitaire et l'induc- 
tion d'une rdponse anticorps spdcifique. Cette 
rdponse se traduit par la coexpression d'IgG2a et 
d'IgGl anti-[3-1actoglobuline, accompagnte d'une 
rtponse IgE trbs faible : la rdponse immunitaire est 
donc davantage de type Thl que celle induite par 
l'immunisation par la protdine. Nous avons alors 
cherchd ~ connaitre la persistance de cette polarisa- 
tion de type Thl,  en particulier lors d'une sensibili- 
sation ulttrieure par la prot6ine. 

Effet d'une prdimmunisation g6nique 
sur une sensibilisation ult6rieure par la prot6ine 

Des souris ont 6t6 sensibilis~es par la 13-1actoglobu- 
line adsorbde sur de l'alum (mode d'immunisation 

induisant une forte rtponse IgE et IgG1) aprbs avoir 
~t6 prgalablement immunisdes par le plasmide conte- 
nant I'ADNc de la [3-1actoglobuline. Les souris 
ttmoins avaient re~u le plasmide pcDNA.3 ne conte- 
nant pas I'ADNc de la [3-1actoglobuline. Des essais 
prtliminaires de sensibilisations, rdalistes ~t dif- 
ftrents temps apr~s l'immunisation gtnique (trois, 
sept, 14 ou 21 jours), avaient montr6 que l'effet 
maximal de la prtimmunisation gdnique se situe 
lorsque 1' administration est effectude trois semaines 
avant 1' administration de la prottine. Ce protocole a 
donc 6t6 choisi pour les exptriences dont les rdsultats 
sont montrts sur lafigure 5. L'immunisation gtnique 
induit une diminution tr~s importante de la produc- 
tion des IgE sptcifiques de la [3-1actoglobuline. Les 
trois premieres semaines apr~s l 'immunisation par 
la protgine, la quantitd d'IgE anti-13-1actoglobuline 
diminue de plus de 95 % chez les souris prtimmu- 
nistes par le plasmide contenant I'ADNc de la [3-1ac- 
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Figure 5. Effet d'une pr6immunisation g6nique sur les r6ponses IgE (A), IgG1 (B) et lgG2a (C) sp6cifiques de la ~-lactoglobuline. 
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toglobuline par rapport aux souris tEmoins. La faible 
augmentation ultErieure des taux d'IgE anti-~-lacto- 
globuline ~i la suite d'une seconde immunisation par 
la [3-1actoglobuline rgsulte en fair de l'influence 
d'une seule souris atypique prEsentant une forte 
concentration d'IgE spdcifiques, les autres souris 
conservant toujours une diminution de 95 ~l 100 % de 
ces IgE. Parallblement, on observe chez les souris 
prEimmunisEes par pcDNA.3-BLG une diminution 
d'environ 25 % des IgG1 spEcifiques apr~s la 
seconde immunisation par la protEine, corrdlEe ~ une 
trEs forte augmentation des IgG2a spEcifiques. Cette 
rdponse IgG2a sp~cifique est quasi inexistante chez 
les souris tEmoins. 

Nous avons vErifiE que cette orientation de la 
rEponse immunitaire est spEcifique de la protEine 
codEe par le plasmide injectd en sensibilisant par de 
la sErum-albumine bovine adsorbEe sur de l'alum 
des souris prEimmunisdes, soit par le plasmide 
t~moin soit par le plasmide contenant I 'ADNc de la 
J3-1actoglobuline. Ces souris d6veloppent des rdpon- 
ses IgE, IgG1 et IgG2a anti-BSA identiques (rEsul- 
tats non montrEs). L'effet prEventif d'une immunisa- 
tion g~nique sur la rdponse IgE se revile donc 
sp6cifique de 1' allergEne codd par le plasmide admi- 
nistr6. 

DISCUSSION 

Ces travaux prdliminaires permettent de ddmontrer 
que l'injection intramusculaire d'un plasmide d'ex- 
pression eucaryote contenant I 'ADNc de la ~-lacto- 
globuline permet • 

- la production in situ de la protgine sous sa forme 
native ; 
- la presentation de la [3-1actoglobuline au systEme 
immunitaire ; 
- l'induction d'une r@onse anticorps spEcifique de 
la protEine codEe. 

La rEponse immunitaire ainsi induite est de type 
Thl (production d'IgG2a), et permet la suppression 
de la production d'IgE resultant d'une sensibilisation 
par la protdine dans des conditions induisant habi- 
tuellement une forte rdponse IgE. Cette inhibition est 
maintenue apr~s une seconde immunisation par la 
~-lactoglobuline, et est spdcifique de la protdine 
codde par le plasmide, comme le dEmontrent les 

rEsultats obtenus ~ la suite d'une immunisation par la 
sErum-albumine bovine, un allerg~ne non apparent6 

la ~3-1actoglobuline. 

Ces derni~res annEes, l'immunisation gEnique a 
fait l'objet de nombreuses Etudes (in [20]), aussi bien 
sur des modbles animaux d'infections virales (grippe 
[28], hEpatite B [6], VIH [38], etc.) ou parasitaires 
(Plasmodium falciparum par exemple [11]), que sur 
des modules animaux de maladies auto-immunes 
(encEphalomyElite auto-immune expEfimentale chez 
la soufis [27]). Uutilisation de l'immunisation gdnique 
en allergie a gtE appliquEe ~t diffgrents types d'aller- 
g~nes. En 1996, Raz et al. ont dEmontr6, en utilisant 
la ~3-galactosidase, que l'administration rEp~tEe d'un 
plasmide codant pour cette protEine, par injection 
intrademfique ou administration transcutande, per- 
mettait une rEponse primaire de type Thl.  Cette 
rEponse Thl ~tait maintenue apr~s une sensibilisa- 
tion par la protEine, et permettait Egalement de dimi- 
nuer une rdponse IgE spEcifique pr~alablement 
induite par une immunisation protgique en alum 
[29]. A c e s  premiers rEsultats sur Fimmunisation 
ggnique et la rEponse IgE ont succEd6 des travaux sur 
diffErents allergEnes tels que Der p5 [12, 13], Bet vl 
[10], Hey b5 [34] chez le rat et la souris. L'ensemble 
de ces travaux montre que Finjection intramuscu- 
laire ou intradermique de plasmide codant un aller- 
g~ne permet de diminuer tes taux d'!gE circulantes, 
mais 6galement la rEactivitE bronchique, la liberation 
d'histamine et l'infiltration des Eosinophiles dans les 
tissus. Ces effets rEgulateurs seraient mEdi~s par les 
cellules CD4 + et CD8 + [12, 21]. Nos rEsultats sont en 
accord avec l'ensemble des travaux prEcitds. Ils 
montrent en outre que la production in situ de 1' aller- 
g~ne, et sa sEcrEtion dans le milieu extracellulaire, 
dans sa structure native, est certainement un des 
m6canismes indispensables ~ cette rEponse. Des 
Etudes sont en cours au laboratoire afin d'approfon- 
dir l'effet prdventif de l'immunisation gEnique sur 
une rEponse IgE, ainsi que pour Evaluer le potentiel 
thdrapeutique de l'immunisation gEnique (diminution 
d'une rEponse IgE spEcifique prEexistante). Cepen- 
dant, une Etude rdcente utilisant un plasmide codant 
pour Ara h2 (un des allerg6nes majeurs de l'ara- 
chide) a dEmontr~ que des reactions d'anaphylaxie 
pouvaient ~tre induites par immunisation gdnique 
(administration intramusculaire) de souris femelles 
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C3H [22]. Ces reactions surviennent ~ la suite 
d'administrations rEpEtEes du g6ne, et elles ne 
semblent pas mEdiEes par les IgE, mais par les IgG1. 
Les souris C3H produisent pourtant des IgG2a en 
forte quantit6, mais qui n 'ont  aucun effet protecteur. 
I1 est donc important de connaitre les mEcanismes 
d'induction de la rEponse immunitaire h la suite 
d 'une immunisation gdnique ainsi que la sp6cificitE 
et l'affinitE des diffErents anticorps produits dans 
diffErentes conditions d'administration du plasmide 
(simple/rEpEtde, voie et mode d'administration, 
quantitE d 'ADN administrde). 

I1 apparait nEanmoins que la rEponse induite par 
une injection intramusculaire ou intradermique de 
plasmide conduit en gdndral prEfdrentiellement h une 
rEponse immunitaire de type Thl .  Nous avons par 
ailleurs observe que l'injection intramusculaire de la 
[3-1actoglobuline sous forme protEique, dans des 
quantitEs dquivalentes ~ celles produites lors d'une 
immunisation gEnique, induit une faible rEponse IgE 
et IgGt anti-13-1actoglobuline (rEsultats non mon- 
trEs). L'induction d'une rEponse Thl  ne rEsulte donc 
pas du mode d' administration (intramusculaire) de la 
protEine mais de sa production ~ partir d 'ADN 
bactErien contenant des sequences immunostimula- 
trices. Ces sequences immunostimulatrices ?~ elles 
seules permettent in vitro et in vivo la sEcrEtion 
d'IL-12 par les macrophages et les cellules B, 
d 'IFN7 par les cellules T CD4 + et NK, et d'IL-6 par 
les cellules B e t  les cellules CD4 + [16, 17]. L'envi- 
ronnement Thl ,  dfi ~ la presence d'IL-12 et d'IFN7, 
dolt permettre la commutation isotypique prdfEren- 
tielle vers les IgG2a, plutEt que vers les IgE et IgG1. 
En effet, I'IL-12 dolt ~tre prEsente au moment de la 
presentation de 1' antigone pour permettre l ' induction 
des clones Thl .  En l'absence d'IL-12, et donc 
d'IFN7, la rEponse immunitaire sera de type Th2 [2]. 
Par ailleurs, les sequences immunostimulatrices bac- 
tEriennes permettent in vivo d'augmenter l'expres- 
sion des molgcules du complexe majeur d'histo- 
compatibilitd de classe II, et des molecules costimu- 
lattices B7 sur les cellules B. Elles permettent ainsi 
d'augmenter la capacitE de presentation de l'anti- 
g~ne aux cellules T, et fournissent le co-signal nEces- 
saire ~t la stimulation et l 'induction d'une rEponse 
immunitaire [7]. Ainsi, la presence des sequences 
immunostimulatrices dans un plasmide d' expression 

eucaryote est nEcessaire ~ l 'induction d'une rEponse 
Thl  in vivo, comme le dEmontrent les rEsultats obte- 
nus lors du remplacement du gbne de resistance 
l 'ampicilline (contenant deux fortes sequences 
immunostimulatrices) par le g~ne de resistance ~t la 
kanamicine (ne contenant pas de sequences immu- 
nostimulatrices) dans le squelette du plasmide [32]. 
La non mgthylation de ces sequences (ce qui les 
diffErencient de I 'ADN des vertEbrEs supErieurs) est 
Egalement n6cessaire pour la stimulation du systbme 
immunitaire [16]. I1 est donc Egalement possible 
d'induire une rEponse Thl  par l 'administration par 
voie systEmique d'oligonuclEotides contenant des 
sequences immunostimulatrices. L'administration 
seule et en grande quantitE de ces oligonuclEotides 
prdsente un potentiel limitE, du fait de l ' induction 
probable d 'un choc avec hypotension da ~t la stimu- 
lation de la production de TNF par ces sequences [2]. 
Pour dviter ce phEnombne, deux solutions sont envi- 
sageables : soit l'intEgration de ces sequences dans 
un plasmide d'expression eucaryote, comme nous 
l 'avons dEcrit, soit l 'administration simultan6e et 
limitEe de ces oligonuclEotides avec l'allergbne prE- 
cipitE. Ce dernier type d'expErience a EtE rEalis~ avec 
succ~s par plusieurs 6quipes [7, 23]. NEanmoins, 
l 'administration sous forme de plasmide permet un 
meilleur contrEle de la production et de la prEsen- 
tation antigEnique, avec notamment la possibilitE 
d'utilisation d 'un promoteur eucaryote spEcifique 
d 'un type cellulaire (limitant alors la synthbse en trop 
forte quantitE et trop systEmique de la protEine, et 
donc les risques Eventuels d'anaphylaxie associEe). 
Ce type d'exp~rience a 6t6 rEalis6 en associant le 
g~ne d'int~rOt avec un promoteur spEcifique du 
complexe majeur d'histocompatibilitE classe II, limi- 
tant ainsi l 'expression de la protdine 6trang~re aux 
seules cellules exprimant ces molecules du complexe 
majeur d'histocompatibilitE [ 1 ]. 

Les mEcanismes cellulaires induits par l ' immuni- 
sation gEnique sont pour l'instant real connus. En 
effet, I 'ADN doit pEnEtrer dans la cetlule, resister 
aux attaques enzymatiques lors de son trafic intra- 
cellulaire, pEn6trer dans le noyau et y permettre une 
expression prolongEe de la protEine. De plus, les 
cellules transfectdes doivent pouvoir resister aux 
attaques des cellules cytotoxiques. L'entrEe du plas- 
mide dans la cellule pourrait s'effectuer par endo- 
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cytose passive ou par l'intermEdiaire d'un rEcepteur 
tel que le macrophage scavenger receptor (MSR) 
dont les ligands connus sont des lipoprot6ines de 
faibles densitEs, mais aussi des complexes tetra- 
mEriques d'ADN - ou quadruplexes [39]. Par 
ailleurs, Yi et al. [41] ont dEmontr6 clue l'entrEe de 
I'ADN bactErien par endocytose passive se ferait 
dans un compartiment intracellulaire acidiflE, 1' acidi- 
fication dtant couplde ~ la production de formes rEac- 
fives de l'oxygbne, induisant la translocation du 
facteur NFrd3 dans le noyau. Ce dernier permet 1' acti- 
vation de proto-oncogbnes et la transcription de cyto- 
kines. Ces deux mdcanismes pourraient donc ~tre 
simultanEs, permettant ~ la fois l'entrEe du plasmide 
intact dans la cellule par un rEcepteur extra-cellulaire 
et l'induction d'une activation des cellules par endo- 
cytose passive par les formes rEactives de 1' oxygbne. 

Le mdcanisme d'induction d'une rdponse immu- 
nitaire lors de l'administration intramusculaire de 
I'ADN reste encore mal expliquE. En effet, les cellu- 
les musculaires, qui sont les principales cellules 
transfectEes et exprimant la protEine, ne poss~dent 
pas de molecule du complexe majeur d'histocompa- 
tibilitE de classe II, et trbs peu de classe I. I1 semble 
donc que la protEine soit libErEe dans le milieu inter- 
cellulaire avant d'atre prEsentEe au syst~me immu- 
nitaire, comme le suppose dans notre cas la sEcrEtion 
de la ~-lactoglobuline observEe in vitro et in vivo. I1 
faut nEanmoins rappeler que l'environnement en 
cytokines induit par le squelette du plasmide est le 
facteur qui permet l'induction d'une rEponse immu- 
nitaire de type Thl. Cela laisse supposer que la 
protEine est prEsentEe sur son lieu de production 
(muscle) ou dans les organes lymphoYdes o~ la 
protEine et le plasmide sont presents. La presentation 
au niveau musculaire peut ~tre le fait d'une migration 
de cellules prEsentatrices de l'antigbne du fair de la 
1dg~re inflammation provoquEe par l'injection. Ces 
cellules prEsentatrices de l'antig6ne, ou des lympho- 
cytes ayant rencontres l'antigbne, migrent alors vers 
les ganglions lymphatiques o~les  cellules T et B 
naives se transforment alors en cellules effectrices et 
mEmoires. La synth~se prolongEe de la protEine au 
site d'injection permettrait le maintien de la rEponse 
immunitaire [30, 36], amplifiant la rEponse. Nous 
avons d'ailleurs dEtectE des quantitEs non nEgli- 
geables de protEine dans le sang d'une souris qui 

prEsentait un niveau tr~s ElevE de protEine dans le 
muscle, ce qui est en accord avec une exportation 
de la protEine vers les organes lymphoYdes permet- 
tant le maintien de la rEponse anticorps. Cette hypo- 
th~se serait en accord avec les travaux de Mor [24] et 
Klinman [151. 

I1 est par ailleurs intdressant de noter que l'admi- 
nistration intramusculaire ou intradermique de plas- 
mide ou de sequences immunostimulatrices avec un 
antigone ne semble pas permettre l'induction d'une 
immunitE muqueuse (synth~se d'IgA sEcrEtoires). 
En revanche, l'administration par voie muqueuse 
(intranasale [23] ou intragastrique [31]) semble effi- 
cace pour permettre une capture et l'61imination de 
l'allergEne au niveau des parois muqueuses (respi- 
ratoires ou i ntestinales). Un travail recent a permis en 
effet de dEmontrer que l'administration intragas- 
trique de nanoparticules de chitosan (polysaccharide 
naturel de crustacEs, dEj~ utilisE dans l'industrie 
pharmaceutique) enrobant un plasmide codant 
Ara h2, permet l'expression de la protEine au niveau 
de l'EpithElium de l'estomac et de l'intestin. L'induc- 
tion d'une rEponse immunitaire de type Thl est 
observable, ainsi que l'induction d'une rEponse anti- 
corps de type sEcrEtoire. Une diminution de l'inten- 
site des reactions anaphylactiques et de la r@onse 
IgE spEcifique d'Ara h2 est observEe 1ors de l'admi- 
nistration de ce plasmide avant la sensibilisation 
[31]. Ces rEsultats laissent entrevoir la possibilitE 
d'une administration orale de plasmides permettant 
une immunoprEvention de l'allergie. De nombreuses 
Etudes restent ~ mener afin de determiner les 
meilleurs protocoles d'immunisation aboutissant h 
une protection, preventive ou thErapeutique. Dif- 
fErents modes d'immunisation utilisant des vecteurs 
probiotiques tels que des bactEries lactiques modi- 
flees, permettant nne administration du plasmide par 
vole orale, sont en cours d'Etude. En effet, Etant 
donne les observations rEcentes d'une correlation 
negative entre un test positif h la tuberculine et la 
presence de reactions atopiques [33], et la prevalence 
de l'allergie uniquement dans les pays <~ propres ~ 
(c'est-h-dire oh les infections bactEriennes sont trbs 
limitEes) [5], l 'immunisation ggnique par voie orale 
utilisant des bactEries lacfiqnes comme vecteurs 
pourrait ~tre un moyen de lutte simple et efficace 
contre l'allergie. 
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La sfiret6 de l'immunisation gdnique est un facteur 
prendre 6galement en consid6ration. Jusqu'?a 

prdsent, aucune int4gration de I'ADN dans les chro- 
mosomes n'a 4t6 observ6e, ni l'induction de mala- 
dies auto-immunes dues ?a la pr6sence d'anticorps 
anti-ADN ou ~t la destruction des cellules produisant 
la prot6ine cod6e par le plasmide. Par ailleurs, l'uti- 
lisation du g~ne de r4sistance ~t l'ampicilline comme 
g6ne de sdlection pose le problhme de la transmis- 
sion 6ventuelle de cette r6sistance ~t d'autres bact6- 
ties, notamment aux bact4ries de la microflore intes- 
tinale, et de la dissemination de cette r6sistance. 
Cependant, le remplacement de ce ghne par des 
s4quences immunostimulatrices est tout ~ fait envi- 
sageable, ce qui 61iminerait tout risque bactdriolo- 
gique, tout en conservant la capacit6 immunostimu- 
lattice du plasmide. 
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