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Abstract — Secretion of heterologous proteins of therapeutical interest ibactococcus lactis.

The GRAS (for Generally Regarded As Safe) bacteriiaotococcus lactigs a good candidate to
produce heterologous proteins of vaccinal, medical or technological interest. The secretion of such
proteins would allow a direct contact between the protein and its target and therefore would be a
better mode of production than intracellular production. To develop heterologous protein export
systems irL. lactis we used the staphylococcal nuclease. We combined these secretion tools to the
Nisin-Inducible Controlled Expression system. We first developed two new expression vectors
allowing the inducible production of Nuc intra- and extracellularly. We then used them to produce in
L. lactistwo heterologous proteins of therapeutical interest: (i) the ovine omega interferon which pos-
sesses antiviral properties and which will be useful to enhance immune response in the case of the use
of L. lactisas antigen delivery vehicle and (i) a fusion protein between the Blg41-60 epitope and the
mature part of Nuc.

Lactococcus lactis staphylococcal nuclease / secretion / interferorf3flactoglobulin

Résumé— Lactococcus lactisbactérie lactique modele, est un micro-organisme GRAS (Generally
Regarded As Safe). Sa parfaite innocuité et le développement des connaissances sur ses capacités de
production et de sécrétion de protéines hétérologues en font un bon candidat pour la sécrétion de pro-
téines d'intérét thérapeutique. Notre équipe a développé de nombreux outils d’optimisation de la
sécrétion de protéines hétérologues ¢hdactisque nous avons combinés au systeme d’expression
inductible par la nisine. Les deux nouveaux vecteurs d’expression décrits permettent, en fonction des
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sighaux choisis, une expression inductible et une localisation intra- ou extracellulaire de notre pro-
téine modéle, la nucléase 8e&aphylococcus aureydluc). Nous présentons ici deux exemples
d’application de ces outils de sécrétion a des protéines d'intérét thérapeutique. Les souches décrites
permettent : (i) la production d’'interféron omega ovin, molécule stimulant la réponse immunitaire,
utile pour développer des vaccins vivants et (ii) la production d'une protéine de fusion épitope 41-60
de lap-lactoglobuline:Nuc, utile pour étudier les phénomeénes allergiques ligsladaglobuline.

Lactococcus lactis/ sécrétion / interféron /B-lactoglobuline / nucléase

1. INTRODUCTION ment détectable in vivo par un test de colo-
ration sur des colonies bactériennes, en

Les bactéries lactiques (BL), Iargemenf‘;unure liquide ou extraites du tractus diges-
utilisées dans des procédés industriels
fermentation agro-alimentaire, présentent Ce travail décrit le développement d’un
une parfaite innocuité. Elles sont ingéréesystéme permettant la production inductible
vivantes en grandes quantités et peuvenfe protéines d’intérét a I'intérieur ou a
survivre dans le tractus digestif de I'hote'extérieur de la cellule. Le systéme nisine
homme ou animal, ou elles sont susceptiblesonstitue un trés bon outil de production de
d'exercer diverses activités benefiques [12]protéines hétérologues chez les BL grace a
Depuis le début des années 1990, de nodon inductibilité et & sa forte potentialité de
velles utilisations sont envisagées pour lesurexpression [2]. Ce systéme est constitué
BL telles que la production de protéinesd'une souche de. lactis(qui porte les génes
d’intérét technologique ou thérapeutique [7régulateursisRK) et du promoteur de 'opé-
13]. Pour cela, I'exportation des protéinesron nisine (Pisp): un opéron de 11 génes
qui permet un contact direct avec la cibleassurant la biosynthése et la régulation de
semble une stratégie préférable a une prea nisine [2]. P, est inactif en absence de
duction intracellulaire qui nécessite la lysenisine et son activité est modulable en fonc-
de la souche productriceactococcus lac- tion de la concentration de nisine présente
tis, la BL modele, sécrete seulement unejans le milieu. A I'aide du systéme nisine, il
protéine, Usp45, en quantités détectablesst possible de multiplier par un facteur
[17] et cet aspect peut faciliter 'analyse de1 000 le niveau d’expression d’un géne
la sécrétion et la purification d’une protéined’intérét placé sous contréle dgRI2]. Ce
d’intérét. Depuis une dizaine d’anneées, laystéme, parfaitement adapté a la produc-
capacité dé. lactisa produire et a exporter tion de protéines hétérologues, a été récem-
des protéines hétérologues a été explorée glent utilisé avec succés cHedactispour
a débouché sur la sécréetion de nombreusgs production de la «Green Fluorescent
protéines hétérologues [3, 10, 16]. Protein» [4].

Nous avons développé un systeme Nous présentons, ici, trois résultats prin-
d’exportation de protéines hétérologues chezipaux obtenus dans le cadre de ces
L. lactisa I'aide d’une protéine sécrétéerecherches chelz. lactis: (i) la construc-
modeéle trés stable et bien caractérisée, lion de deux vecteurs d’expression, (ii) la
nucléase d&taphylococcus aureidluc) production d’'interféron omega ovin et
[8, 15]. Nuc est considérée comme un bofii) la production d’une protéine de fusion
rapporteur car son activité est tres facileépitope de I@-lactoglobuline:Nuc.
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2. RESULTATS ET DISCUSSION régulé et fermé en phase exponentielle
(Figs. 1A et 1B, lignes 1, 2, 5 et 6). Comme

2.1. Construction de nouveaux attendu avec NZ9000(pCYT:Nuc), nous
vecteurs d’expression n'observons pas de protéine dans le surna-
chezlLactococcus lactis geant de la culture induite (Fig. 1, ligne 4)

alors que nous observons dans la fraction
Nous avons construit deux nouveaux vecS Une bande majoritaire et une bande mino-

teurs d’expression permettant la productior‘qit""\ire correspondany respectivement & NucB
inductible de Nuc a l'intérieur ou a 'exté- €t.2 NUCA (Fig. 1, ligne 3). Dans le cas de

rieur de la cellule. Nous avons placé un fragh29000 (PSEC:UNuc), en présence de

ment d'’ADN spécifiant un précurseur pré_nisine, nous observons dans la fraction C,
UspNuc (Le Loir et al., manuscrit en 3 bandes correspondant au précurseur pre-

4 ; P ; ; Nuc et aux 2 formes matures NucB et
préparation) constitué du peptide &gnaHSp : .
d'Usp45 (SP,__,J. la protéine majoritaire- ucA (Fig. 1, ligne 7). Comme attendu, les

ment sécrétée chéz lactis[17], et de la 2 bandgs qu[correspondent a NucB et NucA
partie mature de Nuc sous le controle d?ont d8ete,(\:|tees dans la fractt_lon S (F'gl' 1,
P..<x l€ promoteur inductible de I'opéron ;'9"€ ). Nous pouvons estimer que les

J N - 4 i o
de biosynthése de la nisine [2]. La cassette? MeS matur,es representent environ 80 %
d’expre)s/sion obtenue P uspn[uza 6té clo-  des formes détectées dans le cas de NZ9000

A

née sur un plasmide dérivé de pwvo1. LAPSEC:UNuc). Ces résultats démontrent
plasmide résultant, pSEC:UNuc (Tab. | e ‘efficacité de la combinaison du systéeme
Fig. 1A), a ensuite &té introduit chezlac-  Misine et des outils développés autour de

tis NZ9000, une souche portant sur son chrdUC €t nous pouvons désormais les appli-
mosome les génes régulatenisRK[6]. A quer a la _productlon de.protemes d’'intérét
partir de pSEC:UNuc, nous avons éliminé ighérapeutique chez lactis

SP¢pasPar une réaction de PCR inverse
pour obtenir le plasmide pCYT:Nuc per-
mettant la localisation intracellulaire de Nuc
(Tab. I et Fig. 1A). Ce plasmide a aussi été
introduit dans la souche delactisNZ9000. La s lication d ¢
Nous avons ensuite procédé a des culturesS premiere application des vecteurs
des deux souches NZ9000(pSEC:UNuc) &P>EC et PCYT a été faite avec l'interféron
NZ9000(pCYT:Nuc) jusqu’a une DG, °omMedgaovin (IF\w). L'IFN-wappartienta
de 0,5. Une moitié des cultures a alors ¢l famille des interleukines et ses proprietes
indui’te par addition de 1 ng de nisim&1 gnt|y|rales en font une m_olec'ule intéressante
alors que l'autre moitié ne I'a pas été. Noug faire produire pd. lactis L'IFN-covin

avons ensuite procédé a des extractions &St capable de conférer une protection anti-

protéines dans les deux compartiments intrz¥'rale aux cellules par la diminution de la

cellulaire (C) et extracellulaire (S) des cul-PEnetration virale et par inhibition de la mul-
tures induites et non-induites. Ces extrait plication intracellulaire des virus entériques
ont été analysés par immuno-détection avet-Ll- Une production pak. lactisd'IFN-c

des anticorps polyclonaux dirigés contredVin dans le tractus digestif pourrait induire

Nuc aprés électrophorése sur gel de p0| Ine resistance aux virus enteriques et pro-

acrylamide en condition dénaturantel€9€’ les entérocytes. La coexpression

(SDS-PAGE) (Fig. 1). Dans le cas de Nzoood!interleukines et d’antigenes chiezlactis
(pPCYT:Nuc) et de NZ9000(pSEC:UNuc), & déja éte expérimentée avec succes par
aucune protéine n’est détectée dans |e§te‘|dler etal. [16].

extraits de la culture non-induite ce qui A partir du plasmide pSEC:UNuc, nous

démontre que le systéeme inductible est bieavons remplacé le fragment spécifiaot

2.2. Production inductible d'interféron
omega ovin chez.. lactis



Tableau I. Souches bactériennes et plasmides utilisés dans ce travail.

0ce

Table I. Bacterial strains and plasmids used in this work.

Souche ou plasmide Caractéristiques Référence ou origine
Souches
Escherichia coli
TG1 [supE hsd5 thi A(lacproAB F’(traD36proAB+lacPlacZAM15)] [5]
Lactococcus lactis
MG1363 Souche dépourvue de plasmides [8]
NZ9000 Souche dérivée de MG1363pN:nisRnisK [6]
Plasmides
pBluescript SK+II(pBS)  Amp Stratagene =<
pBSAnuc Amg; contient le génaucsans son promoteug [9] o
pCYT:Nuc Cnf; contient un fragment d’ADN spécifiant la partie mature de Nuc exprimée sous le contréle 5_
transcriptionnel du promoteur inductiblg . Ce travail @
pSEC:UNuc Crh; contient le génaspnucspécifiant une fusion traductionnelle entre le peptide signal e
d’'Usp45 et la partie mature de Nuc exprimée sous le contréle transcriptionnel du promoteur
inductible R; Ce travail
PSEC: Nuc Crh; contient le génaucspécifiant le précurseur de Nuc exprimé sous le contrdle transcrip-
tionnel du promoteur inductiblg B, Ce travail
pCYT:IFN Cni; contient un fragment d’ADN spécifiant la partie mature de I'lFN omega ovin exprimée
sous le controle transcriptionnel du promoteur inductible, P Ce travail
pSEC:IFN Cnh; contient un fragment d’ADN spécifiant une fusion traductionnelle entre le peptide

pSEC:BIg41-60:Nuc

signal d’'Usp45 et la partie mature de I'lFN omega ovin exprimée sous le contrdle transcrip-
tionnel du promoteur inductiblg B, Ce travail

CMmpSEC:Nuc dans lequel un fragment d’ADN spécifiant I'épitope 41-60 de la BLG a été
inséré entre le peptide signal de Nuc et la partie mature de Nuc. Ce travail
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Figure 1. Analyse de la production de Nuc cHemctococcus lactisous la dépendance du promo-

teur inductible a la nisineA) Représentation schématique des cassettes d’expression de Nuc sous la
dépendance du promoteur inductible a la nisjpg,#B) Analyse par immunorévélation des souches

deL. lactisNZ9000(pCYT:Nuc) et NZ9000(pSEC:UNuc) a l'aide d’anticorps anti-Nuc. Des ex-
traits protéiques de ces souches ont été préparés en séparant les fractions cellulaires (C) et surnageants
(S). ADQy,y,= 0,5, les cultures sont induites ou non avec 1 ng de niginket les extraits protéiques

sont préparés 1 heure aprées l'induction. Les pistes 1 et 2 correspondent aux extraits C et S de la cul-
ture non-induite de NZ9000(pCYT:Nuc) ; les pistes 5 et 6 correspondent aux extraits C et S de la
culture non-induite de NZ9000(pSEC:UNuc). Les pistes 3 et 4 correspondent aux extraits C et S de
la culture induite de NZ9000(pCYT:Nuc) ; les pistes 7 et 8 correspondent aux extraits C et S de la cul-
ture induite de NZ9000(pSEC:UNuc). PréUspNuc : précurseur formé Gy 3€t de la partie

mature NucB ; NucB et NucA : formes matures de Nuc.

Figure 1. Analysis of Nuc production under the control of the NICE systebaatococcus lactis

(A) Schematic representation of the expression cassettes for Nuc production under the nisin-inducible
promoter. B) Western blot analysis &f lactisstrains NZ9000(pCYT:Nuc) and NZ9000(pSEC:UNuc)

by the use of anti-Nuc antibodies. Protein extracts are separated in cellular (C) and supernatant (S) frac-
tions. At OQ,,= 0.5, cultures are divided in "~ nisin” and "+ nisin” cultures where 1 ng of mikirt

of culture are added. Protein extracts are prepared 1 hour after nisin induction. Lanes 1, 2 corre-
spond to C and S extracts of the non-induced culture of NZ9000(pCYT:Nuc); lanes 5 and 6 correspond
to C and S extracts of the non-induced culture of NZ9000(pSEC:UNuc). Lanes 3 and 4 correspond
to C and S extracts of the induced culture of NZ9000(pCYT:Nuc); lanes 7 and 8 correspond to C and
S extracts of the induced culture of NZ9000(pSEC:UNuc). PreUspNuc: precursor which is an hybrid
fusion between SR, ,sand the mature part NucB; NucB and NucA: mature forms of Nuc.

par I’ADN complémentaire (ADNc) spéci- virus VS sur des cellules murines L929 et
fiant la partie mature de I'lFNb. Le plas- des cellules bovines MDBK (L’Haridon R.,
mide résultant, pSEC:IFN (Tab. | et Fig. 2),communication personnelle). Dans le cas
a été introduit dans la souche NZ900Gle la souche NZ9000(pSEC:IFN), de
et des cultures de la souche NZ900@IFN-w actif a été détecté dans les fractions
(pSEC:IFN) ont été effectuées avec et sangtra- et extracellulaire a raison de respecti-
induction par la nisine. Ces cultures ontvement 1x 10* et 1,4x 10 U d'IFN-w-L ™1
ensuite été fractionnées entre compartimergfig. 2) ce qui correspond a une efficacité de
intra- et extracellulaire et des mesures d’'actisécrétion d’environ 56 %. Ces quantités
vité ont été effectuées (Fig. 2). Ces mesuresécrétées de 140y d’IFN-w-L~1 demeu-
d’activité spécifique de I'lFN» sont basées rent inférieures a celles obtenues par Steidler
sur la réduction de I'effet cytotoxique duet al. [16] avec des souches ldelactis
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Figure 2. Production et quantification d’'IFiovin chezlactococcus lactigA) Représentation sché-
matique de la cassette d’expression pour la sécrétion dedBin. Un fragment d’ADN com-
plémentaire spécifiant I'lFN ovin a été fusionné en aval dusbs Le géne hybrid&R ¢,z IFNw
est ainsi placé sous le contréle de P (B) Des mesures d’activité d'IFkb-ovin ont éte eHfectuées
sur les fractions cellulaires (C) et surnageants (S) de cultures induites ou non avec 1 ngrdeisine

de la souche de. lactisNZ9000(pSEC:IFN).

Figure 2. Ovine IFNw production and quantification lpactococcus lactisS(A) Schematic repre-
sentation of the expression cassette for secretion of ovine. IKDNA fragment encoding ovine
IFN-wwas fused in frame withsp45secretion signabR . ,5IFN wcassette was cloned under the
control of R, and used for IFN» production inL. lactis (%A) IFN-w activity assays performed on
induced and non-induced cellular (C) and supernatant (S) fractions of culturesacfis
NZ9000(pSEC:IFN).

sécrétant 90Ag d'interleukine 2 murine L 2.3. Production d'une protéine
On estime environ a 1 mg d'IF-L~ la de fusion épitope
guantité moyenne requise pour obtenir une de laB-lactoglobuline:Nuc
bonne efficacité antivirale. Par augmenta- chezL. lactis

tion de la biomasse et grace a I'utilisation

d'un propeptide synthétique [10] et d'une  Cette seconde application concerne la
souche dé.. lactisdans laquelle la dégra- B-lactoglobuline (Blg) qui est I'allergéne
dation des proteines hétérologues est abenajeur du lait de vache [1]. Absente du lait
lie [14], nous allons tenter d’augmenter leshumain, la Blg est un homodimére de
quantités obtenues afin d’atteindre ce seuiR sous-unités de 18 kgol ! (162 aa et

Si nous parvenons a atteindre ce seuil, 12 ponts disulfures intramoléculaires). Ses
souche NZ9000 (pSEC:IFbY) pourrait se propriétés intrinséques lui conférent une
réveler tres utile dans le cadre de I'utilisatiorgrande résistance aux protéases et a I'aci-
de lactocoques en tant que vaccins vivantslité du tube digestif. Peu dégradée lors du
Des essais de production intracellulaire deransit intestinal, elle peut passer dans le
I'IFN- w dans pCYT sont actuellement ensang et déclencher une réaction immunitaire
cours afin de déterminer la localisationde type allergique caractérisée par la pro-
optimale. duction d'immunoglobulines de type E [1].
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Le pouvoir allergéne de la Blg est princi-(pBSAnuc) contenant le gemeicsans pro-
palement porté par 4 épitopes linéaires moteur. Malgré I'absence de promoteur, on
Blg41-60, Blg97-108, Blgl24-134 et observe dans ce contexte une faible expres-
Blg146-162 [18], dont le plus allergénesion denucqui permet la sélection de clones
semble étre I'épitope Blg41-60 (Wal J.M.,Nuc+ et Nuc—. Nous avons retenu un clone
communication personnelle). Nuc+ possédant un épitope Blg41-60 inséré

Des souches de. lactis capables de en phase traductionnelle avae. Ce géne

sécréter un épitope immunogéne de la Blgﬁguf'?gst.légg:nsuggn?rnéslg'geeete;?(npg;ne
en fusion avec Nuc ont été construites e dz y | : tl,J. hvbrid Blngfl E!O N
utilisant nos vecteurs d’expression induc Produlre fa proteine nyoride 5igaL-6u - INUC.

: ; - ; Pour cela, nous avons utilisé le plasmide
tible. L’administration de souches delac- A P ) N

tis sécrétant différents types de protéine ?EC'NLﬁ (r(;i]elrlvg der pSEdC r.]U:\luc ?u

hybrides permettra de mieux préciser le UspasESt remplace pa Rbo dans leque

domaines les plus allergénes de la Blg. 4e1_g§?wm§$;€ ulce?F%tégBr;amplacé par

Nous avons appliqué une stratégie de

fusion traductionnelle d’'un épitope entre |e60!_l\?ugla;rgtlg(ien{reosduulitfg;’nzslaEsCo:Sé%Lélée
SR, et la partie mature de Nuc, déja utili- " '

N : ; -
séeugvec succes au laboratoire dans le cégéascgjcl?:gsgON()Z%Ogg(s’pg)été?ﬁi cgrg:ﬂ%ggo

d’un épitope du coronavirus bovin [7]. . ) APPSR
o i .~ (pSEC:BIg41-60:Nuc) ont été préparés a
L épitope Blg41-60 comprend les 20 aa situe artir de cultures induites ou non par la

du 4Fau 6Grésidu de la Blg (Fig. 3A). Nous nisine, et apres SDS-PAGE, immunorévélés

avons construit des soucheslddactis ar les anticorps anti-Nuc et anti-Blg41-60
sécrétant la protéine hybride constituée de-. ) 8
lépitope Blgd1-60 et de Nuc (Blga1-60; (19 3C). Chez NZ9000(pSEC:Nuc), le pre-
NUC) " curseur préNuc est présent dans la fraction
' cellulaire, NucB et NucA sont sécrétées dans

Nous avons choisi une fusion en N-terde milieu. Aucun signal n’est détecté avec
minal de la partie mature de Nuc pour ledes anti-Blg41-60. Ce méme profil est ren-
raisons suivantes : (i) présence d'unisis¢  contré chez la souche NZ9000(pSEC:Blg41-
et (i) faible efficacité du clivage secondaire60:Nuc). NucA a le méme poids molécu-
NucB/NucA ched.. lactis. L'oligonucléo- laire que chez NZ9000(pSEC :Nuc). Par
tide spécifiant Blg41-60 peut étre fusionnécontre, les bandes correspondant au précur-
a Nuc selon deux orientations. L'orienta-seur et a la protéine mature sécrétée ont un
tion recherchée aboutit & une fusion tradugpoids moléculaire supérieur en raison des
tionnelle entre Blg41-60 et Nuc et les clone23 aa fusionnés en N-terminal de NucB. De
produisant cette protéine hybride présenterficon similaire, les anticorps anti-Blg41-60
un phénotype Nuc+ (halo rose). L'orienta-réagissent avec le précurseur préBlg41-60-
tion inverse aboutit & I'apparition d’'un codonNuc et la forme mature Blg41-60-Nuc.

Ces résultats confirment la reconnaissance
la protéine hybride par les deux anticorps
que la protéine demeure non toxique méme

téine tronquée et les clones présentent alo&se
un phénotype Nuc— (absence de halo). Apre
fusion, la présence de Foligonuciéotide peug un niveau élevé de production, estimé aux
étre confirmée par la présence d’'un sitg| '

Bglll. Enfin, le séquencage permet de déter: entours de 20 my™ (par comparaison
gil. ' quencage perm .~ ~"avec une gamme de Nuc commerciale). Dans
miner le nombre d’oligonucléotides fusion-

nés ces conditions, nous démontrons que la pro-
: téine hybride est bien reconnue par les anti-
Nous avons effectué les étapes de cloNuc, et moins bien par les anti-Blg41-60.
nage de l'oligonucléotide ch& coliTG1 Ceci peut étre di a une plus faible immuno-
[5] dans un vecteur dérivé de pBSréactivité de ces anticorps.
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Figure 3. Expression inductible de la protéine hybride Blg41-60:Nuc thetococcus lactigA) Caractéristiques de I'épitope Blg41-60. La séquence
nucléotidique spécifiant I'épitope Blg41-60 a été obtenue par appariement de 2 oligonucléotides de synthése et remplitssgiéded\ chacune
de ses extrémités, un site de restrichimi a été ajouté afin de le fusionner entre les séquences spécifigpesia partie mature de Nuc. Le siglll



présent dans Blg41-60 et absent des vecteurs employés permet de vérifier son intégration par linéarisation du vectece paptétigee spécifiée
aprés intégration de l'oligonucléotide en fusion traductionnellerayeest représentée : en gras souligné la séquence de I'épitope, les autres aa proviennent
de l'ajout des sites de clonagB) Représentation schématique des cassettes d’expression permettant la sécrétion inductible de Nuc et de Blg41—-60 :Nuc.
(C) Analyse par immunorévélation des souchelks.dactisNZ9000(pSEC:Nuc) et NZ9000(pSEC:41-60:Nuc) a l'aide d’'anticorps anti-Nuc et anti-Blg,
41-60. Des extraits protéiques de ces deux souches ont été préparés en séparant les fractions cellulaires (C) et Surhdd@ggys (85, les o
cultures sont induites avec 1 ng de nisifieL et les extraits protéiques sont préparés une heure aprés I'induction. Les pistes 1 ef 2 correspondeng.aux
extraits C et S de la culture induite de NZ9000(pSEC:Nuc) immunorévélés avec des anticorps anti-Nuc et les pistes Boeéicbaws mémes extra-
its immunorévélés avec des anticorps anti-Blg41-60. Les pistes 5 et 6 correspondent aux extraits C et S de la culeii48000¢EEC:41-60:Nuc)
immunorévélés avec des anticorps anti-Nuc et les pistes 7 et 8 correspondent aux mémes extraits immunorévélés aves desi-Bitjéhri0.
PréNuc : précurseur de Nuc ; NucB et NucA : formes matures de Nuc et pré41-60Nuc : précurseur de la protéine de fusioNugig41-60:

Figure 3.Inducible expression of the hybrid protein Blg41-60:Nucaatococcus lactigA) The nucleotidic sequence encoding the epitope Blg41-60
was obtained after the annealing of two synthetic oligonucleotides and filling of the ends. At botlNsihdssiction site was added to fuse in-frame
this DNA fragment between {2 and the mature part NucB. TBegll restriction site present in the epitope Blg41-60 and absent of our expression v
tors allowed the screening and the control of the fusion of the epitope. The peptidic sequence of the fused 41-60 @pitnpendtecids of the epi-
tope are written in bold underlined; the others are the translation products of the added DNA restricti@) Sitb&nfatic representation of the
expression cassettes for the secretion of Nuc and the hybrid protein Blg41-6G)NW&estern blots analysis bf lactisstrains NZ9000(pSEC:Nuc)
and NZ9000(pSEC:41-60:Nuc) by the use of anti-Nuc and anti-Blg41-60 antibodies. Protein extracts are separated in astlidapé@)atant (S)
fractions. At OR,,= 0.5, cultures are induced with 1 ng of niginieL of culture. Protein extracts are prepared 1 hour after nisin induction. Lanes 1 al
2 correspond to (Q, and S extracts of the induced culture of NZ9000(pSEC:Nuc) hybridized with anti-Nuc antibodies and laresrdspahd to the
same extracts hybridized with anti-Blg41-60 antibodies. Lanes 1 and 2 correspond to C and S extracts of the induceNZaG08¢p8EC:Nuc)
hybridized with anti-Nuc antibodies and lanes 3 and 4 correspond to the same extracts hybridized with anti-Blg41-60 aatiesdesnd 6 corre-
spond to C and S extracts of the induced culture of NZ9000(pSEC:41-60:Nuc) hybridized with anti-Nuc antibodies and [&mesréspahd to the
same extracts hybridized with anti-Blg41—60 antibodies. PreNuc: precursor of Nuc; NucB and NucA: mature forms of Nuc &0iNpesitecur-

sor of the fusion protein Blg41-60:Nuc.
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3. CONCLUSION
ET PERSPECTIVES n

Les deux vecteurs d’expression décrits
constituent un systeme efficace de produc-
tion de protéines d'intérét chezlactis Les
souches productrices d'IFd-seront utili- |5
sées dans des stratégies de vaccination orale
avec des lactocoques recombinants. Pl
ailleurs, nous avons démontré que la pro-
téine de fusion Blg41-60:Nuc était effica-[7;
cement sécrétée et reconnue par des an%i—
corps anti-Nuc et anti-Blg41-60. Des essais
sont en cours avec la Blg entiére et ces,
souches seront administrées a des souris
allergiques (ou non) a la Blg afin de mesu-
rer les réponses immunitaires.

Ce systeme est en cours d’optimisatior®]
grace a l'utilisation du propeptide synthé-
tique [10] et de la souchwrA delL. lactis
[14]. Dans notre laboratoire, il est en cours
d’application & des antigénes de la bactérig®
pathogéneBrucella abortusen vue de
construire des souches vaccinales contre la
brucellose (Ribeiro, L., communication per- 11
sonnelle). Gageons qu'a I'avenir, de telled!!
souches pourront apporter des solutions ori-
ginales a des problémes de santé animal&]
ou humaine.

[13]
REMERCIEMENTS

Nous remercions |. Poquet, R. Lemerre,
A. Aucouturier et J.M. Wal pour les nombreused14]
discussions concernant ces travaux. Nous tenons
aussi a remercier vivement S. Blugeon et C. Duplan
pour leur collaboration active a ces travaux.

[15]

REFERENCES

[1] Chatel J.M., Bernard H., Clement G., Frobert
Y., Batt C.A., Gavalchin J., Peltres G., Wal J.M.,
Expression, purification and immunochemical
characterization of recombinant bovine beta-
lactoglobulin, a major cow milk allergen, Mol. 17]
Immunol. 33 (1996) 1113-1118.

[2] de Ruyter P.G.G.A., Kuipers O.P., de Vos W.M.,
Controlled Gene Expression Systemslfac-
tococcus lactisvith the food-grade inducer nisin,
Appl. Environ. Microbiol. 62 (1996) 3662—-3667. [18]

[3] DrouaultS., Corthier G., Ehrlich S.D., Renault
P., Expression of th8taphylococcus hyicus

[16]

Y. Le Loir et al.

lipase inLactococcus lactisAppl. Environ.
Microbiol. 66 (2000) 588-598.

Geoffroy M.C., Guyard C., Quatannens B.,
Pavan S., Lange M., Mercenier A., Use of Green
Fluorescent Protein To Tag Lactic Acid Bac-
terium Strains under Development as Live Vac-
cine Vectors, Appl. Environ. Microbiol. 66
(2000) 383-391.

Gibson T.J., Ph.D. Thesis, University of Cam-
bridge, England, 1984.

Kuipers O.P., Quorum sensing-controlled gene
expression in lactic acid bacteria, J. Biotechnol.
64 (1998) 15-21.

Langella P., Le Loir Y., Heterologous protein
secretion irLactococcus lactisa novel antigen
delivery system, Braz. J. Med. Biol. Res. 32
(1999) 191-198.

Langella P., Le Loir Y., Piard J.C., Poquet I.,
Gruss A., Exportation de protéines hétérologues
chezlLactococcus lactisdéveloppement d'outils
moléculaires pour I'étude et les applications,
Sci. Aliments 20 (2000) 137-142.

Le Loir Y., Gruss A., Ehrlich S.D., Langella P.,
Direct screening of recombinants in Gram-pos-
itive bacteria using the secreted staphylococcal
nuclease as a reporter, J. Bacteriol. 176 (1994)
5135-5139.

Le Loir Y., Gruss A., Ehrlich S.D., Langella P.,
A nine-residue synthetic propeptide enhances
secretion efficiency of heterologous proteins in
Lactococcus lactis]. Bacteriol. 180 (1998)
1895-1903.

L'Haridon R., Propriétés antivirales et anti-
lutéolytiques d’interférons immobilisés, Uni-
versité de Pharmacie, Paris XI, 1994.

Marteau P., Rambaud J.C., Potential of using
lactic acid bacteria for therapy and immunomod-
ulation in man, FEMS Microbiol. Rev. 12 (1993)
207-220.

Mercenier A., Lactic acid bacteria as live vac-
cines in: Tannock G.W. (Ed.), Probiotics: A Crit-
ical Review, Harizon Scientific Press, Narfolk,
UK, 1999, pp. 113-127.

Poquet I., Saint V., Seznec E., Simoes N.,
Bolotin A., Gruss A., HtrA is the unique sur-
face housekeeping proteasé attococcus lac-
tis and is required for natural protein process-
ing, Mol. Microbiol. 35 (2000) 1042-1051.

Shortle D., A genetic system analysis of staphy-
lococcal nuclease, Gene 22 (1983) 181-189.

Steidler L., Robinson K., Chamberlain L.,
Schofield M., Remaut E., Le Page R.W.F., Wells
J.M., Mucosal delivery of murine interleukin-
2 (IL-2) and IL-6 by recombinant strainsladc-
tococcus lactiscoexpressing antigne and
cytokine, Infect. Immun. 66 (1998) 3183-3189.

van Asseldonk M., de Vos W.M., Simons G.,
Functional analysis of thieactococcus lactis
usp45secretion signal in the secretion of a
homologous proteinase and a heterologous
alpha-amylase, Mol. Gen. Genet. 240 (1993)
428-434.

Wal J.M., Immunochemical and molecular char-

acterisation of milk allergens, Allergy 53 (1998)
114-117.



