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Abstract — Intranasal immunization in mice with recombinant lactococci expressing the inter-
leukin-12 and the HPV-16 E7 antigen. Interleukin-12 (IL-12), a heterodimeric cytokine, plays an
important role in cellular immunity against several bacterial, viral and parasitic infections, and has
adjuvant activity when co-delivered with DNA vaccines. IL-12 has also been used with success in
cancer immunotherapy treatments. However, systemic IL-12 therapy has been limited by high-level
toxicity. Here, we describe the inducible expression and secretion of IL-12 performed in the food-
grade model lactic acid bacterium (LAB), Lactococcus lactis. 1L-12 was expressed as 2 separate
polypeptides (p35-p40), or as a single recombinant polypeptide (scIL-12). Local administration of
IL-12 producing strains at the intranasal mucosal surface resulted in an antigen-specific cellular
response (i.e., secretion of Th1 cytokines, IL-2 and IFN-y) elicited by a recombinant L. lactis strain
displaying a cell wall-anchored HPV-16 E7 antigen was dramatically increased by co-administra-
tion with an L. lactis strain secreting IL-12 protein. This work shows that IL-12 is produced and
secreted in active form by L. lactis and that this strategy can be used successfully to enhance an
antigen-specific immune response and to stimulate local mucosal immunity.

Lactococcus lactis / IL-12 / E7 antigen / IFN-y / adjuvant

Résumé — L’interleukine-12 (IL-12) est une cytokine hétérodimérique qui joue un rdle important
dans la réponse immunitaire cellulaire lors d’infections d’origine virale, bactérienne ou parasitaire.
Son adjuvanticité a été démontrée lors de co-administration avec des vaccins a ADN et son
utilisation est envisagée pour le développement de vaccins contre diverses maladies infectieuses.
Elle a également été utilisée avec succes dans le traitement de cancers par immunothérapie.
Cependant, son utilisation en traitement systémique reste délicat du fait d’effets secondaires liés a
une haute toxicité. Le travail présenté ici décrit la construction de souches de Lactococcus lactis
permettant (i) I’expression monocistronique d’une protéine de fusion regroupant les deux sous-
unités de I'IL-12 et (ii) I’expression bicistronique des deux sous-unités, p35 et p40, donnant la forme
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CS84215, 35042 Rennes Cedex, France
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hétérodimérique native de I’'IL-12. Nos résultats montrent que L. lactis est capable de sécréter les
deux formes d’IL-12. L’analyse des surnageants de culture par électrophorése en conditions non-
dénaturantes et par test ELISA montre que les sous-unités sont correctement assemblées pour
former une IL-12 native. Ceci démontre la capacité de L. lactis a former des ponts disulfures. Par
ailleurs, nous décrivons ici la construction d’une souche de L. lactis produisant une forme ancrée de
la protéine E7 du papillomavirus de type 16. Des essais de co-administration de souches de L. lactis
produisant I'IL-12 et de souches ancrant I’E7 démontrent I’effet adjuvant de I'IL-12 lors
d’immunisation intranasale chez la souris. Ces souches recombinantes de L. lactis pourraient étre
utilisées pour la production industrielle de cytokine ou pour 1’élaboration de cocktail de souches

dans le développement de vaccins vivants.

Lactococcus lactis / IL-12 / E7 antigéne / IFN-y / adjuvant

1. INTRODUCTION

L’interleukine-12 (IL-12) est une cytokine
hétérodimérique composée de deux chaines
(p35 et p40) liées par un pont disulfure
(PDS) qui a de nombreux effets sur les lym-
phocytes cytotoxiques (T) et cellules tueuses
(NK), aboutissant notamment a une stimu-
lation de I’activité cytotoxique et al’induction
d’une production d’interféron y (IFN-y).
Plusieurs études sur des modeles expéri-
mentaux montrent que I'IL-12 est impliquée
dans la protection contre des infections bac-
tériennes, virales ou parasitaires [1, 16, 30].
Cette cytokine est également capable de
bloquer I’angiogenese [43]. Enfin, ses
effets immunostimulants se révelent béné-
fiques dans le traitement du SIDA [17]. Les
propriétés immunostimulantes d’IL-12 ont
conduit a expérimenter son utilisation en
tant qu’adjuvant lors de vaccination [6, 38].
En effet, I'IL-12 stimule la production
d’anticorps de type IgG sérique [25], pro-
priété particulierement intéressante dans le
développement de vaccins quand les anti-
genes se révelent faiblement immunoge-
nes.

L’IL-12 possede une activité anti-tumo-
rale lorsqu’elle est administrée localement
in vivo [27, 35]. Cependant, les immuno-
thérapies a IL-12 peuvent avoir des effets
toxiques chez I’animal et chez I’homme
[22, 24]. Ainsi, un traitement basé sur des
virus recombinants exprimant I’'IL-12 au
sein de tumeurs chez les souris induit une
inhibition significative et encourageante de

la progression de la tumeur mais aussi des
signes tres nets de toxicité [7].

Plusieurs systemes pour délivrer I'IL-12
ont été décrits. Ils sont basés sur 1’ utilisation
de rétrovirus ou sur la technique du « gene
gun » [24, 35]. Cependant, il n’existe tou-
jours pas de moyen a la fois sir et efficace
pour délivrer I'IL-12 a des fins thérapeuti-
ques ou vaccinales. Les bactéries lactiques
(BL) sont des bactéries a Gram-positif pré-
sentant une parfaite innocuité hygiénique.
Elles sont de plus en plus étudiées en tant
que candidats pour le développement de
nouvelles stratégies de vaccination orale.
Lactococcus lactis, 1la BL modele, a été lar-
gement étudiée et manipulée pour la pro-
duction de protéines hétérologues (pour
revue, [28]) parmi lesquelles, quelques
antigénes d’origine virale ou bactérienne
[2, 12, 36]. L. lactis est particulierement
intéressante pour délivrer des protéines par
voie orale puisqu’elle est non-commensale,
alimentaire et qu’elle ne survit pas dans le
tube digestif de ’homme ou des animaux
modeles [11]. Dans le cas de 1’administra-
tion orale d’IL-12, ces propriétés pourraient
&tre mises a profit. L utilisation de L. lactis
assure en effet une expression transitoire et
réduit ainsi les risques de toxicité.

La production d’IL-12 requiert I’assem-
blage de deux sous-unités par un PDS [33].
Chez les bactéries a Gram-positif, la for-
mation des PDS est peu documentée. Seules
quelques protéines extracytoplasmiques
contenant des PDS ont été décrites et, a notre
connaissance, 1’exportation de protéines



Production d’interleukine-12 chez L. lactis 193

hétérologues contenant des PDS n’a été
décrite que chez Bacillus subtilis [29, 31].
Cependant, la sécrétion de protéines d’inté-
rét par les bactéries a Gram-positif s’ effec-
tue directement dans le surnageant ce qui
offre un avantage immédiat en tant que
systeme de délivrance par rapport aux bac-
téries 2 Gram-négatif. A notre connais-
sance, la production de I'IL-12 est le seul
exemple de sécrétion de protéines hétéro-
logues a PDS chez L. lactis. Cette partie du
travail a été décrite en détail dans une
publication précédente [3]. Elle démontre
la capacité de L. lactis a produire et sécré-
ter I'IL-12, une cytokine complexe, a deux
sous-unités (SU), nécessitant la formation
de PDS pour son activité [33].

De plus, nous avons testé le potentiel
adjuvant de cette souche de lactocoques
recombinants en 1’associant a une souche
de lactocoques produisant I’antigene E7 du
papillomavirus humain de type 16 (HPV-16).
HPV-16 est le principal agent impliqué
dans le déclenchement du cancer du col de
I’utérus, deuxieme cause de mortalité fémi-
nine par cancer dans le monde [44]. E7,
I'une de ses protéines, est considérée
comme un antigéne d’intérét pour le déve-
loppement de vaccins anti-cancer chez la
femme. Nous avons déja montré que la
forme native d’E7 est tres labile et sujette a
une protéolyse cytoplasmique chez L. lac-
tis [2, 4]. Par contre, nous avons également
montré qu’E7 peut étre stabilisée lorsqu’elle
est fusionnée a une protéine stable telle que
la nucléase de Staphylococcus aureus (Nuc).
Par ailleurs, I utilisation d’E7 n’induit qu’une
faible réponse immunitaire cellulaire [26].
Nous montrons ici que 1’administration
d’une souche de L. lactis présentant a sa
surface une forme ancrée d’E7 donne lieu
a une réponse immunitaire largement amé-
liorée lorsqu’elle est accompagnée d’une
souche de L. lactis sécrétant I'IL-12. Ceci
démontre tout l’intérét de cette souche
productrice d’IL-12 pour co-délivrer des
protéines d’intérét médical. Ce travail mar-
que une avancée dans le développement de
vaccin vivant en combinant des souches
productrices de protéines antigéniques ou

adjuvantes pour des administrations nasa-
les ou orales.

2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Souches bactériennes et plasmides

Les souches bactériennes et les plas-
mides utilisés sont listés et décrits dans le
tableau 1. L. lactis a été cultivée sur milieu
M17 supplémentéen glucosea 1 % (M17Glu)
a 30 °C sans agitation. Escherichia coli a été
cultivée sur LB a 37 °C. Les constructions
plasmidiques ont été effectuées chez E. coli
puis transférées chez L. lactis par électro-
transformation [20, 37]. Les plasmides ont
été sélectionnés par addition d’antibiotiques
dans les proportions suivantes (concentra-
tions en ug-mL~1) : chloramphénicol 5 pour
L. lactis, et 10 pour E. coli, et ampicilline
100 pour E. coli.

2.2. Manipulations de ’ADN

L’extraction des plasmides et les tech-
niques de base de manipulation d’ADN
découlent de techniques précédemment
décrites [37].

2.3. Délétion d’un intron
dans la sous-unité p35

Les geénes p35 et p40 de I'IL-12 murine
ont été isolés de pWRG3169 (fourni par A.
Rakhmilevich, University of Wisconsin
Medical School, Madison, WI, USA ;
Tab.I). L’analyse de la séquence de
pWRG3169 a révélé la présence d’un
intron dans la SU p35 (résultat non commu-
niqué). Or, I’épissage des introns n’existe
pas chez les procaryotes. Nous avons donc
procédé a une mutagenese dirigée par PCR
pour éliminer l’intron présent dans p35
(Fig. 1). Brievement, les deux exons de p35
ont été amplifiés par PCR, sous-clonés
dans un vecteur commercial pCR-TOPO
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) et ligaturés
entre eux pour générer un fragment d’ADN
spécifiant la SU p35 mature dépourvue
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Tableau I. Souches et plasmides utilisés.
Table I. Bacterial strains and plasmids used.

4 The University of Texas Health Science Center, San Antonio, TX, USA.

exon1 intron exon2

100 101 102 103 104 105 106 107 108
Ser Thr Thr Arg Gly Ser Cys Leu Pro

TCC ACA ACA GT - AG AGA GGG AGC TGC CTG cCcCC
TCC ACA ACA GT ** AG AGA GGA TCC
BamH|

Intron a déléter
vers 3’ exon2
B (brin codant)

5’ GG [c[eLNIeATGC CTG CCC CCA CAG AAG ACG 3’
3’ TCT CTC TGA AGA AGG TGT TGT TCTs{eqW:\ele}GG 5’

vers 3’ exon1 BamHl|
(brin complémentaire)

Figure 1. Elimination de ’intron de p35 par mutagengse dirigée. A. Structure schématique de la
séquence codant p35. La séquence des codons correspondant aux acides aminés 100 a 108 de la SU
p35 est donnée. La séquence nucléotidique des jonctions exon/intron a éliminer est indiquée. Le
site BamHI (souligné) a été introduit en 5’ de 1’exon 2 sans modification du cadre ouvert de lecture
(des codons spécifiant Arg, Gly, Ser). B. Séquences des amorces contenant le site BamHI pour
I’amplification de deux fragments p35 (utilisant les amorces 5’-p35start et 3’-p35stop comme
compléments a la réaction) et la construction d’un fragment p35 dépourvu d’intron.

Figure 1. Site-specific mutagenesis. A. Schematic structure of the p35 coding sequence. Nucle-
otide sequence of the codons corresponding to amino acids 100 to 108 is given. Nucleotide
sequence of the exon/intron junctions to be eliminated is shown. The BamHI restriction site (under-
lined) has been inserted in frame at the 5° end of exon 2 without modifying the three codons to the
right of the intron (encoding Arg, Gly, Ser). B. Sequence of the primers designed to PCR-amplify
two fragments of p35 that were joined at the BamHI site, such that p35 was reconstituted but intron-
free.

de son intron et de son peptide signal (PS)
(Ap35). Le premier exon a été amplifié a
I’aide des amorces suivantes 5’-p35-start
(5’-GATGCATCAGAGAGGGTCATTC
CAGTCTCTGGA-3’) pour le brin codant
et 5-p35 (5-GGGGATCCTCTTGTTG
TGGAAGAAGTCTCTCT-3’) pour le
brin complémentaire (Fig. 1). Le second
exon a été amplifié a I’aide des amorces
3’-p35-start (5’-GGGGATCCTGCCTGC
CCCCACAGAAGACG-3’) pour le brin

codant et 3’-p35-stop (5’-GGAATTCTC
AGGCGGAGCTCAGATAGCCCA-3’)
pour le brin complémentaire (Fig. 1). Les
amorces jouxtant I’intron ont été dessinées
de sorte a introduire un site BamHI sans
modifier la séquence peptidique de p35.
Ces deux exons ont été fusionnés et clonés
sur un vecteur pCR-TOPO pour donner
pCR-TOPO: Ap35. Ce plasmide spécifie
une SU p35 mature rigoureusement iden-
tique a I’originale [3].
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2.4. Construction de la souche
de L. lactis produisant
les SU p35 et p40

Un fragment spécifiant la SU p40
mature (sans son PS, Ap40) a été amplifié
par PCR a partir du plasmide pWRG3169
et sous-cloné dans pVE8001 préalable-
ment digéré par Hincll- (Tab. I, fourni par
I. Poquet, URLGA, INRA, Jouy-en-Josas,
France) pour donner pBS:Ap40:trpA. Le
vecteur pVE8001 porte un terminateur de
transcription (trpA) et a déja été utilisé
pour exprimer des protéines hétérologues
chez L. lactis [2, 34]. Les séquences des
amorces utilisées sont 5°-p40 (5’-GATG
CATCAGAGATGTGGGAGCTGGGAAA
GAC-3’) pour le brin codant et 3*-p40 (5°-
GGAGCTCCTAGGATCGGACCCTGCA
GGGAA-3’) pour le brin complémentaire.
Ensuite, différentes constructions ont été
effectuées pour fusionner des PS de L. lac-
tis aux SU p35 et p40. Pour p40, un frag-
ment d’ADN a été amplifié¢ par PCR a par-
tir de pVE8022 (un dérivé du vecteur
pFUN, dans lequel le géne rapporteur ASP-
Nuc est fusionné a Exp4, une protéine
sécrétée potentielle de L. lactis de fonction
inconnue, [34]). Ce fragment contient le
site d’attachement du ribosome (RBS) et le
PS de Exp4 (SPgyp4. [34]). Les séquences
des amorces utilisées sont les suivantes :
5’-Exp4 (5°-GGGTACCTTAAGGAGATA
TAAAAATGAA-3’) pour le brin codant et
3’-Exp4 (5-GATGCATCATCAGCAAA
TACAACGGC-3’) pour le brin complé-
mentaire. Le produit PCR a été fusionné a
la SU p40 pour donner pBS:SPg,,4 [3].
Pour la SU p35, le fragment Ap35 a été
isolé de pCR-TOPO:Ap35 et cloné dans un
vecteur pSEC pour donner pSEC:p35
(Tab. I, [2]). Dans ce vecteur, le géne p35
est fusionné au RBS et au PS du gene
usp45, spécifiant la protéine majoritaire-
ment sécrétée chez L. lactis [42]. L’ expres-
sion est controlée par le promoteur inductible
P, ;4. dont ’activité dépend de la concen-
tration en nisine utilisée [9, 18]. Finale-
ment, pour obtenir le plasmide exprimant
les deux SU p35 et p40, une cassette spéci-

fiant SPgy,4:p40:trpA a été isolée de pBS:
SPgy 4:p48:trpA et clonée dans le vecteur
pSEC:p35 pour donner pSEC:p35-p40
(Tab. I, Fig.2). Ce vecteur, sur lequel
I’expression des deux SU est controlée par
le promoteur P,; 4, a été introduit chez L.
lactis NZ9000 portant les genes régula-
teurs nisR and nisK [18]. Cette souche est
appelée NZ(pSEC:p35-p40) (Fig. 2).

2.5. Construction d’une souche
de L. lactis produisant IL-12
mono-chaine

Le geéne IL-12 mono-chaine (scIL-12) a
été amplifié par PCR a partir du plasmide
pcDNA3:IL-12 (fourni par P. Melby, The
University of Texas Health Science Cen-
ter, San Antonio, TX, USA). La séquence
des amorces utilisées est la suivante 5’-1L-
12 (5-GATGCATCAGAGATGTGGGAG
CTGGAGAAAGAC-3’) pour le brin codant
et 3’-IL-12 (5-GGAATTCTCAGGCGGA
GCTCAGATAGCCCA-3’) pour le brin
complémentaire. L’amorce 5°-1L-12 a été
congue de facon a éliminer les 22 premiers
codons dans la séquence codante de scIL-
12. Ces codons correspondent au PS euca-
ryote de p40 et ils ont été remplacés par
SPyspas- Pour cela, le produit PCR a été
cloné dans pCR:TOPO (Invitrogen) pour
donner pCR:TOPO:scIL-12 (Tab.I). La
cassette scIL12 a été purifiée et clonée
dans un vecteur pSEC. Dans le plasmide
résultant, pSEC:scIL12 (Tab. I, Fig. 2), la
partie mature de scIL-12 est fusionnée en
phase avec un fragment d’ADN spécifiant
le RBS et le PSyg,45. L’ expression est con-
trolée par le promoteur P, ;4. Ce plasmide
a été introduit chez la souche L. lactis
NZ9000 pour donner NZ(pSEC:scIL12).

2.6. Construction d’une souche
produisant la protéine E7 ancrée

Pour ancrer la protéine E7 a la surface
de L. lactis, E7 a été fusionnée a un fragment
de la séquence d’ancrage pariétal (CWA)
de la protéine M6 de Streptococcus pyoge-
nes [32]. Brievement, le gene E7 a été
amplifié par PCR a partir du vecteur
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Plasmides

I: 1 SPy, IL-12 J

pSEC-IL12

1 SP,, p35 3 SP., pdO
1w f " | pSEC-p35:p40

1 SPy, E7 CWA

pCWA-E7

Figure 2. Cassettes d’expression pour la production et la sécrétion d’IL-12 et de E7-CWA chez
L. lactis. Les structures schématiques des cassettes IL-12 mono-chaine, SU p35 et p40 et E7-CWA
dont I’expression est contrdlée par le promoteur de lactocoque P;; (a gauche) et les noms des
vecteurs correspondants (2 droite) sont indiqués. Pour les détails sur la construction des plasmides,
se référer au texte et au tableau I. Les fleches indiquent la séquence P4, promoteur inductible a la
nisine isolé de L. lactis ; les barres noires indiquent les sites d’attachement du ribosome (RBS) du
geéne usp45 (1) ou du gene exp4 (2) ; les rectangles indiquent la séquence du peptide signal du gene
usp45 (gris foncé), la séquence du peptide signal du géne exp4 (gris clair), la séquence de la partie
mature de p35 (rayé clair), la séquence de la partie mature de p40 (pointillé), la séquence de I'IL-
12 mono-chaine (blanc), la séquence d’E7 (rayé foncé) et celle de CW Ay (marbré) ; les structures
tiges-boucles indiquent le terminateur de transcription du gene trpA (I’échelle n’est pas respectée).

Figure 2. Expression cassettes to produce and secrete IL-12 in L. lactis. Schematic structures of
p35 and p40 subunits, single chain IL-12, or E7-CWA cassettes expressed under the lactococcal
P,,;s4 promoter and carried by the indicated plasmids. For details of plasmid constructions, see text
and Table I. Arrows indicate the presence of the nisin-inducible promoter (P,;.4); solid vertical bars
indicate the Ribosome Binding Site of the usp45 gene (1) or of the exp4 gene (2); dark gray bars
indicate signal peptide of the usp45 gene; the light gray bar indicates signal peptide of the exp4
gene; the light gray striped bar indicates p35 mature coding sequence; the dotted bar indicates p40
mature coding sequence; the open bar indicates single chain IL-12 coding sequence; the dark gray
striped bar indicates E7 mature moiety; the marbled bar indicates the cell wall anchor of the M6
protein (CWAy); stem-loop structures indicate trpA transcription terminators (not to scale).

pSEC-E7 [2]. Les amorces utilisées sont :
5’E7CWA (5’-AGTCGACCCATTGCATG
GAGATACACCTACATTG-3’) pour le
brin codant et 3’E7TCWA (5’-CGATAT
CTCTGGTTTCTGAGAACAGATGGGGC
A-3’) pour le brin complémentaire. Le pro-
duit PCR a été cloné dans un dérivé de
pVE8001 Hinc-II (fourni par I. Poquet)
pour donner le plasmide pBS:E7 (Tab. I).
La cassette E7 a ensuite été clonée dans
pVES5547 (Tab. I) pour donner pCWA-E7
(Tab. 1, Fig. 2). Dans ce vecteur, le géne E7

est fusionné en aval du RBS d’usp45, en
phase avec le PSygpy5 [42] cOté N-terminal
et en phase avec un fragment d’ADN
codant I’ancre pariétale de M6 (CWAy)
de S. pyogenes coté C-terminal (Fig. 2,
[32]). Le précurseur hybride attendu de
cette fusion présente une masse molécu-
laire (MM) théorique de 38 kg:mol!.
L’expression est controlée par le promo-
teur P;c4 [9]. Le plasmide pPCWA-E7 a été
introduit dans L. lactis NZ9000 (Tab. I,
[18]). L’induction de I’expression de
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CWA-E7, la préparation des échantillons
de protéines et les immunodétections ont été
menées comme décrit précédemment [2].

2.7. Expression et détection de I’'TL-12

Pour I’induction du promoteur P, ;.4, les
souches ont été cultivées jusqu’'a DOy
~0,6, puis induites avec 10 ng de nisine/mL
(Sigma, Saint Louis, MO, USA) pendant 1 h.
Ces parametres, les concentrations en nisine
et les temps d’induction, ont été précédem-
ment déterminés comme optimaux [4]. Les
extraits de protéines a partir de culture de
L. lactis, les western blots et les immuno-
détections ont été effectués comme décrit
précédemment [21], en utilisant des anti-
corps de souris anti-IL-12 pour I’immuno-
détection (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA). La concentration d’IL-12
sécrétée dans la culture a été estimée par un
kit ELISA reconnaissant spécifiquement la
forme native de I’hétérodimere IL-12
(R&D Systems).

2.8. Préparation des surnageants
de culture pour obtenir de I’IL-12
non dénaturée

Les échantillons de surnageant de cultu-
res induites ont été concentrés 50 fois a
I’aide de membrane Ultrafree Biomax
NMWL (Millipore, Billerica, MA, USA),
de 4 mL de volume. Apres centrifugation,
10 uL de tampon de chargement non-déna-
turant (c’est-a-dire sans DTT et SDS) ont
été ajoutés a 10 uL de concentrat. Les élec-
trophoreses ont été menées selon Laemmli
[19] a ceci pres que le SDS est absent de
toutes les solutions.

2.9. Animaux

Les souris C57BL/6 ont été achetées a
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME,
USA). Les souris ont été élevées dans
1I’animalerie du Laboratoire d’Immunologie
et de Virologie de 1’Université du Nuevo
Ledn, San Nicolas de los Garza, N.L.,
Mexique. Les expériences ont été menées
selon des procédures approuvées par le
comité d’éthique.

2.10. Administration intranasale
de souches de L. lactis produisant
I’IL-12

Des groupes de trois souris de 6 a 8
semaines ont été inoculés par voie intrana-
sale (i.n.) avec des lactocoques recombi-
nants ou sauvages, ou du PBS. Avant trai-
tement, les souris ont été partiellement
anesthésiées par voie intrapéritonéale avec
une combinaison de Xilacyne et de Keta-
mine (Cheminova de México, Ejidos de
Santa Ursula Coapa, Mexique). Un total
de 5 x 108 UFC (unité formant colonie) de
chaque souche induite de L. lactis a été
resuspendu dans 10 L. de PBS et 5 uL ont
été administrés a I’aide d’une micropipette
dans chaque narine aux jours 0, 14 et 28.

2.11. Test d’induction d’IFN-y

Les animaux traités avec les lactocoques
recombinants ont été sacrifiés au jour 35.
Les splénocytes ont été isolés et cultivés
selon la méthode décrite par Bermudez-
Humaran et al. [3]. La quantité d’IFN-y a
été estimée par ELISA selon les recom-
mandations du fournisseur (R&D Systems
[3]). Tous les échantillons ont été préparés
en triplets.

3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Les SU p35 et p40 sont sécrétées
par L. lactis et correctement
assemblées

La capacité de L. lactis a produire et
sécréter les deux SU d’IL-12 a été testée
sur la souche NZ(pSEC:p35-p40). Apres
induction a la nisine, les cultures de
NZ(pSEC:p35-p40) (DOg( finale ~1) ont
été séparées en culot et surnageant et la
sécrétion de p35 et p40 a été analysée par
immunodétection a I’aide d’anticorps anti-
IL-12 apres transfert par Western (Fig. 3).
Un profil de protéines de différents PM est
révélé dans la fraction cellulaire de la cul-
ture induite. Ceci suggere une accumula-
tion des précurseurs de p35 et p40 ainsi
qu’une protéolyse dans le cytoplasme ou a
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Figure 3. Production d’IL-12p35-p40 par L. lactis. A. Analyse par immunodétection des
échantillons de L. lactis NZ(pSEC:p35-p40) produisant les SU p35 et p40 (IL-12p35-p40). C,
fraction cellulaire ; S, surnageant. B. Analyse de la production d’IL-12p35-p40 sur des surnageants
de NZ(pSEC:p35-p40) par migration en PAGE en conditions non dénaturantes. 1, IL-12
recombinante (R&D Systems) utilisée comme contrdle ; 2, échantillons de surnageant de
NZ(pSEC:p35-p40) produisant IL-12p35-p40. Les positions des tailles correspondant au marqueur
de masses moléculaires (M) sont indiquées a gauche.

Figure 3. IL-12p35-p40 production in L. lactis. A. Production of the two IL-12 subunits was
analyzed by Western blot after SDS-PAGE and immunodetection using anti-IL-12 antibodies.
Samples were prepared on NZ(pSEC:p35-p40) induced cultures producing the IL-12p35-p40. C,
NZ(pSEC:p35-p40) cell fraction; S, supernatant. B. Analysis of IL-12p35-p40 production after
non-denaturing PAGE. 1, commercial recombinant IL-12 (R&D Systems); 2, supernatant sample
of induced NZ(pSEC:p35-p40). Positions and sizes of molecular mass marker (M) are indicated on
the left.

la surface de la bactérie. Par contre, le sur-
nageant ne contient que deux bandes
migrant a la taille attendue pour les SU p35
et p40. Pour chaque SU, I’efficacité de
sécrétion (la proportion de forme mature
sécrétée dans le surnageant) est faible
(<15 %, Fig. 3A). Les analyses effectuées
sur les cultures non-induites n’ont révélé
aucune bande (non montré). Les deux SU
sont d’intensité comparable suggérant que
les deux SU sont produites a la bonne
steechiométrie pour former un hétérodi-
mere actif d’IL-12. Ces résultats montrent
que L. lactis est capable de produire et
sécréter les deux SU d’IL-12.

Nous avons ensuite vérifié¢ que les deux
SU sont correctement assemblées pour for-
mer un hétérodimere d’IL-12p35-p40. Des
échantillons de protéines ont été collectés

sur des cultures induites et analysés par
immunodétection a I’aide d’anticorps anti-
IL-12 apreés migration sur gel de polya-
crylamide en conditions non-dénaturantes.
Dans ces conditions, une bande co-migre
avec I'IL-12 recombinante commerciale
utilisée en contrdle (Fig. 3B). Cette bande
peut correspondre soit a la forme hétéro-
dimérique attendue IL-12p35-p40, soit a
un homodimere de p40. Il a en effet été
montré que la SU p40 est capable de
s’homodimériser pour former p40,, de
MM 80 kg:mol-! et ayant une action
d’antagoniste de I’'IL-12 in vivo [23]. Cette
ambiguité a été levée par analyse des sur-
nageants de cultures induites en ELISA, a
’aide d’un test spécifique de I’'IL-12 native
[3]. Ces résultats montrent (i) que L. lactis
est capable de sécréter les SU p35 et p40 de
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Figure 4. Production de scIL-12 chez L. lactis et comparaison des niveaux de production d’IL-
12p35-p40 et de scIL-12. A. La production de I'IL-12 mono-chaine a été analysée par
immunodétection sur des échantillons préparés a partir de cultures induites de L. lactis
NZ(pSEC:scIL-12). C, fraction cellulaire de la souche NZ(pSEC:scIL-12) produisant scIL-12 ; S,
surnageant. B. Comparaison des niveaux de sécrétion d’IL-12 sur des échantillons de surnageants
des souches NZ(pSEC:scIL-12) produisant scIL-12 et NZ(pSEC:p35-p40). CTRL, IL-12
recombinante commerciale utilisée comme controle. Le profil de migration et les tailles
correspondant aux bandes du marqueur de masses moléculaires (M) sont indiqués a gauche.

Figure 4. scIL-12 production in L. lactis and comparison of IL-12p35-p40 and scIL-12 production
yields. A. Single chain IL-12 production was analyzed by Western blot on protein samples of
induced NZ(pSEC:scIL-12). C, cell fraction; S, supernatant. B. Comparison of IL-12 production
yields in NZ(pSEC:scIL-12) producing scIL-12 and NZ(pSEC:p35-p40) producing IL-12p35-p40.
CTRL, commercial recombinant IL-12. Positions and sizes of molecular mass marker (M) are
indicated on the left.

I’IL-12 murine et (ii) qu’au moins une par-
tie de ces deux SU est correctement assem-
blée dans le surnageant.

analysés par Western blot et immunodétec-
tion al’aide d’anticorps anti-IL-12 (Fig. 4).
Dans la fraction cellulaire, I’immunodétec-
tion révele un profil de bandes de différentes

3.2. Production de I’IL-12 tailles attribuables a une accumulation de

mono-chaine chez L. lactis

Le moyen le plus sir d’assurer la stoe-
chiométrie des deux SU et de favoriser
ainsi un assemblage correct de I'IL-12 est
de fusionner p35 et p40 en un seul polypep-
tide (scIL-12 pour single chain IL-12).
Cette stratégie a déja prouvé son efficacité
dans des systemes eucaryotes. La produc-
tion de scIL-12 par L. lactis a été testée sur
la souche NZ(pSEC:scIL-12). Des échan-
tillons de protéines ont été préparés sur la
fraction cellulaire et le surnageant de cultu-
res induites de NZ(pSEC:scIL-12) puis

précurseur de scIL-12 et a une hydrolyse
intracellulaire. Comme précédemment pour
I’IL-12p35-p40, le profil obtenu dans le sur-
nageant de culture induite est beaucoup plus
simple et comprend une bande majoritaire
migrant a la taille attendue pour la protéine
de fusion scIL-12 (70 kg-mol~!, Fig. 4A). Le
niveau de production de scIL-12 a ensuite
été comparé a celui de 1'IL-12p35-p40 par
I’analyse en Western blot de surnageant de
cultures induites de NZ(pSEC:scIL-12) et
de NZ(pSEC:p35-p40). A niveau d’induc-
tion égal, la quantité de scIL-12 sécrétée

N

dans le surnageant est deux a trois fois
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supérieure a celle d’IL-12p35-p40 (Fig. 4B).
L’analyse de ces échantillons par ELISA
(test spécifique de la forme native d’IL-12)
a confirmé ces résultats et a permis de mon-
trer que sclL-12 était sécrétée par L. lactis
sous une conformation correcte (non mon-
tré). Les immuno-détections apres Western
et les ELISA menés sur des échantillons de
cultures non-induites, utilisés comme con-
troles négatifs, n’ont donné aucun signal.
Ces résultats montrent que L. lactis est
capable de produire et de sécréter scIL-12
dont une partie au moins est correctement
repliée, suggérant que scIL-12 produite par
L. lactis est potentiellement active. Le ren-
dement de production de scIL-12 est nette-
ment supérieur a celui de la forme hétéro-
dimérique suggérant une meilleure stabilité
de la forme mono-chaine. Par ailleurs, la
production d’une forme mono-chaine permet
de pallier les problemes liés & une associa-
tion inefficace des SU produites indépen-
damment ou a la formation d’homodimeres
de p40. Pour ces raisons, la souche
NZ(pSEC:IL-12) sera utilisée pour les
expériences d’immunisation chez la souris.
L’ensemble de ces résultats démontrent la
capacité de L. lactis a former des PDS. Or,
la formation de PDS est souvent un frein a
la production de protéines hétérologues
dans les systemes procaryotes, notamment
chez les bactéries a Gram-positif qui pro-
duisent elles-mémes tres peu de protéines
contenant des PDS [5, 29, 31]. Il est possi-
ble que I’acidification qu’entraine la crois-
sance de L. lactis favorise ici la formation
de PDS dans les protéines sécrétées. Bien
que le mécanisme de cette formation reste
a découvrir, ces résultats sont prometteurs
pour I’exploitation de L. lactis a la produc-
tion d’autres protéines nécessitant la for-
mation de PDS.

En dépit d’une efficacité de traitement a
I’IL-12 démontrée par des essais surl’animal
pour certains cancers ou certaines infec-
tions, I’administration systémique d’IL-12
engendre des effets secondaires inaccepta-
bles [7, 22]. Pour contourner ce probléme,
nous avons testé un systeme d’apport d’IL-12
par voie mucosale en utilisant L. lactis,

bactérie non-invasive et non-colonisatrice,
comme vecteur [11]. Récemment, une
souche de L. lactis délivrant de 1’interleukine
IL-10 administrée par voie orale a permis
d’obtenir des effets trés positifs dans le
traitement de I’inflammation chronique du
colon chez la souris. Ce type d’administra-
tion a permis d’utiliser une quantité d’IL-10
estimée dix fois inférieure a celle requise
pour les administrations systémiques [40].
L’administration ciblée vers le tractus
digestif d’autres interleukines, comme ici
I’IL-12, a I’aide de bactéries alimentaires,
comme L. lactis, pourrait aussi réduire les
effets secondaires néfastes et se révéler
avantageux par rapport au traitement
systémique.

3.3. Production d’E7-CWA
par L. lactis

L’expression de E7-CWA a été analy-
sée par Western blot et immunodétection
sur des extraits cellulaires totaux a 1’aide
d’anticorps anti-E7 (Santa Cruz Biotech-
nology Inc., Heidelberg, Allemagne). Une
construction plasmidique portant un gene
E7 fusionné a la glutathione S-transférase
(GST, fourni par V. Bermudez, Université
Autonome du Nuevo Leén, Monterrey,
Mexique), a permis la production et la
purification d’une protéine de fusion E7-
GST chez E. coli. E7-GST a été ensuite uti-
lisée comme controle positif. Dans les
extraits cellulaires de la souche L. lactis
(pCWA-E7) (Fig.5), une bande majori-
taire a été détectée autour de 38 kg-mol*l,
la taille attendue pour le précurseur SPyy-
E7-CWA)g. Deux autres bandes de M
inférieures ont été détectées et correspon-
dent a une forme E7-CW A4 résultant du
clivage de PSy, et dont la MM théorique
est de 32 kg-mo -1 et a une forme ancrée
de E7 (E7-ancrée) de MM inférieure
(~27 kg-mol 1) et générée par le clivage de
CWA) g (suivi de I’établissement d’une
liaison covalente entre E7 et la paroi,
Fig. 5). Des expériences de fractionnement
subcellulaire (séparation protoplaste/paroi/
surnageant) ont permis de confirmer ces
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Figure 5. Production de E7-CWA par L. lactis. La production d’E7-CWA par la souche L. lactis
NZ(PCWA-E7) a été analysée par Western blot et immuno-révélation a 1’aide d’anticorps anti-E7
sur des extraits cellulaires de cultures induites. Les fleches indiquent la position du précurseur
SPyg,-E7-CWA) 6, du produit issu d’un premier clivage (E7-CWA)e) et la forme mature (E7-
ancrée). La ligne GST-E7 correspond a la migration d’extraits cellulaires d’une souche
d’Escherichia coli produisant une protéine de fusion E7 couplée a la GST utilisée comme contrdle
positif. Les positions des bandes du marqueur de masses moléculaires (M) sont indiquées a gauche.

Figure 5. E7-CWA production in L. lactis. E7-CW A production was analyzed by Western blot and
immunodetection using anti-E7 antibodies on protein samples prepared from induced NZ(pCWA-
E7). Arrows indicate positions of SPy;¢,-E7-CWAy¢ precursor, E7-CWAy ¢ resulting from a first
cleavage of the precursor, and mature E7-anchored. Track GST-E7 contains cell extracts from
Escherichia coli producing a GST-E7 fusion protein used as a positive control. Positions and sizes

of molecular mass marker (M) are indicated on the left.

observations [8]. Ces résultats montrent
que E7-CWA) 4 est efficacement produite
par L. lactis et est correctement exportée a
la surface. Ils confortent de précédents tra-
vaux montrant que Nuc, une autre protéine
hétérologue, peut étre adressée vers la
paroi de L. lactis lorsqu’elle est fusionnée
a CWA [10].

3.4. Co-administration i.n. de souches
de L. lactis recombinantes
produisant de ’IL-12 active
et la protéine E7 du HPV16

Afin de démontrer les propriétés adju-
vantes de la souche NZ(pSEC:scIL-12),
nous avons analysé la réponse immunitaire
déclenchée par 1’administration i.n. d’une
souche de L. lactis produisant E7 (antigene
faiblement immunogene) avec ou sans
NZ(pSEC:scIL-12). Des groupes de cinq
souris C57BL/6 ont été immunisés par voie
i.n. avec trois doses (aux jours 0, 14 et 28)
de 5x 108 UFC de NZ(pSEC:E7-CWA)
seules ou en combinaison avec 5 x 108 UFC

de NZ(pSEC:sclIL-12). La production d’TIL-2
et IFN-y, cytokines caractéristiques d’une
réponse immune de type Th1 [38] a ensuite
été analysée en ELISA (R&D Systems)
selon les recommandations du fournisseur
(Fig. 6). Les splénocytes qui ont été extraits
une semaine apres la derniére inoculation de
lactocoques recombinants (jour 35) et ont
été restimulés a I’aide d’un peptide E7 syn-
thétique (RAHYNIVTEF). Ces splénocytes
produisaient des niveaux élevés d’IL-2
(Fig. 6A) et ’IFN-y (Fig. 6B). Des spléno-
cytes restimulés avec du PBS seul ont été
utilisés comme controle. Comme attendu,
les réponses ont été significativement
meilleures chez les animaux immunisés avec
les souches produisant E7-CWA qu’avec la
souche sauvage de L. lactis utilisée comme
controle négatif. Les réponses cellulaires
spécifiques de 1’antigene E7, mesurées via la
sécrétion de cytokines Th1 (IL-2 et IFN-y)
ont été nettement améliorées par la co-admi-
nistration de NZ(pSEC:scIL-12) (Fig. 6).
Ainsi, I'IL-12 produite et délivrée par L. lactis
au niveau de la muqueuse possede une
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Figure 6. Analyse de la production de cytokines Thl chez des souris immunisées a 1’aide de
lactocoques recombinants produisant E7-CWA seul ou avec scIL-12. Les cytokines de type Thl
(IL-2 et IFN-y) ont été dosées apres sacrifice (jour 35) des souris immunisées avec 5 x 108 UFC
de L. lactis sauvage (wt, controle négatif), de L. lactis produisant E7-CWA, seule (E7) ou en
combinaison avec la souche NZ(pSEC:scIL-12) produisant scIL-12 (E7/IL-12). Les splénocytes
ont été cultivés pendant 24 h avec 2 ug de peptide E7 synthétique (RAHYNIVTF, peptide), ou du
tampon PBS. Les cytokines IL-2 (A) et IFN-y (B) ont été dosées par ELISA. Cette figure présente
une des trois expériences d’immunisation menées indépendamment et donnant des résultats
similaires. Les valeurs indiquées sont les valeurs moyennes obtenues pour des groupes de trois
souris. Les différences statistiquement significatives (P < 0,05) par rapport au groupe immunisé
avec E7/PBS sont indiquées par un astérisque (*). Les différences significatives par rapport aux

groupes E7/IL-12/PBS ou E7/peptide sont indiquées par deux astérisques (**).

Figure 6. Production of Thl cytokines by splenocytes of mice immunized with recombinant
L. lactis. Levels of Th1 cytokines were assayed following sacrifice on day 35 from mice immunized
with 5 x 108 CFU of wild-type L. lactis (wt), recombinant L. lactis displaying E7 antigen (E7) and
mice co-immunized with L. lactis displaying E7 and L. lactis strain secreting active murine I1L-12
(E7/IL-12). Spleen cells were cultured for 24 h with 2 pg of E7 peptide (RAHYNIVTF, peptide) or
PBS and Thl cytokines IL-2 (A) and IFN-y (B) determined from culture supernatant by ELISA.
This represents one of three separate experiments showing similar results. Values were recorded as
the mean and standard deviation of n = three mice per treatment group. Statistically significant
differences (P < 0.05) in relation to E7/PBS group are denoted by one asterisk (*) or two asterisks
(**) for differences in relation to E7/IL-12/PBS or E7/peptide.
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réelle activité adjuvante. Ceci avait déja été
montré pour certains vaccins a ADN ol
I’IL-12 était co-exprimée avec un antigene
[6]. L’IL-12 pourrait également minimiser
les risques de développement de tolérance
immunitaire a un antigene donné [39]. Ceci
pourrait &tre particulierement intéressant
pour le développement de certains vaccins
vivants utilisant des bactéries lactiques
capables de persister au niveau de la
mugqueuse de I’hote.

4. CONCLUSION

Il existe un intérét croissant pour le
développement de vaccins vivants oraux
contre divers pathogeénes dont le papillo-
mavirus humain de type 16. L’utilisation de
vecteurs bactériens vivants pour délivrer a
la muqueuse la protéine d’intérét dans des
traitements de tumeur ou a des fins vacci-
nales pourrait également réduire le risque
de toxicité résultant d’administration systé-
mique. Dans ce travail, nous avons montré
I’effet adjuvant d’une souche de L. lactis
produisant I’IL-12 en mesurant 1’améliora-
tion de la réponse a un antigene. La produc-
tion d’IL-2 et d’IFN-y en réponse a I’admi-
nistration d’une souche de L. lactis
présentant une forme d’E7 ancrée a sa sur-
face a été sensiblement améliorée par la co-
administration de la souche produisant
I’IL-12. 11 est clairement établi que I’TL-12
joue un role essentiel dans 1’orientation de
la réponse immune en induisant les cellules
Thl et en réduisant les réponses Th2 [41].
Or, lors de cancer du col de I’utérus, la den-
sité de cellules Th2 est élevée alors que
celle de cellules Thl chute fortement [14].
Un des effets recherchés pour un traitement
par immunothérapie est donc de rétablir
une réponse immune vers le type Thl. En
se basant sur ces données, des souches de
L. lactis sécrétant I’IL-12 ainsi qu’un anti-
gene spécifique représentent des candidats
prometteurs pour envisager de nouvelles
perspectives de prévention ou de traitement
du cancer du col de I'utérus.
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