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Résumé 

L'un des objectifs prioritaires des prochaines décennies dans le domaine de la 

vaccinologie réside dans le développement de nouvelles stratégies exploitant le système 

immunitaire muqueux. Cependant, très peu de travaux ont été entrepris sur l'exploitation 

des muqueuses du tractus respiratoire comme tissu cible pour des vecteurs recombinants 

vivants. 

Dans ce contexte, notre travail a consisté a évaluer le potentiel de Bordetella 

pertussis, agent étiologique de la coqueluche, comme vecteur vivant vaccinal administrable 

par voie nasale. Pour cela, nous avons tiré avantage des propriétés (présentation à la 

surface et sous forme sécrétée, immunogénicité} de l'adhésine majeure de cette bactérie, 

l'hémagglutinine filamenteuse ou FHA. Dans un premier temps, nous nous sommes 

intéressés au mécanisme de sécrétion de cette protéine afin de déterminer les régions dans 

lesquelles une protéine étrangère pouvait être insérée sans altérer la biogenèse ni modifier 

les propriétés intrinsèques de la FHA. 

L'antigène hétérologue choisi est une glutathion $-transférase de 28 kDa exprimée 

par le parasite Schistosoma mansoni (Sm28GST}. La capacité de cette protéine à induire 

une immunité protectrice dans de nombreux modèles animaux en fait un antigène vaccinal 

très prometteur. 

Nous avons montré que l'administration nasale d'une souche recombinante de B. 

pertussis exprimant une protéine hybride FHA-Sm28GST était capable de stimuler la 

production d'lgA sécrétoires au niveau des muqueuses du tractus respiratoire et d'induire 

une mémoire immune spécifique de la protéine parasitaire. 

L'atténuation de cette souche recombinante nous a permis de réduire la 

pathogénicité de ce vecteur tout en augmentant la réponse anticorps contre la FHA et la 

Sm28GST. De plus, nous avons pu mettre en évidence l'efficacité de notre protocole 

d'immunisation dans les conditions défavorables que sont une primo-vaccination contre la 

coqueluche ou une primo-infection par B. pertussis sauvage. 

L'administration nasale d'une souche recombinante atténuée de B. pertussis 

exprimant la Sm28GST en fusion avec la FHA est donc capable de protéger les souris 

contre une infection par B. pertussis et contre l'infection hétérologue par S. mansoni. Cette 

protection peut d'ailleurs être obtenue chez des sujets déjà infectés par le parasite. 

L'ensemble de ce travail a donc montré l'efficacité de B. pertussis comme vecteur 

vivant atténué exprimant une protéine hybride FHA-antigène hét~rologue. Son 

administration par voie nasale induit la production d'anticorps au niveau des muqueuses du 

tractus respiratoire ainsi qu'au niveau sérique, et protège les souris contre une infection 

homologue et hétérologue. B. pertussis atténué représente donc un outil de choix pour le 

développement de nouveaux vaccins administrables par voie nasale. 
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Introduction 

Chapitre 1 

La vaccination 

1. De Jenner à nos jours. 

Il y a 200 ans, l'anglais Edward Jenner réalisa l'expérience qui allait être à l'origine de 

l'intérêt du monde entier pour la vaccination (Brines. 1996). 

Pendant très longtemps, le réflexe de la fuite fut le seul remède adopté contre les 

maladies infectieuses. Cependant, dès 430 avant Jésus-Christ, le concept d'immunité 

protectrice induite suite à un premier contact avec la maladie fut développé par le philosophe 

grec Thucydides qui, décrivant une épidémie de peste à Athènes nota: " ... personne ne fut 

touché deux fois par la maladie, ou s'ille fut, la seconde attaque ne fut jamais fatale.". 

La variolisation, première connue de toute les méthodes d'immunisation, fut découverte 

dès l'antiquité en Inde et en Chine. Cette technique préventive par administration nasale de 

croûtes de pustules desséchées était d'usage courant en Extrême-Orient près de 800 ans 

avant la découverte de Jenner. Mais c'est au cours du 18ième siècle qu'elle se répandit en 

Angleterre puis dans le reste de l'Europe. 

Le 14 mai 1796, E. Jenner, après de longs travaux sur le "cow-pox", encore appelé 

variole bovine ou vaccine, préleva le contenu d'une pustule sur la main d'une servante de 

ferme et l'inocula chez un jeune enfant. Six semaines plus tard, Jenner surinfecta l'enfant par 

la variole humaine; celui-ci ne déclencha aucune maladie et survécut à une nouvelle 

surinfection expérimentale quelques mois plus tard. 

L'ère de la vaccination venait de commencer. 
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Introduction 

Quelques 90 ans plus tard, Pasteur s'attaque à une épidémie qui dévaste alors 

l'agriculture: le "charbon", maladie du mouton qui atteint également les bovins, les chevaux et 

même l'homme. Il produit alors le premier vaccin atténué. Après croissance à 42-43°C, une 

souche virulente de Bacillus anthracis perd sa capacité de sporuler et sa virulence pour 

l'animal mais conserve un pouvoir protecteur (Mackett and Williamson. 1995.) 

Durant cette même période, Pasteur s'est engagé dans la course contre la rage. Le 6 

juillet 1885, il fait injecter au jeune Joseph Meister, mordu par un chien enragé, de la moelle 

épinière desséchée prélevée sur des lapins auxquels il avait inoculé le virus rabique. Cette 

tentative fut concluante. La méthode développée par Pasteur reposait sur un principe plus 

général que celle de Jenner: un agent infectieux, id un virus, dont la virulence a été 

artificiellement atténuée, a perdu son pouvoir nocif, mais conserve la propriété de stimuler la 

résistance de l'organisme qui le reçoit en produisant une réponse immunitaire. 

Par la suite, Pasteur et Roux constatèrent que certaines manifestations pathologiques 

sont moins le fait des microorganismes eux-mêmes que des toxines qu'ils sécrètent. En 1922, 

Ramon introduisit le processus d'inactivation de la toxine diphtérique puis tétanique par le 

formaldéhyde sans perte de son immunogénidté. Ces anatoxines constituèrent alors une 

nouvelle classe de vaccins (Brown et al. 1993). 

A la même époque, le bacille de Calmette et Guérin (BCG) fut obtenu à l'Institut 

Pasteur de Lille après 140 passages successifs d'une souche virulente de Mycobacterium 

bovis, agent étiologique de la tuberculose bovine (Calmette et Guérin. 1911 ). Son 

administration à un nouveau-né démontra son efficacité dans la protection contre la 

tuberculose (Calmette 1927). 

C'est également dans les années 1920 que les premiers essais d'immunisation contre 

la coqueluche furent entrepris par utilisation de la bactérie virulente Bordetella pertussis 

inactivée chimiquement ou par la chaleur (Madsen et al. 1933). La vaccination contre la 

coqueluche sera abordée plus en détail dans la suite de notre mémoire. 

Un vaccin contre la grippe a été préparé dès 1937 ainsi qu'un vaccin contre la fièvre 

jaune. Depuis lors, plusieurs vaccins ont été mis au point, mais il faut attendre 1949, avec la 

culture du virus sur cellules d'origine simienne ou humaine par Enders, Weiler et Rabbins, pour 

que l'espoir d'une prophylaxie antivirale prenne forme. 

En 1955, Salk publia les résultats obtenus avec son premier vaccin à base de virus 

inactivés au formaldéhyde contre la poliomyélite et, en 1957, Sabin administre pour la 

première fois un vaccin par voie orale, constitué de virus atténué par passages successifs 

sur des cellules en culture (Mackett et Williamson. 1995). 
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Introduction 

Ces dernières années, de nombreuses découvertes fondamentales scientifiques et 

technologiques présentant un intérêt immédiat pour l'élaboration de nouveaux vaccins ou le 

perfectionnement de vaccins déjà existants ont été acquises. La préparation de vaccins par 

génie génétique est aujourd'hui une technique largement utilisée. Deux vaccins recombinants 

contre l'hépatite B sont ainsi commercialisés en France; l'un préparé à partir de la protéine de 

surface S produite chez la levure, l'autre préparé sur cellules (CHO) dérivées d'ovaires 

d'hamster chinois et qui contient à la fois les antigènes S et pré-S2 (Devillier et Saliou. 1991 ). 

De nombreux autres vaccins recombinants dirigés contre des infections virales (herpès, 

rotavirus, dengue, SIDA, etc ... ) ou bactériennes (coqueluche acellulaire, choléra, maladie de 

Lyme, etc ... ) sont actuellement en cours de développement (Leclerc. 1995). D'autre part, 

l'élargissement des connaissances en immunologie parasitaire a contribué au développement 

de stratégies vaccinales dirigées contre des parasitoses animales telles que les coccidioses 

(Kazanji et al. 1994) ou la schistosomiase bovine (Bushara et al. 1993) ainsi qu'à la 

production de vaccins anti-parasitaires, à l'état de recherche ou en cours d'essais, chez 

l'homme. Ces derniers concernent des maladies oomme le paludisme (Hommel. 1995), la 

schistosomiase ou bilharziose (Riveau and Capron. 1996) ou encore les trypanosomiases. 

L'état actuel des recherches entreprises dans le cadre du développement d'une stratégie 

vaccinale contre la bilharziose sera abordé ultérieurement. 

Récemment, une importante découverte dans le domaine de la vaccinologie a été 

réalisée. Elle consiste en la possibilité d'immuniser directement avec de l'ADN nu, une 

technique où le gène codant pour une protéine vaccinale est injecté dans les tissus et est 

ainsi capable d'être exprimé par les cellules de l'hôte. Les premiers résultats de cette forme de 

vaccination contre certaines maladies parasitaires montrent l'obtention d'une réponse immune 

spécifique pouvant conduire à une protection dans le cas du paludisme (Sedegha et al. 1994) 

ou de la bilharziose (Dupré et al. soumis). 

Les recherches concernant les données de base de la microbiologie, de la 

pharmacologie et de l'immunologie fondamentale ont permis, ces dernières années, le 

développement de nos connaissances en matière de vaccination, ainsi que le changement 

radical de l'épidémiologie de certaines maladies infectieuses et de leur contrôle dans les pays 

où une large couverture vaccinale est assurée (Kurstak et al. 1994). D'autre part, bien que 

souvent difficilement applicables, les campagnes de vaccination s'étendent dans les pays du 

Tiers-Monde sous l'impulsion de l'Organisation Mondiale de la Santé (O.M.S.) qui a lancé le 

Programme Élargi d'Immunisation (E.P.I.) depuis maintenant 18 ans (W.H.O. 1993). 

Durant les trois dernières décennies, le nombre des maladies qui peuvent être 

prévenues par la vaccination a considérablement augmenté, passant de 15 en 1960 à 33 en 

1990 (Nat. lnst. Allergy and lnfectious diseases. 1992). Cependant, malgré ces résultats 

encourageants, des millions de personnes meurent encore chaque année de maladies 
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Introduction 

infectieuses, phénomène aujourd'hui amplifié par l'extension de certaines maladies meurtrières 

comme le SIDA ou certaines infections parasitaires. 

Il. La vaccination en 1996: Définition générale du 
problème. 

Les maladies infectieuses, d'origine bactérienne, virale ou parasitaire restent, avec la 

malnutrition à laquelle elles sont souvent associées, l'une des causes majeures de mortalité et 

de morbidité dans le monde. 

Bien que de nombreux traitements chimiothérapeutiques aient actuellement prouvé leur 

efficacité dans nombre de maladies infectieuses, ce principe thérapeutique semble peu adapté 

aux pays en voie de développement (PVD). En effet, le coût des médicaments est, dans la 

plupart des cas, trop élevé pour un traitement suivi par la population locale et la distribution 

des substances pharmaceutiques y est bien souvent limitée. D'autre part, l'interruption brutale 

d'une médicamentation, ou au contraire l'utilisation prolongée d'une chimiothérapie, peut être à 

l'origine de phénomènes de résistance chez l'agent infectieux ce qui ne fait qu'accentuer le 

problème. Enfin, une modification du statut sanitaire, considérée comme un facteur majeur de 

prévention de certaines maladies, est souvent fortement limitée par des barrières culturelles, 

sociales ou économiques. 

Dans ce contexte, il est reconnu que la prévention des maladies par la vaccination 

serait extrêmement bénéfique, non seulement en terme de réduction de la mortalité, de la 

morbidité ou de la souffrance associées aux maladies, mais également pour la diminution du 

coût direct et indirect liés à une thérapie. Cependant, de nombreux problèmes limitent encore 

l'impact potentiel de ces immunisations. 

A. Manque de quelques vaccins essentiels. 

Il est évident que seules les maladies pour lesquelles il existe déjà un vaccin efficace 

peuvent être prévenues et, malheureusement, la plupart des efforts dans le domaine du 

développement de nouveaux vaccins ont été, dans un premier temps, orientés uniquement 

vers la prévention de maladies affectant les populations vivant dans les pays industrialisés. 

L'enjeu des prochaines décennies concerne, lui, la mise au point de vaccins contre les 

maladies transmissibles touchant principalement les PVD. En effet, il n'existe encore aucun 

vaccin capable de protéger contre des affections virales comme les affections respiratoires 

aiguës ou le SIDA, contre certaines affections bactériennes, et contre toutes les maladies 
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parasitaires. Ainsi, bien que ces dernières touchent plusieurs centaines de millions de 

personnes dans le monde et qu'elles représentent un obstacle important à la productivité et 

au développement dans de nombreux pays, aucun vaccin parasitaire efficace n'a pu être 

élaboré à ce jour. 

B. Nécessité de vaccins réellement adaptés aux besoins 

spécifiques des pays en voie de développement. 

Il est difficile de réaliser une couverture vaccinale totale de la population à risque, 

notamment dans les PVD. De plus, il est maintenant reconnu que plusieurs vaccins hautement 

efficaces dans les pays industrialisés ne sont pas adaptés aux conditions rencontrées dans 

les PVD. 

Ainsi, certains vaccins, comme celui contre la poliomyélite, ne sont pas d'utilisation 

optimale dans les PVD du fait de facteurs spécifiques du vaccin, tels que le manque de 

stabilité à des températures relativement élevées et les problèmes de conservation lors des 

transports. D'autre part, le coût de vaccins existant, par exemple contre l'hépatite ou 

l'encéphalite virale, peut empêcher leurs utilisations systématiques dans les PVD. 

Le vaccin contre la rougeole est également représentatif du problème. Son 

administration chez les enfants âgés de 1 an a permis le déclin considérable de l'incidence de 

la maladie dans les pays industrialisés. Cependant, dans la plupart des PVD, la rougeole 

apparaît fréquemment chez des enfants âgés de moins de 9 mois, qui est l'âge recommandé 

par l'EPI pour leur immunisation (Kurstak. 1993). Il existe donc un besoin urgent pour un 

nouveau vaccin administrable à 4 mois. La situation est très similaire pour les vaccins contre 

les méningites bactériennes dont l'efficacité est relative chez les enfants de moins de 2 ans qui 

sont le plus susceptibles aux méningites létales. 

Nombre de vaccins nécessitent plusieurs administrations avant d'obtenir une 

protection efficace (par exemple contre le tétanos, la diphtérie, l'hépatite B ou la poliomyélite). 

Cette exigence représente un des facteurs limitants de la couverture vaccinale dans les PVD. 

Un exemple frappant est celui du tétanos: environ 800 000 nouveau-nés meurent encore 

chaque année de cette maladie dans les PVD. Ce nombre pourrait être fortement diminué en 

immunisant toutes les femmes enceintes ou en âge de l'être. Cependant, cette vaccination 

nécessite au moins deux injections. Il est évident qu'une prévention efficace de cette maladie 

pourrait être obtenue à l'aide d'un vaccin administrable en une seule prise. 
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D'autre part, la nécessité d'administrer la plupart des vaccins par injection à travers la 

peau est un problème constant pour les services de santé et représente un obstacle pour 

une couverture vaccinale de toute la population. Une mauvaise utilisation des aiguilles ou 

seringues crée un risque de transmission de certaines maladies telles que le SIDA ou 

l'hépatite. 

Pour toutes ces raisons, il est urgent de trouver des systèmes permettant une 

administration plus facile des vaccins. L'administration par voie mucosale, orale ou nasale, 

parait être une alternative très prometteuse. 

De plus, il est encore difficile de contrôler certaines infections provoquées par des 

microorganismes qui entrent chez l'homme en traversant les barrières muqueuses. L'induction 

d'une immunité protectrice au site d'entrée, c'est-à-dire au niveau des surfaces muqueuses 

apparaît alors essentielle. Il existe donc un réel besoin de développement de cette nouvelle 

classe de vaccins induisant une immunité mucosale. 

Un autre problème fréquemment rencontré, notamment chez les candidats vaccinaux à 

base de peptides synthétiques ou de polysaccharides purifiés, est leur manque 

d'immunogénicité. Nos connaissances sont encore limitées quant aux "carriers" (protéines ou 

peptides porteurs) optimaux à utiliser comme conjugués avec les sous-unités vaccinales afin 

d'obtenir des réponses immunes suffisantes et ce, sur une longue période. 

De nouvelles formulations doivent également être développées. L'efficacité relative de 

nouveaux adjuvants comme potentiateurs de la réponse immune après incorporation dans les 

préparations vaccinales n'est pas encore totalement établie. De plus, certains virus (vaccine, 

adénovirus, etc.) ou bactéries (Salmonella, BCG, B. pertussis, etc.) peuvent maintenant être 

modifiés génétiquement afin de servir de vecteurs vivants capables d'exprimer un antigène 

hétérologue à potentiel vaccinal contre une autre maladie. 

Ill. Exigences concernant le développement d'un vaccin. 

L'administration d'un nouveau vaccin nécessite qu'il soit efficace et sans danger 

d'utilisation. Une facilité de production, un prix modéré, une stabilité et une facilité 

d'administration représentent également des atouts majeurs. 
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A . L'innocuité du vaccin. 

L'innocuité est déterminée par deux paramètres: la mortalité et la morbidité. De 

nombreux facteurs entrent en jeu pour déterminer le taux accepté pour chacun de ces 

paramètres, notamment la sévérité de la maladie combattue. Cependant, il est peu probable 

qu'un nouveau vaccin soit accepté si la mortalité provoquée par son administration est 

supérieur à 1/106 chez les personnes vaccinées (WHO. 1993). 

Dans la plupart des cas, le développement de nouveaux vaccins requiert la 

manipulation d'organismes pathogènes ce qui pose des problèmes évidents pour le 

développement, la production et l'utilisation de ces vaccins. Dans ce contexte, l'utilisation des 

nouvelles techniques de biologie moléculaire a ouvert une nouvelle voie en vaccinologie en 

offrant de nombreux avantages par rapport aux approches traditionnelles. L'introduction des 

techniques de recombinaison génétique permet ainsi d'atténuer des pathogènes virulents; ou 

encore d'utiliser d'autres vecteurs afin d'exprimer des peptides immunogéniques soit dans le 

but uniquement de les produire en tant que sous-unité immunogénique bien caractérisée et 

facilement purifiable soit comme vaccin chimérique. 

Les vaccins basés sur ces vecteurs recombinants, viraux ou bactériens, sont 

beaucoup plus controversés et leur utilisation potentielle a été discutée lors d'une réunion de 

I'O.M.S (WHO. 1990). Idéalement, le vecteur vivant doit être à l'origine de très peu d'effets 

secondaires et son administration ne doit pas provoquer de problèmes chez les personnes 

immunodéprimées. Une grande attention doit être apportée à la fidélité et la stabilité 

d'expression du gène introduit. D'autre part, l'utilisation de ce vecteur ne doit pas être 

accompagnée par l'intégration de l'ADN dans le génome de l'hôte. 

B. L'efficacité. 

L'objectif visée dans le cadre du développement d'un nouveau vaccin correspond à 

l'induction d'une immunité effectrice et à l'obtention d'une protection à long terme chez au moins 

90% des personnes vaccinées. Le vecteur devrait stimuler idéalement une réponse 

lymphocytaire T et B spécifiques et générer un large ensemble de cellules mémoires. Ces 

propriétés sont plus facilement obtenues par l'accumulation et la persistance de l'antigène au 

niveau des sites inducteurs de la réponse immune. 
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IV. Les principales stratégies vaccinales. 

Les vaccins actuels peuvent être divisés en deux grandes classes: les vaccins 

cellulaires entiers et les sous-unités vaccinales. Un nouveau mode de vaccination fait 

actuellement l'objet de beaucoup d'attention. Il correspond à l'administration d'ADN nu. 

A. Les sous-unités vaccinales. 

Ce premier type de vaccin est constitué uniquement de quelques composants du 

pathogène. Actuellement, grâce aux techniques de biologie moléculaire, la plupart des 

antigènes d'intérêt de nature protéique peuvent être produits chez des bactéries, des levures 

ou des cellules eucaryotes hétérologues. Les vaccins sous-unitaires peuvent également être 

constitués de polysaccharides, comme le vaccin contre la typhoïde (Kiugman et al. 1987) ou 

encore de molécules synthétisées chimiquement (Audibert et al. 1981; Riveau et al. 1989). 

Idéalement, ces antigènes doivent être facilement purifiables et fortement 

immunogéniques. Malheureusement, cette dernière caractéristique est bien souvent perdue 

après purification. L'implication pratique de cette baisse d'immunogénicité est la nécessité 

d'administrer plusieurs doses de vaccins à des concentrations élevées afin d'obtenir une 

immunité protectrice durable (Cirillo et al. 1995). Une conséquence de cette situation est 

l'utilisation d'adjuvants, capables d'augmenter l'intensité de la réponse immune spécifique, 

dans la préparation vaccinale ce qui diminue la quantité d'antigène nécessaire, réduisant ainsi 

les coûts de production du vaccin (Gupta and Siber. 1995). Parmi les adjuvants les plus 

utilisés ou étudiés (Gupta et al. 1993; Hughes and Babiuk. 1994), on trouve les émulsions 

d'huiles (adjuvant complet et incomplet de Freund), les composés minéraux (hydroxyde et 

phosphate d'aluminium), les produits bactériens (lipopolysaccharides (LPS), Muramyl 

dipeptide (MDP), monophosphoryl lipide A ou des produits mycobactériens), ainsi que les 

vecteurs synthétiques: les liposomes, les microsphères et les ISCOMS (lmmuno Stimulating 

Complexes). 

B. La vaccination génique. 

L'utilisation d'ADN sous forme plasmidique comme méthode capable de générer une 

réponse immune est basée sur les observations de Wolff et al. (1990) qui montra qu'une 

injection intramusculaire (i.m.) d'ADN codant pour des gènes reporters résultait en l'expression 

de la protéine in-situ. L'ADN, qui reste sous forme épisomale, est transcrit et traduit en protéine 

de la même manière qu'un antigène synthétisé par un virus infectieux. Les fragments 

antigéniques sont donc présentés en association avec les molécules du complexe majeur 

d'histocompatibilité (CMH) de classe 1 ce qui entraine l'activation des cellules T cytotoxiques 
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(Uimer et al. 1994). L'immunisation par l'ADN nu induit également la stimulation des cellules T 

auxiliaires et des lymphocytes B, et permet ainsi de protéger les animaux contre une infection 

d'épreuve (Sedegha et al. 1994). Actuellement, l'injection d'ADN nu est réalisée également 

dans d'autres tissus tels que le foie, les poumons, la peau ou la rate. Cependant, alors que 

l'ADN nu injecté en i.m. se trouve dans une solution saline (Manthorpe et al. 1993), il semble 

que la transfection des cellules dans d'autres tissus soit facilitée si l'ADN est complexé à des 

lipides cationiques (Stribling et al. 1992; Philip et al. 1993). Cette technique de vaccination à 

l'aide de polynucléotides représente une nouvelle voie très intéressante de part sa facilité de 

conception et d'utilisation. Néanmoins, notre champ de connaissance quant aux processus 

impliqués dans l'internalisation de l'ADN est encore très réduit. De prochaines études 

devraient permettre d'améliorer la formulation de l'ADN afin de le protéger contre une 

dégradation prématurée ou encore de faciliter son internalisation dans des cellules cibles. 

C. Les vaccins cellulaires. 

1 . 1 nactivés 

Ces vaccins sont constitués de bactéries ou de virus tués par la chaleur ou par des 

méthodes chimiques (vaccin cellulaire contre la coqueluche, vaccin contre la grippe, la rage, 

etc.). Ils possèdent l'avantage d'induire une réponse immunitaire chez la plupart des 

personnes vaccinées car ils contiennent une grande quantité d'antigènes. Cependant, 

certains vaccins de ce type peuvent exprimer une certaine toxicité et être la cause d'effets 

secondaires indésirables. 

2. Vivants atténués 

L'atténuation de la virulence d'une bactérie ou d'un virus pathogène est dominée par 

l'exigence d'un équilibre entre une atténuation qui élimine tout symptôme détectable chez l'hôte 

et la sauvegarde d'un pouvoir infectieux minimum qui suscite une réponse immunitaire 

protectrice contre la maladie naturelle (Sansonetti. 1989). 

Il existe cinq méthodes d'atténuation qui sont très inégalement utilisées: 

- L'adaptation à un hôte étranger. 

Cette technique est plus adaptée à la mise au point de vaccins viraux (contre la rougeole, la 

rubéole, etc.) étant donné la grande spécificité d'hôte de ces microorganismes (Fenner and 

Cairns. 1959). On peut néanmoins considérer que le BCG, qui est actuellement le vaccin le 

plus administré à l'échelle planétaire (WHO. 1992), appartient aussi plus ou moins à cette 

famille. 
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- L'adaptation à une température de croissance suboptimale. 

Il s'agit là aussi d'une technique utilisée pour l'atténuation de la virulence de virus. Ainsi, des 

résultats intéressants ont été obtenus à partir de mutants sensibles à la température (ts} et 

infectant le tractus respiratoire dans lequel les voies supérieures sont à 28-32°C et les voies 

inférieures à 37°C. En théorie, la croissance de ces mutants ts devrait être restreinte aux voies 

supérieures où ils pourraient induire une réponse immune locale et systémique avec 

seulement de légers symptômes (Chanock et al. 1980}. Des mutants ts ont été obtenus avec 

le virus de l'influenza et le virus syncitial respiratoire. Malheureusement, leur instabilité 

génétique freine leur utilisation oomme vaccins vivants (Tolpin et al. 1982}. De même, la 

stabilité de telles mutations chez les bactéries est discutable. Il n'existe pas, à l'heure actuelle, 

de tel vaccin disponible chez l'homme. 

- Utilisation d'une souche non-pathogène. 

Cette approche consiste à utiliser une souche non-pathogène pour l'hôte mais qui est 

antigéniquement très proche du pathogène contre lequel une protection est recherchée; ce fut 

le cas pour la variole. 

- L'altération d'une ou plusieurs voies métaboliques essentielles. 

Une approche rationnelle de l'atténuation de la virulence correspond à l'introduction 

d'auxotrophies portant sur la biosynthèse de métabolites non disponibles au sein des tissus 

humains, mais présents au sein des milieux de croissance in vitro. 

Ainsi, des mutants de Salmonella typhimurium auxotrophes pour les purines, l'acide para

aminobenzoïque ou l'aspartate possèdent une virulence réduite chez la souris (Bacon et al 

1951 }. Germanier et Furer (1975} ont obtenu un mutant gatE. de S. typhi (Ty21 a} qui 

n'exprime pas I'UDP-galactose-4-épimérase. Il en résulte un défaut de biosynthèse du LPS, 

structure essentielle à la virulence et· à l'immunogénicité, en absence de galactose. En 

présence de ce sucre, la réduction importante de l'expression d'autres enzymes du 

métabolisme du galactose entraîne une accumulation d'un dérivé toxique pour la bactérie. Un 

tel mutant ne peut donc effectuer que deux ou trois générations chez l'hôte humain. Ce vaccin 

tend cependant à être délaissé du fait des incertitudes sur la nature exacte des lésions 

génétiques et l'impossibilité de reproduire les brillants résultats du premier essai réalisé en 

Egypte (Lévi ne et al. 1985}. Hoiset et Stocker (1981} ont obtenu un double mutant de S. 

typhi ôa.roA, ôpurA possédant des mutations dans les gènes de biosynthèse d'acides 

aminés aromatiques (aroA} et des purines (purA}. Ce travail est un parfait exemple de la 

difficulté à trouver un équilibre entre atténuation de la virulence et maintien dè l'immunogénicité. 

En effet, cette souche vaccinale atténuée est très bien tolérée mais persiste peu de temps 

dans l'organisme et est très médiocrement immunogène (Lévine et al. 1987}. De nouveaux 

mutants sont en cours de développement afin d'obtenir une souche atténuée capable de 
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survivre suffisamment longtemps dans l'individu vaccrne pour induire une immunité 

systémique ou mucosale suffisante (Chatfield et al. 1992). 

L'introduction d'une mutation aroA a été également réalisée dans d'autres bactéries telles que 

Shigella flexneri (Lindberg et al. 1988) ou Bordetella pertussis (Roberts et al. 1989). Ce 

dernier exemple sera repris plus en détail dans le chapitre 11. 

- Altération d'un ou plusieurs gènes spécifiquement impliqués dans la virulence. 

Les avancées dans l'étude moléculaire de la pathogénicité de certaines espèces bactériennes 

sont telles qu'il est possible actuellement de construire des souches vivantes de virulence 

atténuée en réalisant des mutations très ciblées. Cette méthode d'atténuation est actuellement 

la plus prometteuse, car probablement la plus sûre, pour une utilisation éventuelle chez 

l'homme. 

Différents vaccins correspondant à cette description sont en cours de développement. C'est 

le cas notamment de Vibrio cholerae où une séquence codant pour la résistance au mercure a 

été introduite dans l'opéron codant pour la toxine cholérique (Kaper et al. 1984). Cependant, 

ce mutant tox- provoque des effets indésirables (diarrhées) du fait du maintien de son pouvoir 

de colonisation de l'intestin grêle. Ceci est un bon exemple de la difficulté à prédire les 

conséquences d'une atténuation de la virulence. D'autres exemples sont actuellement à 

l'étude; en particulier Shigella flexneri (Phalipon and Sansonetti. 1995) ou Bordetella pertussis 

(cf_ Chap Il). 

Par ailleurs, la construction de vaccins vivants de virulence atténuée permet d'envisager leur 

utilisation comme vecteurs polyvalents exprimant un ou plusieurs antigènes correspondant à 

une ou plusieurs espèces responsables de maladies chez l'homme. 

D. Les vaccins recombinants vivants. 

Le choix de l'utilisation de microorganismes vivants ou inactivés fait l'objet actuellement 

d'un débat. Cependant, les vaccins vivants atténués offrent de nombreux avantages. En 

effet, ces derniers sont souvent plus efficaces que les vaccins inactivés, probablement du fait 

qu'ils induisent à la fois une réponse immune humorale et cellulaire. Ils peuvent également être 

administrés au site d'entrée du pathogène naturel, c'est-à-dire au niveau des surfaces 

muqueuses (intestinales, nasales, vaginales, etc.) où ils peuvent se multiplier et induire une 

immunité locale. De plus, cette multiplication génère une production prolongée d'antigènes 

résultant en une meilleure stimulation du système immun. Ces différents atouts ont amené les 

chercheurs à développer des microorganismes recombinants vivants afin d'exprimer un ou 

plusieurs antigènes protecteurs hétérologues. 
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a. Les virus recombinants. 

Les vaccins viraux ont l'avantage de permettre l'expression correcte des antigènes 

hétérologues d'intérêt par les cellules infectées en utilisant leur machinerie post-traductionelle. 

- Les poxvirus 

Les récents progrès dans le domaine de la biologie moléculaire ont permis la construction de 

particules virales capables d'exprimer un ou plusieurs gènes hétérologues. Au moins 17 

antigènes viraux, bactériens ou parasitaires ont été exprimés par le virus de la vaccine 

(WHO. 1989). La stratégie moléculaire entreprise consiste en l'insertion de l'ADNe codant pour 

la protéine étrangère dans une région non essentielle du génome de la vaccine. Grâce à la 

grande taille de ce virus, une quantité importante d'ADN peut être introduite permettant la 

construction de virus recombinant exprimant un, deux, ou plusieurs antigènes. Ainsi, des virus 

possédant un gène de l'influenza et de l'herpès ou encore de cinq épitopes distincts 

provenant de quatre antigènes de Plasmodium falciparum ont été créés. Une souche atténuée 

du virus de la vaccine, NYVAC, a été obtenue après délétion de 18 gènes affectant la 

virulence. Cette souche a été utilisée pour exprimer la glycoprotéine G du virus rabique et elle 

est actuellement en phase 1 d'essais cliniques chez les volontaires humains (Pincus et al. 

1995). 

- Les adénovirus. 

Le vaccin actuel contre la maladie respiratoire aiguë, administré par voie orale, est constitué de 

deux souches non-atténuées et protège à plus de 95% les individus vaccinés. Les 

adénovirus (virus à ADN) ont un génome de petite taille ce qui limite la quantité d'ADN 

hétérologue qui peut être insérée. Cependant, de nombreux adénovirus recombinants ont été 

construits (Randrianarison-Jewtoukoff and Perricaudet. 1995). Ils possèdent, par exemple, les 

gènes codant pour l'antigène de surface de l'hépatite B (HBsAg) ou encore les protéines de 

structure Env et Gag ainsi que la protéine de régulation Rev du VIH. Cependant, les 

adénovirus sont abondants dans la nature et une immunité préexistante chez l'homme pourrait 

diminuer l'efficacité d'un vaccin basé sur l'utilisation d'un adénovirus recombinant vivant. 

- Les poliovirus. 

Ces virus sont des virus à ARN. La manipulation génétique de ces virus est rendue possible 

depuis que l'on sait que l'ADNe de I'ARN viral est infectieux et produit des particules virales 

après transfection cellulaire (Girard et al. 1995). L'un des avantages majeur est l'expérience 

acquise durant plus de 25 ans dans la production, le contrôle et l'utilisation des vaccins 

constitués du poliovirus vivant. Cependant, l'instabilité génétique des virus recombinants 

limite fortement le développement de tels vaccins. 
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b. Les vecteurs bactériens. 

Un des avantages que possèdent les bactéries par rapport aux vecteurs viraux est 

qu'elles peuvent être potentiellement contrôlées par des antibiotiques. Les problèmes de 

dissémination accidentelle ou d'effets indésirables chez les sujets immunodéprimés sont ainsi 

moins critiques. De plus, le génome bactérien ne présente pas de restriction au niveau du 

nombre de gènes étrangers qui peuvent y être insérés. Cependant, les bactéries peuvent 

également être considérées oomme des associations complexes de nombreux antigènes, 

avec tous les effets indésirables potentiels qui en résultent. 

Les vaccins bactériens vivants possèdent trois caractéristiques et atouts majeurs: 

- Ils expriment des immunogènes importants, consistant en des déterminants antigéniques 

propres à la bactérie et essentiels pour induire les réponses immunes souhaitées. 

- Ce sont des vecteurs dans lesquels sont exprimés des antigènes hétérologues. 

- Ils correspondent à un système d'expression, consistant en des éléments génétiques 

permettant l'expression correcte d' antigènes étrangers. 

Actuellement, Escherichia coli et Salmonella typhimurium sont probablement les 

bactéries dans lesquelles l'expression d'antigènes hétérologues est la plus couramment 

réalisée. D'autres espèces bactériennes, parmi elles BCG (Gicquel. 1995), Shigella flexneri 

(Phalipon and Sansonetti. 1995), Streptococcus gordinii (Medaglini et al. 1995) ou Bordetella 

pertussis qui fait l'objet de ce travail, sont en cours d'étude afin d'être utilisées comme vecteur. 

Cependant, différents problèmes sont apparus lors de l'expression d'antigènes 

étrangers par E. coli et S. typhimurium . En effet, de nombreux cas de protéines toxiques pour 

la bactérie ont été mis en évidence. La quantité d'antigènes hétérologues exprimée par la 

bactérie reste limitée, et le gène hétérologue, généralement porté par un plasmide, reste 

instable. 

Le premier problème peut être résolu en utilisant des promoteurs inductibles in vivo, ce 

qui se traduit par l'expression de la protéine étrangère uniquement lorsque la bactérie se 

trouve dans l'organisme receveur. Afin d'augmenter la production de l'antigène hétérologue, un 

promoteur fort peut être inséré devant le gène d'intérêt. Enfin, la stabilité du transgène peut 

être obtenue après insertion dans le chromosome de la bactérie. 

Une autre solution consiste à insérer l'ADNe codant pour l'antigène étranger dans le 

gène codant pour une protéine de la bactérie de manière à obtenir l'expression d'une protéine 

hybride. Le choix de cette protéine bactérienne peut être essentiel pour induire une réponse 

immune efficace oontre l'antigène étranger. Bien souvent, on essaie de tirer avantage de 

quelques unes des propriétés intrinsèques de la protéine choisie, telles que l'expression à la 

surface de la bactérie ainsi que la capacité de sécrétion et la facilité de purification. D'autre 
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part, il est important de ne pas modifier les fonctions et la structure générale de la protéine 

dans laquelle est insérée des séquences étrangères. Les sites permissifs, dans lesquels 

l'insertion d'épitopes hétérologues peut être réalisée sans effet délétère majeur, sont en 

général situés au niveau des boucles et des région N- et C-terminales de la protéine 

(domaines plus flexibles). 

V. L'administration par voie muqueuse. 

Les microorganismes pathogènes peuvent infecter leur hôte par plusieurs 

mécanismes. Ils peuvent pénétrer par une blessure au niveau de la peau, être introduits par 

des vecteurs de transmission comme les insectes, ou ils peuvent interagir avec les 

muqueuses. Ainsi, pour la majorité des pathogènes, le premier contact avec l'hôte se fait au 

niveau des surfaces muqueuses. Les défenses immunes spécifiques et non-spécifiques y 

jouent un rôle important puisqu'elles représentent la ''première ligne" de défense. 

Exploiter ces mécanismes immunitaires revêt toute son importance dans le cadre d'une 

stratégie vaccinale. Ainsi, le développement de nouveaux vaccins administrables par voie 

mucosale représente un des enjeux prioritaires des prochaines décennies (tableau 1 ). 

A. Les avantages de l'immunisation muqueuse. 

L'exploitation du système immunitaire muqueux offre plusieurs avantages. 

Les cellules du système immunitaire, stimulées au niveau d'une surface mucosale suite 

à une vaccination, peuvent se disséminer vers d'autres muqueuses. L'administration par voie 

orale ou nasale peut donc être utilisée contre un large spectre d'infections mucosales. Cette 

voie d'immunisation peut également induire une réponse sérique élevée. 

L'innocuité et la minimisation des effets indésirables peuvent être augmentées par 

l'utilisation de stratégies vaccinales impliquant une administration par voie muqueuse. En effet, 

la plupart des effets indésirables associés à la vaccination sont dûs à l'administration 

parentérale de vaccins cellulaires inactivés, comme c'est le cas, par exemple du vaccin contre 

la typhoïde (Editorial. Lancet. 1992). L'administration par voie muqueuse de vaccins contenant 

du LPS ou d'autres toxines peut réduire les problèmes observés suite à l'administration de 

ces vaccins par voie systémique. 

De plus, l'administration par voie muqueuse diminue le besoin en personnel et en 

équipement requis pour les injections, élimine le problème de contaminations dûes à une 

mauvaise utilisation des seringues, et pourrait également rendre possible cette administration 

vaccinale à domicile. Ces avantages seraient non seulement bénéfiques pour les PVD, mais 
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pourraient également augmenter l'accessibilité et l'acceptation des vaccinations dans les pays 

industrialisés. 

D'autre part, la vaccination par voie muqueuse pourrait accentuer l'efficacité des 

vaccins chez les personnes âgées. En effet, il a été montré chez la souris que le système 

lymphoïde associé aux muqueuses diffère du système systémique par le fait qu'il n'entraîne 

pas de dysfonctionnement associé à l'âge (Szewczuk et al. 1981) et qu'il reste 

immunologiquement efficace à un temps ou l'immunité systémique diminue (Garg and 

Subbarao. 1992). 

A l'autre extrémité de la courbe d'âge, la persistance des anticorps maternels peut 

interférer avec les vaccins administrés par voie parentérale, comme ce fut le cas avec la 

vaccination contre la rougeole chez les enfants âgés de moins de 9 mois (Weiss et al. 1992). 

L'immunisation par voie muqueuse pourrait être plus sûre et efficace chez les enfants de 

moins de 6 mois comme pour le vaccin vivant contre la poliomyélite administré à la naissance. 

La vaccination par voie muqueuse peut également faciliter l'éradication de quelques 

maladies causées par des pathogènes qui persistent chez l'hôte par une colonisation 

asymptomatique des surfaces muqueuses. C'est le cas notamment de B. pertussis (ct. Chap 

Il) ou encore d'Haemophilus influenza de type B. Ainsi, l'introduction d'un vaccin contre ce 

dernier microorganisme aux États-Unis dans le milieu des années 80 a réduit de plus de 85% 

l'incidence des méningites dûes à cette infection (Shapiro. 1993). 

D'autre part, du fait du développement prochain d'un grand nombre de nouveaux 

vaccins, les protocoles d'immunisation risquent de devenir de plus en plus complexes, à 

moins que la plupart de ces vaccins soient associés (Report European Commission 

COST/STD Initiative. 1996). Cependant, cette association sera limitée par la quantité de 

matériels qui peut être injectée parentéralement à des enfants. De plus grands volumes 

peuvent être administrés par voie muqueuse et l'administration de quelques vaccins muqueux 

réduirait le nombre de vaccins injectés par voie parentérale. 

B. Le système immun muqueux: généralités. 

Les muqueuses représentent chez les vertébrés le système physiologique 

correspondant à la plus grande surface du corps (environ 400 l1'f chez l'homme). Cette vaste 

surface est en perpétuel contact avec nombre de microorganismes et il n'est pas surprenant 

que les tissus muqueux présents sous l'épithélium soient constitués d'une forte population de 

cellules du système immunitaire. 
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Table 2: 

Composants du tissu lymphoïde associé aux muqueuses (MALT) 

l'intestin (GAL T) 

l'arbre bronchique (BAL T) 

l'aire nasopharyngée (NAL T) 

les glandes mammaires 

les glandes salivaires et lacrimales 

les organes génitaux 

l'oreille interne 

D'après Croitoru and Bienenstock. 1994. 
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Le système immun muqueux diffère du sytème systémique de par son organisation, 

par les mécanismes d'interaction des antigènes avec les cellules participant à l'élaboration de 

la réponse immune, et enfin par les anticorps sécrétés, principalement les lgA sécrétoires 

(lgAs) (Kraehenbuhl and Neutra. 1992). 

a. Organisation du tissu lymphoïde associé aux muqueuses. 

Le concept du système immunitaire muqueux commun a été suggéré pour la première 

fois par Tomasi et al (1965) puis s'est affirmé dans les années 1980 (McDermott and 

Bienenstock; 1979; Mestecky. 1987). Ce système est constitué du tissu lymphoïde associé 

aux muqueuses (MALT pour "Mucosa-Associated Lymphe id Tissue") qui inclus différents 

composants (Tableau 2) parmi lesquels les muqueuses intestinales et du tractus respiratoire 

représentent une part majeure. 

- Les muqueuses intestinales ou GALT ("Gut-Associated Lymphoid Tissue"). 

L'intestin correspond à la composante la plus vaste du MALT. Le GALT est constitué 

d'aggrégats lymphoïdes représentés notamment par les plaques de Peyer au niveau de la 

lamina propria et de l'épithélium intestinal, par l'appendice et par les ganglions mésentériques. 

Les lymphocytes intraépithéliaux et ceux présents dans la lamina propria sont considérés 

comme faisant également parti du GALT. Ce tissu lymphoïde contient 70 à 80% de toutes les 

cellules productrices d'anticorps et il produit plus d'lgA sécrétoires que la production totale 

d'lgG au niveau du corps humain (Brandtzaeg. 1989). 

- Les muqueuses bronchiques ou BAL T ("Branchus- Associated Lymphe id Tissue"). 

Les similarités structurales entre le BAL T et le GAL T (Bienenstock et al. 1973) ont 

permis, par extension, une meilleure compréhension de l'immunité au niveau du tractus 

respiratoire. Certaines différences observées entre les deux structures lymphoïdes, souvent 

de nature quantitative, ont été expliquées par l'existence d'un lien entre le taux d'aggrégats 

lymphoïdes et le nombre de stimuli antigéniques (Delventhal et al. 1992). Le BAL T est séparé 

de la lumière bronchique par un épithélium cilié recouvert de mucus et de sécrétions contenant 

des anticorps (principalement des lgAs) ainsi que quelques substances possédant des 

activités antimicrobiennes (lysozyme, transferrine, etc.). De même que dans les plaques de 

Peyer, on trouve des cellules épithéliales spécialisées dans la capture et le transport des 

antigènes à travers la membrane épithéliale, les cellules M (membranaires) (Siebers and 

Finlay. 1996). La surface basolatérale des cellules M est fortement invaginée de manière à 

former une large "poche" intra-épithéliale. Cette structure raccourcie la distance entre la surface 

apicale et basolatérale et assure ainsi une transcytose rapide et efficace. De nombreux types 
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cellulaires ont été identifiés dans la poche des cellules M. On y trouve des lymphocytes B et 

T ainsi qu'un petit nombre de macrophages. La plupart des cellules T sont des lymphocytes 

T CD4• mémoires, contrairement aux cellules B qui sont constituées pour la moitié de cellules 

B naïves. 

b. Présentation des antigènes au MALT. 

Les cellules M présentes dans l'épithélium et associées aux follicules permettent aux 

antigènes de franchir la barrière mucosale par transcytose et d'entrer ainsi en contact avec les 

cellules présentatrices d'antigènes (CPA) (macrophages, cellules dendritiques, lymphocytes 

B) et/ou d'être traités et présentés directement par les cellules épithéliales aux cellules B et T 

sous-jacentes. Parmi les CPA présentes dans les poumons, les macrophages constituent une 

population cellulaire majoritaire. Au niveau du tractus respiratoire inférieur, on trouve 

notamment des macrophages alvéolaires résidents. Cependant, ceux-ci ne semblent jouer 

qu'un rôle mineur en tant que CPA et sont inefficaces pour stimuler la prolifération des cellules 

T (Lyons et al. 1986). Au niveau du tractus respiratoire inférieur et supérieur, on trouve un 

autre type de CPA, les cellules dendritiques, qui constituent un réseau équivalent à celui des 

cellules de Langherans au niveau du derme (Hait et al. 1990). Elles correspondent, dans des 

conditions normales, à la majorité des cellules présentant un CMH de classe Il. Durant la 

phase aiguë de la réponse inflammatoire, les précurseurs des cellules dendritiques sont 

recrutés et vont s'installer au niveau de l'épithélium où ils vont se différencier en cellules 

dendritiques résidentes (McWilliam et al. 1994). 

D'autre part, le mouvement transépithélial via les cellules M peut être exploité par 

certaines bactéries ou virus pour envahir plus facilement l'organisme hôte. C'est notamment le 

cas de Salmonella, de Shigella ou de Vibrio cholerae au niveau de l'épithélium intestinal ou 

encore du VIH au niveau des surfaces vaginales (Neutra and Kraehenbuhl. 1992). Les 

interactions des cellules M présentes dans le tractus respiratoire avec les pathogènes 

respiratoires restent, elles, encore très peu connues. 

Il a également été montré que les immunoglobulines sont capables de se lier aux 

cellules M. Cette fixation permet le transport d'immun-complexes !gA-antigène à travers la 

barrière épithéliale pour potentiellement restimuler une réponse pré-existante (Kraehenbuhl 

and Neutra. 1992). 
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c. Les réponses immunes induites au niveau du MALT. 

Après interaction de l'antigène avec les cellules accessoires et reconnaissance par les 

cellules T auxiliaires, puis stimulation des lymphocytes B au niveau du tissu lymphoïde local, 

une réponse immune va être mise en place. Deux types de réponse peuvent se développer 

soit de manière concomitante soit séparément: la formation d'anticorps (principalement des 

lgAs) et l'induction d'une immunité à médiation cellulaire. 

1. Maturation des cellules Ben plasmocytes producteurs d'lgA. 

Les immunocytes sensibilisés, en particulier les cellules B mais probablement aussi 

les cellules T, vont quitter leur site d'induction et entrer dans la circulation systémique. Les 

lymphocytes vont alors atteindre leur site effecteur qui sera soit leur site d'induction initial soit 

un autre site muqueux tel que la lamina propria du tractus intestinal, respiratoire ou urogénital 

où ils seront sélectivement retenus. Ce phénomène est dû à la présence de récepteurs site

spécifiques présents sur les cellules lymphoïdes issues des muqueuses et à leurs structures 

complémentaires, les "addressines" tissu-spécifiques, associées aux cellules endothéliales 

vasculaires. Ce processus pourrait expliquer l'unité des réponses immunes au niveau du 

MALT qui est à l'origine du concept de système immun muqueux commun, ainsi que la 

ségrégation des mécanismes immunitaires aux niveaux muqueux et systémique. Leur site 

effecteur atteint, les cellules B vont proliférer sous l'influence de cytokines produites par des 

cellules telles que les lymphocytes T ou les CPA, et être maturées en plasmocytes 

producteurs d'lgA. Ainsi, le Transforming Growth Factor ~ (TGF~) et l'interleukine 10 (1 L-1 0) 

semblent être impliqués dans la commutation isotypique des cellules B en plasmocytes 

producteurs d'lgA. L'IL-5, I'IL-4 en association avec I'IL-5, I'IL-2 et I'IL-6 semblent, elles, 

stimuler la sécrétion d'lgA in vitro, mais seul le rôle de I'IL-5 a pu être montré in vivo (Lebman 

and Coffman. 1994). 

Des études chez la souris, et plus récemment chez l'homme, ont montré que la 

population de lymphocytes T CD4 • peut être divisée en deux sous-populations qui se 

distinguent par la nature des cytokines qu'elles produisent et par leur rôle dans la réponse 

immune (Mosmann and Coffman. 1989). 

- Les lymphocytes Th1, qui produisent notamment l'interféron y (IFNy) et I'IL-2, et qui sont 

principalement responsables de la réponse immune à médiation cellulaire. 

- Les lymphocytes Th2, qui produisent I'IL-4, I'IL-5, et I'IL-10, et qui sont impliqués dans 

l'induction d'une réponse humorale. 

Aucune ségrégation claire entre les sous-populations Th1 et Th2 n'a pu être encore établie au 

niveau muqueux chez l'homme, en partie du fait de la diversité des stimuli antigéniques et du 

répertoire des cellules T correspondantes 
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Table 3 

Fonctions potentielles des lgA sécrétoires 

• L"'exclusion immune" comprend: 

- l'inhibition de l'adhérence et de la colonisation des bactéries. 

- l'inhibition de l'adhésion des virus sur les cellules épithéliales et 

leur neutralisation au niveau intracellulaire. 

- la neutralisation des enzymes et des toxines. 

- l'inhibition de l'absorbtion d'antigènes (ingérés ou inhalés) 

• L'interaction. avec des facteurs anti-bactériens non-spécifiques 

• La stimulation de la réponse immune par: 

- la facilitation de la capture des antigènes par les cellules M. 

- la stimulation des lymphocytes par des anticorps anti-idiotype (rôle du lait 

maternel). 

• La cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) 

D'après Holmgren et al. 1992. 
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2. Rôle des lgA sécrétoires. 

La réponse immune produite au niveau des muqueuses est caractérisée par la 

présence d'lgAs. La formation de ces immunoglobulines et leur transport jusqu'aux sécrétions 

mucosales impliquent une coopération entre les plasmocytes, producteurs d'lgA maintenues 

sous forme de dimère par la chaîne J, et les cellules épithéliales des muqueuses qui 

produisent la pièce sécrétoire. La fixation de cette dernière stabilise les lgAs et masque les 

sites sensibles à la protéolyse, rendant cette immunoglobuline particulièrement adaptée à sa 

"survie" dans l'environnement muqueux riche en protéases. 

Les lgAs vont jouer plusieurs rôles distincts dans la défense muqueux (Tableau 3): 

- Ces anticorps représentent une barrière immune qui va empêcher l'adhérence des bactéries 

sur les cellules épithéliales (Svanborg and Svennerholm. 1978). 

-Ces lgAs semblent, de plus, avoir non seulement la capacité de prévenir une infection virale 

en empêchant les virus de pénétrer dans les cellules épithéliales de l'hôte (Outlaw and 

Dimmock. 1990), mais de posséder également la propriété de les neutraliser au niveau 

intracellulaire (Mazanec et a/.1993). Ce mécanisme permettrait d'interrompre la réplication virale 

tout en épargnant la vie des cellules infectées, contrairement au processus mettant en jeu 

l'immunité à médiation cellulaire qui aboutit à la destruction de la cellule infectée. 

- L'inhibition de l'activité de certaines enzymes ou toxines par les lgAs a été démontré dans 

plusieurs systèmes. Cet effet résulte d'un simple encombrement stérique du site de fixation 

des enzymes à leur substrat ou à leur cellule cible (Lycke et a/.1987; Smith et al. 1985). 

- Enfin, l'absorption excessive d'antigènes (provenant, par exemple, de l'alimentation) est 

diminuée par la présence des lgAs. 

L'ensemble de ces activités est regroupé sous le nom d"'exclusion immune". 

Les lgAs peuvent également agir en synergie avec des facteurs non-spécifiques pour 

détruire ou inhiber la croissance des bactéries. C'est le cas, par exemple, avec la lactoferrine, 

la lactoperoxydase et probablement le lysozyme. 

De plus, la présence des lgAs peut stimuler la réponse immune. En effet, la formation 

des complexes !gA-antigène permet une capture et un transport plus efficace de l'antigène par 

les cellules M vers le MALT. 

3. L'immunité à médiation cellulaire. 

Des mécanismes tels que la cytotoxicité médiée par les lymphocytes T (CTL) 

(particulièrement efficace pour l'élimination des cellules infectées par des virus), la cytotoxicité 
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dépendante d'anticorps (ADCC), et l'activité des cellules Natural Killer (NK) peuvent se 

développer au niveau des tissus muqueux, en particulier au niveau de l'épithélium gastro

intestinal (McGhee et al. 1992). 

4. La tolérance immune. 

L'administration d'un antigène par voie mucosale, notamment par ingestion ou 

inhalation, peut également conduire au développement d'une tolérance immune vis-à-vis de 

cet antigène. Ce phénomène est caractérisé par le fait qu'un animal ayant avalé ou inhalé un 

antigène peut devenir réfractaire ou peut voir sa capacité à développer une réponse immune 

diminuée quand il est réexposé au même antigène administré par voie systémique. Ce 

mécanisme physiologique naturel se révèle très important pour éviter, par exemple, l'induction 

de réactions inflammatoires de type retardé (DTH) aux différentes substances alimentaires 

ingérées. De nombreux travaux sont actuellement en cours afin de tirer parti de ce phénomène 

pour développer de nouveaux vaccins anti-inflammatoires et des immunothérapies contre des 

maladies telles que certains désordres auto-immuns, des allergies, ou encore le rejet 

d'allogreffes. Des résultats encourageants ont déjà été obtenus chez l'animal contre 

l'encéphalite auto-immune, l'arthrite rhumatoïde, ou encore le diabète auto-immun après 

induction d'une tolérance orale obtenue par administration d'un antigène spécifique couplé à la 

sous-unité B de la toxine cholérique (CTB) (Sun et al. 1994, 1996). L'usage de la CTB 

permet de réduire considérablement la dose élevée d'antigènes classiquement nécessaires à 

l'obtention d'une tolérance par voie orale, ainsi que la fréquence des ingestions (Czerkinsky 

and Holmgren. 1995). 
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Chapitre II 

Bordetella pertussis 

La coqueluche est une maladie respiratoire décrite dès l'antiquité par Hippocrate. C'est 

en 1906 que J. Bordet et O. Gengou ont isolé en culture l'agent responsable de cette maladie, 

une bactérie à Gram négatif aérobie stricte, Bordetella pertussis, à partir des sécrétions 

respiratoires des malades. Par la suite d'autres espèces bactériennes ont été reconnues, 

Bordetella parapertussis et Bordetella bronchiseptica. Bordetella parapertussis est 

responsable d'environ 10% des cas de coqueluche, maladie habituellement plus bénigne que 

celle provoquée par B. pertussis. B. bronchiseptica est essentiellement un pathogène 

responsable de maladies chez des animaux tels que le porc ou le chien. Les infections 

humaines provoquées par cette espèce sont rarissimes et ne s'observent en règle générale 

que chez les sujets immunodéprimés. 

1. La coqueluche. 

La coqueluche reste, en 1996, une maladie infectieuse d'actualité en France et dans le 

monde. La contamination se fait par voie aérienne, par projection de sécrétions muqueuses 

lors de toux. La durée d'incubation est de 7 à 1 0 jours. Elle est suivie par une période d'une 

dizaine de jours marquée par des éternuements, un léger écoulement nasal, un malaise 

général et une anorexie. Durant cette période, les sécrétions respiratoires des malades sont 

riches en bactéries de la coqueluche et la maladie est, à ce stade, hautement contagieuse. La 

toux apparaît en général à la fin de cette phase qui dure 1 à 2 semaines. Elle est caractérisée 

par des quintes convulsives et spasmodiques. La phase de déclin, qui survient 2 à 3 
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Fig 1: Cycle infectieux de Borde tel/a pertussis. 

Quelques uns des principaux facteurs de virulence impliqués sont figurés pour chaque 
étape du cycle. 
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semaines plus tard, est annoncée par la diminution du nombre et de l'intensité des quintes de 

toux. 

La mortalité est estimée à 500 000 décès par an dans le monde, principalement chez 

les nourrissons. Elle est élevée dans les PVD où la vaccination est insuffisante. D'autre part, 

dans les pays industrialisés où la vaccination anti-coqueluche a été largement utilisée, on 

observe une résurgence de la maladie due à un affaiblissement au cours du temps de 

l'immunité post-vaccinale en l'absence de rappel tardif (Fiament-Saillour and Peronne. 1996}. 

Il. Les facteurs de virulence de Bordetella pertussis. 

La pathogénie bactérienne est le résultat de l'expression, généralement de manière 

coordonnée, de facteurs de virulence qui vont permettre aux bactéries de reconnaitre et de 

répondre de façon appropriée aux différents changements de leur environnement. Cette 

virulence va s'exprimer à chaque stade du cycle infectieux (Fig.1 ). La première étape 

consiste, pour la bactérie, à trouver la porte d'entrée dans l'hôte, soit au niveau des surfaces 

muqueuses, soit par une lésion superficielle de l'épiderme. Par la suite, la bactérie devra 

trouver au sein de l'hôte une niche écologique optimale, c'est-à-dire un tissu ou un organe 

procurant l'environnement le plus favorable à sa multiplication. Cette phase nécessite la 

production de facteurs d'adhérence spécifiques de manière à établir un foyer infectieux. La 
bactérie doit alors être capable de capter les nutriments nécessaires à sa croissance et à sa 

multiplication. Finalement, le microorganisme pathogène devra quitter son hôte initial pour se 

transmettre à un nouvel hôte susceptible. 

Pour répondre aux différentes modifications environnementales rencontrées lors de leur 

cycle infectieux, les bactéries ont développé des systèmes de régulation qui leur permettent 

de réagir à ces modifications par l'expression coordonnée d'un ensemble de gènes. 

A. La régulation de l'expression des facteurs de virulence chez 

B. pertussis. 

Les gènes de virulence de B. pertussis sont régulés de deux manières: la variation de 

phase et la modulation phénotypique. 

a. La modulation phénotypique. 

Ce mécanisme correspond à une régulation transcriptionnelle des gènes de virulence. 

L'expression de ces gènes est ainsi plus élevée à 37°C et est supprimée quand la 
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croissance des bactéries est réalisée à température plus faible ou dans un milieu contenant 

des taux élevés de sulfate de magnésium ou d'acide nicotinique. 

La synthèse des principaux facteurs de virulence chez B. pertussis est ainsi régulée 

de manière coordonnée par les produits du locus bvg, pour "Bordetella virulence gene" 

(autrefois appelé virpour ''virulence"), BvgA et BvgS (Coote et al. 1991 ). 

fhaB j bvgA )1'--___ bv_;g=-s ____ )-

BvgA 

b·::: 

t 
BvgS 

Dan are périplasnique + DomainecytqJiasnique 

Domaine traamembra1aire 

Domaine cible de BvgS Domaine de fixation à I"ADN 

carte physique du locus bvg de 8. pertussis 
(D'après Stibitz, S. 1992) 

La séquence en acides aminés de ces deux protéines BvgA et BvgS montre des 

similarités avec la famille des protéines régulatrices à deux composants formés d'un senseur, 

qui réagit aux modifications de l'environnement, et d'un régulateur qui module la transcription 

des gènes de virulence. Le senseur et le régulateur sont tous deux constitués de domaines 

ayant des fonctions spécifiques. Ainsi, BvgS serait une protéine transmembranaire 

possédant un domaine N-terminal périplasmique qui percevrait certaines modifications du 

milieu extérieur et les transmettrait à BvgA, en l'activant par phosphorylation (Fig.2). BvgA 

transactiverait ensuite les gènes des différents facteurs de virulence de Bordetella (Boucher et 

al. 1994). 

Les gènes qui sont activés par les produits du locus bvg s·ont appelés vag, pour ''vir

activated gene", tandis que les gènes dont l'expression est réprimée sont appelés vrg, pour 

''vir-repressed gene". Récemment, deux gènes vrg ont été isolés (Beattie et al. 1991 ). La 

perte de l'un de ces gènes, nommé vrg-6 et codant pour une protéine de 11 ,4 kOa, entraîne 
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une réduction de la capacité de la bactérie à coloniser le tractus respiratoire de la souris. Une 

insertion dans l'autre gène, vrg-18, n'a pas d'effet détectable sur la virulence chez la souris. 

b. La variation de phase. 

L'expression des facteurs de virulence chez B. pertussis est régulée par un second 

type de mécanisme appelé variation de phase (Willems et al. 1990). Des mutants avirulents 

(Vir-) peuvent être obtenus à partir de souches virulentes (Vir+) à une fréquence d'environ 1 

pour 106 bactéries. Cette variation de phase n'est pas simplement un artefact de laboratoire, 

puisque des souches avirulentes de B. pertussis sont fréquemment isolées chez des enfants 

atteints de coqueluche. De récents travaux ont montré que cette variation de phase pouvait 

être observée lors de l'entrée de la bactérie dans les macrophages. Ces résultats suggèrent 

que les gènes activés par le système BvgS/ BvgA sont importants pour l'adhérence et la 

phase initiale de colonisation du tractus respiratoire, alors qu'ils deviennent néfastes à la 

survie intracellulaire de bactérie. Ainsi, B. pertussis passerait d'une phase virulente (Vir+) à 
une phase avirulente (Vir-) une fois phagocytée. 

B. La toxine de pertussis. 

B. pertussis produit plusieurs toxines qui vont participer à la pathogénèse mais 

également à l'acquisition d'une immunité protectrice contre la maladie. Parmi elles, la toxine de 

pertussis (PTX) est un des facteurs de virulence majeur sécrété par la bactérie. 

a. Génétique de la toxine de pertussis. 

La PTX est une protéine hexamérique composée de 6 sous-unités, nommées S1 à S5, 

S4 étant présente en deux exemplaires. Les gènes codant pour les différentes sous-unités 

de la toxine sont organisés en un opéron (ptx) polycistronique de 3,2 kb. Les différentes 

sous-unités sont transcrites dans l'ordre suivant: S1, S2, S4, S5, et S3 ( Locht and Keith. 

1986; Nicosia et al. 1986) (Fig.3). 

Les gènes codant pour chacune des sous-unités sont précédés par une séquence 

codant pour un peptide signal, suggérant que chaque sous-unité est sécrétée séparément 

dans le périplasme. Les différentes sous-unités vont alors s'assembler en une holotoxine 

mature qui sera sécrétée activement dans le milieu extracellulaire par B. pertussis. Un 

ensemble de 8 gènes (pt~. situés directement en aval de l'opéron ptx, code pour des 

protéines nécessaires à la sécrétion de PTX (Weiss et a/.1993; Johnson and Burns. 1994). 
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De récents travaux (Kotob et al. 1995; Ricci et al. 1996) ont montré que le promoteur de ptx 

est essentiel pour l'expression des gènes pt/ et suggèrent l'existence d'un opéron ptx plus 

grand que celui précédemment décrit et qui comprendrait à la fois les gènes ptx et pt/. 

b. Structure protéique. 

PTX est une protéine hexamérique de 105 kDa. Elle possède une organisation de type 

A-B similaire à celle observée chez d'autres toxines bactériennes, telles que la toxine de 

Vibrio cholerae ou l'entérotoxine d'Escherischia coli (Tamura et al. 1982). Le protomère A 

("actif") est constitué de la sous-unité 51 {26 kDa) qui porte l'activité enzymatique de PTX ce 

qui lui confère la plupart de ses activités biologiques {Ui. 1988). L'oligomère B ("binding") est 

formé de deux dimères, 01 composé de 52 (22 kDa) et 54 {12 kDa), et 02 formé de 53 {22 

kDa) et 54 {12 kDa). 01 et 02 sont reliés par la sous-unité 55 {11 kOa) {Fig.4). La toxine se 

fixe via l'oligomère B à un récepteur membranaire et permet l'internalisation de la sous-unité 51 

(Tamura et al. 1983). Ces propriétés d'adhésion sont portées par les sous-unités 52 et 53. 

Bien qu'elles possèdent une homologie dans leur séquence d'acides aminés {Locht and Keith. 

1986), ces deux sous-unités semblent cependant reconnaitre des récepteurs cellulaires 

structurellement distincts {Tuomanen et al. 1988; Witvliet et al. 1989). Ainsi, Lobet et al. {1993) 

ont montré qu'un résidu asparagine en position 1 05 {Asn 1 05) dans 52 était important pour la 

fixation de PTX aux syaloglycoprotéines, alors que le résidu analogue Lys 1 05 de 53 était 

impliqué dans l'interaction avec les cellules CHO. 

c. Fonctions biologiques_ de PTX. 

La plupart des activités biologiques de PTX sont dépendantes de l'activité 

enzymatique de la sous-unité 51. Cependant, la fixation de l'oligomère B seul entrai ne une 

agglutination des érythrocytes ainsi qu'une prolifération des lymphocytes T {Nencioni et al. 

1991 ). De récents travaux {5akurai et al. 1996) semblent également montrer que l'oligomère B 

serait responsable de l'induction de la production d'IFNy par les cellules de rate, notamment 

par les lymphocytes T. Cet IFNy pourrait alors activer les macrophages et induire la 

production d'oxyde nitrique {NO), qui pourrait avoir une activité cytotoxique (Nathan and 

Hibbs. 1991) contre B. pertussis, ou jouer un rôle immunosuppresseur sur les macrophages 

ou les cellules Th 1 et Th2 {Albina et al. 1991 ). 

La PTX se fixe aux cellules eucaryotes grâce à l'oligomère B, et cette fixation permet 

l'internalisation de la sous-unité 51 qui porte l'activité enzymatique. La toxine de pertussis est 

une ADP-ribosyltransférase {Katada et al. 1983), caractéristique partagée par de nombreuses 

autres toxines bactériennes {toxine de V. cholerae, E. coli, P. aeruginosa, et C. diphteria) 

{Moss and Vaughan. 1988). Les membres de cette famille de toxines bactériennes catalysent 
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le clivage de la molécule de NAD• en nicotinamide et en ADP-ribose qui sera ensuite transféré 

sur une cystéine de la sous-unité a des protéines G. Ces protéines interviennent dans la 

transduction des signaux membranaires chez les cellules eucaryotes. Parmi les différentes 

protéines G ADP-ribosyler par PTX, on trouve Gi qui régule l'activité de l'adénylate cyclase, 

Gt qui régule la phosphodiestérase du cGMP dans les cellules de la rétine, et Go, impliquée 

dans la régulation de la phospholipase A2, C ou D (Ui. 1990). L'ADP-ribosylation de ces 

protéines G par PTX inhibe la transmission du signal extracellulaire à la protéine effectrice. La 
variété des types cellulaires touchés et le nombre de systèmes de transmission inhibés 

expliquent la diversité des activités biologiques de cette toxine: sensibilisation à l'histamine, 

augmentation de la sécrétion d'insuline provoquant une hypoglycémie, modification de la 

perméabilité membranaire, lymphocytose sanguine, ou encore inhibition de la migration des 

macrophages (Munoz. 1985). 

La PTX va également jouer un rôle prépondérant sur la réponse immune· développée 

au cours de l'infection. Son action sur le système immunitaire sera analysé au cours du 

chapitre "B. pertussis et réponse immune". 

C. Autres facteurs de virulence de B. pertussis. 

a. La toxine adénylate cyclase. 

La toxine adénylate cyclase (Ac-Hiy) est un facteur de virulence essentiel aux stades 

précoces de la colonisation du tractus respiratoire par B. pertussis (Gross et al. 1992; Khelef 

et al. 1992). Cette protéine, codée par le gène cyaA, est constituée de 1706 acides aminés et 

appartient à la famille des toxines RTX (Coote. 1992). Elle possède une activité adénylate

cyclase dépendante de la calmoduline et une activité hémolytique indépendantes (Sakamoto 

et al. 1992). La toxine Ac-Hiy possède un domaine N-terminal de 400 acides aminés portant 

l'activité adénylate-cyclase. Celui-ci pénètre dans les cellules eucaryotes et catalyse 

rapidement, après activation par la calmoduline, une élévation du taux d'AMPc altérant les 

fonctions cellulaires (Wolff et al. 1980; Rogel and Hanski. 1992). Cette activité cytotoxique est 

à l'origine de lésions pulmonaires durant l'infection par B. pertussis et va induire, in vitro, 

l'apoptose de certains macrophages alvéolaires (Khelef et al. 1993; Khelef et al. 1994). La 
partie C-terminale de la toxine (les derniers 1300 acides aminés) est impliquée dans la fixation 

aux cellules eucaryotes et dans la translocation de la partie N-terminale enzymatiquement 

active à travers la membrane cellulaire vers le cytoplasme. Cette région C-terminale contient 

un domaine hydrophobique impliqué dans l'activité hémolytique de Ac-Hiy (Benz et al. 1994), 

un domaine répété riche en glycine et en aspartate caractéristique de toutes les toxines RTX 

et impliqué dans la fixation du calcium (Boehm et al. 1990), et un signal de sécrétion C-terminal 

(Sebo and Ladan. 1993). Comme toutes les toxines RTX, Ac-Hiy est synthétisée sous forme 
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de pro-toxine inactive qui est convertie en protéine active par activation post-translationnelle 

dépendante du produit d'un gène accessoire cyaC (Barry et al. 1991 ). Cette toxine est alors 

sécrétée à l'aide de protéines codées par les gènes cyaB, cyaD et cyaE (Glaser et al. 1988). 

L' Ac-Hiy a été montré comme étant un antigène protecteur important contre la 

colonisation bactérienne dans un modèle respiratoire murin (Gu iso et al. 1991 ). De plus, des 

anticorps dirigés contre Ac-Hiy ont été détectés dans le sérum d'enfants et d'adultes infectés 

par B. pertussis (Arciniaga et al. 1991 ). Des travaux récents (Betsou et al. 1993) ont montré 

que l'activation de Ac-Hiy par CyaC est importante non seulement pour son activité 

cytotoxique mais également pour son activité protectrice. La même équipe a, par la suite, 

localisé des épitopes protecteurs, probablement conformationnels, dans les derniers 800 

acides aminés C-terminaux (Betsou et al. 1995). 

b. La toxine dermonécrotlque. 

La toxine dermonécrotique (ONT), également appelée PEHL T pour "Pertussis Heat

Labile Toxin", est un polypeptide monomérique de 140 kDa. Elle est très active puisque 

l'injection de picogrammes de ONT purifiée entraine des lésions nécrotiques chez la souris 

nouveau-né et la dose létale chez des souris adultes est obtenue avec des nanogrammes de 

toxine (Zhang and Sekura. 1991 ). Cette toxine est localisée dans le cytoplasme de B. 

pertussis (Cowell et al. 1979) mais son mécanisme d'action reste encore inconnu. 

c. La cytotoxlne trachéale. 

La cytotoxine trachéale (TCT) est un membre de la grande famille des muramyl

peptides {Cookson et al. 1989), qui correspondent à des fragments de peptidoglycannes 

composant la paroi bactérienne. La TCT est responsable de la destruction des cellules ciliées 

de l'épithélium respiratoire, affaiblissant ainsi le processus de "nettoyage" de cet épithélium. 

Cette destruction favorise la colonisation du tractus respiratoire par B. pertussis. Des travaux 

récents {Heiss et al. 1993) ont montré qu'une cytokine inflammatoire, I'IL-1a, produite par les 

cellules épithéliales en réponse à la TCT, semble jouer un rôle de médiateur intracellulaire 

dans la cytopathologie respiratoire observée lors de la phase précoce de l'infection par B. 

pertussis. 
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Fig 5: Mécanisme schématique de l'adhérence de B. pertussis aux monocytes. 
D'après Hazenbos et al. 1995. 
Dans un premier temps, FimD va reconnaitre VLA-5. Cette interaction va activer le 
CR3 des monocytes. B. pertussis va alors se fixer via la FHA au CR3, ce qui va 
renforcer l'adhésion de la bactérie sur le monocyte. 

TEFM 

Fig 6: Structure tridimensionelle de la FHA. 
D'après Makhov et al. 1995. 
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d. La pertactlne. 

La pertactine (P69) est une adhésine présente sur la membrane externe de B. 

pertussis. Elle est codée par le gène pm et est synthétisée sous forme d'un précurseur de 93 

kDa qui subit une maturation protéolytique pour donner une protéine de 69 kDa (Charles et al. 

1989). Cette protéine mature joue un rôle important dans l'adhésion de B. pertussis aux 

cellules eucaryotes notamment via une séquence Arg-Giy-Asp (RGD) (Leininger et al. 1991 ). 

D'autre part, l'infection naturelle par B. pertussis entraine une réponse humorale anti-P69 

(Thomas et al. 1989). La pertactine, ainsi que des anticorps anti-P69, polyclonaux ou 

monoclonaux, induisent chez la souris une immunité protectrice contre une infection respiratoire 

par B. pertussis (Roberts et al. 1993; Shah in et al. 1990). Cette protéine entre de ce fait dans 

la composition des nouveaux vaccins acellulaires contre la coqueluche. L'épitope 

immunoprotecteur majeur de la P69 semble être localisé dans la région C-terminale de la 

protéine, au niveau d'une boucle présentant le motif proline-glutamine-proline répété 5 fois 

(Emsley et al. 1996). 

e. Les flmbriae. 

Les fimbriae font partie des trois adhésines de B. pertussis , avec la pertactine et la 

FHA, impliquées dans l'initiation de l'infection. B. pertussis produit deux sérotypes distincts de 

fimbriae nommés Fim2 et Fim3, qui sont composés de sous-unités majeures de 22,5 et 22 kDa 

(Mooi et al. 1987). La sous-unité mineure, FimD, est capable de se lier à l'intégrine Vla-5 

(Fig.5), facilitant ainsi la capture de B. pertussis par les monocytes (Hazenbos et al. 1995), 

tandis que la sous-unité majeure se fixe aux sucres sulfatés présents à la surface des cellules 

épithéliales (Geuijen et al. 1996). L'infection naturelle par B. pertussis ou l'immunisation avec 

le vaccin cellulaire contre la coqueluche induit la production d'anticorps anti-fimbriae (Thomas et 

al. 1989). De plus, des études chez la souris ont montré que les fimbriae étaient capables de 

les protéger contre une infection respiratoire (Robinson et al. 1989). De ce fait, les fimbriae 

entrent dans la composition de plusieurs vaccins acellulaires en cours d'expérimentation 

(Edwards et al. 1993). 

C. L'hémagglutinine filamenteuse. 

L'hémagglutinine filamenteuse ou FHA est l'adhésine majeure produite et sécrétée par 

B. pertussis. Elle joue un rôle essentiel dans l'attachement de la bactérie au tractus respiratoire 

supérieure de l'hôte (Locht et al. 1993). 
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a. Structure et blogénèse de la FHA. 

Le gène de structure de la FHA, fhaB, code pour une protéine de 367 kDa (FhaB). La 
forme mature (220 kDa) correspond aux 2/3 N-terminaux de FhaB et possède une structure 

dite "en épingle à cheveux" (Fig.6) (Makhov et al. 1994). 

Bien que la partie C-terminale de FhaB ne soit pas présente dans la forme mature, elle 

possède des caractéristiques intéressantes telles que plusieurs régions répétées riches en 

praline et un site RGD. Cette région C-terminale présente notamment des similarités avec le 

domaine C-terminal de la protéine M des streptoccoques. Chez ces bactéries Gram positives, 

cette région riche en praline semble être importante pour l'ancrage des protéines dans la 

membrane cellulaire (Domenighini et al. 1990). De plus, cette partie C-terminale du précurseur 

semble jouer un rôle important dans la sécrétion de la FHA (Renauld-Mongénie et al. 1996). 

Ce mécanisme sera discuté dans le chapitre Résultats. 

La région N-terminale de la FHA est homologue aux régions N-terminales des 

hémolysines ShiA de Serracia marcescens et HpmA de Proteus mirabilis (Delisse-Gathoye et 

al. 1990) ainsi qu'à celles de HMW1A et HMW2A, deux adhésines de la surface de 

Haemophilus influenza (Barenkamp et al. 1992). En aval de ce domaine se trouvent deux 

régions répétées, respectivement A et B, suivies par un site sensible à la protéolyse et par 

une séquence RGD. Le site de maturation de FhaB est situé à environ 1000 acides aminés en 

avarde cette séquence RGD (Fig. 7). 

Le domaine N-terminal de FhaB joue un rôle essentiel dans la sécrétion de la protéine 

mature puisqu'une délétion en phase de cette région semble totalement inhiber la biogénèse 

de la FHA (Willems et al. 1994). De même que la sécrétion de ShiA et HpmA dépendent 

respectivement de la présence de ShiB et HpmB chez S. marcescens et P. mirabilis, la 

sécrétion de la FHA dépend d'une protéine accessoire nommée FhaC et présente au niveau 

de la membrane externe de B. pertussis (Willems et al. 1994). Cette protéine est codée par le 

gène fhaC localisé en aval de fhaB et séparé de ce dernier par trois autres gènes, fimB, fimC, 

et timO, codant pour les fimbriae (Fig.S). Un mécanisme de sécrétion de la FHA impliquant un 

clivage puis une modification de la partie N-terminale de FhaB, suivie d'une interaction entre 

cette région et la protéine accessoire FHAC a été proposé (Jacob-Dubuisson et al. 1996) et 

sera discuté dans le chapitre Résultats. 

b. Les activités d'adhésion de la FHA. 

La variété des mécanismes de fixation de la FHA permet l'adhésion de B. pertussis à 

de nombreux types de cellules eucaryotes. 

Bien que la toxine de pertussis soit impliquée dans l'adhérence de la bactérie aux 

cellules épithéliales du tractus respiratoire, la FHA joue un rôle prépondérant dans cette 
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interaction (Aelman et al. 1989). Des expériences de compétition ont permis de montrer que 

les carbohydrates servant de récepteurs à la FHA sur les cellules ciliées pulmonaires étaient 

des glycolipides contenant du lactose (Tuomanen et al. 1988). D'autre part, Prasad et al. 

(1993) ont montré qu'un anticorps monodonal, reconnaissant une région de la FHA délimitée 

par les acides aminés 1141 à 1279, était capable d'inhiber la fixation de B. pertussis aux 

cellules ciliées. Une souche mutante produisant une FHA dépourvue de cette région est 

également incapable d'adhérer aux cellules ciliées et aux macrophages alvéolaires. Ces 

observations semblent indiquer la présence d'un domaine de reconnaissance des 

carbohydrates (DAC) situé dans la région comprise entre les acides aminés 1141 et 1279, qui 

correspondrait à la boucle de la structure "en épingle à cheveux" (Makhov et al. 1994) qui 

contient déjà le site AGD en position 1 097-1 099 (Fig .6). 

La FHA est également l'adhésine majeure impliquée dans le mécanisme d'adhérence de 

B. pertussis aux cellules épithéliales non ciliées. Une activité de fixation de cette molécule sur 

l'héparine, glycosaminoglycanne sulfaté présent en quantité non négligeable dans le mucus 

bronchique ainsi que dans la matrice extracellulaire et à la surface de nombreuses cellules 

épithéliales, est responsable de l'adhérence de la bactérie sur ces cellules (Menozzi et al. 

1991, 1994). Des études récentes (Hannah et al. 1994) mettent en évidence un site de fixation 

spécifique à l'héparine localisé dans la région N-terrninale de la FHA, probablement dans la 

région comprise entre les acides aminés 442 et 863, comprenant notamment la plupart des 

régions répétées A et les deux premières régions B (Fig.?). 

En plus de cette activité d'adhésion sur les cellules épithéliales ciliées et non-ciliées, la 

FHA est capable de se lier spécifiquement au récepteur CA3 (CD11 b/CD18, ~~) présent 

sur les macrophages et les monocytes humains (Aelman et al. 1990). La FHA possède une 

séquence AGD supposée être responsable de la reconnaissance du CA3. Cette hypothèse 

était basée sur le fait qu'une mutation dirigée de cette séquence AGD réduisait de manière 

significative la fixation de B. pertussis aux macrophages humains, de même que des peptides 

contenant le site AGD étaient capables d'inhiber l'adhésion de la bactérie aux monocytes 

(Aelman et al. 1990). Cependant, la séquence AGD de la FHA n'est pas reconnue par le CA3 

purifié (Van Strijp et al. 1993). lshibashi et al. (1994) ont émis l'hypothèse que le site RGD de 

la FHA pourrait interagir avec le complexe LAI ("Leukocyte Aesponse lntegrin")/ IAP 

("lntegrin-Associated Protein") et que cette interaction pourrait activer le CR3 des monocytes, 

stimulant ainsi la reconnaissance par le CA3 d'un autre domaine de la FHA, non encore défini 

(Fig.9). Cette fixation de B. pertussis, via la FHA, au CA3 permet l'internalisation des 

bactéries dans les macrophages par une voie n'engendrant pas de catabolisme oxydatif. Ce 

mécanisme pourrait être à l'origine de la survie et de la persistance de B. pertussis dans les 

macrophages alvéolaires présents au niveau du tractus respiratoire (Saukkonen et al. 1991; 

Friedman et al. 1992). 
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Ill. B. pertussis et réponse immune. 

L'infection naturelle chez l'homme ou expérimentale chez la souris, par B. pertussis v a 

induire une forte réaction du système immunitaire chez le sujet infecté. Notre intention n'est pas 

ici de passer en revue l'ensemble de ces réactions, mais plutôt de se focaliser sur la réponse 

humorale contre deux facteurs de virulence particulièrement intéressants dans l'optique 

d'utilisation de B. pertussis comme vecteur recombinant vivant: la PTX, facteur de virulence 

majoritairement impliqué dans les effets toxiques produits après infection par ce pathogène 

des voies respiratoires, et la FHA, adhésine majeure de la bactérie exprimée à la surface et 

sous forme sécrétée. L'immunité à médiation cellulaire sera également abordée de part son rôle 

dans la protection contre B. pertussis. 

a. PTX et réponse immune. 

De nombreux travaux, utilisant la toxine native ou recombinante, ont permis 

l'identification d'épitopes au niveau de la sous-unité S1 (Locht et al. 1987; Kim et al. 1989). 

Des anticorps monoclonaux spécifiques de S1 sont capables de protéger des souris contre 

une infection par B. pertussis (Sato and Sato. 1990). D'autre part, une protéine hybride 

constituée du fragment C de la toxine tétanique et de la sous-unité S1 de PTX a été construite 

(Boucher et al. 1994). Cette protéine chimérique est capable d'induire, chez la souris, des 

anticorps neutralisants contre les deux toxines, indiquant que les épitopes protecteurs sont 

conservés dans la protéine recombinante. L'immunisation de souris à l'aide de l'oligomère B 

induit également la production d'anticorps neutralisant la toxine (Hausman et al. 1989) ainsi 

qu'une protection contre une infection respiratoire par B. pertussis (Shahin et al. 1990). 

Des épitopes potentiels de cellules B et T ont été identifiés sur les sous-unités S 1, 

52, 53, et 54 (Oksenberg et al. 1989; Chong et al. 1992; Petersen et al. 1992; Ibsen et al 

1993). 

La toxine de pertussis est connue pour être une protéine immunogénique 

potentiellement protectrice, mais elle va également exercer de nombreux effets sur le système 

immun. La PTX, injectée par voie parentérale, va stimuler la production d'IgE contre des 

protéines coadministrées et induire des réactions d'hypersensibilité de type retardée (Sewell 

et al. 1983). Ces deux phénomènes sont régulés par I'IL-4 et I'IFNy dont la production est 

stimulée par PTX (Mu and Sewell. 1993). 

Des propriétés adjuvantes concernant la toxine de pertussis ont été décrites (Munoz. 

1988) mais très peu d'articles font référence à une adjuvanticité de la PTX pour des protéines 

hétérologues administrées par voie muqueuse. Par exemple, Wilson et al. (1990) ont montré 

que PTX pourrait avoir un effet adjuvant sur la réponse immune dirigée contre la CTB et la 
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KLH (keyhole limpet hemocyanin) administrées par voie orale chez la souris, alors qu'elle 

n'induit qu'une très faible réponse contre elle-même. 

Les mécanismes par lesquels PTX exercerait son pouvoir potentiateur de la réponse 

immune restent inconnus. Cependant, certains auteurs (Black et al. 1988) pensent que cet 

effet serait lié à l'activité enzymatique de la toxine. Ils ont ainsi montré que l'administration par 

voie intraveineuse de souches de 8. pertussis inactivées par la chaleur et qui, soit étaient 

délétées du gène codant pour la sous-unité S 1, soit avaient une insertion dans S 1 entrai nant 

une perte de 90% de l'activité ADP-ribosyltransférase, n'induisait pas d'augmentation du taux 

d'anticorps sériques dirigés contre l'ovalbumine, contrairement à des souches exprimant la 

toxine native. Ces résultats sont en opposition avec ceux obtenus par Roberts et al. (1995) 

qui ont mis en évidence un pouvoir adjuvant chez une toxine mutée (PT-9K/129G) ayant 

perdu son activité enzymatique vis-à-vis de protéines hétérologues administrées par voie 

nasale. 

Cependant, il existe de nombreuses différences entre les deux études. Le mutant PTX 

utilisé par Black et al. (1988) possède 4 acides aminés supplémentaires insérés dans S1, 

alors que 2 acides aminés ont été substitués dans la sous-unité S1 de PT-9K/129G. Les 

premiers utilisent des souches de 8. pertussis inactivées alors que Roberts et al. (1995) 

étudient des toxines purifiées. Enfin, la voie d'administration est différente et pourrait jouer un 

rôle important sur les propriétés adjuvantes des toxines mutées. 

De manière comparable, des travaux récents (Dickinson and Clements. 1995) portant 

sur l'entérotoxine (L T) d' E. coli, immunologiquement et physiochimiquement proche de la toxine 

de pertussis, ont montré qu'une entérotoxine mutée (par substitution d'un seul acide aminé), 

appelée L T(R192G) et dépourvue de son activité ADP-ribosyltransférase et de sa toxicité, 

conservait sa capacité à agir comme un adjuvant pour des antigènes coadministrés par voie 

orale. Ces résultats sont opposés à ceux obtenus par Lycke et al. (1992) montrant qu'une 

toxine mutée (par substitution d'une lysine en position 112 par une glutamate) avait non 

seulement perdu son activité enzymatique mais également sa capacité d'induire de I'AMPc et 

son pouvoir adjuvant. 

Comme on peut le constater, les travaux portant sur le pouvoir adjuvant des toxines 

bactériennes à activité ADP-ribosyltransférase sont très controversés et de nombreux points 

restent encore à éclaircir avant de déterminer les effets et les mécanismes d'action de PTX sur 

la réponse immune contre un antigène coadministré par voie muqueuse. Cependant, la nature 

des mutations sur la PTX, la présentation (toxine purifiée ou bactérie atténuée), ainsi que la 

voie d'administration des antigènes hétérologues semblent intervenir de manière essentielle 

dans la propriété d'adjuvanticité ou non de la toxine. 

Dans notre modèle, nous avons tenté d'aborder la relation PTX/réponse immune par 

une approche originale en étudiant le lien pouvant exister entre la toxine de pertussis, et 
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notamment son activité enzymatique, et la réponse immune dirigée contre l'hémagglutinine 

filamenteuse (FHA) après administration intranasale de plusieurs souches vivantes atténuées 

de 8. pertussis (voir Chap. Résultats). 

B. Le rôle de la FHA dans l'immunité protectrice. 

De part son importance dans l'adhésion de 8. pertussis à différents types cellulaires, 

la FHA a été considérée comme un antigène majeur entrant dans la composition des vaccins 

contre la coqueluche. L'administration du vaccin cellulaire à des souris ou à des enfants 

entraine la production d'anticorps anti-FHA dans leur sérum (Redhaed et al. 1984). De plus, la 

vaccination d'enfants âgés de 18 mois avec le vaccin acellulaire induit des taux élevés 

d'anticorps anti-FHA ainsi qu'une réponse cellulaire T spécifique (Tomoda et al. 1991). Ces 

caractéristiques immunes sont retrouvées chez les personnes convalescentes après une 

coqueluche. 

Cependant, le profil isotypique de la réponse anti-FHA chez des enfants ayant reçu le 

vaccin cellulaire diffère de celui des individus atteints par la coqueluche. Alors que le taux 

d'lgG sérique spécifique est similaire, la réponse lgA anti-FHA est plus importante chez les 

malades que chez les personnes vaccinées (Thomas et al. 1989). Cette différence est encore 

plus marquée au niveau des sécrétions nasopharyngées et de la salive (Zackrisson et al. 

1990) où l'on observe une augmentation du taux d'lgA anti-FHA chez la plupart des malades 

plusieurs semaines après le début des symptômes. De manière similaire, on retrouve des 

taux élevés d'lgA anti-FHA dans les sécrétions nasales de souris infectées avec la souche 

virulente de 8. pertussis (Shahin et al. 1992), et ce, sur une période allant jusqu'à 26 

semaines après l'infection (Amsbaugh et al. 1993). L'ensemble de ces observations, ajoutées 

au fait que la protection chez la souris et chez l'homme est plus importante après une infection 

qu'après une vaccination, suggère que la présentation des antigènes de 8. pertussis, 

notamment de la FHA, au système immun muqueux du tractus respiratoire pourrait jouer un rôle 

essentiel dans l'efficacité et la durée de l'immunité protectrice. 

L'optimisation de la réponse immune anti-FHA fait l'objet de nombreux travaux. 

Shah in et al. (1992) ont ainsi montré que l'immunisation par voie intranasale ou orale de souris 

avec de la FHA purifiée (2 administrations de 100 Jlg à une semaine d'intervalle) induit la 

production d'lgG anti-FHA dans le sérum et dans les sécrétions nasales alors qu'une réponse 

lgA spécifique n'est détectée que dans les lavages broncho-alvéolaires (LBA). Ce protocole 

d'immunisation, tout comme une administration intraduodénale, est capable de protéger les 

souris contre une infection avec la souche virulente de 8. pertussis. (Shahin et al. 1992; 

Roberts et al. 1993). 
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Différentes équipes ont utilisé des vecteurs synthétiques afin d'améliorer l'immunité protectrice 

induite après administration muqueuse de la FHA. Ainsi, des souris immunisées par voie orale 

à l'aide de liposomes contenant de la FHA et de la PTX détoxifiée (à raison de trois fois 4 J.Lg) 

présentent une réponse lgG sérique spécifique des deux antigènes bactériens ainsi que des 

lgG et des lgA spécifiques dans les LBA (Guzman et al. 1993). 

Cahill et al. (1994) ont immunisé des souris par voie intranasale avec, soit de la FHA en 

solution, soit de la FHA incorporée dans des microsphères (2 administrations de 12,5 J.Lg à 4 

semaines d'intervalle). Les résultats obtenus en termes de réponse immune et de protection 

contre une infection par la souche virulente de B. pertussis sont similaires pour les deux 

protocoles d'immunisation. 

Un autre mode de vectorisation de la FHA consiste à faire exprimer cette adhésine par des 

souches recombinantes de S. typhimurium arcA ou encore d' E. coli. Leur administration par 

voie orale induit un niveau élevé d'lgA anti-FHA dans les poumons (Guzman et al. 1991 ). 

La localisation sur la FHA des épitopes de cellules B et T potentiellement protecteurs a 

été entreprise. Une région immunodominante a ainsi été déterminée dans la région C-terminale 

de la FHA mature. Elle est reconnue par les cellules B murines (Delisse-Gathoye et al. 1990) 

et par les lymphocytes T CD4+ humains (Di Tommaso et al. 1991) qui reconnaissent 

également la partie N-terminale de la FHA. 

C. L'immunité à médiation cellulaire. 

Les études entreprises afin d'étudier les mécanismes immunologiques permettant 

d'obtenir une protection contre B. pertussis se sont longtemps focalisées sur le rôle de 

l'immunité humorale. Cependant, les résultats d'un essai clinique en Suède avec le vaccin 

acellulaire contre la coqueluche (Ad hoc group for the study of pertussis vaccines. 1988}, ainsi 

que de nombreuses expériences chez la souris (Roberts et al. 1990; Shahin et al. 1990a) et 

chez le lapin (Ashworth et al. 1982), n'ont pas permis de déterminer de corrélation entre le taux 

d'anticorps sériques contre les antigènes de B. pertussis et une protection contre l'infection. 

Ainsi, alors que les anticorps circulants jouent un rôle de neutralisation des toxines et de 

prévention de l'adhésion des bactéries, l'immunité à médiation cellulaire semble intervenir dans 

la protection. 

De récentes études ont montré que B. pertussis n'est pas un pathogène strictement 

extracellulaire. En effet, cette bactérie peut survivre in vitro dans des cellules eucaryotes tels 

que les macrophages alvéolaires (Saukkonen et al. 1991 ), les cellules Hela ou encore les 

cellules épithéliales du tractus respiratoire humain (Ewanowich et al. 1989). B. pertussis a 

également été retouvé dans les macrophages alvéolaires présents dans les poumons des 

personnes atteintes du SIDA (Bromberg et al. 1991 ). 
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L'ensemble de ces observations semble montrer que l'immunité à médiation cellulaire 

est nécessaire au contrôle du stade intracellulaire de B. pertussis qui pourrait ainsi échapper 

aux mécanismes de défense immune médiés par les anticorps. 

De nombreux épitopes reconnus par les cellules T ont été localisés sur les antigènes 

de B. pertussis et démontrent ainsi le rôle de l'immunité à médiation cellulaire dans la protection 

contre une infection. Une preuve directe de l'importance des cellules T a été obtenue 

récemment. Des souris nude, déficientes en cellules T, se révèlent incapables d'éliminer les 

bactéries suite à une infection respiratoire et vont développer une infection chronique, alors 

que les souris naïves normales vont éliminer les bactéries en 35 jours. De plus, le transfert de 

cellules T CD4+, provenant de souris préalablement infectées par B. pertussis, à des souris 

nude ou rendues immunosuppressives par irradiation entraîne une élimination rapide des 

bactéries. Aucun anticorps sérique n'est détecté dans ces souris receveuses (Mills et al. 

1993). 

Le profil de cytokines obtenus à partir des cellules spléniques de souris 

convalescentes est caractéristique d'une sous-population Th1 de lymphocytes T CD4+ 

(production d'IL-2, d'IFNy, et de TNFa) (Petersen et al. 1992b). De même, l'immunisation de 

souris à l'aide du vaccin cellulaire contre la coqueluche induit une réponse de type Th 1 et un 

taux modéré d'anticorps (Redhead et al. 1993). Par contre, l'administration du vaccin acellulaire 

(composé de FHA, de PTX inactivée, et de pertactine) induit une forte réponse anticorps ainsi 

qu'un profil de cytokines de type Th2 (production d'IL-S mais pas d'IL-2 ni d'IFNy). La moins 

bonne efficacité du vaccin acellulaire, comparée au vaccin cellulaire, pour éliminer les bactéries 

suite à une infection respiratoire par B. pertussis semble refléter l'incapacité de ce vaccin à 

induire la production de cytokines Th1 spécifiques de la bactérie pathogène. Cependant, la 

courbe d'élimination des bactéries chez des souris immunisées avec le vaccin acellulaire est 

compatible avec le rôle des anticorps stimulés par les cellules Th2 qui vont réduire le nombre 

de bactéries dans les poumons durant le stade initial de l'infection. 

IV. La vaccination contre la coqueluche. 

Avant l'ère de la vaccination, la coqueluche était une des causes majeures de mortalité 

infantile dans le monde. Entre les années 1940 et 1948, aux Etats-Unis, davantage d'enfants 

sont morts de coqueluche que de rougeole, de scarlatine, de diphtérie, de poliomyélite et de 

méningite associées. Actuellement, l'O.M.S. estime que la coqueluche est responsable, 

chaque année, de la mort de 500 000 personnes dans le monde, notamment dans les pays en 

voie de développement (Muller et al. 1986). 

De part sa gravité, cette maladie fait, depuis le début de ce siècle, l'objet de 

nombreuses recherches. Durant les années 1930, plusieurs vaccins basés sur des méthodes 
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de préparation différentes ont vu le jour, mais les campagnes de vaccination contre la 

coqueluche ne débutèrent que dans les années 1940 et 1950 avec l'utilisation du vaccin 

cellulaire composé de 8. pertussis inactivées chimiquement ou par la çhaleur (Fine and 

Clarkson. 1987). L'efficacité de ce vaccin a été estimée à plus de 95% (Onorato et al. 1992), 

et son utilisation a entraîné une réduction spectaculaire de l'incidence de la coqueluche. Cette 

préparation vaccinale est en général associée aux anatoxines tétanique et diphtérique en 

présence d'un adjuvant tel que l'hydroxyde d'aluminium, le phosphate d'aluminium, ou encore 

le phosphate de calcium pour produire un vaccin combiné contre la diphtérie, le tétanos et la 

coqueluche, nommé DTP. En raison de la gravité de la coqueluche au cours de la première 

année de vie, les nourrissons sont vaccinés à partir du deuxième mois. Trois injections sous

cutanées ou intramusculaires sont pratiquées à 1 ou 2 mois d'intervalle; un premier rappel est 

effectué 12 à 15 mois après la première dose vaccinante, un second 5 ans après la primo

vaccination. 

Plusieurs rapports ont émis l'hypothèse d'une relation entre l'administration du vaccin 

cellulaire contre la coqueluche et certains effets secondaires graves. Ceci a entrainé une 

diminution de l'acceptation de cette vaccination, avec pour conséquence l'apparition de 

nouvelles épidémies (Miller et al. 1981 ). Bien que ces rapports soient maintenant largement 

réfutés (Brahams. 1988), ils furent les instruments qui déclenchèrent de nouvelles recherches 

sur le développement de vaccins acellulaires mieux définis et moins réactifs. 

Au Japon, les vaccins acellulaires, constitués de FHA, de PTX inactivée, et d'autres 

antigènes de 8. pertussis purifiés, sont utilisés depuis 1981 chez des enfants âgés de 2 ans, 

et leur utilisation a entraîné une réduction importante du nombre de cas de coqueluche (Kimura. 

1991 ). Récemment, une étude comparative a été réalisée en Suède. Elle a permis de montrer 

qu'un vaccin acellulaire à 5 composants (PTX inactivée, FHA, Fim2 et Fim3, et pertactine) 

présentait un profil de sécurité d'utilisation favorable et conférait une protection à 85% contre 

la coqueluche. Un vaccin à 2 composants (PTX inactivée et FHA) ainsi que le vaccin cellulaire 

étaient moins efficaces, avec respectivement 60% et 48% de protection (Gustafsson et al. 

1996). 

Les vaccins acellulaires contenant des molécules détoxifiées sont plus sûrs et plus 

immunogènes que les vaccins cellulaires, mais la possibilité d'une réversion de la toxicité reste 

présente. De nombreux travaux sont actuellement réalisés sur la détoxification au niveau 

génétique de la toxine de pertussis, notamment au niveau de la sous-unité S 1 responsable 

de la majorité des effets biologiques sévères de PTX (Loosmore et al. 1994). 
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Chapitre III 

La schistosomiase ou bilharziose 

1. Un problème de santé publique. 

La schistosomiase ou bilharziose (du nom de Théodor Bilharz) est une infection 

parasitaire chronique et débilitante qui constitue un problème majeur de santé publique dans 

de nombreux pays tropicaux et subtropicaux. Cette maladie représente la seconde endémie 

parasitaire dans le monde, après le paludisme, et est responsable chaque année de la mort 

de centaines de milliers de personnes et d'une morbidité difficilement estimable. La 

schistosomiase aurait également un impact considérable sur la nutrition, sur la croissance et le 

développement, et également sur les performances physiques et intellectuelles des enfants 

d'âge scolaire (Wiest. 1996). 

La gravité des lésions rencontrées et l'importance de la morbidité due à cette maladie 

chronique a incité de nombreux organismes internationaux à mettre en place des programmes 

destinés à la prévention de la maladie, à la surveillance épidémiologique au traitement, à 
l'information des populations et à la recherche d'un vaccin efficace (Picot. 1993). Les efforts de 

développement de nouvelles stratégies vaccinales s'orientent désormais non seulement vers 

l'induction d'une immunité protectrice efficace, mais de plus en plus vers un contrôle de la 

pathologie. 

Ces projets ont pu voir le jour grâce aux résultats acquis suite à l'ensemble des 

recherches effectuées sur ce sujet, notamment en ce qui concerne la symptomatologie de la 
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maladie, la biologie des parasites responsables: les schistosomes, et la réponse immune 

générée lors de l'infection. 

Il. La répartition géographique. 

Cette parasitose affectant 200 millions de personnes, 600 millions étant exposées au 

risque d'infection, est endémique dans 74 pays. La répartition des lieux d'endémies est liée à 

la présence des mollusques d'eau douce, hôtes intermédiaires. Les continents africains, sud

américains et asiatiques, présentant des conditions climatiques de type tropical et subtropical 

adéquates, sont les plus touchés (Fig.1 0). 

L'aménagement des cours d'eau entraine une augmentation de l'aire de répartition des 

schistosomes du fait de leur fréquentation par les populations humaines dans des régions où 

l'équipement sanitaire fait défaut. L'extrême adaptation du parasite à son hôte définitif est id 

exemplaire. La forme infestante du schistosome, le cercaire, va quitter son hôte intermédiaire, 

le mollusque, à une heure de la journée lui offrant le plus de chance de le mettre au contact 

avec son hôte définitif. Il s'agira du milieu de la journée (pic à 11 h) pour Schistosoma mansoni 

lorsque les activités de l'homme (travail, tâches ménagères ou loisir) le mènent au contact de 

l'eau, alors que les cercaires de l'espèce S. bovis seront présents dans l'eau à l'heure où le 

bétail vient s'abreuver (pic à 9 h). Cette chronobiologie cercarienne est génétiquement 

déterminée chez le schistosome (Théron and Combes. 1988). L'augmentation du niveau de 

vie, corrélée à la construction de latrines et d'adductions d'eau, ainsi que l'apparition d'eau 

filtrée pour l'utilisation quotidienne va donc entrainer une régression de l'incidence de la 

schistosomiase. Le flux migratoire des populations va également modifier la répartition 

géographique des aires d'endémies. 

Il existe 18 espèces de parasites appartenant au genre Schistosoma dont 5 vont 

infecter l'homme (Short. 1983). 

Schistosoma mansoni et S. haematobium sont les plus répandues (Larivière. 1993). 

L'espèce S. mansoni, à localisation intestinale, est endémique notamment en Afrique, dans la 

péninsule arabique, en Amérique du Sud et dans les Caraïbes, touchant plus de 50 pays. Un 

nombre similaire de pays est affecté par S. haematobium. Les principaux foyers de cette 

parasitose vésicale sont situés en Afrique, dans la péninsule arabique, è. Madagascar, à l'lie 

Maurice et en Inde. 

S. japonicum et S. mekongi, responsables d'une bilharziose intestinale, sévissent en 

Asie. L'espèce japonicum est notamment présente en Chine, aux Philippines, au Japon et en 

Indonésie, alors que S. mekongi a été identifié au Cambodge et au Laos (presqu'île du 

Mékong). 

5 1 



Introduction 

S. intercalatum, à localisation rectale chez l'homme, est quant à lui un parasite 

strictement africain. Sa présence a été détectée au Tchad, en Ouganda, au Zaïre, au Gabon 

et au Cameroun. 

S. mansoni, S. haematobium, et S. intercalatum coexistent dans plusieurs pays 

d'Afrique centrale et occidentale. Cette cohabitation peut avoir plusieurs conséquences 

importantes (Tchuem Tchuenté et al. 1996). 

Premièrement, elle peut exercer une influence sur l'épidémiologie du parasite. Ainsi, 

l'existence d'un mécanisme de compétition entre deux espèces de parasite capables d'infecter 

le même hôte peut entrainer un phénomène d'exclusion. Un facteur important limitant la 

distribution de S. intercalatum en Afrique pourrait provenir d'une telle exclusion entre cette 

espèce et S. mansoni(Tchuem Tchuenté. 1995) ou S. haematobium (Southgate. 1978). 

D'autre part, cette compétition entre les différentes espèces pourrait en partie expliquer 

la localisation différente des schistosomes africains chez leur hôte humain: S. mansoni est 

retrouvé dans l'intestin, S. haematobium dans la vessie et S. intercalatum dans le rectum. 

Des appariements interspécifiques au sein d'un même hôte peut entrainer l'apparition 

d'hybrides qui vont influencer l'hétérogénéité génétique des populations naturelles avec des 

conséquences possibles sur le pouvoir infectieux. Ainsi, l'évolution des prévalences des 

porteurs d'oeufs hybrides entre 1984 et 1992 au Gabon est en faveur d'un développement 

de l'espèce hybride (Richard-Lenoble et al. 1993). 

Enfin, il existe un nombre important d'espèces zoophiles parmi lesquelles S. bovis et 

S. mattheei qui infectent le bétail entrainant des pertes économiques importantes. 

Ill. Le parasite. 

A. Généralités. 

Les agents responsables, les schistosomes, sont des vers hématophages 

appartenant à l'embranchement des plathelminthes (vers plats non-segmentés) et à la classe 

des trématodes. Ces parasites suivent un cycle évolutif indirect (ils appartiennent à la sous

classe des digènes) avec un hôte intermédiaire gastéropode d'eau douce et un hôte définitif 

mammifère. 

Le génome nucléaire du schistosome comprend environ 2,7.108 paires de bases 

(Simpson et al. 1982) et est particulièrement riche en bases A et T (66%). Les schistosomes 

possèdent 7 paires de chromosomes autosomes et une paire de chromosomes sexuels (ZZ 

pour le mâle et zw pour la femelle). Par la technique de RAPD ("Random Amplified 
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Introduction 

Polymorphie DNA"), on ne distingue pas de polymorphisme entre les souches d'une même 

espèce isolées de zones géographiques distinctes (Simpson et al. 1995). 

La distinction entre les espèces est basée sur des critères morphologiques et 

biochimiques, parasitologiques (localisation géographiques, hôtes intermédiaires et 

définitifs, ... ), et également pathogéniques (localisation tissulaire, chronobiologie, ... ). La 

classification peut également se référer au spectre d'infectivité. La plupart des espèces 

respectent une stricte spécificité d'hôte, à l'exception de S. japonicum et S. mekongi qui 

parasitent à la fois l'homme et le bétail. 

B. Le cycle évolutif des schistosomes. 

Le cycle parasitaire s'effectue entre un hôte définitif mammifère et un hôte intermédiaire 

gastéropode d'eau douce. 

La pénétration de la forme infestante du parasite, la furcocercaire issue d'un mollusque, 

dans l'hôte définitif commence par une étape de fixation à la peau par deux ventouses munies 

d'épines. Par des mouvements vibratoires et la sécrétion d'enzymes protéolytiques au niveau 

des glandes céphaliques, la cercaire va traverser les couches supérieures de la peau en 

quelques minutes. Au cours de la pénétration, elle va perdre sa queue bifide qui lui permettait 

de nager en quête de son hôte. C'est la première des modifications que subit le parasite, alors 

appelé schistosomule. 

Tout en poursuivant ses processus de maturation, le schistosomule va quitter le 

derme, atteindre la lumière d'une veine ou d'un vaisseau lymphatique, et être entraîné par le 

flux sanguin jusqu'au coeur puis aux poumons. Le stade pulmonaire du schistosomule v a 

durer 3 à 4 jours durant lesquels le parasite va s'étirer (passant d'une longueur de 300 ).Lm à 

près de 900 ).Lm) afin de se faufiler dans les fins capillaires pulmonaires. Par la suite, le 

schistosomule va être entraîné vers l'aorte, les artères mésentériques et la veine porte, 

jusqu'au foie, son lieu de maturation. 

Le jeune parasite va alors se différencier en schistosome et subir une maturation 

sexuelle. S'il est de sexe mâle, il acquiert la morphologie caractéristique du schistosome mâle, 

sa face ventrale formant un canal gynécophore dans lequel se loge la femelle (Fig.11 ). Il 

s'accouple ainsi à une femelle schistosome qui peut, alors seulement, atteindre sa maturité 

sexuelle. Chez l'homme, les vers peuvent demeurer accouplés pendant plusieurs années. La 

longueur des vers varie de 6 à 26 mm, la femelle plus fine que le mâle étant généralement plus 

longue. Les vers appariés se déplacent ensuite à contre-courant grâce à leurs deux 

ventouses latérales et vont gagner leur lieu de ponte. La majorité des espèces de 

schistosomes infestant l'homme vont se nicher dans les veines proches de l'intestin. L'espèce 

S. haematobium, quant à elle, à un tropisme particulier pour le système urogénital. 
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Les femelles matures vont produire des oeufs en continu; on estime que la femelle de 

S. mansoni pond environ 300 oeufs par jour. Les oeufs de S. mansoni sont ensuite 

disséminés dans divers organes internes, notamment le foie, où à la faveur du rétrécissement 

des vaisseaux sanguins, ils se trouvent bloqués. Les oeufs sont alors la cible d'une forte 

réaction inflammatoire désignée sous le terme de réaction granulomateuse. Ils sont ainsi 

responsables de la pathologie liée à l'infection et permettent la poursuite du cycle parasitaire. 

En effet, les oeufs qui franchissent les muqueuses de l'appareil urinaire (S. haematobium) ou 

intestinal (S. mansoni et S. japonicum) sont excrétés dans les urines ou les selles et sont 

libérés dans l'eau. 

Les oeufs vont alors donner naissance, si certaines conditions du milieu sont réunies 

(pH neutre, luminosité, hydrométrie, salinité modérée et température proche de 30°C), à une 

forme larvaire libre, le miracidium. Celui-ci est extrêmement mobile car doté de cils vibratiles lui 

permettant de se déplacer en quête de son hôte intermédiaire, vraisemblablement attiré par 

des facteurs chimiotactiques. Les mollusques-hôtes sont spécifiques de chaque espèce: S. 

mansoni, S. haematobium et S. japonicum infectant respectivement les genres Biomphalaria, 

Bulinus et Oncomelania. 

A l'intérieur du mollusque, le miracidium se transforme en sporocyste primaire et rejoint 

l'hépatopancréas de l'hôte intermédiaire. Il passe alors, en 3 à 8 semaines, du stade 

sporocyste primaire et secondaire à celui de furcocercaire par multiplication asexuée et 

polyembryonie. Un seul miracidium peut ainsi donner naissance à plusieurs milliers de 

cercaires qui, à maturité, quittent le mollusque et contaminent les plans d'eau. 

IV. Les pathologies associées aux schistosomiases. 

Au sein d'une population infectée, les manifestations cliniques sont extrêmement 

variables. Elles sont corrélées à l'intensité de l'infection, à la souche du parasite infestant, à la 

fréquence des réinfections, au statut immunitaire de l'individu infecté ainsi qu'à des facteurs 

génétiques. Les prévalences d'infection les plus élevées et l'intensité des infections les plus 

importantes sont observées chez les enfants âgés de 5 à 15 ans, le nombre d'oeufs excrétés 

et l'intensité des lésions diminuant au cours du temps (Larivière. 1993). Cependant, il s'avère, 

d'après une enquête échographique sur une population infectée par S. japonicum, que les 

adultes excrétant le moins d'oeufs (âgés de 40 à 49 ans) sont également ceux qui ont la plus 

forte prévalence de fibrose hépatique avancée (Wiest et al. 1993). 

Selon la localisation des vers et la circulation des oeufs, on distingue des atteintes 

urogénitales (S. haematobium), l'infection à terme pouvant toucher les reins et provoquer des 

déficiences graves, et des atteintes hépato-intestinales (S. mansoni et S. japonicum). 
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Le premier symptôme qui apparait chez le sujet naïf est la "dermatite du nageur'', 

éruption traduisant la pénétration cutanée de la cercaire. Par la suite, la pathologie associée à 

l'infection par S. mansoni est essentiellement liée à la ponte des oeufs par le ver adulte. Les 

formes les plus "bénignes" se traduisent par une gêne intestinale (forme chronique intestinale) 

due à la présence des oeufs. Les lésions provoquées par le franchissement de la muqueuse 

intestinale peuvent conduire à des diarrhées sanglantes et à la formation de polypes. Les 

formes sévères de la maladie sont liées à la présence des oeufs dans le foie. Bloqués dans 

les capillaires hépatiques, ils altèrent la circulation sanguine et entrainent une hypertension 

portale. Celle-ci peut être responsable d'une fuite de plasma sanguin dans la cavité 

abdominale (ascite) ou dans les tissus (oedèmes). Les oeufs sont également la cible d'une 

réaction inflammatoire avec un afflux de cellules mononuclées (granulome primaire) puis, à la 

maturité du granulome, une majorité d'éosinophiles et en proportion plus faible des 

lymphocytes T et B, des macrophages, des mastocytes, des neutrophiles et des fibroblastes 

(Weinstock and Boras. 1983). Les granulomes vont ensuite évoluer vers une fibrose qui 

devient progressivement irréversible. Lorsqu'elle est massive, elle génère une circulation 

collatérale et des varices. Le risque majeur réside alors dans la rupture de ces varices 

associée à des hémorragies. 

S. japonicum présente un tableau clinique très similaire, les lésions semblant 

néanmoins plus précoces et des atteintes neurologiques étant observées. 

Dans les PVD, d'autres maladies fréquemment associées aux schistosomiases, telles · 

que l'hépatite B, la salmonellose ou encore la shigellose pour S. mansoni et le cancer de la 

vessie pour S. haematobium, viennent encore aggraver le tableau clinique. 

De manière générale, l'altération de la réponse immunitaire provoquée par le parasite 

entraine, chez la souris, une diminution de la capacité d'élimination d'autres pathogènes (Actor 

et al. 1993; 1994). 

V. Les traitements. 

Il existe actuellement plusieurs traitements chimiothérapeutiques efficaces contre les 

schistosomiases, le praziquantel (PZQ) étant le composé le plus utilisé devant l'oxamniquine. 

Le PZQ est actif sur toutes les espèces de schistosomes infectant l'homme et, dans le 

cas de la schistosomiase à S. mansoni, le taux de guérison, déterminé par l'arrêt définitif de 

l'émission d'oeufs dans les selles, est estimé à environ 90%. En raison des son action anti-
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inflammatoire non-spécifique, le PZQ entraine également une régression des lésions 

viscérales, si elles ne sont pas trop anciennes. 

Bien que ces effets sur le parasite soient connus, le mode d'action de cette molécule 

reste encore mal déterminé. Le PZQ provoque in vitro une contraction musculaire paralysante, 

une dépolarisation membranaire et un influx de calcium suivi par une rupture du tégument du 

ver adulte entrai nant une mort rapide du parasite. Il agit également, à un moindre degré, sur les 

schistosomules et les oeufs en transit dans les tissus. De plus, le PZQ semble modifier le 

profil des antigènes de surface du schistosome, exposant notamment certaines enzymes (la 

phosphatase alcaline pour S. mansoni et la glutathione S-transférase de 26 kDa pour S. 

japonicum) qui deviennent alors plus accessibles au système immunitaire (Fallon and 

Doenhoff. 1994; McTigue et al. 1995). 

L'efficacité de ce traitement est cependant associée à de nombreux effets secondaires 

et, bien que reconnue non tératogène, la prescription du PZQ est à éviter chez la femme 

enceinte. D'autre part, ce médicament semble diminuer l'immunité acquise à la réinfection 

(Moloney et al. 1987) et son coût élevé en restreint l'usage dans les PVD. 

Une nouvelle observation vient également porter une ombre sur l'utilisation du PZQ 

comme médicament de référence contre les schistosomes; il s'agit de l'apparition d'une 

population de parasites résistants à cette molécule. En effet, de telles résistances ont été 

mises en évidence au laboratoire (Fallon and Doenhoff. 1994; lsmaîl et al. 1994) ainsi que 

dans certains foyers d'infection naturelle (Sénégal, Egypte) où l'on observe un taux de 

guérison plus faible (60%) suite au traitement par le PZQ (Fallon et al. 1995). De tels 

phénomènes de résistance ont également été observés pour l'oxamniquine (Fallon et al. 

1996). 

L'oxamniquine est la deuxième molécule utilisée dans le traitement de la bilharziose. 

Elle a une action paralysante sur le ver, provoquant ainsi son reflux dans la circulation portale 

intra-hépatique où les mâles sont détruits. Les femelles semblent survivre mais cessent alors 

de pondre. Cette molécule, uniquement active sur S. mansoni, a l'avantage d'être quatre fois 

moins chère que le PZQ. 

Cependant, quelle que soit l'efficacité d'un traitement chimiothérapeutique, celui-ci ne 

prévient pas les réinfections chez les jeunes enfants, qui peuvent réapparaître très 

rapidement en zone d'endémie. 

Des efforts de prophylaxie sanitaire, basée sur l'interruption du cycle parasitaire, ont 

été entrepris. Ils ont été abordés à plusieurs niveaux: élimination de la forme infestante du 

schistosome par l'éradication des mollusques vecteurs (peu efficace et dangereux pour 

l'environnement}, réduction de la contamination des plans d'eau par les excrétats et diminution 

56 



Introduction 

des contacts de la population avec le biotope contaminé (disposition difficile à mettre en place 

sur le terrain). 

Pour ces raisons, la lutte contre la bilharziose s'oriente désormais vers une stratégie 

visant à l'élaboration d'une prophylaxie médicale basée sur l'utilisation d'un vaccin. Cette 

approche vaccinale devra probablement être associée avec un traitement préalable au PZQ. 

Ceci a entrainé le développement d'une étude approfondie de la réponse immune de l'hôte à 

l'infection par les schistosomes. 

VI. Réponse immune développée au cours d'une infection 

à S. mansoni. 

A. La réponse anticorps et les phénomènes d'ADCC: les 

mécanismes effecteurs chez l'homme et chez le rat. 

L'une des approches entreprises pour déterminer les mécanismes immunitaires 

développés par l'hôte humain en réaction aux parasites, est basée sur des études 

épidémiologiques de populations touchées par la bilharziose. 

Les résultats obtenus lors de deux études épidémiologiques s'appliquant à une 

infection par S. mansoni chez des populations kenyanes (Dun ne et al. 1992) et brésiliennes 

(Rihet et al. 1991; Demeure et al. 1993), montrent une corrélation positive entre la réponse IgE 

spécifique des antigènes du parasite et l'acquisition d'une résistance à la ré infection (après 

chimiothérapie). De la même manière, lors d'une infection à S. haematobium, des taux élevés 

d'IgE sont associés avec une résistance à la réinfection (Ndhlovu et al. 1996), principalement 

chez les jeunes enfants (Hagan et al. 1991 ). Dans le cas d'infections à S. mansoni, bien que 

la réponse lgA sérique contre les antigènes totaux soit seulement associée de manière non 

significative à l'acquisition âge-dépendante d'une immunité (Dunne et al. 1992), la réponse lgA 

contre une glutathion $-transférase de 28 kDa (Sm28GST) augmente significativement avec 

l'âge des individus. Ces anticorps sont par ailleurs capables d'inhiber l'activité enzymatique 

de la protéine, réduisant la fécondité des vers femelles et la viabilité des oeufs produits 

(Grzych et al. 1993). 

D'autre part, des phénomènes de cytotoxicité dépendante d'anticorps (ADCC pour 

Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity), mettant en jeu des lgG et des éosinophiles, ont 

été mis en évidence chez l'homme (Butterworth et al. 1975; Khalife et al. 1989). Cependant, 

l'étude approfondie de ces mécanismes, induisant la lyse des schistosomules in vitro, a été 
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réalisée chez le rat, hôte semi-permissif pour le schistosome c'est-à-dire chez lequel le 

parasite, n'atteignant pas sa maturité, ne pond pas d'oeufs et est expulsé 3 semaines après 

l'infection. Chez le rat, l'immunité à la réinfection est principalement basée sur ces 

phénomènes d'ADCC qui font intervenir des cellules pro-inflammatoires non lymphoïdes 

(macrophages (~apron et al. 1975), éosinophiles (Capron et al. 1981 ), et plaquettes (Joseph 

et al. 1983)) et des anticorps anaphylactiques (IgE et lgG2a) (Verwaerde et al. 1987; Grzych 

et al. 1982). Ces interactions nécessitent l'expression de récepteurs cellulaires Fe pour les 

anticorps (le récepteur de haute affinité aux IgE FœRI vient d'être récemment décrit sur les 

éosinophiles (Soussi-Gouni et al. 1995)) et la présence d'isotypes particuliers d'anticorps. 

Ainsi, alors que les lgG2a provoquent une cytotoxicité vis-à-vis des schistosomules en 

présence d'éosinophiles et sont capables, in vivo, de conférer une protection après transfert 

passif, les lgG2c de même spécificité sont capables d'inhiber cette cytotoxicité (Capron et al. 

1987). Ces anticorps, lgG2c chez le rat (Grzych et al. 1984), lgM, lgG2 et lgG4 lors d'une 

infestation humaine (Khalife et al. 1986; 1989; Demeure et al. 1993), sont dits "bloquants" de 

par leur capacité à neutraliser la formation de l'interaction cellules 

effectrices/anticorps/schistosomule. 

B. L'immunité protectrice chez la souris. 

La souris, hôte permissif pour les schistosomes, est un modèle de choix pour étudier la 

pathologie liée à l'infection par S. mansoni. Le parasite y effectue son cycle entier ce qui se 

traduit par la ponte des oeufs et la formation des granulomes. L'utilisation de cet animal de 

laboratoire est donc propice aux protocoles d'immt..:nisation à l'aide d'antigènes potentiellement 

protecteurs, ceci dans le but d'analyser l'immunité spécifique développée contre cet antigène 

et son effet sur le nombre de vers ou la charge en oeufs responsables de la pathologie. 

L'étude de la réponse cellulaire T au cours d'une infection expérimentale montre une 

réponse Th 1 générée durant la phase précoce de l'infection qui laisse place à un profil de 

cytokines de type Th2 induit par les oeufs. Cette relation causale entre les oeufs de 

schistosomes et la réponse Th2 est suggérée par l'apparition simultanée d'IL-4 et d'IL-5 

produites par des cellules Th2 lorsque les vers commencent à pondre (Pearce et al. 1991 ), 

contrairement aux résultats observés lors d'une infection expérimentale unisexe de S. 

mansoni au cours de laquelle il n'y a évidemment pas de production d'oeufs (Grzych et al. 

1991 ). 

L'exposition de souris à des cercaires irradiées à permis d'approfondir nos 

connaissances sur les mécanismes immunitaires développés chez la souris. Dans ce modèle, 

l'immunité est associée à la production d'IFNy produit par des lymphocytes T CD4+ de type 

Th1, générés au niveau de la peau puis recrutés au niveau des poumons. Le phénomène 
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d'attrition observé lors d'une infection suite à ce protocole d'immunisation pourrait être dû à la 

sécrétion de cytokines par ces cellules Th1 qui, induisant la formation d'agrégats cellulaires 

autour des parasites dans les poumons, bloquerait leur migration (Smythies et al. 1992). 

Malgré la forte inflammation locale qui parfois détruit le système vasculaire, il n'y a pas 

d'évidence quant à de potentiels effets cytotoxiques sur les parasites eux-mêmes (Crabtree 

and Wilson. 1986). 

D'autre part, la réponse lgA sérique spécifique des antigènes de schistosomes (stade 

ver adulte, furcocercaire ou oeuf) ainsi que la production d'lgA au niveau des muqueuses 

intestinales augmentent après la ponte des oeufs. On a d'ailleurs pu mettre en évidence la 

présence de ces oeufs au niveau des follicules de plaque de Peyer (Poulain-Godefroy et al. 

1996), montrant les relations intimes entre le parasite et le système muqueux de l'intestin au 

cours d'une infestation. 

C. Les mécanismes de contrôle de la réponse immune de l'hôte 

développés par le parasite. 

Afin de se protéger contre la réponse immune de l'hôte à laquelle il est constamment 

exposé, le parasite va mettre en place des mécanismes de mimétisme moléculaire ou de 

"détournement" des composants de la réponse de l'hôte. 

Le schistosomule va rapidement acquérir des antigènes de l'hôte. Le phénomène de 

mimétisme moléculaire se fait par acquisition passive de ces protéine (protéines du CMH ou 

de groupes sanguins) ou par l'expression de structures antigéniques analogues à celles de 

l'hôte (Capron. 1995a). Chez S. mansoni, l'augmentation de la production des oeufs par les 

vers femelles, suite à l'injection de TNFa, chez les souris SCID (où elle est généralement très 

faible) semble indiquer que le parasite est capable d'exprimer des protéines possédant des 

homologies avec les récepteurs présents chez l'hôte (Amiri et al. 1992). 

Le schistosome est également capable de fixer ou d'exprimer certains facteurs (SCIP-

1 pour "schistosome complement inhibitor'', ou encore des serpines pour "serine protease 

inhibitor'') qui vont permettre la neutralisation de certains composants impliqués dans les 

réactions de défense non-spécifiques (Fishelson. 1995). 

Les protéases du parasite peuvent également dégrader les lgG fixés sur les vers, 

donnant naissance à des peptides qui possèdent des fonctions immunomodulatrices in vitro 

sur les macrophages (Auriault et al. 1981 ). 

De plus, les schistosomes produisent à tous les stades de leur développement des 

quantités significatives de dérivés du précurseur POMC (ProOpioMelanoCortine), conduisant 

à une immunosuppression des immunocytes de l'hôte intermédiaire ainsi que des monocytes 

de l'hôte définitif (Duvaux-Miret et al. 1992). 
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VIl. Approches vaccinales contre l'infection à S. mansoni. 

La complexité des mécanismes immunitaires développés chez l'homme ou l'animal en 

réaction à une infection par S. mansoni, amplifiée par les stratégies mises en place par le 

parasite afin d'échapper à cette réponse immune, reflète les difficultés rencontrées lors de 

l'élaboration d'un vaccin contre la schistosomiase (Pierce and Capron. 1994a). 

Deux caractéristiques de l'infection par les schistosomes sont essentielles à la 

conception d'un tel vaccin: 

- Ces parasites ne se multiplient pas dans les tissus de leur hôte définitif, et donc une 

immunité partielle non stérilisante, acquise de façon naturelle ou suite à une vaccination, peut 

avoir un impact considérable sur la charge en vers et donc sur l'incidence de la pathologie et la 

transmission de la maladie. 

-Puisque les oeufs sont les principaux responsables de la pathologie, une immunisation qui 

réduirait la fécondité des vers femelles ou qui diminuerait la réaction granulomateuse autour des 

oeufs, accompagnée ou non par une réduction du nombre de vers adultes, entrainerait une 

diminution de la morbidité des populations touchées, limiterait les formes aiguës de la maladie 

et contrôlerait sa transmission. 

A. Les antigènes à potentiel vaccinal. 

Au cours de ces dernières années, de nombreuses molécules potentiellement 

vaccinantes ont été caractérisées, clonées et produites en bactérie ou en levure. Quelques 

unes d'entre elles présentent un effet protecteur chez l'animal contre une infection par des 

schistosomes. 

Parmi elles, l'OMS a retenu 6 antigènes comme candidats vaccinaux contre l'infection par S. 

mansoni (Bergquist. 1995). 

- La paramyosine 

Il s'agit d'une protéine de 97 kDa isolée à partir des antigènes de vers adultes. L'immunisation 

de souris à l'aide de la paramyosine recombinante en présence de BCG comme adjuvant, 

induit une protection de l'ordre de 39% (Pearce et al. 1988). 

- La protéine lrV-5 (irradiation-associated vaccine antigen) 

Cette protéine de 62 kDa a été isolée à partir d'antigènes de surface de schistosomules à 

l'aide de sérums provenant de souris vaccinées à l'aide de cercaires irradiées. Un taux élevé 

de protection (60 à 80%) est obtenu chez la souris après trois injections intrapéritonéales ou 
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sous-cutanées de la protéine recombinante (Amory-Soisson et al. 1992), mais les résultats 

obtenus chez le babouin sont beaucoup plus variables. 

-La Sm23 

La structure proposée de cet antigène membranaire de 23 kDa suggère la présence de 4 

domaines transmembranaires et de 2 domaines extracellulaires hydrophiles (Reynolds et al. 

1992). La Sm23 est un antigène protecteur puisque des expériences d'immunisation à l'aide 

d'un peptide synthétique contenant les épitopes de cellules B et T confèrent 45 à 80% de 

protection en termes de réduction du nombre de vers chez la souris. 

-La Sm14 ou FABP-14 (Fatty Acid Binding Protein) 

Cet antigène membranaire (Moser et al. 1991 ), présent au stade schistosomule, protège la 

souris à 65% et le lapin à 95%. La Sm14 de S. mansoni présente de fortes homologies avec 

la protéine Fh12 de Fascia/a hepatica, parasite responsable d'atteintes hépatiques. Ainsi, 

l'immunisation de souris avec la protéine Fh12 protège contre l'infection par S. mansoni 

(Tendler et al. 1995). De telles réactions croisées permettent d'envisager une vaccination 

contre plusieurs parasites co-endémiques. 

- La TriosePhosphate lsomérase (TPI) 

Cette enzyme est impliquée dans le métabolisme du glucose. Elle a été identifiée à l'aide d'un 

anticorps monoclonal qui reconnaissait un antigène de 28 kDa à tous les stades du 

développement parasitaire (Harn. 1985). Cette protéine a été clonée et la TPI recombinante 

exprime l'activité enzymatique. Chez la souris, les taux de protection varient de 30 à 60%. 

-La Sm28GST 

Le candidat vaccinal le mieux caractérisé, et avec lequel les études d'immunisation et de 

protection ont été les plus poussées, est une glutathion S-transférase de 28 kDa de S. 

mansoni (Capron et al. 1995b). C'est le seul candidat actuel dont l'injection entraine non 

seulement une réduction du nombre de vers mais également une diminution de la fécondité des 

vers femelles et de la viabilité des oeufs. L'ensemble des caractéristiques et propriétés de la 

Sm28GST seront repris dans le chapitre suivant. 
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B. La Sm28GST de S. mansoni. 

a. Découverte et caractérisation de la Sm28GST. 

L'identification d'une fraction de 28 kDa provenant d'antigènes solubles de vers 

adultes de S. mansoni, qui induisait une réponse anticorps protectrice et qui conférait des taux 

élevés de protection chez le rat Fisher {50 à 70%) et chez la souris Balb/C {40 à 43%} par 

immunisation directe en présence d'adjuvants {Balloul et al. 1985; 1987a), a été suivie, après 

criblage d'une banque d'expression, par le clonage et le séquençage de l'ADNe codant pour le 

composé antigénique majeur de cette fraction {Balloul et al. 1987b). La comparaison de la 

séquence protéique de cette protéine de 211 acides aminés a montré des homologies avec la 

famille des GSTs, enzymes répandues dans tout le règne animal et végétal et essentielles au 

métabolisme cellulaire (Taylor et al. 1988). 

L'ADNe complet de cette protéine, alors baptisée Sm28GST, a été sous-cloné et 

exprimé chez E. coli {Balloul et al. 1987b) et Saccharomyces cerevisiae {Loison et al. 1989) 

sous une forme enzymatiquement active, ce qui permet sa purification par chromatographie 

d'affinité sur glutathion-agarose. Le clonage et le séquençage du clone génomique a permis de 

déterminer la taille du gène complet codant pour la Sm28GST (5,5 kb) et la présence de 4 

exons {McNair et al. 1993). 

b. La famille des GSTs. 

1. Généralités. 

Les GSTs sont une famille d'enzymes qui ont de multiples fonctions dans la protection 

de la cellule, notamment contre les composés réactifs générés par les radicaux libres. Ils sont 

essentiels chez les helminthes qui possèdent peu d'enzymes de réparation et semblent 

dépourvus de cytochromes P-450 {Precious and Barret. 1989). Ces derniers ont un rôle 

primordial chez les mammifères en intervenant dans les processus d'oxydoréduction 

constitutifs lors de la phase primaire de détoxification (Coon and Vaz. 1988). 

L'origine des radicaux libres, libérés lors d'une infection par un pathogène intra- ou 

extracellulaire {Hughes. 1988), peut être multiple. Ces composés oxygénés peuvent dériver 

du métabolisme cellulaire, de phagocytes activés ou de cellules du système immunitaire 

{macrophages, plaquettes, neutrophiles ou éosinophiles) activées par le complément ou par 

des anticorps. 

Pour se défendre, les parasites possèdent plusieurs types d'enzymes impliquées 

dans la détoxification de ces radicaux oxydants, telles que la catalase, la cytochrome c 

peroxydase, la superoxyde dismutase ou encore les enzymes dépendantes du glutathion 
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comme les GSTs (Brophy and Barret. 1990) et les glutathion peroxydases (Roche et al. 

1994). 

Les GSTs, considérées comme des enzymes ubiquitaires, jouent donc un rôle 

essentiel dans la protection des tissus face aux dommages oxydatifs. Elles agissent en 

catalysant l'attaque nucléophile du glutathion (GSH) sur des composés hydrophobes qui 

peuvent être des substrats exogènes ou des composés endogènes résultant du métabolisme 

oxydatif. La conjugaison du GSH diminue la réactivité de ces molécules toxiques et augmente 

leur caractère hydrophile, facilitant ainsi leur solubilisation et leur élimination sous forme 

inactivée (Boyland and Chasseaud. 1969). De plus, il semble que chez les helminthes, 

notamment chez S. mansoni, les GSTs pourraient également être à l'origine d'une résistance 

contre un médicament antiparasitaire, le dichlorvos (O'Leary and Tracy. 1991 ). 

Parallèlement à leur rôle de défense, les GSTs peuvent parfois participer à la 

synthèse de molécules physiologiquement actives telles que les prostaglandines, les 

leucotriènes C4, ainsi qu'au transport et au stockage intracellulaire de molécules lipophiles 

(Ketterer et al. 1988). 

2. Les GSTs chez les schistosomes. 

Plusieurs travaux suggèrent que les GSTs sont cruciales pour le parasite afin qu'il 

puisse se défendre contre les mécanismes immunitaires spécifiques et non-spécifiques 

développés par l'hôte, et que l'inhibition de cette activité enzymatique entrains la mort du 

parasite (Taylor et al. 1988; Mitchell. 1989). Cette supposition est renforcée par la localisation 

des GSTs dans le tégument, le parenchyme, et l'épithélium oesophagien (Liu et al. 1996). La 

Sm28GST est également retrouvée dans les organes génitaux des vers adultes et les 

glandes céphaliques des schistosomules. Ceci explique la présence de la Sm28GST dans 

les sécrétions larvaires (Taylor et al. 1988; Trottein et al. 1990). La Sm28GST est également 

présente chez les miracidiums, les cercaires, et dans les oeufs de schistosomes. Des 

données, qui apparaitront dans le chapitre sur les propriétés immunologiques de la 

Sm28GST, laissent penser que cette activité enzymatique jouerait un rôle important, 

directement ou indirectement, sur la fécondité des vers femelles et la viabilité des oeufs. Les 

schistosomes expriment donc une activité GST à tous les stades de leur développement, ce 

qui fait de la Sm28GST une cible potentielle intéressante. 

Les schistosomes possèdent deux familles de GSTs de 26 et 28 kDa (Balloul et al. 

1987a; Trottein et al. 1990, 1992). La Sm28GST peut être exprimée sous trois formes 

variantes: SmGST-1, SmGST-2, et SmGST-3 qui diffèrent entre elles par deux acides 

aminés en position 61 et 136 (SmGST-1: Asp/Leu; -2: Asn/Phe; -3: Asn/Leu) (Pierce et al. 

1994b). Les isoenzymes natives sont des dimères, SmGST-1 et -3 se présentant sous 
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forme homodimérique, SmGST-2 étant un hétérodimère composé d'une sous-unité SmGST-1 

et d'une sous-unité SmGST-3. 

La comparaison des séquences peptidiques des GST des différentes espèces de 

schistosomes montre un fort degré de conservation, laissant supposer des réactions croisées 

au niveau épitopique qui pourraient permettre de protéger contre plusieurs espèces de 

schistosomes à l'aide d'un seul antigène vaccinal. Sb28GST (S. bovis) est identique à 97% 

à Sh28GST {S. haematobium), elle-même identique à 90% à Sm28GST. Par contre, le degré 

d'identité de ces GST avec la Sj28GST {S. japonicum) est plus faible {respectivement 78, 

76, et 77%) (Trottein et al. 1992). La similitude de séquence entre les formes de 28 et de 26 

kDa de S. mansoni n'est pas significative (Trottein et al. 1990). 

D'autre part, malgré la conservation de structure entre les GSTs de schistosomes et de 

mammifères, aucune réaction immunologique croisée n'a été observée entre ces enzymes 

parasitaires et celles correspondantes chez le rat et chez l'homme (Taylor et al. 1988). 

c. Les propriétés immunologiques de la Sm28GST. 

1. L'effet protecteur de la Sm28GST. 

La Sm28GST recombinante induit une immunité protectrice chez le modèle rat et 

hamster {Balloull et al. 1987b; Grezel et al. 1992), chez le babouin {Balloul et al. 1987c; 

Boulanger et al. 1991) et chez la souris (Boulanger et al. 1991; Xu et al. 1993, Pancré et al. 

soumis). Les taux de protection conférés contre l'infection varient de 50-70% chez le rat à 30-

45% chez la souris et 38% chez le babouin. Ce dernier modèle est représentatif d'un des 

problèmes rencontrés lors de l'utilisation d'un unique antigène recombinant chez des animaux 

qui ne sont pas syngéniques, et chez lesquels une forte variation individuelle est obtenue. En 

effet, les taux individuels de protection varient de 0 à 80%. 

L'ensemble de la discussion ayant trait à la protection contre une infection par les 

schistosomes portait auparavant sur la réduction du nombre de parasites chez les animaux 

immunisés. Les expériences d'immunisation chez les babouins et les souris à l'aide de la 

Sm28GST recombinante ont mis en évidence un effet protecteur différent, qui n'avait jusque-là 

encore jamais été observé. Cet effet correspond à une réduction de la fécondité des vers 

femelles qui se traduit par une diminution des oeufs excrétés chez les animaux immunisés, et 

une réduction de la charge tissulaire en oeufs (Boulanger et al. 1991). De même, des travaux 

réalisés chez le veau avec la Sb28GST de S. bovis (Trottein et al. 1992) montrent une 

réduction de l'excrétion des oeufs et de la densité tissulaire, non associée à une diminution de 

vers {Bushara et al. 1993). Inversement, des chèvres immunisées avec Sb28GST voient 

une réduction de leur charge parasitaire après infection par S. bovis, mais pas d'effet sur la 

fécondité (Boulanger et al. 1995). Des différences importantes quant à l'effet de la vaccination 
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avec 8b28G8T semblent donc être observées en fonction de l'espèce animale. D'autre part, 

des singes patas, immunisés avec la r8m28G8T, puis infestés expérimentalement avec S. 

haematobium, développe une diminution marquée de la fécondité des vers et de la viabilité 

des oeufs (Boulanger et al. 1995). Ces résultats soulignent les potentialités vaccinales de la 

8m28G8T dans le contrôle de la pathologie induite par les oeufs et la transmission de la 

schistosomiase, même lorsqu'il s'agit d'une infestation hétérologue. 

2. 8m28G8T et anticorps. 

Partant de l'hypothèse que l'effet protecteur associé à l'immunisation avec la 

8m28G8T pourrait être dû à l'inhibition de l'activité enzymatique G8T qui est vitale à la survie 

du parasite dans son hôte définitif (Taylor et al. 1988; Mitchell. 1989), un anticorps monoclonal 

(813) qui inhibe l'activité enzymatique de la 8m28G8T in vitro, a été utilisé pour déterminer un 

éventuel lien entre l'immunité protectrice et l'activité G8T. Le transfert passif de 813 chez des 

souris Balb C, préalablement infectées par S. mansoni, entraine une réduction du nombre de 

vers, ce qui n'est pas le cas d'un autre anticorps monoclonal (H2) dirigé contre la 8m28G8T 

mais ne bloquant pas son activité enzymatique. Quand 813 est transféré passivement 15 ou 

30 jours avant l'infection, aucun effet sur le nombre de vers n'est observé, mais une forte 

réduction du nombre d'oeufs dans les tissus est mise en évidence (Xu et al. 1991 ). Transféré 

de la même manière, H2 n'a aucun effet, laissant supposer un lien entre l'inhibition de l'activité 

G8T et l'immunité anti-fécondité. L'utilisation de 813, après immunisation avec la 8m28G8T, 

induit également une réduction de la viabilité des oeufs produits qui se traduit par une 

diminution du nombre d'oeufs matures présents et de leur capacité à éclore in vitro. 

L'anticorps monoclonal 813 interagit avec des peptides dérivés des domaines N- et 

C-terminaux de la Sm28GST (Xu et al. 1993). Cette reconnaissance des deux extrémités de 

la protéine par un même anticorps peut être expliquée par la structure tridimensionnelle 

proposée après cristallisation de la 8m28G8T et par extrapolation des structures des G8Ts 

de mammifères (Trottein et al. 1992b). L'utilisation du peptide C-terminal (peptide 190-211 ), 

conjugué à l'ovalbumine, induit la production d'anticorps capables d'inhiber l'activité 

enzymatique de la 8m28GST, entraine une réduction partielle du nombre de vers suite à une 

infection expérimentale, et surtout, se traduit par une réduction marquée de la charge en oeufs 

dans les tissus et de leur viabilité. La relevance de ces observations lors d'une infection 

humaine est suggérée par la capacité des lgA sériques d'individus infectés à inhiber la 

fécondité des couples de vers adultes maintenus en culture (Grzych et al. 1993). 

Le peptide 190-211 de la 8m28G8T correspond à un épitope majeur chez l'homme 

puisqu'il est capable de stimuler la prolifération des lymphocytes du sang périphérique chez la 

plupart des individus infectés (Wolowczuk et al. 1996). Parmi les autres épitopes importants 

de la 8m28G8T, initialement définis dans les modèles animaux (Auriault et al. 1988; 

Wolowczuk et al. 1989; 1991), le peptide 115-131, porteur d'épitope(s) T et 8, est 
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particulièrement intéressant. Un octopus (8 copies) de ce peptide induit une immunité 

protectrice chez le rat et la souris (Wolowczuk et al. 1991). La région 24-43 est également 

considérée comme porteuse d'épitope(s) T (on retrouve des cellules spécifiques chez les 

animaux ayant reçu la Sm28GST, mais peu d'anticorps spécifiques) 

2. Sm28GST et réponse cellulaire T. 

La réponse cellulaire T contre la Sm28GST joue un rôle important de par son 

implication dans la réduction du nombre d'oeufs dans le foie et dans la diminution de la 

pathologie hépatique, mesurée par le taux de collagène contenu dans le foie des souris 

infectées (Pancré et al. soumis). Dans ce modèle, les souris immunisées avec une seule dose 

de rSm28GST développent des réponses CD4+ Th1 et CD8+ spécifiques de l'antigène, et 

les effets protecteurs peuvent être complètement abolis par l'administration d'anticorps anti

IFNy (Pancré et al. 1994). Cette cytokine semble donc être impliquée dans l'immunité 

protectrice obtenue après immunisation avec la rSm28GST. 
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L'un des enjeux actuels de la vaccinologie est de parvenir à élaborer de nouvelles 

préparations vaccinales qui pourraient être administrables par voie muqueuse. 

L'approche muqueuse parait très prometteuse car elle permet d'induire à la fois une 

réponse locale et une réponse immune sérique. Cette voie d'administration vaccinale se 

traduit donc par la capacité à prévenir les infections au niveau des muqueuses, porte 

d'entrée de nombreux pathogènes, ainsi que par la stimulation du système immunitaire 

systémique de l'individu receveur en évitant les inconvénients liés à une administration par 

injection à travers la peau (contaminations, nécessité d'un encadrement médical important). 

Dans le cadre du développement d'une stratégie vaccinale contre la bilharziose, nous 

avons choisi une approche consistant à vectoriser un antigène vaccinal très prometteur, la 

Sm28GST, à l'aide d'une bactérie ayant un tropisme pour les muqueuses des voies 

respiratoires, Bordetella pertussis. 

La capacité de cette protéine parasitaire a induire une immunité protectrice a été 

démontrée chez les rongeurs et les primates. En effet, l'immunisation à l'aide de la Sm28GST 

recombinante, en présence de différents adjuvants, conduit à une réduction partielle mais 

significative du nombre de vers, ainsi que de la fécondité des vers femelles et de la viabilité 

des oeufs. Or, des études épidémiologiques récentes (Butterworth. 1992) ont montré qu'une 

diminution de la charge parasitaire de l'ordre de 60% diminuerait de manière considérable les 

manifestations pathologiques tout en affectant, à terme, le potentiel de transmission. Une 

stratégie vaccinale conduisant à une réduction simultanée du nombre de vers et de la 

fécondité des vers femelles affecterait donc profondément les manifestations pathologiques 

en même temps que la transmission du parasite. 

Sur la base de ce concept, diverses stratégies faisant appel à des vecteurs 

synthétiques (liposomes, microsphères) ou à des vecteurs vivants (Salmonella, BCG) ont 

été développées au cours de ces dernières années. 

- L'administration orale de la Sm28GST associée à des liposomes conduit à une réponse 

spécifique muqueuse et sérique, liées à une protection significative (53%) chez la souris 
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Balb/C (lvanoff et al. 1996). L'administration par voie nasale induit une réponse immune 

spécifique dans les lavages broncho-alvéolaires (LBA) et dans le sérum des souris 

immunisées. 

- Des souris immunisées à l'aide de microsphères contenant de la Sm28GST par voie orale 

produisent des anticorps contre la protéine parasitaire sur une très longue période (au moins 

neuf mois) (Baras. communication personnelle). 

- Une souche recombinante de S. typhimurium exprimant la Sm28GST en fusion avec le 

fragment C de la toxine tétanique (TetC) a été utilisée pour l'immunisation orale de souris 

(Khan et al. 1994). Une réduction de la charge parasitaire (environ 50%) a été observée mais 

elle n'est pas associée à une diminution de la fécondité. 

- Une souche de BCG recombinant est capable, par différentes voies d'administration 

systémiques et muqueuse (nasale) chez la souris Balb/C, d'induire une réponse spécifique 

de la Sm28GST et notamment des anticorps capables de neutraliser l'activité enzymatique 

de la Sm28GST (Kremer et al. 1996), l'inhibition de cette activité étant corrélée à l'effet anti

fécondité. 

- Une nouvelle stratégie de vaccination à l'aide d'un plasmide contenant l'ADNe de la 

Sm28GST est actuellement en cours de développement. Les résultats de protection chez le 

rat semblent très prometteurs (Dupré et al. soumis). 

L'originalité de notre démarche réside dans l'utilisation d'un pathogène des voies 

respiratoires comme vecteur recombinant vivant. 

B. pertussis, agent étiologique de la coqueluche, a la capacité de coloniser le tractus 

respiratoire de l'homme et de la souris. Cette colonisation entraine une stimulation prolongée 

du système immunitaire de l'individu receveur. De plus, l'administration par voie intranasale 

est relativement aisée et permet d'éviter l'environnement acide et protéolytique de l'estomac 

rencontré après administration par voie orale. Enfin, le tractus respiratoire est relativement 

peu colonisé par des bactéries commensales, comparativement à l'intestin. Il n'y aura donc 

pas ou peu de compétition entre le vecteur vivant et les bactéries déjà présentes. 

L'utilisation de B. pertussis comme vecteur recombinant vivant est basée sur 

l'exploitation des propriétés de son adhésine majeure, l'hémagglutinine filamenteuse ou FHA. 

Cette protéine est présente à la surface de la bactérie et également sous forme sécrétée. Elle 

est impliquée dans les mécanismes d'adhésion de la bactérie à au moins trois types 

cellulaires distincts (cellules épithéliales ciliées et non ciliées, macrophages alvéolaires). Cette 

protéine bactérienne est également fortement immunogène. En effet, la FHA est capable 

d'induire la production d'un taux élevé d'anticorps au niveau mucosal et systémique, et ce, 

sur une longue période, après une infection naturelle chez l'homme ou expérimentale chez la 

souris. 
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Nous avons donc voulu exploiter les différentes propriétés de la cette protéine en 

réalisant une fusion génétique de la FHA avec la Sm28GST, afin que cet antigène parasitaire 

soit présenté aux muqueuses des voies respiratoires par l'intermédiaire de B. pertussis 

recombinant, ce qui représente un avantage non-négligeable puisque les poumons sont un 

lieu de passage obligé pour les parasites. 

Dans un premier temps, nous nous sommes appliqués à étudier la biogenèse de la 

FHA. Une meilleure compréhension des mécanismes de sécrétion de cette protéine 

bactérienne et des régions du précurseur FhaB ou de la protéine mature FHA impliquées, était 

essentielle à la détermination des sites d'insertion de l'ADNe codant pour la Sm28GST dans 

le gène de la FHA, de manière à obtenir l'expression d'une protéine hybride à la surface de la 

bactérie et/ou sécrétée. 

Notre objectif suivant a donc été de construire plusieurs souches recombinantes de B. 

pertussis exprimant la Sm28GST en fusion avec la FHA. 

Nos travaux se sont ensuite concentrés sur une des souches qui paraissait la plus 

prometteuse, la souche de B. pertussis BPGR60 qui exprime une Sm28GST, modifiée au 

niveau de son résidu cystéine, en fusion avec la FHA. L'administration de BPGR60 par voie 

intranasale à des souris OF1 induit une réponse contre la Sm28GST dans les LBA et la 

production locale et transitoire de cytokines pro-inflammatoires. Nous nous sommes alors 

appliqués à déterminer la capacité de cette souche recombinante de B. pertussis à stimuler 

une mémoire immune spécifique, en réalisant différents types de rappel chez des souris 

préalab:ement immunisées avec BPGR60. Le pouvoir protecteur de ce protocole 

d'immunisation a été évalué contre une infection par S. mansoni et également contre B. 

pertussis. 

Les résultats obtenus à l'aide de la souche BPGR60 sont prometteurs. Cependant, la 

virulence de cette bactérie freine toute application potentielle comme vecteur recombinant 

vivant chez l'homme. Notre troisième objectif a donc consisté à construire une souche 

recombinante atténuée exprimant la Sm28GST en fusion avec la FHA. Nous avons tout 

d'abord déterminé le degré d'atténuation permettant à la bactérie de conserver sa capacité à 

coloniser le tractus respiratoire et induire une réponse immune contre la FHA, tout en diminuant 

l'intensité de l'inflammation au niveau des muqueuses des voies pulmonaires. De manière 

intéressante, la délétion du gène codant pour la toxine de pertussis (PTX) entraine, en plus 

d'une réduction marquée du phénomène inflammatoire local, une augmentation significative de 

la réponse anti-FHA sérique. 

L'application de ces résultats nous a amené à construire une souche recombinante 

atténuée exprimant la Sm28GST, appelée BPNX. De manière comparable, l'administration de 
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BPNX induit une forte réponse anti-FHA et, alors que l'immunisation avec la souche 

recombinante virulente (BPGR60) n'entrains pas la production d'anticorps anti-Sm28GST 

sérique, cette réponse est observée avec la souche recombinante atténuée (BPNX). 

L'immunité protectrice induite par l'administration intranasale de BPNX a été évaluée contre 

une infection par S. mansoni. 

Le dernier aspect qu'il nous semblait important de déterminer dans le cadre d'une 

stratégie vaccinale a consisté à évaluer la réponse immune induite après administration 

intranasale de B. pertussis recombinante chez des souris soit déjà vaccinées contre la 

coqueluche (la plupart des cas dans les pays industrialisés), soit ayant déjà été infectées 

par B. pertussis sauvage ou par le parasite S. mansoni. 
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1. Contribution à l'étude de la biogenèse de la FHA. 

La virulence des microorganismes pathogènes est bien souvent associée à la 

sécrétion de protéines (adhésines et toxines) dont le rôle est finalement d'assurer leur 

développement en leur permettant de se fixer et de coloniser leur niche écologique, et en 

déviant à leur profit le métabolisme de l'hôte infecté. 

B. pertussis est une bactérie Gram négative qui possède une membrane interne et 

une membrane externe, séparées par un espace, le périplasme. Les protéines sécrétées 

ou présentes à la surface de B. pertussis doivent donc traverser deux membranes, ce qui 

nécessite un système complexe d'exportation qui reste encore mal connu. Parmi les 

différents facteurs de virulence, la FHA représente le produit majeur de sécrétion et joue un 

rôle primordial dans l'adhésion de la bactérie au niveau du tractus respiratoire de l'individu 

infecté. Notre étude a donc porté sur les mécanismes impliqués dans la présentation de 

cette adhésine à la surface de la bactérie et sous forme sécrétée. 

A, La sécrétion de la FHA. 

Comme nous l'avons vu dans l'introduction, la FHA (220 kDa) est l'adhésine 

majeure de B. pertussis et provient de la maturation d'un précurseur (FhaB) de 370 kDa. Le 

produit primaire du gène fhaB, le précurseur de la FHA, est appelé FhaB. Sachant que la 

région N-terminale homologue aux hémolysines ShiA et HpmA est importante pour la 

biogenèse de la FHA (Willems et al. 1994), il était important d'explorer également le rôle de 

la région C-terminale de FhaB. 
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Résultats 

Afin de savoir s'il était possible de complémenter une mutation chromosomique du 

gène fhaB par un plasmide autoréplicatif, nous avons, dans un premier temps, utilisé la 

souche de B. pertussis BPGR4 (Locht et al. 1992), dérivée de la souche sauvage BPSM 

chez laquelle le fragment EcoRI de 10 kpb contenant la plupart de la phase de lecture du 

gène fhaB et son promoteur a été délété du chromosome par deux événements successifs 

de recombinaison homologue. Cette souche ne produit pas de FHA. Nous avons montré 

qu'un plasmide recombinant (pBG1 ), dérivé de pBBR1 isolé de Bordetella bronchiseptica 

(Antoine et al. 1992), et possédant le fragment EcoRI de fhaB, est capable de 

complémenter efficacement la mutation fhaB de B. pertussis BPGR4. 

Des délétions progressives ont alors été réalisées à partir de l'extrémité 3' 

terminale du gène fhaB jusqu'au côté 5' terminal et les plasmides correspondants ont été 

introduits dans BPGR4 par électroporation. Les surnageants de culture des différentes 

souches ont été analysés par SOS-PAGE et coloration au bleu de Coomassie ainsi que 

par Western-blot en utilisant des anticorps polyclonaux de rat anti-FHA. Suite à ces 

délétions, une absence ou un niveau très réduit de FHA est observé, indiquant que la 

région C-terminale du précurseur est impliquée dans la biogenèse de la FHA, ce qui n'est 

cependant pas le cas pour la sécrétion d'un fragment tronqué (Fha44) de taille inférieure (80 

kDa). 

La Fha44 étant sécrétée très efficacement, il était important de savoir si cette 

sécrétion dépendait toujours de FhaC, protéine accessoire présente sur la membrane 

externe de la bactérie. Le plasmide pBG4, codant pour la protéine tronquée Fha44, a donc 

été introduit dans la souche BPMC (Locht et al. 1992), caractérisée par une délétion 

chromosomique du gène fhaB et de la région intergénique entre fhaB et les gènes auxiliaires 

en aval, y compris fhaC. Elle n'exprime donc ni fhaB, ni fhaC, ni les gènes fimBCD. La 

souche BPMC(pBG4) ne produit pas de protéine tronquée extracellulaire, montrant que 

l'expression du gène fhaC est nécessaire à la production extracellulaire de la région N

terminale de la FHA. Nous avons également pu montrer que la région N-terminale de la FHA 

homologue aux hémolysines ShiA et HpmA est nécessaire à la sécrétion de la FHA 

tronquée, comme à celle de la FHA complète. 

La FHA de B. pertussis peut interagir avec l'héparine et être purifiée sur héparine

Sépharose (Menozzi et al. 1991 ). Les résultats obtenus avec la Fha44 montrent que la 

région N-terminale correspondante de la FHA contient le site de fixation à l'héparine. Cette 

protéine tronquée est également capable, à un taux plus faible que la FHA entière, 

d'hémagglutiner les érythrocytes de moutons. 
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Résultats 

D'autre part, la protéine Fha44 est faiblement reconnue par un anticorps anti-FHA. 

Réciproquement, la FHA entière est faiblement reconnue par un anticorps anti-Fha44, 

indiquant que la région N-terminale de la FHA est masquée par son domaine C-terminal. 

Cette observation est en accord avec la structure en "épingle à cheveux" de la FHA décrite 

par Makhov et al. (1994). La Fha44, contrairement à la FHA mature dont la région N

terminale est masquée par son domaine C-terminal, possède donc une région N-terminale 

libre d'interagir avec FhaC ce qui pourrait expliquer le fort taux de sécrétion de cette protéine 

tronquée. Ainsi, bien que le domaine C-terminal de FhaB soit clivé durant la maturation de la 

FHA, il joue un rôle important dans la sécrétion de la FHA. 

L'ensemble des résultats obtenus en collaboration avec G. Renauld-Mongénie et 

J. Cornette, est documenté dans la publication intitulée "Distinct roles of the N-terminal and 

C-terminal precursor domains in the biogenesis of the Bordetella pertussis filamentous 

hemagglutinin". 
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The 220-kDa Bordete/la pertussis filamentous hemagglutinin (FIL\) is the major exported protein found in 
culture supernatants. The structural gene of FIL\ bas a coding potential for a 367-kDa protein. and the mature 
form constitutes the N-terminal 60% of the 367-kDa precursor. The C-terminal domain of the precursor was 
found to be important for the high-level secretion of full-length FHA but not of truncated analogs (80 kDa or 
Jess). The secretion of full-length and truncated FIL\ polypeptides requires the presence of the approximately 
100-amino-acid N-terminal domain and the outer membrane protein FhaC. homologous to the N-terminal 
domains of the Serratia marcescens and Proteus mirabilis hemolysins and their accessory proteins, respectively. 
By analogy to these hemolysins, it is likely that the N-terminal domain of the FHA precursor interacts, directly 
or indirectly, with the accessory protein during FHA hiogenesis. However. immunogenicity and antigenicity 
studies suggest that the N-terminal domain of FIL\ is masked by its C-terminal domain and therefore should 
not be available for its interactions with FhaC. These observations suggest a mode! in which the C-terminal 
domain of the FIL\ precursor may play a role as an intramolecular cha perone to prevent premature folding of 
the protein. Both heparin binding and hemagglutination are expressed by the .\!-terminal half of FH.A. 
indicating that this domain contains important functional regions of the molecule. 

Exported proteins in gram-negative microorganisms face the 
challenge of having to cross two distinct membranes. called the 
inner and outer membranes. In most cases. translocation 
through the inner membrane involves the signal peptide-de
pendent general secretion pathway (for a recent review, see 
reference 22). Important exceptions include the members of 
prote in families related to the RTX hemolysins (31 ). Transport 
across the outer membrane often requires the concerted action 
of severa! accessory proteins that were thought to be specifie 
for a given exported protein but that appear now to fall within 
distinct protein families. 

Successful interaction of bacterial pa tho gens with the ir hasts 
usually requires the production of severa! extracellular pro
teins that constitute important virulence factors. Therefore. 
pathogenic organisms represent interesting models for the 
study of protein export. especially across the outer membrane. 
Bordete/la pertussis. the etiologie agent of whooping cough. 
produces severa! virulence factors that are located at the outer 
surface of the organism or released into the extracellular mi
lieu. These factors include pertussis toxin. adenylate cyclase 
toxin, filamentous hemagglutinin (FHA). fimbriae. and prob
ably other proteins that have yet to be identified. Accessory 
genes important for the biogenesis and export of severa[ of 
these factors have be en isolated and studied ( 6. 14. 30, 32, 33 ). 
Interestingly, in each case the accessory proteins were found to 
be members of protein families involved in export and biogen
esis of macromolecules in other bacterial genera. 
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Among the various prote in export systems of B. pertussis. the 
FHA export machinery is particularly efficient. because FHA 
represents the major secreted protein in B. penussis culture 
supernatants. This high effi.ciency is particularly interesting be
cause of the large size of monomeric FHA polypeptides (220 
kDa). 

FHA is a major adhesin produced by severa! Bordetel/a spe
cies. I t expresses at [east three different adherence activities 
(for a recent review, see reference 13). The region downstream 
of the FHA structural gene (jlwB) contains severa! open read
ing frames. of which the three most proximal are involved in 
the biogenesis of the fimbriae (14, 32, 33) and the most distal 
is involved in the biogenesis of FHA (32). The protein encoded 
by this latter gene, named jhaC, has significant sequence sim
ilarities with accessory proteins involved in the secretion of 
hemolysins of Se1ratia marcescens (20) and Proteus mirabilis 
(27). In addition. the N-terminal region of FHA has strong 
sequence similarities with the N-terminal domains of the S. 
marcescens and P. mirabilis hemolysins ( ..[. ). This region was 
found to be important for hemolysin (25) and FHA export 
(32). respectively. strongly suggesting that the hemolysin ex
port systems have characteristics in common with the export 
system for FHA. 

The open reading frame of the jhaB gene has the capacity to 
code for a 367-kDa prote in. referred to as FhaB ( 4. 5). and the 
mature protein. referred to as FHA. represents the approxi
mately 60% N-terminal portion of FhaB. The C-terminal part 
of FhaB is not present in the mature FHA but con tains severa! 
particular features, such as a proline;lysine-rich domain. sev
era[ praline-rich repeats, and an RGD sequence. 

To assess the functional role of the C-terminal and N-ter
minal regions of FhaB. we set out to analvze their involvement 
in the bi~genesis of FHA. using progressï've deJetions from the 
3' end offlwB toward its 5' end. The results indicate that this 
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TABLE 1. Bac te rial strains and plasmids used 

Strain or plasmid Relevant characteristics 
Reference 
or 'iüurce 

Strains 
B. pertussis 

BPSM 
BPGR+ 
BPGR7 
BPMC 
BPNJ4 

Streptomycin- and nalidixic acid-resistant Tohama l derivative 
10-kb Eco RI deletion of jhaB 

17 
14 
32 
1-J. 

0.-1.5-kb Psi! deletion in jhaB 

B. parapel1lLSSÙ 
E. coli JM!09 

ll.o5-kb EcoRI-Sphl deletion in jlzaB and jimA 
Chromosomal insertion of pUC18EH in BPGR+ 
Clinical isolate 

This studv 
18 . 

34 
Plasmids 

pBBRl22 
pBG1 
pBG13 
pBG8 
pBG+ 
pBG7 
pBGI2 
pBGIS 
pRITl3202 
pRIT13197 
pUCl8 
pUClS-3 
pUC18-+ 
pUClS-5 
pGRS 
pUC18EH 

Chloramphenicol- and kanamycin-resistant pB BR 1 derivative 
10-kb EcoRljlzaB fragment in pBBR122 

la 
This studv 
This studv 
This studv 
This studv 
This studv 
This studv 
This studv 
+ 

Bglll-BamHlc deletion in pBG l 
BamHib-BamHic deletion in pBG 1 
BamHla-BamHic deletion in pBG 1 
0.-1.5-kb Psi! deletion in jhaB in pBG+ 
Salla-BamHlc deletion in pBG4 
1.9-kb Pvul deletion in pBG4 
10-kb Eco RI jhaB fragment in plJClS 
EcoRI-Bg/Il jlwB fragment in pU CS 
ColE 1. ampicillin resistance 

+ 
3-J. 

1.25-kb Sphl-Sa/IjhaB fragment in pUCl8 
0.+5-kb Psi! deletion in pUClS-3 
Salla-BamHla jhaB fragment in pUC18-+ 

This studv 
This studv 
This study 
14 5' end of bvgAS and 3' end of jhaB in pSS 1129 

2.2-kb EcoRI-Hindlll fragment of pGR5 in pUClS This study 

region is involved in the biogenesis of FHA because deletions 
or frameshift mutations result in either no or highly reduced 
levels of FHA. However, further deletions toward the N ter
minus show that smaller peptides can be secreted at very high 
levels in anjhaC-dependent manner. 

MATERIALS AND METHODS 

Bacteria1 strains. p1asmids. and growth conditions. The bacterial strains and 
plasmids used in this study are listed in Table 1. B. pert11ssrs and Borderel/a 
parapertussis strains were grown on Bordet-Gengou agar (3) supplemented with 
1 S glycerol and :::0'7o defibrinated sheep blood or in modified Stainer and 
Scholte medium containing 1 g of 2.6-0-Jimethyl-13-cyclodextrin (8) per liter and 
the relevant antibiotics at the following concentrations: streptomycin. lOO iJ.gJml: 
gentamicin, lü iJ.g/ml: and kanamycin. 10 f.J.g/ml. Escherichia coli strains were 
grown in LB broth (:::4), and antibiotic-resistant E. coli was selected with !00 !J.g 
,,f ampicillin. 25 IJ.g of gentamicin, or 25 IJ.g of kanamycin per ml. 

Recombinant DNA techniques. Restriction enzymes. T ~ DNA ligase. and 
other DNA-modifying enzvmes were purchased from Boehringer Mannheim and 
used as recommended by the supplier. Plasmid DNA was isolated by using either 
the rapid alkaline lysis method as described by Sam brook et al. 124) or disposable 
Qiagen columns ( Coger) under the conditions recommended by the supplier. 
DNA fragments were eluted from agarose gel with a Geneclean kit (Bio 101 ) .. -\Il 
other DNA manipulations were performed as described by Sam brook et al. (24 ). 

Constructions of plasmids containing various truncated jhaB-derived genes. 
TD cDmplement the }haB deletion in B. pert11ssis BPGR4. we chose the kanamy
cm- and chloramphenicol-resistant plasmid pBBRI22. a derivative of the broad
host-range plasmid pB BR 1 isolated from Bon/etel/a hronchiseptica by Antoine 
and Locht ( 1 a). To crea te pBG 1. the 1 0-kb Eco RI fragment containing the ne arly 
~ntire jlwB gene. incluliing its promoter and regulatory sites, was isolated from 
pRITI3202 (~)and inserted into the unique Eco RI site of pBBR122. located in 
the kanamycin resistance gene. pBG4 resulted from the digestion of pBG 1 with 
BamH! and religation. thereby eliminating the two BamHl fragments of :::.37 and 
-1.7 kb. TD generale pBGS. the ~.7-kb Barn Hl fragment isolated from pR!T13202 
was inserted into the BamHl site of pBG4. pBG 13 resulted from the exchange of 
the :::.5-kb Splri-!JwnHl fragment uf pBG4 for the 6-kb Sphi-!Jglll fragment nf 
pRITl3202. Tu construct pBG7. the 1.27-kb .\'phi-Sail fragment isolated from 
pR!Tl3JY7 1-l) was first subcloned into plJCl8. previously digested with Splrl 
and Sail. and the resulting plasmid. plJCI8-3. was then digested with Pstl and 
ligated to general.: pUCI~-~. missing the Hl-hp Pstl fragment. The 1.26-kb 
!JamHl-Sa/1 fragment isolated from pR!TI31 n was then inserted into pUCI8-·l. 
previously digested with !Jam HI and Sail. to crea te plJC 18-5. and the 2.1-kb 
Sphl-!JumHl fragment from pUCIS-5 was linally introduced into pBG4. previ-

ously digested with Splrl and BumHl. Consequently. pBGÎ is similar to pBG4 
except for the in-frame deletion of the Hl-hp Pstl fragment coding for the FHA 
region homologous to the N-terminal regions of ShiA and HpmA of S. marc
escens and /'. mirabilis. respectively. To crea te pBG 12. the :::.5-kb Sph 1-BamHI 
fragment from pBG4 was exchanged for the 1.:::7-kb Sphl-BamHl fragment 
isolated from pUCl8-3. pBG 15 was obtained after digestion of pBG4 with l'ml 
and Jigation of the 3.65-kb Pvul fragment with the 2.76-kb l'vu! fragment. To 
construct pUCl8EH. the 2.17-kb EcoRl-Hindiii fragment of pGR5 (1-l) was 
inserted into pUCJS digested with EcoRl and Hindlll. 

Electroporation of B. pertussis and B. parapertussis. The various pBBR122 
derivatives described above were introduced into different Borderella strains bv 
electroporation as described elsewhere ( 1 ). Kanamycin-resistant Bon/etel/a col
onies were analyzed for the presence of the recombinant plasmids by the rapid 
dectroduction method described by Baulard et al. (2) or directly by immunos
taining for the presence of FHA derivatives. 

Identification of FHA-related polypeptides. To detect FHA-related polypep
tides. culture supernatant or cell-associated protein fractions of the different 
Bordetella cultures were analyzed by electrophoresis on a sodium dodecyl sulfate 
(SOS)- JO% polyacrylamide gel as described bv Laemmli (Il) and Coomassie 
brilliant blue staining or by immunoblotting as deseribed by Towbin et al. (:::6). 
using rat polyclonal antibodies directed against native FHA or truncated FHA 
(named Fha44) or using monoclonal antibody X3C ( 12). kindly provided by VI. 
Brenn an. or 12.2H5 ( 4 ), kindly provided by 1. Heron. lmmunoslot blot analvses 
were performed by using a Minifold II apparatus (Schleicher & Schuell) con
taining a nitrocellulose membrane and by seri ally diluting Fha44 or FHA twofold 
in phosphate-bulfered saline (PBS). starting with a concentration of 125 or 500 
IJ.g/ml. respectively. Each sint received 200 IJ.I. The antigen solutions were then 
,tspirated. and the nlters were washed severa! times with PBS containing 0.01 -:-; 
Tween 20 (PBS-Tween). The nitrocellulose membrane was then incubated with 
the anti-Fha44 antibodies for 2 h at room temperature. washed three times with 
PBS-Tween. incubated for 1 h with peroxidase-linked rabbit anti-rat antibodies 
1 Diagnostic Pa,qeur. Marnes-la-CDquette. France), and finally developed with 
~-chloro-1-naphthol (Bio-Rad) and hydrogen peroxide. Immunoblots and Coo
massie blue-stained polyacrylamidc gels werc scanned with a· Bio-Rad modcl 
GS-6 70 imaging densitometer. and the areas of the peaks werc compared with 
t!ach othcr on the same blot l)f gel to estimate the relative quantities 'x immu
noreactivities of FH.-\ and Fha.J4. 

Polyclonal antisera. Rat polyclonal antibodics directecl against purified FHA 
or Fha44 were obtained as described hy Vaitukaitis ct al. (28). using 50 IJ.g of 
FHA ur Fha-!4. Three weeks a ft er the primary immunization. two boosts with the 
.same preparation were given intraperitoneally. The anti-FHA and anti-Fha-14 
sera were then cnriched for specifie an ti bodies after absorption of the nonspecific 
antihodies on a B. pertussis BPG R4 crude cel! lysa te. 
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FIG. l. SOS-PAGE analysis of B. perrussis BPSi\-L BPGR~. and 
BPGR~(pBG 1) culture supernatants. One hundred-microliter aliquots of uncon
centrated B. perrussis culture supernatants at stationary phase were analvzed hv 
SOS-PAGE and Coomassie blue staining. The supernatants were from strains 
BPSM (la ne 2), BPRG4 (lane 3). and BPGR~ containing pBG 1 1 lane _.)_ Lane l. 
size markers (sizes are given at the left). 

Hemagglutination assay. Fifty-microliter aliquots of twofold seria! dilutions of 
FHA or Fha44, ranging from 50 to 0.5 fl.g/ml in PBS, were each added to 50 fl.l 
of a 5% suspension of fresh rabbit erythrocytes in 96-well plastic plates. After 2 
h of incubation at room temperature, the plates were re ad for hemagglutination 
Clctivity. 

Purification of Fha44 by heparin-Sepharose. FHA and the truncated FHA 
analog FhaM were puritied on heparin-Sepharose from strains BPSM and 
5PGR4(pBG4), respectively, as described for mature FHA by Menozzi et al. 
(16). 

RESULTS 

FRA complementation of B. pertussis BPGR4 with a pBBRl 
derivative carrying the nearly complete jhaB gene. B. pertussis 
BPGR4 is a strain from which a 10-kb EcoRI fragment, con
taining the ne arly en tire [haB gene, including its promo ter and 
regulatory sites, was deleted (14). To analyze the role of the 
C-terminal domain of FhaB in FHA biogenesis, we developed 
a complementation system for this strain, using a derivative of 
pBBRl, a broad-host-range plasmid previously isolated from 
B. bronchiseptica. This derivative, named pBBRl22, contains 
chloramphenicol and kanamycin resistance markers as de
scribed previously (la). The 10-kb Eco RI fragment containing 
the complete [haB sequence except for the last 990 bp of the 
open reading frame was cloned into the unique EcoRI site of 
pBBR122. The resulting plasmid, pBG 1, was then introduced 
into B. pertussis BPGR4. Analysis of culture supernatants by 
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and Coom
assie blue staining revealed that BPGR4(pBG l) secreted FHA 
at a leve! similar to that of the wild-type strain BPSM, a 
streptomycin- and nalidixic acid-resistant Tohama I derivative 
(Fig. l ), whereas no FHA was fou nd in untransformed 
BPGR4. Western blot (immunoblot) analysis using severa! an
ti-FHA monoclonal antibodies confirmed that the protein se
creted by BPGR4(pBGl) was FHA (data not shawn). This 
finding demonstrates that pBG l can efficiently complement 
the jhaB mutation of BPGR4 in trans and that the last 330 
amino acids of FhaB are not essential for the efficient produc
tion and secretion of FHA. 

Role of the C-terminal domain of FhaB in the biogenesis of 
FRA and truncated analogs. To analyze the role of the C
terminal region of FhaB in the biogenesis of FHA and trun
cated analogs, different deJetions of the 3' end of jhaB were 
constructed in the 10-kb jhaB Eco RI fragment of pBG 1 as 
described in Materials and Methods. The resulting recombi-

nant plasmids, pBG 13, pBGS, pBG4, pBG 12, and pBG 15, con
taining the various deletions as depicted in Fig. 2 were then 
introduced into BPGR4, and both the cells and the culture 
supernatants from each recombinant strain were analyzed by 
SDS-PAGE and Coomassie blue staining as weil as by Western 
blotting with rat polyclonal antibodies directed against FHA. 

As shown in Fig. 3, BPGR4(pBGl3), containing a Bglii-to
BamHic deletion in jhaB, produced a truncated secreted pro
tein with a size slightly smaller than that of FHA and reactive with 
anti-FHA polyclonal antibodies. Compared with BPGR-1-(pBG 1) 
and the wild-type strain BPSM. BPGR4(pBG 13) yielded signifi
cantly less truncated FHA in the culture supernatant (Fig. 3, lanes 
2), indicating that efficient extracellular production of mature 
FHA requires the C-terminal domain of FhaB. On the other 
hand. the truncated FHA derivative is weil produced in a cell
associated form (Fig. 2). 

Similar to BPGR-1-(pBG 13). BPGR-1-(pBGS). containing a 
BamHib-to-BamHic deletion infhaB. also produced less FHA 
derivative than BPSM or BPGR4(pBG l). In contrast BPGR4 
(pBG4), containing the BamHia-to-BamHlc deletion in jlzaB. 
produced very efficiently a secreted truncated FHA derivative 
(Fig. 3A). This truncated FHA polypeptide was named Fha44. 
The amounts of Fha44 found in the culture supernatants of 
BPGR4(pBG4) were significantly greater than those of FHA 
found in BPSM or BPG R4(pBG l) culture supernatants. Den
sitometric scanning of the Coomassie blue-stained gel indi
cated that on a molar basis, approximately sevenfold more 
Fha44 than FHA was secreted. This finding indicates that the 
first 947 amino acids of FHA do not req~ire the C-terminal 
portion of FhaB for extracellular production. The culture su
pernatant of BPGR4(pBG4) also contained a second. smaller 
polypeptide that is most likely a degradation product of Fha44. 
Degradation products were also found in the case of the other 
constructs but were present at lower levels than the approxi
mately 50% seen with Fha44. 

To confirm that the greater extracellular production of 
Fha44 than of natural FHA was not due to a copy number 
effect of the pBBR122 derivatives, the truncated jhaB gene 
from pBG4 was subcloned into a pUC18 derivative. yielding 
pUC18EH, and introduced into the chromosome of BPGR4. 
This yielded B. pertussis BPNJ4, with a single truncated [haB 
gene in the [ha locus. SDS-PAGE analysis indicated that the 
production of the truncated FHA derivative in this strain was 
also significantly greater than the FHA production in BPSM. 

As shown in Fig. 38, Fha44 reacts very poorly with the 
polyclonal anti-FHA antiserum, whereas it reacts strongly with 
the anti-FHA monoclonal antibody X3C (data not shown), 
thereby confirming its identity as an FHA-related polypeptide. 
Densitometric scanning of the Western blot indicated that the 
polyclonal antibodies ~recognized Fha44 approximately 100-
fold less weil than FHA, as determined by a molar comparison 
(Fig. 4). 

BPGR(pBG 12), containing the Sall-to-BamHic deletion in 
jlzaB, also produced relatively high levels of truncated extra
cellular FHA (Fig. 2). lt was also readily detected by mono
clonal antibody X3C. Finally, no FHA-related polypeptide 
could be detected in the culture supernatant of BPGR4(pBG 15), 
containing the Pvuia-to-Pvuie deletion in }haB. 

Together, these results indicate that the C-terminal domain 
of FhaB is required for efficient full-length FHA biogenesis. 
whereas it is not required for the extracellular production of 
truncated FHA derivatives, encompassing the N-terminal half 
of the mature protein. This finding implies that the N-terminal 
region of FHA con tains ail of the information necessary for its 
secretion. 

Fha44 biogenesis requires expression ofjhaC. The N-termi-
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FIG. 2. Portia! restriction map ofjlwB and localization of the vorious deJetions. The arrow md ica tes the length and direction of the j71aB gene. Stram BPSM contains 
the full-lengthjhaB gene in the chromos<ime. The open box (FHA) designa tes the coding region of the mature FHA protein. and the li ne 1 FhaB) designa tes the coding 
region of the FhaB precursor protein. The following restriction sites are indicated: Ba. Bb. and Be. the tirst. second. and third BamHI sites: Bg. Bgill: Ea and Eb. the 
tirst and second Eco RI sites: P. the lirst Pscl site: S. the tirst Sail site. Strain BPGR-l co mains the E:v Eb de let ion. as indicated by the broken li ne. Plasmids pBG l. pBG 13. 
pBG8. pBG4. pBG 12. and pBG 16 are pBBRI22 derivatives containing the portions of the jlwB gene indicated by the horizontallines. The production of secreted (S) 
or cell-associated (P) FHA analogs is given at the right as percent FHA polypeptides produœd by the ditferent strains compared with that produceJ by the wild-type 
strain BPSM ( 100% reference) on a molar basis. The material in the culture supernatant was quantitied bv densitometric scanning of Coomassie blue-stained gels. The 
cell-associated material was quantified by densitometric scanning of Western blots. using polyclonal anti-FHA or anti-Fha44 antibodies. in comparison with the scanning 
of Western blots containing secreted FHA polypeptides and probed with the same antibodies. n.d .. not delectable. 

na! domain of FHA contains sequence similarities with the 
N-terminal regions of the S. marcescens and P. mirabilis hemo
lysins Sh!A and HpmA, respectively ( 4 ). Previous work has 
suggested that, like in the hemolysins. this region is involved in 
FHA biogenesis (32). The results described above indicate that 
the N-terminal domain of FHA that includes this homologous 
sequence is sufficient for efficient secretion of truncated FHA 
derivatives. Since FHA secretion depends on expression of 
fhaC. it was of interest to investigate whether the secretion of 
Fha44 also requires the expression of jhaC 

pBG4 was therefore introduced into B. penussis BPMC, a 
strain lac king bath the jhaB gene and the expression signais of 
fhaC. Consequently, this strain do es not express fhaB or jhaC 
( 14). As shawn in Fig. 5. no Fha44 was detected in the 
BPMC(pBG4) culture supernatant after SDS-PAGE and 
Coomassie blue staining, indicating that secretion of Fha44 
requires the expression of jhaC. This finding is consistent 
with the notion that the jhaC gene product interacts. directly 
or indirectly. with the N-terminal region of FHA and thar 
this interaction is required for secretion of FHA into the 
culture supernatant. similar to what has been proposed to be 
the mechanism of Sh!A secretion in S. marcescens. 

To further investigate whether the presence of the N-termi
nal box homologous to the N-terminal part of Sh!A is essential 
for the secretion of truncated FHA. we constructed pBG7, 
which corresponds to pBG4. containing an in-frame deletion of 
the 471-bp Pst[ fragment encoding the homologous region. 
This plasmid was then introduced into BPGR4. and the result-

ing strain was found to not produce any detectable extracellu
lar FHA-related polypeptides. as analyzed by SOS-PAGE and 
Coomassie blue staining of culture supernatants (Fig. 5). This 
result was very similar to those obtained earlier with the full
length mutant FHA in B. pertussis BPGR7 (32) and confirms 
the importance of the hemolysin-homologous sequences in 
FhaC-mediated FHA secretion. 

Fha44 export in other Bordetel/a strains. To assess whether 
Fha44 can be produced and secreted by other Bordetefla spe
cies. pBG4 was transferred into B. parapertussis. The culture 
supernatant of B. parapertussis(pBG4) \,as analyzed by SOS
PAGE and Western blotting (Fig. 6. Jane ..f): the results indi
cated that B. parapertussis is able to efficiently secrete Fha44. 
suggesting that B. parapenussis expresses an accessory gene 
similar to jlzaC. However. similar to what is observed ·for full
length FHA. B. parapertussis( pBG4) produces somewhat Jess 
secreted Fha44 than B. penussis BPSM(pBG4). Also. in con
tras! to B. perrussis(pBG4). Fha44 in the culture supernatants 
of B. parapertussis( pBG4) appeared to be much more stable. 
since the lower-M, form was not detected in fresh culture 
supernatants. 

When pBG4 was introduced into B. pertussis BPSM. both 
FHA and Fha44 were weil secreted into the culture medium 
(Fig. 6. la ne 5), demonstrating th at the production and secre
tion of Fha44 do not affect the production and secretion of the 
natural FHA and reciprocally, and that therefore the export 
machinery in BPSM is not saturated by the na tura! jluzB gene 
expression. 
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FIG. 3. SOS-PAGE and immunoblot analyses of B. perrussis strains contain
ing various deletions in the J' end of jhaB. One hundred-microliter aliquots of 
culture supernatants of the different B. penussis strains were analyzed. Lanes l 
through 7 con tain the supernatants of BPGR4 harboring pBG 1 (lanes 1 ). pBG 13 
(lanes 2). pBG8 (lanes 3), pBG4 (lanes 4), pBGI2 (lanes 5), and pBGl5 (lanes 
6). Lanes 8 contain culture supernatants from strain BPSM. and lanes 7 con tain 
size markers, the sizes of which are given at the le ft. At'ter electrophoresis. the gel 
was stained with Coomassie blue (A) or transferred to nitrocellulose and devel
oped with anti-FHA polyclonal antibodies (B). 

Functional roles of the N-terminal domain of FHA encoded 
by pBG-1. Mature FHA from wild-type B. penussis harbors at 
!east three binding sites responsible for the bacterial attach
ment to different cel! types (13). Two of these sites, an RGD 
sequence responsible for binding to CR3 integrins on macro-
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FIG. 4. Relative immunoreactivities of FHA and Fha44 with various anti
bodies. Densitometric scanning was applied on immunoslot blats containing 
FHA and Fha44 incubated with monoclonal antibody l2.2H5 ( column l ). anti
FHA polyclonal antibodies (column 2). or anti-Fha44 polyclonal antibodies 
(column 3). Alter scanning, the areas (intensity and width of the peaks) corre
sponding to the immunoreactivity of Fha44 were compared with those corre
sponding to the immunoreactivity of FHA on a molar basis. and the results are 
expressed as immunoreactive ratios of Fha44 to FHA. 
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FIG. 5. SOS-PAGE analysis uf severa! B. perrussis culture supernatants. One 
hundred-microliter clliquots of culture supernatants from BPGR 7 1 lane 1 ). BP
MC(pBG4) (lane 2). BPGR-l(pBG4) liane 3). BP'v!C (lane 4), BPGR41pBG7) 
liane 5). BPG R4 1 la ne ô), and BPSM (la ne 7) were analvzed lw SDS-P.-\GE. The 
size markers are shown in !ane K. After èlectrophoresis: the g:;! was stained with 
Coomassie blue. The ,izes of the markers are given at the ldt. 

phages and a carbohydrate-binding site responsible for binding 
to epithelial cilia. have previously been mapped outside the 
Fha44 domain (21. 23). The heparin-binding site has not been 
precisely mapped but was suggested to be close to the N
terminal region of FHA (7. 17). 

To characterize the heparin-binding property of Fha44 and 
to compare it with that of mature FHA produced by BPSM. 
the Fha44 molecule was purified on heparin-Sepharose. As 
described for the purification of FHA by Menozzi -::t al. ( 16), a 
culture supernatant from BPGR4(pBG4) was directly applied 
onto the heparin-Sepharose matrix. Fha44 was completely re
tained on the column and was eluted from the matrtx bv 300 
mM NaCI, similar to what has been observed previously for 
full-length FHA. This result demonstrates that the :'J-terminal 
portion of FHA contains the heparin-binding site present in 
native FHA. 

The hemagglutination property of purified Fha44 was also 
examined and compared with that of purified full-length FHA. 
The results demonstrate that the N-terminal portion of FHA 
retains the ability to hemagglutinate sheep erythrocytes. How
ever, at the same concentration, the hemagglutinati.on activity 
obtained with purified Fha44 was weaker than obtained with 
native FHA. suggesting that other regions in native FHA are 
also involved in this activity or that the folding of Fha44 is 
sufficiently different from that of native FHA to interfere 
somewhat with hemagglutination. 

Antigenicity and immunogenicity of Fha44. Mature FHA 

kOa 

:?.20" ... 
lOS· 
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FIG. 6. fmmunoblot analysis Df Bordetel!a culture supernatants. Culture su
pernatants from B. pertussis BPSM (lane 2), BPGR4 liane 3), BPSivl(rBG-l) 
(lane 5). and BPGR4(pBG-l) (lanc 6) and from B. parapertu.\sls(pBG-l) werc 
analyzed bv immunoblotting using polvclonal anti-FHA antibodies. The numbers 
at the left indicate the sizes of the markers. 
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contains an immunodominant region Iocalized at the C termi
nus of the mature protein. As shawn above. anti-FHA anti
bodies recognize Fha44 very weakly, in agreement with previ
ous results ( 4 ). Quantification of the immunoblots indicated 
that the reactivity of anti-FHA antibodies was approximately 
100-fold weaker against Fha44 than against FHA (Fig. 4). 
Hyperimmunized animais, however, are able to produce anti
bodies that also recognize the N-terminal region (12), indicat
ing thar it is not devoid of epitopes. Nevertheless. this finding 
suggests either that the N-terminal region of FHA is not very 
immunogenic or thar the immunodominant part of the mole
cule somehow masks the N-terminal domain. 

To distinguish between these two possibilities. rats were 
immunized with heparin-purified Fha44. and the rat anti
Fha44 antibodies were analyzed for their recognition of Fha44 
and native FHA by quantitative slot blot analysis. As shown in 
Fig. 4, immunization with Fha44 induces antibodies thar rec
ognize mainly Fha44 and, more poorly (approximately 10-fold 
less), native FHA. This finding indicates that the isolated N
terminal portion of FHA is also immunogenic and suggests 
thar this region is masked by the C-terminal immunodominant 
part in full-length FHA. 

Differentiai reactivity of monoclonal antibody 12.2HS fur
ther defines one of the N-terminal regions of FHA thar are 
masked by the C-terminal domain. Epitope mapping using 
recombinant FHA fragments fused to the E. coli maltose
binding protein have indicated that the 12.2HS epitope is lo
cated in the domain that contains sequence similarities with 
the S. marcescens and P. mirabilis hemolysins ( lla). This anti
body was found to re act more strongly with the Fha44 polypep
tide than with full-length FHA (Fig. 4 ), consistent with the 
notion that its epitope is located in the N-terminal domain but 
that it is somewhat masked by the C-terminal domain. 

DISCUSSION 

FHA is the major secreted protein produced by B. pertussis. 
The mature form has a molecular mass of 220 :zDa and is a 
filamentous molecule approxima rely 2 nm wide and 50 nm long 
(for a recent review, see reference 13) folded into a monomeric 
hairpin (15). Despite its size, it is extremely efficiently secreted 
into the extracellular milieu. FHA secretion requires at !east 
one accessory protein, encoded by fhaC, a gene located 3' of 
the structuraljhaB gene within a polycistronic operon that also 
contains accessory genes necessary for the biogenesis of B. 
pertussis fimbriae (32). The N-terminal region of FHA con tains 
approximately lOO amino acid residues homologous to the S. 
marcescens and P. mirabilis calcium-independent hemolysins 
( 4 ). As with these hemolysins, this domain is thought to play an 
important role in the secretion of FHA. because an in-frame 
deletion of this region completely abolishes FHA biogenesis 
(32). The current mode! implies interaction of this N-terminal 
domain of FHA with FhaC, located in the outer membrane. 
We have recently been able to secrete FHA peptides from E. 
coli strains th at also express jhaC in rrans (9), suggesting that 
no additional B. perrussis-specific factor is required for FHA 
export through the outer membrane and that the FHA-FhaC 
interaction may be direct. 

In this studv. we found that the C-terminal domain of the 
FHA precursor FhaB is important for efficient secretion of 
full-length FHA but not for the secretion of truncated FHA 
derivat~es of smaller size (80 kDa and less). According to the 
three-dimensional mode! recently proposed by Makhov et al. 
( 15) on the basis of ultrastructural analysis of purified FHA. 
these smaller FHA analogs make up only part of one side of 
the FHA hairpin rod. The secretion of these smaller polypep-
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tides still depends on FhaC and on the N-terminal region of 
FHA that is homologous to the S. marcescens and P. mirabilis 
hemolysins. 

Severa! other virulence factors produced by gram-negative 
pathogens have also been shawn to undergo significant C
terminal truncations of their precursors during biogenesis. 
However, in these cases, the C-terminal domain of the precur
sor pla ys an active rote in targe ting the prote in for secretion. as 
exemplified by the immunoglobulin A protease of Neisseria 
gonorrhoeae ( 19). This domain inserts into the outer mem
brane and probably serves as an essential channel for the 
translocation of the protein through the membrane. Because 
of the very high secretion efficiency of Fha44 and because of 
the diminished but still detectable secretion of longer FHA 
analogs. the C-terminal domain of FhaB must play a different 
role in FHA biogenesis. 

Polyclonal anti-FHA antibodies were found to poorly rec
ognize Fha44. a C-terminally truncated FHA polypeptide. and 
conversely. polyclonal anti-Fha44 antibodies poorly recognize 
full-length mature FHA. These immunogenicity and antigenic
ity studies of full-length and truncated FHA molecules suggest 
that the N-terminal domain of mature FHA is largely masked 
by its C-terminal domain. Antigenicity studies with monoclonal 
antibody 12.2H5 further indicated that at !east the part con
taining the domain with sequence similarities to the S. marc
escens and P. mirabilis hemolysins is masked in the mature 
protein. This observation is consistent with the rigid hairpin 
rod mode! proposed by Makhov et al. ( 15). The masking of the 
N-terminal region by the C-terminal domain might render the 
former domain unavailable for productive interaction of ma
ture FHA with another protein such as FhaC. Obviously, in the 
case of Fha44, the N-terminal region of FHA is not masked by 
the C-terminal domain and consequently would be free to 
interact with FhaC during the export process. Therefore, it is 
conceivable that the role of the C-terminal domain of FhaB is 
to prevent the premature formation of the rigid hairpin. This 
role as an intramolecular chaperone could be achieved by 
protein-protein interactions between the (-terminal domain of 
FhaB and thal of FHA within the same molecule. as proposed 
in the working mode! depicted in Fig. 7. This would keep the 
N-terminal domain of FHA free to interact with FhaC during 
biogenesis. Once the FHA part of FhaB reaches the outside of 
the bacterial cel!, the C-terminal domain of FhaB is removed 
and the hairpin of the mature molecule can be formed spon
taneously. Such an intramolecular chaperone activity of the 
C-terminal domain of the precursor on the (-terminal domain 
of the mature part of the protein would explain the require
ment of the C-terminal domain of FhaB for efficient secretion 
of full-length FHA and larger truncated forms but not for thal 
of smaller truncated forms, as found in this study. Of course. it 
may also be possible thal the polypeptides encoded by pBG 13 
and pBG8 are more susceptible to degradation than FHA or 
Fha44. Although this possibility cannat be ruled out at this 
point. it should be noted that the amounts of cell-associated 
FHA-related polypeptides were roughly similar in BPGR4 
strains containing either pBG 1, pBG 13, or pBGS (Fig. 2), and 
there was no evidence of more degradation in BPGR4(pBG 13) 
or BPGR(pBG8) than in BPGR4(pBG l ). 

Chaperones are commonly involved in protein transport 
across membranes. In the general secretion pathway through 
the bacle rial cytoplasmic membrane. the SecS molecular chap
erone is required to retard folding of secreted proteins (22). 
The formation of Sec-dependent type 1 or Pap pili requires 
additional. periplasmic chaperones thal prevent premature 
periplasmic aggregation of pilin subunits prior to their incor
poration into pi lus structures (1 0). Sec-independent secretion 
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FIG. 7. Mode! for a potential role of the C-terminal domain of FhaB. The bacterial cel! envelope is represented by the inner membrane (i.m.). peripiasm (p). and 

the outer membrane (o.m.). FhaC is shawn embedded in the outer membrane as a stippled aval. in and out designate the inside and outside of the eell. tespectively. 
The proposed trafficking of FHA during its biogenesis is indicated by the large arrows. FHA and FhaB are represented by the hlaek line containing a black box at one 
end. The FHA portion of FhaB is indicated by the thickened line. This box represents the :'-!-terminal sequence homologous to the S. marccscens and P. mirabilis 
hemolysins. The small arrows indicate the cleavage site of FhaB to genera te FHA. After its translocation through the inner membrane. the C-terminal domain of FhaB 
covers the C-terminal half oi the mature portion of the prorein. thereby leaving the N-terminal domain free to interact with FhaC. Upon interaction with FhaC. the 
:'-/-terminal domain crosses the outer membrane first. followed bv the C-terminal domain of the mature portion. Finally. the C-terminal domain of the precursor is 
cleaved off. allowing mature FHA to iold into its hairpin structure at the outside of the cel!. The C-terminal domain of FhaB stays in the cel! and is evcntually degraded. 

of the Yersinia Yop proteins also requires chaperones, called 
Sye proteins, to prevent premature folding of the Y op proteins 
(29). In ali of these cases, however, and in contrast to the 
proposed FHA mode!, the chaperones are distinct molecules 
and not translationally fused to their protein substrates. Inter
estingly, the Yop chaperones contain leucine-rich motifs re
sembling leucine zippers. Leucine-rich repeats are also fot.;nd 
in mature FHA ( 15) and can be extended into the (-terminal 
domain of FhaB (12a). The leucine-rich repeats of mature 
FHA have been proposed to play a role in the formation of the 
hairpin structure (15). It is therefore not unreasonable to spec
ulate that the chaperone mechanism needed to prevent pre
mature hairpin formation similarly involves the leucine-rich 
repeats. We are currently testing the intramolecular chaperone 
mode! for the C-termir;al domain of FhaB through protein
protein interaction studies and genetic complementation. 

Whatever the role played by the (-terminal domain of 
FhaB. it apparently do.::s not require the last 330 amino acid 
residues. This extreme C-terminal domain of FhaB contains 
praline-rich sequences and the (PK)5 peptide. This sequence 
has previously been proposed to anchor FHA within the cel! 
envelope, perhaps by spanning the periplasmic space and link
ing the inner and outer membranes (5). Obviously, the contri
butions of these structures to the biogenesis of FHA are at 
most only minor. 

Not ali of the activities of the N-terminal domain of FHA 
appeared to be masked by its C-terminal domain. Fha44 was 
found to bind to heparin-Sepharose in a similar fashion as 
full-length FHA. 8oth can be eluted by approximately 300 mM 
NaCl, suggesting that their affinities for heparin are very sim
ilar. This finding indicates that in full-length FHA. the N
terminal heparin-binding site is not masked by the (-terminal 
domain of the protein. It also confirms our previous studies 
(7), suggesting that the heparin-binding domain of FHA is 

located in the N-terminal half of the molecule. The hemagglu
tination activity of FHA was previously suggested to involve its 
heparin-binding site ( 16). This notion was confirmed in this 
study by the finding that Fha44 is able to hemagglutinate rabbit 
erythrocytes. Thus, both the heparin-binding and the hemag
glutination activities involving the N-terminal domain of FHA 
are not inhibited by the hairpin folding of the complete pro
tein. 

Because the genetic constructs described in this report do 
not insert an in-frame stop codon at the precise site of gene 
truncation, 43 amino acid residues were added to the FHA
related peptides. This addition does apparently not dramati
cally affect the secretion of the FHA polypeptide. which sug
gests that the FHA secretion inechanism can be used to carry 
foreign proteins or peptides along with FHA. The binding 
activity of Fha44 to heparin provides a convenient purification 
method for such recombinant fusion proteins. Work is in 
progress to evaluate the potential of the FHA secretion mech
anism for the export of foreign proteins either in B. pertussis or 
in other gram-negative organisms. 
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Résultats 

Dans l'article précédent, nous avons pu montrer que, bien que le domaine C

terminal du précurseur soit clivé au cours de la maturation de la FHA, il joue un rôle important 

dans la sécrétion de l'adhésine. Cependant, cette région ne semble pas nécessaire à la 

sécrétion d'une protéine tronquée (Fha44) d'environ 80 kDa. Cette Fha44, correspondant à 

la partie N-terminale de la FHA, possède un domaine de 115 acides aminés homologue aux 

hémolysines ShiA et HpmA de Serratia marcescens et de Proteus mirabilis dont l'activité est 

indépendante de la présence de calcium. De plus, la sécrétion de la Fha44 dépend d'une 

protéine accessoire, nommée FhaC, qui est homologiJe aux protéines de membrane externe 

ShiB et HpmB impliqués dans la sécrétion respective de ShiA et HpmA. Un mécanisme de 

sécrétion impliquant une interaction entre les régions N-terminales de la FHA, de la ShiA et 

de la HpmA, avec leur protéine accessoire respective a été proposé. Cependant, la 

comparaison de la séquence en acides aminés de la partie N-terminale de la FHA avec celle 

de ShiA et HpmA, fait apparaitre quelques différences laissant présager un mécanisme de 

sécrétion particulier à la FHA. 

Dans la publication suivante, intitulée "Amine-terminal maturation of the Bordetella 

filamentous haemagglutinin" et réalisée en collaboration avec F. Jacob-Dubuisson et C. 

Buisine, un modèle de sécrétion de la FHA est proposé impliquant une modification de la 

région N-terminale du précurseur suivie par un clivage préalable au passage de la FHA à 

travers les deux membranes de B. pertussis. 

La protéine Fha44 a servi de base à l'étude du rôle de la région N-terminale de la 

FHA dans sa sécrétion. Une analyse par SOS-PAGE de différents polypeptides dérivés 

de la FHA montre qu'ils présentent à chaque fois une taille inférieure de 8 à 9 kDa à celle 

attendue, déduite de la séquence nucléotidique. D'autre part, l'analyse de la fraction 

protéique associée aux cellules BPSM(pBG4), par immunoblot en utilisant un anticorps 

anti-Fha44 polyclonal, nous permet de visualiser les deux protéines majeures attendues, 

ainsi qu'une protéine de taille supérieure qui n'est pas présente dans le surnageant de 

culture. Ces observations semblent indiquer la présence d'un précurseur au niveau de la 
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fraction associée aux cellules, la forme sécrétée résultant d'un clivage d'un fragment de 8-9 

kDa au niveau de ce précurseur. 

Afin de déterminer si la maturation de la Fha44 a lieu côté N- ou C-terminal du 

précurseur, une courte séquence nucléotidique codant pour un peptide immunodominant de 

la Sm28GST, le peptide 190-211, est fusionnée à la région 3' terminale du gène fha44. Une 

souche de B. pertussis, contenant la construction décrite, sécrète une protéine hybride 

reconnue par un anticorps anti-Sm28GST indiquant qu'il n'y a pas de clivage côté C

terminal de la protéine mature. 

Dans le but de faciliter l'étude de la maturation N-terminale de la Fha44, une souche 

d' E. coli contenant deux plasmides compatibles, l'un portant le gène fhaC et l'autre le gène 

fha44, a été construite. Une absence de sécrétion de la Fha44 est observée suggérant que 

la région N-terminale de FhaB n'agit pas comme un signal d'exportation efficace chez E. coli. 

Une fusion protéique entre les 84 premiers acides aminés de FhaB et la ~-galactosidase 

montre une activité chez E. coli, laissant supposer une localisation cytoplasmique ou sur la 

face cytoplasmique de la membrane interne. Une fusion protéique entre la même région de 

FhaB et la phosphatase alcaline est inactive. Un phénotype opposé est mis en évidence 

chez B. pertussis. Ces résultats suggèrent que la région N-terminale de FhaB est incapable 

ou n'est pas suffisante à la translocation efficace de la protéine à travers la membrane 

cytoplasmique d' E. coli. 

La faible efficacité de la région N-terminale de FhaB comme signal permettant 

l'exportation de la protéine, pourrait expliquer le faible taux de sécrétion de la Fha44 chez E. 

coli. Pour répondre à cette hypothèse, les premiers résidus N-terminaux de FhaB ont été 

remplacés par un peptide signal d'E. coli (OmpA). Les protéines hybrides OmpA/Fha44 

sont alors produits chez E. coli exprimant FhaC, et la taille de la FHA44 exprimée par E. coli 

est identique à celle sécrétée par B. pertussis. La maturation N-terminale ne dépend donc 

pas d'un facteur spécifique de B. pertussis. D'autre part, la Fha44, de la même manière que 

la FHA, semble inaccessible au séquençage N-terminal, suggérant l'existence d'une 

modification covalente non encore caractérisée. 

85 



Molecular Microbiology (1996) 19(1 ), 65-78 

Amino-terminal maturation of the Bordetella pertussis 
filamentous haemagglutinin 

Françoise Jacob-Oubuisson, 1 Corinne Buisine, 1 

Nathalie Mielcarek,2 Eve Clément,1 

Franco O. Menozzi1 and Camille LochtH 
1 Laboratoire de Microbiologie Génétique et Moléculaire, 
INSERM CJF9109, and 2 Centre d'Immunologie et de 
Biologie Parasitaire, INSERM U167, Institut Pasteur de 
Lille, 1 rue du Prof Calmette, F-59019 Lille Cedex, France. 

Summary 

The 220 kOa filamentous haemagglutinin (FHA) is a 
major adhesin of Bordetel/a pertussis and is produced 
from a large precursor designated FhaB. Although 
partly surface associated, it is also very efficiently 
secreted into the extracellular milieu. lts secretion 
depends on the outer membrane accessory protein 
FhaC. An 80 kDa N-terminal derivative of FHA, named 
Fha44, can also be very efficiently secreted in a FhaC
dependent manner, indicating that ali necessary secre
tion signais are localized in the N-terminal region of 
FhaB. A comparison of predicted and apparent sizes 
of FHA derivatives, in addition ta immunoblot analyses 
of cell-associated and secreted FHA polypeptides, 
indicated that FhaB undergoes N-terminal maturation 
by the cleavage of an 8-9 kOa segment. However, 
phenotypic analyses of translational lacZ and phoA 
fusions showed that this segment does not function 
as a typical signal peptide. Co-expression of the 
Fha44-encoding gene with fhaC also did not allow for 
secretion of Fha44 in Escherichia coli. High levels of 
secretion could, however, be observed when the 
OmpA signal peptide was fused ta the N-terminal end 
of Fha44. Regardless of the OmpA signal peptide
Fha44 fusion point, the E. coli-secreted Fha44 had 
the same M, as that secreted by B. pertussis, indicat
ing that the N-terminal proteolytic maturation does 
not require a B. pertussis-specific factor. Similar ta 
FHA, the B. pertussis-secreted Fha44 contains an as 
yet uncharacterized modification at its N-terminus. 
This modification did not occur in E. coli and is there
fore not required for secretion. The N-terminus of Fha44 
secreted byE. coliwas determined and found ta corre
spond ta the 72nd residue after the first in-frame 
methionine of FhaB. The N-terminal modification was 

Received 4 July, 1995; revised 15 August, 1995; accepted 23 August, 
1995. *For correspondence. Tel. 20 87 77 28; Fax 20 87 79 06. 

r;:: 1 996 Blackwell Science Ltd 

also found not ta be required for haemagglutination 
or interaction with sulphated glycoconjugates. 

Introduction 

Ali cells rely on specialised machineries to target their 
macromolecules to the appropriate compartments. The 
secretion of proteins requires the crossing of one or more 
biological membranes. Gram-negative bacteria must guide 
their secreted and outer-surface proteins a cross two mem
branes, the cytoplasmic membrane and the outer mem
brane. ln these organisms, most secreted proteins transit 
through the General Secretory Pathway (GSP) and cross 
each membrane separately using two distinct machineries 
called the Sec apparatus and the terminal branch of the 
GSP, respectively (for an extensive review see Pugsley, 
1993). Alternative, Sec-independent, pathways have also 
been described, as exemplified by the secretion of the 
Escherichia coli haemolysin A (Koronakis and rlughes, 
1993) or that of the Y op proteins of Yersinia species (Fors
berg et al., 1994). 

Pathogenic microorganisms are particularly valuable 
models with which to study protein secretion because they 
often secrete enzymes, toxins, adhesins, and invasins that 
are necessary for the expression of their virulence. Accord
ingly, Bordetella pertussis, the causative agent of whoop
ing cough, secretes severa! virulence factors including 
pertussis toxin, adenylate cyclase/haemolysin, filamentous 
haemagglutinin (FHA), and fimbriae (Weiss and Hewlett, 
1986). Among them, the 220 kDa FHA, the main adhesin 
of B. pertussis, is the major secreted polypeptide product 
(Locht et al., 1993). 

The structural gene of FHA, fhaB, has a coding potential 
for a 367 kDa protein (Delisse-Gathoye et al., 1990; Dome
nighini et al., 1990), referred to as FhaB. The mature form 
of the protein corresponds to the N-terminal region of the 
precursor and has been proposed to fold into a rigid hair
pin (Makhov et al., 1994). Although the C-terminal domain 
of FhaB is cleaved off during the maturation of FHA, it 
plays an important role in FHA secretion (t=lenauld et al., 
1996). However, it is not required for the secretion of trun
cated, up to 80 kDa, derivatives that correspond to the N
terminal region of FHA (Renauld et al., 1996). These deri
vatives contain a 115-residue-long domain homologous to 
ShiA and HpmA, which are the Ca++-independent haemoly
sins of Serratia marcescens and Proteus mirabilis, respec
tively (Delisse-Gathoye et al., 1990), found to be essential 
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for the secretion of the corresponding proteins (Schonherr 
et al., 1993, Willems et al., 1994). ln addition, the secretion 
of the three polypeptides depends on homologous outer 
membrane accessory proteins called FhaC, ShiB and 
HpmB in B. pertussis, S. marcescens and P. mirabilis, 
respectively (Willems et al., 1994; Uphoff et al., 1990; 
Poole et al., 1988). lt has been proposed that the secretion 
of FHA, ShiA and HpmA involves interactions between 
their N-terminal homologous region and the respective 
accessory proteins. This suggests similarities in their 
secretion mechanisms and the existence of a novel 
branch of the GSP. However, the N-terminus of FHA was 
fou nd to be blocked (Oomenighini et al., 1990; Jacob et 
al., 1988), whereas N-terminal sequence determination 
of ShiA indicated that the first residue of the mature pro
tein immediately follows the predicted signal-peptide cleav
age site (Poole et al., 1988). Furthermore, the deduced 
ami no acid sequence of FhaB predicts, c.t best, an atypical 
signal peptide containing an unusually long polar domain 
followed by a hydrophobie domain (Oelisse-Gathoye et 
al., 1990). These observations suggest important differ
ences between the secretion mechanism of FHA and 
those of ShiA and HpmA. 

ln this work, the N-terminal maturation of FhaB was 
investigated using an 80 kOa C-terminally truncated FHA 
polypeptide, named Fha44 (Renauld et al., 1996). lt was 
found that the first 71 residues are removed during FHA 
biogenesis, but that this reg!on does not function as a typi
cal signal peptide in E. coli. The addition of the OmpA 
signal peptide allowed high levels of FhaC-dependent 
Fha44 secretion in E. coli. As for Fha44 secreted by B. per
tussis, the N-terminal maturation beyond this signal-pep
tide cleavage site was also found in E. coli. ln contras! to 
that of B. pertussis, however, Fha44 secreted by E. coli 
had no N-terminal modification. This modification was 
apparently not required for FHA secretion, haemagglutina
tion, or interaction with sulphated carbohydrates. 

Results 

The apparent Mr of truncated N-terminal FHA 

polypeptides are smal/er than expected 

The initiation codon of FhaB has not been identified with 
certainty among three possible in-frame AUG codons, and 
FhaB does not possess a typical signal-peptide sequence. 
ln addition, the N-terminus of the mature protein could 
not be determined by Edman degradation, suggesting 
that the first residue of FHA is modified (Oomenighini et 
al., 1990; Jacob et al., 1988). To facilitate the study on 
the raie of the N-terminal region of FHA in its secretion, 
we used truncated FHA derivatives produced by B. pertus
sis strains containing 3' deJetions in fhaB. These polypep
tides are efficiently secreted in a FhaC-dependent manner 

1 2 3 -112-
- FHA 

80- - - FHA44 --!95- -- FHA-!12 

32.5-

27.5- -
Fig. 1. SOS-PAGE analysis of truncated FHA polypeptides. FHA 
(lane 1 ), Fha44 (lane 2), and Fha412 (lane 3) were affinrty purified 
from culture supernatants of B. pertussis BPSM, BPGR4(pBG4), 
and BPGR4(pBG12), respectively, and analysed by 12% SOS
PAGE. Each lane contained 5!lg of purified protein. The gel was 
stained with Coomassie brilliant blue. The M, of the markers are 
given in kDa in the left margin. 

(Renauld et al., 1996). The plasmid-borne truncated genes 
containing the 5' 2.5 kb (pBG4) or 1.3 kb (pBG12) of fhaB, 
were introduced into BPGR4, a B. pertussis strain in which 
chromosomal fhaB was deleted (Locht et al., 1992). The 
FHA polypeptides in the culture supernatant of the trans
formed strains were purified by heparin-Sepharose chro
matography. The sizes of the purified proteins, designated 
Fha44 and Fha412, were estimated by SOS-PAGE 
(Fig. 1 ). The largest FHA-related polypeptides were fou nd 
in each case to be significantly (approximately 8-9 kDa) 
smaller than expected from their amino acid sequences, if 
one considers the first in-frame AUG as being the start 
codon (Table 1 ). This observation suggested that these 
polypeptides either migrated abnormally during SOS
PAGE or were subjected to proteolytic processing. ln 

Table 1. M, of FHA and FHA derivatives. 

Calculated 
Strain M, (kDa) 

B. pertussis 
BPSM No• 
BPGR4(pBG12) 49.1 
BPGR4(pBG4) 89.5 

E. coli 
UT5600(pFJD11) 88.5 (86.4b) 
UT5600(pFJD12) 84.9 (82.9b) 
UT5600(pFJD13) 81.2 (79.2b) 

Estimated M, (kDa) of the 
larges! FHA polypeptide 

secreted cell-associated 

219 
41 ND 
80 89 

80 89 
80 84.5 
80 80 

a. Not determined because the C-terminal end of mature FHA is 
unknown. 
b. Size calculated alter cleavage of the OmpA signal peptide. 

<:' 1996 Blackwell Scrence Ltd, Mo/ecu/ar Microbiology, 19, 65-78 
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Fig. 2. lmmunoblot analysis of the cell-associated Fha44. Whole 
cell extracts of liquid cultures of B. pertussis BPGR4 (Jane 1) and 
BPGR4(pBG4) (lane 3) were analysed by 12% SOS-PAGE and 
immunoblotting using the rat anti-Fha44 polyclonal antiserum. 
Equivalent amounts of total proteins corresponding ta 1 00 )li of 
bacteria grown ta an A 600 of 5 were loaded in lanes 1 and 3. Lane 
2 contains 1 00 )li of unconcentrated culture supernatant from B. 
pertussis BPGR4(pBG4). The M, of the markers are given in kDa in 
the righi margin. 

addition to the larges! polypeptide, one or several other 
polypeptides of smaller sizes were present in the purified 
preparations. ln particular, two major protein bands were 
usually detected in the Fha44 fraction. These are probably 
proteolytic cleavage products from the larger forms, 
because it has been documented that FHA is highly sus
ceptible to proteolysis (Oomenighini et al., 1990). 

When whole cell extracts of B. pertussis BPGR4(pBG4) 
were analysed by immunoblotting using anti-Fha44 anti
serum, two major proteins of sizes similar to those of the 
extracellular Fha44 polypeptides were detected. ln addi
tion, a larger protein, absent in the culture supernatant, 
was detected in whole cell extracts (Fig. 2, lane 3; 
Table 1 ). Neither of these polypeptides were fou nd in 
cell extracts of untransformed B. pertussis BPGR4 (Fig. 2, 
lane 1 ), confirming that they are FHA~related. Higher reso
lution SOS-PAGE indicated that the M, of the additional 
cell-associated protein was approximately 8-9 kOa larger 
than that of the larges! extracellular product. The 89 kOa 
size of this cell-associated polypeptide is in accordance 
with the calculated M, (Table 1 ), and it therefore probably 
represents a precursor of the secreted forms. This sug
gests that the secreted forms had undergone proteolytic 
maturation. 

N-terminal maturation of Fha44 

To determine whether the maturation of Fha44 occurred at 
the N-terminal or at the C-terminal end of its precursor, a 
short nucleotide sequence coding for an immunodomi
nant epitope of the Schistosoma mansoni glutathione-S
transferase (Sm28GST, peptide 190-211) was fused to 
the 3' end of fha44. The resulting plasmid, named pNJ1 

C 1996 Blackwetl Science Ltd, Mo/ecu/ar Microbiology, 19, 65-78 
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and encoding a Fha44-Sm28GST chimera, was introduced 
into B. pertussis BPGR4, and the culture supernatant of 
the transformed strain was analysed by SOS-PAGE and 
immunoblotting using anti-Sm28GST antibodies. As shawn 
in Fig. 3, lane 4, these antibodies strongly recognized 
the Fha44-Sm28GST chimera. Only the larges! secreted 
polypeptide was recognized by the antibodies. This hybrid 
protein was slightly larger !han the larges! Fha44 polypep
tide secreted by BPGR4(p8G4), but was still significantly 
smaller than expected from the amino acid sequence 
(not shawn), indicating that its proteolytic maturation had 
occurred at the N-terminal end. ln addition, the smaller 
M, forms, having lost the Sm28GST epitope, must have 
been processed at their C-terminal end (Fig. 3, lane 2). 

These results, together with the presence of a cell
associated precursor, indicate that the larger secreted 
form of Fha44 (Figs 1 and 2 and Table 1) results from 
an N-terminal proteolytic maturation of the precursor by 
the re moval of a 8-9 kOa fragment. The smaller secreted 
forms probably result from additional cleavages at the C
terminal end of Fha44. 

Poor FhaC-dependent secretion of Fha44 in E. coli 

To facilitate further investigations on the N-terminal matu
ration of Fha44, attempts were made to secrete this protein 
in E. coli. As secretion of Fha44 requires the expression of 
fhaC (Renauld et al., 1996), we first needed to express this 
accessory gene in E. coli. To develop specifie antibodies 
for the detection of FhaC, the major portion of fhaC was 
expressed as a hybrid protein with an N-terminal His-6 
tag. High levels of expression were readily achieved upon 
induction with isopropyl-1-thio-~-o-galactoside (IPTG), and 
the recombinant protein was purified by Ni-nitrilotriacetic 
acid agarose chromatography (data not shawn). The puri
fied protein was then used for the production of anti-FhaC 

2 3 4 

-
Fha44-, __ : 

Fig. 3. lmmunoblot analysis of the Fha44-Sm28GST hybrid protein 
secreted by B. pertussis. Culture supernatants of B. pertussis 
BPGR4(pBG4) (lanes 1 and 3) and BPGR4(pNJ1) (lanes 2 and 4) 
were analysed by immunoblotting using the anti-Fha44 polyclonal 
antibodies (lanes 1 and 2) and the anti-Sm28GST polyclonal 
antiserum (lanes 3 and 4). Each lane contained 100 '" of 
unconcentrated culture supernatant. 
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Fig. 4. lmmunoblot detection of FhaC. Outer membrane 
preparations of B. pertussis BPSM (lane 1 ), B. pertussis B 177 
(lane 2), E. coli XL 1-Biue(pQE32) (lane 3), and E. coli 
XL1-Biue(pFJD6) (lane 4) were analysed by immunoblotting 
using the anti-FhaC polyclonal antiserum. Equivalent amounts of 
total proteins were loaded in ali lanes. The M, of the markers are 
given in kDa in the righi margin. 

antibodies. As shawn in Fig. 4, the anti-FhaC antibodies 
reacted with an approximately 60 kDa protein in outer 
membrane preparations of B. pertussis 8PSM (Fha8+ 
FhaC+). This is the expected size of FhaC. ln contrast, 
no anti-FhaC reactive protein was detected in outer 
membrane preparations of B. pertussis 8177, a strain 
containing a kanamycin-resistance gene insertion in fhaC 
(Willems et al., 1994). 

To express full-length fhaC in E. coli, pFJD6 was con
structed, in which fhaC was cloned under the control of 
an inducible promoter. The recombinant plasmid was intro
duced into E. coli XL 1-81ue, and outer membrane fractions 
of the transformed cells were prepared and analysed by 
immunoblotting using the anti-FhaC antibodies. As shawn 
in Fig. 4, a protein of the same size as the B. pertussis 
FhaC was detected in the outer membrane fractions of 
E. coli XL1-81ue(pFJD6), whereas no immunoreactive pro
tein was detected in outer membrane fractions of E. coli 
XL 1-81ue transformed with the vector lacking fhaC. 

The co-expression of fhaC and fha44 was th en attempt
ed in E. coli using pFJD6 together with pFJD9, which is 
a pFJD6-compatible pMM891 derivative containing the 
fha44 gene under the control of the tac promoter. No 
Fha44 was detected by immunoblotting of culture super
natants or whole cell extracts of IPTG-induced E. coli 
XL 1-81ue(pFJD6, pFJD9). ldentical results were obtained 
using E. coli UT5600, a strain deficient for the production 
of the outer membrane protease OmpT. This latter strain 
was chosen for use in further experiments. 

To test whether the fhaC gene construction under the 

control of the 1 PTG-inducible promoter was able to provide 
a functional product, we used pFJD8 to complement the 
fhaC mutation in B. pertussis 8177. This plasmid is a 
pMM867-derivative that can autonomously replicate in 
Bordetel/a. Transformation of B. pertussis 8177 with pFJD8 
was able to restore the secretion of FHA (not shawn), indi
cating that functional expression of fhaC was achievable 
from such a construct. 

Lack of protein export in E. coli using the N-terminal 
region of FhaB 

The lack of Fha44 secretion in E. coli described above 
suggests that the N-terminal sequence of Fha8 might not 
function as an efficient export signal in E. coli. This hypo
thesis was tested using translational gene fusions between 
the 5' end of fhaB (252 bp of the coding region) and the 
lacZ gene or the part of the phoA gene encoding the 
mature protein. The constructions gave rise to protein 
chimeras fusing the first 84 amino acid residues of Fha8 
to ~-galactosidase (FHA~Gal) or alkaline phosphatase 
(FHAPhoA) as depicted in Fig. 5. The corresponding plas
mids, pFHA~gal and pFHAphoA, were introduced into E. 
coli XL 1-81ue and CC118, respectively, either alone or in 
trans with pQH8, a compatible plasmid containing bvgA 
(Boucher et al., 1994), the product of which is required 
for transcriptional activation of fhaB. As the bvgA gene in 
this plasmid was under the control of an IPTG-inducible 
promoter, this combination allowed for transcription of 
the chimeric genes from the promoter of fhaB upon 
induction with IPTG. When plated onto Luria-8ertani 
(LB) agar containing Xgal and IPTG, the E. coli XL 1-
81ue(pFHA~gal) colonies were light blue and the E. coli 
XL 1-81ue(pQH8, pFHA~gal) were dark blue, indicating 
that active ~-galactosidase was produced, and, therefore, 
that the chimeric protein must be located in the cytoplasm 
or on the cytoplasmic side of the inner membrane. No 
apparent toxicity of this construct was observed in E. 
coli, suggesting that the N-terminal part of Fha8 did not 
direct the ~-galactosidase to the export machinery (8ieker 
and Silhavy, 1989). These results were confirmed by 
liquid cultures. After induction of bvgA expression, the ~
galactosidase activity in E. coli XL 1-81ue(pFHA~gal, 
pQH8) was found to be of the same arder of magnitude 
as th at of positive control E. coli XL1-81ue(p88R 1 MCS, 
pQH8), and over 1 0-fold higher than that of E. coli XL 1-
81ue(pFHA~gal), whereas almost no activity was detected 
in untransformed cell extracts (Fig. 6). 

The opposite phenotype was observed with the FHA
PhoA hybrid. No significant alkaline-phosphatase activity 
was found in E. coli CC118(pFHAphoA) regardless of the 
presence of pQH8 within the same cell, although high 
levels of PhoA activity were found in the positive-control 
strain E. coli CC118 transformed with pEL 1, encoding 
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Fig. 5. Schematic representation of the various translational chimeras. The top line represents the N-terminal sequence of FhaB starting with 
the first of three possible in-frame methionines. The second line depicts the translational fusions between the N-terminal region of FhaB and 
either ~-galactosidase (~-Gal in aval) or alkaline phosphatase (PhoA in aval). The third, fourth and fifth lines depict the translational fusions 
between the OmpA signal peptide (OmpA SP in white box) and the various FhaB peptides. The '+' designates positively charged residues, and 
the hydrophobie segment is boxed in dark grey. The arrow in the fourth line indicates the cleavage site generating the N-terminus of Fha44 
secreted by E. coli. 

the complete phoA gene (Fig. 6). The absence of PhoA 
activity and the presence of p-galactosidase activity indi
cate that the 84 N-terminal residues of FhaB do not lune
tian as an efficient signal peptide in E. coli. 

When the plasmids containing the hybrid genes were 
introduced into B. pertussis, pFHA~gal yielded extremely 
law transformation rates. None of the few chlorampheni
col-resistant clones that could be grown in liquid medium 
had measurable ~-galactosidase activity, and, in ali cases, 
the reisolated plasmid differed from the original construct, 
indicating that genetic rearrangements had occurred (not 
shawn). These observations suggest that the product of 
the chimeric fhaB-IacZ gene was taxie to B. pertussis, pos
sibly by jamming of the translocase, si nee ~-galactosidase 
is incompatitle with export (Bieker and Silhavy, 1989). ln 
contras!, pFHAphoA could easily be introduced into B. per
tussis. PhoA activity could be detected in B. pertussis 

BPSM(pFHAphoA), but no activity was detected when 
pFHAphoA was introduced into B. pertussis BP347, an 
àvirulent strain containing a Tn5 insertion in the bvgA 

gene (Weiss et al., 1983). This indicates thal the PhoA 
activity detected in BPSM(pFHAphoA) was under the 
control of the BvgA transactivator, as expected for the 
fi:JaB promoter. However, even in BPSM(pFHAphoA), the 
PhoA activity was weak compared to !hat detected in B. 

pertussis SK39, a strain containing a TnphoA insertion in 
the pertussis-toxin operon (Knapp and Mekalanos, 1988) 
(not shawn). This suggests that the first 84 residues of 
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FhaB constitute a weak or incomplete export signal in B. 

pertussis. 

Efficient FhaC-dependent Fha44 secretion in E. coli 
by the addition of the OmpA signal peptide 

As the N-terminal domain of FhaB did not appear to lune
tian as an efficient export signal, we reasoned thal this 
could be one of the reasons for poor secretion in E. coli. 

Therefore, the E. coli OmpA signal peptide was fused to 
the Fha44 sequence. Three different translational gene 
fusions were constructed and cloned into pMMB91 under 
the control of the tac promoter to yield pFJD11, pFJD12, 
and pFJD13. These plasmids gave rise to hybrid proteins 
in which, respectively, the first 2, 33 or 70 N-terminal resi
dues of FhaB were replaced by the 21 residues corre
sponding to the OmpA signal peptide (Fig. 5). These 
plasmids were introduced into E. coli UT5600 either 
alone or in trans with the compatible pFJD6 containing 
fhaC. The recombinant cells were grown in liquid medium 
and expression was induced by the addition of IPTG. 
The culture supernatants were separated from the cells 
and analysed by immunoblotting using anti-Fha44 anti
bodies. Polypeptides recognised by anti-Fha44 anti
bodies were detected in the supernatants of the strains 
co-expressing fhaC and either one of the three ompA

fha44 fusions (Fig. ?A, lanes 6-8). There were, however, 
significant quantitative differences between the three 
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Fig. 6. Relative ~-galactosidase and alkaline-phosphatase activities 
of the hybrid proteins in E. coli. The ~-galactosidase (grey bars) 
and alkaline phosphatase (striped bars) activities in E. coli cell 
extracts of the indicated strains were determined as described in 
the Experimental procedures. The activities are displayed as the 
per cent of residual activities relative to the positive controls, 
E. coli XL 1-Biue(pBBR1 MCS, pQHB) and E. coli CC118(pEL 1 ), 
respectively. The experiments were performed 3-5 times with 
variations in the absolute values, but not in the relative values. 

constructs. The hybrid protein encoded by pFJD12 repro
ducibly yielded 8-1 0-fold more secreted Fha44 than the 
hybrid proteins encoded by pFJD11 and pFJD13, as deter
mined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
(not shown). The yield of Fha44 from this construction 
was typicaliy about 20% of that of B. pertussis-produced 

Fha44. Remarkably, ali three extraceliular Fha44 proteins 
produced in E. coli had the same apparent M, as the major 
secreted form of Fha44 in B. pertussis (see below and 
Table 1 ). This was unexpected, as the cleavage of the 
OmpA signal peptide should have resulted in different 
sizes of proteins for the three constructs. This finding sug
gests that the Fha44 polypeptides had undergone proteo
lytic maturation in addition to the removal of the OmpA 
signal peptide. The Fha44 secretion was, in ali three 
cases, dependent on the presence of fhaC (Fig. 7 A, com
pare lanes 2-4 with lanes 6-8). Very small amounts of 
Fha44 were occasionaliy detected in the supernatant of 
E. coli UT5600(pFJD12) in the absence of FhaC, suggest
ing, perhaps, partial celi lysis or a weak leakage through 
the outer membrane (Fig. 7 A, lane 3). ln this case, the 
Fha44 produced had the same size as thal produced by 

B. pertussis, indicating thal the proteolytic maturation 
beyond the removal of the signal peptide did not depend 
on FhaC. 

Anti-Fha44-reactive proteins of the same size as those 
found in the culture supernatants were detected in whole 
celi extracts of the various E. coli strains. lnterestingly, 
larger celi-associated immunoreactive proteins were also 
present in sorne of these strains (Fig. 78, lanes 3-5; 
Table 1). They were particularly abundant in celi extracts 
of E. coli UT5600(pFJD11) regardless of the presence of 
FhaC (Fig. 78, lanes 3 and 4). These proteins probably 
correspond to precursor forms of the secreted proteins. 

Ali three Fha44 proteins secreted by E. coli UT5600 
(pFJD6) containing pFJD11, pFJD12, or pFJD13, could be 
purified by heparin-Sepharose chromatography (Fig. 7C) . 
Similar to the B. pertussis Fha44, the E. coli Fha44 was 
able to agglutinate rabbit red blood celis, albeit with a 
somewhat lower titre than Fha44 produced by B. per

tussis, possibly because of the presence of abundant 
degradation fragments contaminating the E. coli purified 
preparation (Fig. 7C). 8oth B. pertussis and E. coli pro
teins readily lost their haemagglutination titres upon 
storage, which was not observed with fuli-length FHA. 

Attempts were made to introduce pFJD11, pFJD12 and 
pFJD13 into B. pertussis 8PSM, 8PGR4 and 8PMC. 
8PMC Jacks fhaB and is also defective for the production 
of FhaC (Locht et al., 1992). ln spite of repeated attempts, 
pFJD13 could not be introduced into B. pertussis. ln the 
other cases, most transformants grew very poorly on 
solid medium. B. pertussis 8PMC(pFJD11) and 8PMC 
(pFJD12), the only ones able to grow in liquid culture, 
were then retransformed with pFJD16, which is a compa
tible plasmid encoding FhaC. Approximately 1% of these 
double transformants were recognized by the anti-Fha44 
antiserum in colony immunoblots. Fha44 detected in the 
supernatant of these clones was of the same size as 
Fha44 from B. pertussis 8PGR4(p8G4), as estimated by 
SDS-PAGE and immunoblot analyses (not shown). 
Again, the apparent M, of the secreted polypeptides did 
not depend on the site of the OmpA signal peptide fusion. 

Attempts to determine the N-terminal sequences of the 
Fha44 proteins from the various sources suggested that 
Fha44 produced by B. pertussis is modified, as was pre
viously found for fuli-length FHA. ln contras!, the four N
terminal residues of the E. coli-produced Fha44 from 
strain UT5600(pFJD6, pFJD12) were unambiguously deter
mined as Gln-Giy-Leu-Val. This sequence can be found 
at positions 72-75 of the Fha8 sequence (Fig. 5). The 
apparent M, of Fha44 estimated by SDS-PAGE analysis 
is compatible with a mature protein starting at position 72. 

Discussion 

For most secreted proteins of Gram-negative bacteria, the 
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Fig. 7. lmmunoblot analyses of Fha44 produced by E. coli. 
A. Culture supernatants of E. coli UT5600(pFJD9) (lane 1 ), UT5600(pFJD11) (lane 2), UT5600(pFJD12) (lane 3), UT5600(pFJD13) (lane 4), 
UT5600(pFJD6, pFJD9) (lane 5), UT5600(pFJD6, pFJD11) (lane 6), UT5600(pFJD6, pFJD12) (lane 7), and UT5600(pFJD6, pFJD13) (lane 8) 
were analysed by immunoblotting using the anti-Fha44 polyclonal antibodies. Lane 9 contains 15 Jll of culture supernatant of B. pertussis 
BPGR4(pBG4) as a positive control. Lanes 6-8 contain 15 Jll of unconcentrated culture supernatant, whereas in lanes 1-4, the culture 
supernatants were concentrated 20-fold by precipitation. The M, of the markers are given in kDa in the left margin. 
B. Cell-associated Fha44 was detected by immunoblotting of whole cell extracts of E. coli UT5600(pFJD11) (lane 3), UT5600(pFJD6, pFJD11) 
(lane 4). UT5600(pFJD12) (lane 5), and UT5600(pFJD13) (lane 6). Equivalent amounts of total proteins were loaded in lanes 3-6. Lanes 1 and 
2, respectively, contain 2 Jl9 and 500 ng of Fha44 purified from B. pertussis BPGR4(pBG4) and E. coli UT5600(pFJD6, pFJD12), respectively. 
TheM, of the markers are given in kDa in the left margin. 
C. Approximately 500 ng of affinity-purified Fha44 from E. coli UT5600(pFJD6, pFJD12) (lane 2), UT5600(pFJD6, pFJD11) (lane 3), and 
UT5600(pFJD6, pFJD13) (lane 4) were analysed by immunoblotting using the anti-Fha44 polyclonal antiserum. Unconcentrated culture 
supernatant (5 Jll) of B. pertussis BPGR4(pBG4) (lane 1) was used as a control. The M, of the markers are given in kDa in the righi margin. 

secretion mechanism comprises two distinct steps, termed 
the GSP (Pugsley, 1993). The first step allows the protein 
to be transported through the inner membrane and it nor
mally depends on the presence of a cleavable N-terminal 
signal peptide and the Sec apparatus (Pugsley, 1993), 
and has been studied extensively. The details of the 
second step, responsible for the transport through the 
outer membrane, are much less weil characterized. The 
mechanisms of protein secretion across the outer mem
brane f13-ll within a small number of categories (Lary, 
1992; Salmond and Reeves, 1993), requiring between 
zero to over a dozen accessory proteins. These acces
sory proteins may express their assistance in secretion 
with more or less specificity for their cognate substrates. 
Secretory intermediates between the first and second 
steps may sometimes be detected in the periplasmic 
space following cleavage of the signal peptide. Besides 
the GSP, sorne Gram-negative microorganisms also use 
totally different, Sec-independent secretion mechanisms, 
without a periplasmic intermediate (Van Gijsegem et al., 
1993; Wandersman, 1992). 
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The B. pertussis FhaB possesses an unusual N-terminal 
sequence. As shawn in Fig. 5, this sequence contains a 
43 residue-long hydrophilic segment with many charged 
amino acid residues, followed by a 28 residue-long 
hydrophobie segment. Unlike typical signal peptides, this 
sequence did not allow export of PhoA through the cyto
plasmic membrane of E. coli, but allowed low levels of 
PhoA export in B. pertussis. However, this export in B. per
tussis was much less efficient than that observed for PhoA 
fused to a typical signal peptide, such as that of the S1 sub
unit of pertussis toxin. This contrasts with the highly effi
cient secretion of FHA by B. pertussis and suggests, 
therefore, that additional signais may be important for 
FHA translocation, even through the inner membrane. 
Unlike classical signal peptides, these additional signais 
are probably located downstream of the first 80 residues 
of FHA. 

ln contrast to the first FHA residues, other B. pertussis 
signal peptides, such as those of the pertussis-toxin 
subunits, allow for efficient Sec-dependent export of 
proteins into the E. coli periplasm (Burnette et al., 1988), 
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suggesting that B. pertussis also contains a Sec-like 
secretion pathway. With the native N-terminal region of 
Fha44, only very law secretion levels were achieved in 
E. coli. However, the addition of a canonical E. coli signal 
peptide allowed efficient Fha44 secretion into the E. coli 

culture supernatant in a FhaC-de~endent manner. For 
one of the constructs, the secretion level approached the 
arder of magnitude found in B. pertussis. lnterestingly, 
the highest level of secretion in E. coli was obtained 
when the FHA N-terminal hydrophobie region was main
tained in addition to the hydrophobie region of the OmpA 
signal peptide. Furthermore, the final proteolytic proces
sing of that protein in E. coli was shawn to take place 
immediately behind the hydrophobie segment of Fha44 
rather than behind that of the OmpA signal peptide 
(Fig. 5). At present, it is unknown whether this processing 
takes place in several consecutive steps. The lack of the 
hydrophobie segment in the shorter construct was detri
mental to secretion bath in E. coli and in B. pertussis. 

Together these results suggest that the export/secretion 
of FHA either represents a novel pathway which remains 
to be characterized or, alternatively, that FHA is exported 
in a Sec-dependent manner but has additional, untypical 
features and possibly additional targeting factors. 

As expected, efficient extracellular secretion of Fha44, 
even when fused to the OmpA signal peptide, requires 
the presence of FhaC, the outer membrane protein homo
logous to the S. marcescens and P. mirabilis haemolysin 
accessory proteins. However, in contrast ta what has 
been observed for ShiA, secretory intermediates of Fha44 
have not been isolated yet and do not seem ta accumulate 
in the periplasm in the absence of FhaC (F. Jacob
Dubuisson, unpublished data). This suggests that FHA 
export through the cytoplasmic membrane and secretion 
through the outer membrane may be coupled. Recently, 
a new member of the FhaC-Iike outer membrane protein 
family has been identified in Haemophilus influenzae 
(Barenkamp and St Geme, 1994). This protein, named 
HMWB, is required for the secretion of HMWA, an adhesin 
that shares sorne homology with FHA and is recognized by 
at least one anti-FHA monoclonal antibody (Barenkamp 
and Leininger, 1992). FHA, HMWA, ShiA and HpmA ali 
share the five-amino acid motif Asn-Pro-Asn-Giy-lle 
which is probably involved in interactions with their respec
tive outer membrane accessory proteins {locht et al., 

1993). FHA and HMWA share additional homology over 
22 residues at the N-terminus of their precursors, which 
is not found in ShiA and HpmA. Furthermore, the regions 
that follow this N-terminal homology show strikingly simi
lar hydrophilicity profiles, composed of a long, positively 
charged segment preceding a long hydrophobie domain. 
This is also not found in ShiA and HpmA. These observa
tions suggest that FHA and HMWA form a sub-family 
within the family of proteins secreted via FhaC-Iike outer 

membrane proteins. lnterestingly, secretion of the H. influ

enzae adhesin was demonstrated to require the acces
sory protein HMWC in addition to the FhaC-homologue 
HMWB (Barenkamp and St Geme, 1994). Although the 
subcellular location of HMWC has not been determined 
yet, it is probably located within the cytosol since it does 
not possess a signal peptide. HMWC has been hypothe
sized either to act as a transcriptional activator, or ta 
stabilize HMW mANA or HMWA itself (Barenkamp and 
St Geme, 1994). Alternatively, such a subcellular location 
would be compatible with a role played in the first, trans

cytoplasmic membrane step of secretion. ln that case, a 
protein homologous to HMWC might be involved in the 
first step of secretion of FHA in B. pertussis. This acces
sory protein wou Id not be required when a Sec-dependent 
signal peptide is fused ta FHA. lt could recognize the 
export signais of FHA and pilot it ta the translocator, remi
niscent of the function of the Y op-specifie Sye chaperones 
(Wattiau et al., 1994). 

Regardless of the presence of the OmpA signal peptide, 
and regardless of its location in the N-terminal domain of 
Fha44, the extracellular Fha44 peptides ali had the same 
apparent M, in both E. coli and B. pertussis. The presence 
of anti-Fha44-reactive cell-associated proteins with appa
rent M, corresponding to the size expected from the 
respective protein sequences indicates that Fha44 is 
produced as a precursor and undergoes an extensive N
terminal proteolytic maturation beyond the OmpA signal 
peptide cleavage. This maturation occurs in E. coli as weil 
as in B. pertussis and appears to be independant of 
FhaC. Therefore, it is probably catalysed by ubiquitous 
envelope proteases, or perhaps by autoproteolysis, albeit 
no protease activity has yet been associated with FHA. 
When the OmpA signal peptide was fused to the N
terminus of the Fha44 precursor, the processing in E. 
coli UT5600{pFJD6, pFJD11) was less efficient and the 
secretion was impaired compared with that in E. coli 

UT5600(pFJD6, pFJD12) (see Fig. 7, A and 8), indicating 
that the N-terminal maturation of FHA is intimately linked ta 
its secretion. lnterestingly, the N-terminal sequence of the 
E. coli-secreted Fha44 corresponds to the residues imme
diately following the 28-residue-long hydrophobie domain 
(Fig. 5), and this processing site matches the signal
peptide cleavage site predicted by Delisse-Gathoye et al. 

(1990). Although the N-terminus of the B. pertussis Fha44 
could not be determined, it is likely that its N-terminal pro
cessing takes place at the same position as that in E. coli 

Fha44, or very close to it, si nee the size of the B. pertussis 

Fha44 is indistinguishable from that of E. coli Fha44 within 
the resolution of SOS-PAGE analysis. 

The inaccessibility of FHA and Fha44 purified from B. 
pertussis to N-terminal sequencing suggests a covalent 
modification of the N-terminal residue of the mature pro
tein. This modification remains, as yet, uncharacterized. 
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Fig. 8. Working mode! for FHA secretion in B. pertussis. FhaB would be synthesized with an N-terminal region comprising a 22-residue 
segment homologous to thal of HMWA, as represented by the black triangle; a positively charged segment, as represented by the'+' sign; a 
hydrophobie segment, as represented by the black box; and a 115-residue-long region homologous to ShiA and HpmA, as represented by the 
dotted box. Sorne, or ali, of these segments form part of the secretion signais of FhaB. The N-terminus would be recognised by a cytoplasmic 
pilot protein (P) and targeted to a translocase (T) located in the cytoplasmic membrane. During or alter translocation, the N-terminal region of 
FHA is proteolytically cleaved and the resulting N-terminal residue is modified (indicated by the asterisk) by a 'modilying enzyme' (M). The 
115-residue segment homologous to ShiA and HpmA interacts with FhaC to allow secretion of the protein across the outer membrane. The 
150 kDa C-terminal portion of FhaB is removed and the mature FHA is released in the extracellular milieu. 

Although N-terminal proteolytic maturation may be required 
for FHA secretion, this modification is not essential for extra
cellular secretion, at least in E. coli. lt is also not essential for 
the haemagglutination activity, or for FHA adherence ta 
sulphated carbohydrates, the binding-site of which has 
recently been assigned ta the N-terminal region of FHA 
(Hannah et al., 1994). ln addition ta its nature, the function 
of this modification remains ta be investigated. lt could con
ceivably be involved in the stability of the protein, its interac
tion with ether molecules or the membranes of B. pertussis, 
folding of full-length FHA, or binding activities ether than the 
interaction with sulphated carbohydrates. 

ln addition ta its N-terminal maturation, FHA is also sub
jected ta an extensive C-terminal maturation, in which the 
approximately 150 kDa C-terminal domain is removed 
from the 367 kDa FhaB. This 150 kDa domain may per
haps act as an intramolecular chaperone, maintaining 
FHA in a secretion-competent state. ln our current work
ing madel depicted in Fig. 8, FhaB, devoid of a typical 
signal peptide, is first targeted ta the inner membrane 
with the help of a cytoplasmic factor (pilot, 'P') that has 
yet ta be identified. This step is followed by translocation 
across the inner membrane and N-terminal processing. 
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ln B. pertussis, a covalent modification of the N-terminus 
of the mature protein then occurs either directly after N
terminal proteolytic maturation or after interaction with 
FhaC. FhaB interacts with FhaC allowing it ta be trans
located through the outer membrane. During or after 
translocation, the C-terminal 150 kDa domain of FhaB is 
cleaved off, allowing the mature FHA molecule ta fold as 
a hairpin rad, as described by Makhov et al. (1994). 

FHA is one of the major antigens used in the new acel
lular vaccines against whooping cough (Sato et al., 1984). 
Various attempts have been described ta express FHA in 
heterologous hasts for the purpose of developing recombi
nant vaccines containing FHA (Brown and Parker, 1987; 
Molina and Parker, 1990; Guzman et al., 1991 ). ln ali 
cases, FHA could be produced in a recombinant form, 
but remained intracellular. Efficient secretion of FHA in 
heterologous hasts, as described here, will considerably 
simplify the purification of this antigen free of ether, taxie 
B. pertussis compounds. Moreover, FHA has also been 
produced in attenuated Salmonella strains ta develop live 
mucosal vectors delivering this antigen for the production 
of a mucosal immune response (Guzman et al., 1991). 
Since Salmonella is phylogenetically very close ta E. coli, 
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it is likely that the fusion of the OmpA signal peptide to 

FHA, together with the co-expression of fhaC, will result 
in high levels of secretion in this organism. This might be 

of considerable advantage for the induction of high levels 
of mucosal immune responses against FHA. Finally, we 

are currently exploring the possibility of using the FHA 
secretion mechanism for the extracellular secretion of 

biotechnologically valuable, heterologous proteins in B. 
pertussis, E. coli and ether Gram-negative organisms. 

Experimental procedures 

Strains, plasmids and culture conditions 

The B. pertussis and E. coli strains as weil as the plasmids 
used in this study are listed in Table 2. Transformations of 
B. pertussis were performed by electroporation (R. Antoine 
and C. Locht, manuscript in preparation). Growth conditions 
for B. pertussis were described previously (Locht et al., 
1992). Liquid cultures were typically grown for 48-60 h prior 
to analysis. When relevant, antibiotics were added at a final 
concentration of 1 00 Jlg ml- 1 for streptomycin, and 20 Jlg ml- 1 

for ampicillin, kanamycin or chloramphenicol. E. coli strains 
producing Fha44 were grown in liquid LB medium (Sam
brook et al., 1989) supplemented with 0.1% dimethyi-p-cyclo
dextrin (Teijin Ltd.). The production of recombinant Fha44 
was achieved bythe addition of IPTG (Promega) to a final con
centration of 1 mM after the cultures had reached an optical 
density of 1-1.2 at 600 nm. The IPTG-treated cultures were 
then incubated under agitation for an additional three hours 
prior to analysis. 

Plasmid constructions 

Standard procedures described by Sambrook et al. (1989) 
were used for cloning. pFHApgal was constructed as fol
lows. A 500bp EcoRI-Pstl fragment containing the promoter 
region and the 5' end of fhaB was isolated from pRIT13122 
(Delisse-Gathoye et al., 1990) and cloned into the correspond
ing sites of pNM482 (Minton, 1984) to create a fhaB-IacZ 
translational fusion. The resulting plasmid was named pFHA2. 
The 5.5 kb EcoRI-Stul fragment of pFHA2 containing the 
fhaB-IacZfusion was then cloned into EcoRI/Smal-digested 
pBBR1 MCS (Kovach et al., 1994). The resulting plasmid was 
named pFHApgal. 

To construct pFHAphoA, the 500bp EcoRI-Pstl fragment 
isolated from pRIT13122 was first cloned into pUC8 to create 
pFHA 1. The 500 bp EcoRI-Hindlll fragment from pFHA 1 con
taining the promoter region, and the 5' end of fhaBwas cloned 
into the corresponding sites of the polylinker of pBBR1 MCS. 
The resulting plasmid was named pFHA4. The signal peptide
Jess E. coli phoA gene was obtained as a 4.4 kb Smal frag
ment from pEL 1 (Kremer et al., 1994) and cloned into the 
Smal site of pUC19 to yield pPhoA19. This fragment was 
then recovered as a Saii-Asp718 fragmeflt and cloned in
frame with the 5' end of fhaB into the corresponding sites of 
pFHA4 to yield pFHAphoA. 

pQE9::Pstl codes for a protein composed of most of FhaC 
fused to a 6-histidine residue motif at its N-terminus. lt was 
obtained by cloning a 2.2 kb Pstl fragment from pRIT12990 

(Delisse-Gathoye et al., 1990) into the same site of p0E9 
(Diagen). 

pFJD6 and pFJD16 contain the entire fhaC gene under 
the control of IPTG-inducible promoters in two different vec
tors. fhaC was obtained as a 2.3 kbp Bell fragment from 
pRIT12990 and cloned into the BamHI site of pQE32 (Diagen) 
such that the 3' end of the timO gene, which precedes fhaC, 
formed a translational fusion with the polyhistidine motif of 
the vector. This resulted in pFJD6. To construct pFJD16, the 
same Bell fragment was cloned into the BamHI site of 
pBBR1 MCS (Kovach et al., 1994) and its orientation was veri
fied by restriction endonuclease digestion. 

pFJD8, which encodes fhaC under the control of the tac 
promoter in the broad-host-range, low-copy-number vector 
pMMB67EH (Fürste et al., 1986), was obtained as follows. 
During the construction of pFJD6, one additional plasmid 
(pFJD2) was isolated that contained two fhaC inserts in 
tandem. The 2.3 kb EcoRI-Bcll fragment encoding fhaC 
was isolated from pFJD2 and cloned into EcoRI/BamHI
restricted pMMB67EH. 

pFJD9, which contains the promoter region and the 5' 2.5 kb 
of fhaB up to the first BamHI site downstream of the vector tac 
promoter, was constructed by cloning the 2.8 kb EcoRI-BamHI 
of pBG4 (Renauld et al., submitted) into the same sites of 
pMMB91. 

pNJ1 was constructed as follows. The synthetic oligo
nucleotides T AGGATCCGGGCCGGGGCCCGAAAATCTGT
AGCC containing a BamHI site (underlined) and TAAGATCT
CCCGGGCCCCGGGAAGGGAGTTGCAGG containing a 
Bglll site (underlined) were used for polymerase chain reac
tion (PCR) amplification from plasmid pEV28, kindly provided 
by R. Pierce (Institut Pasteur de Lille). This plasmid is a 
pBR322-derivative containing the eDNA encoding the S. man
soni gluthatione-S-transferase (Sm28GST) (Balloul et al., 
1987). The amplified DNA corresponded to the region of the 
Sm28GST gene encoding peptide 190-211 flanked by short 
linker sequences composed of pralines and glycines. Forty 
cycles of denaturation (1 min at 94°C), annealing (1 min at 
60°C) and extension (1 min at 72°C) were performed. The 
PCR product was purified, digested by BamHI and Bg/11 
and cloned into the BamHI site of pBG4. Altogether, 29 resi
dues were introduced in-frame at the C-terminal end of Fha44. 

pEC1 was obtained by cloning the 100bp Xbai-BamHI 
fragment of piN-OmpAIII-Hind (Rentier-Delrue et al., 1988) 
into the corresponding sites of pACYC184. This fragment 
codes for the E. coli OmpA signal peptide followed by a 
short polylinker with a unique Hindlll site. pEC11 was con
structed as follows. A 615 bp fragment containing the 5' end 
of fhaB was amplified from plasmid pRIT13130 (Delisse
Gathoye et al., 1990) by PCR using the oligonucleotides 
TTTAACCGATGCGGCCGCCGTTG, which contains a Notl 
(underlined) site, and TATAAGCTTCGAACCTGTACAGGC
GGTC, containing a Hindlll site (under1ined). Next, 35 cycles 
of denaturation (1 min at 94°C), annealing (1 min at 58°C) 
and DNA polymerization (1 min at 72°C) were performed. 
The PCR product was purified, digested with Notl and Hindi li 
and used in a three-way ligation with Hindiii/BamHI-digested 
pEC1 and the 2 kb Noti-BamHI fragment isolated from 
pRIT13197 (Delisse-Gathoye et al., 1990). The resulting pl as
mid encodes a translational fusion in which the OmpA signal 
peptide was substituted for the first two residues of Fha44 
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Table 2. Strains and plasmids used in this study. Table 2. Continued. 

Strain/Piasmid Relevant characteristics Reference/Source Strain/Piasmid Relevant characteristics Reference/Source 

Strain pEL1 phoA in E. coli- Kremer et al. 

B. pertussis mycobacteria shuttle (1995) 

BPSM SmR NaiR Tohama 1 Menozzi et al. vector 

derivative (1994) pEV28 pBR322 derivative containing R. Pierce, Institut 

BPGR4 BPSM derivative with a Loch! et al. (1992) the Sm28GST-coding Pasteur de Lille 

chromosomal deletion of sequence (Balloul et al., 

fhaB 1987) 

BPMC BPSM derivative with a Loch! et al. (1992) pFHA1 0.5 kb EcoRI-Pstl fragment This work 

chromosomal deletion of containing the 5' end of 

fhaB and fimA fhaB in pUC8 

B177 B112 derivative fhaC::kan Willems et al. pFHA2 Translational fusion encoding This work 

(1994) the first 84 residues of 

SK39 18323 derivative Knapp and FhaB plus ~-gal in 

ptx::TnPhoA Mekalanos pNM482 

(1988) pFHA4 0.5 kb EcoRI-Hindlll This work 

BP347 bvg::Tn5 Vir- Tohama 1 Weiss et al. fragment of pFHA 1 in 

derivative (1983) pBBR1MCS 
pFHA~gal Translational fusion encoding This work 

E. coli 
the first 84 residues of 

XL1-Biue F' (proAB+ laclq lacZ!:J.M15 Stratagene FHAB plus ~-gal in 
pBBR1MCS 

TntO) pFHAphoA Translational fusion encoding This work 
UT5600 !:J.ompT E. coli Genetic the first 84 residues of 

Stock Center 
FhaB plus PhoA in 

(Yale 
University) pBBR1MCS 

pFJD2 Two fhaC inserts in tandem This work 
CC118 !:J./ac!:J.phoA Manoil and in pQE32 

Beckwith (1985) 
pFJD6 fhaC in pQE32 This work 

Plasmid 
pFJD8 fhaC in pMMB67EH This work 
pFJD9 fha44 in pMMB91 under the This work 

C/oning vectors control of Ptac 
pBBR1MCS Bread-host-range cloning Kovach et al. pFJD11 Translational fusion encoding This work 

vector derived from (1994) OmpA signal peptide plus 
pBBR122 Fha44 (residues 3-862) in 

piN-111-0mpA- Vector for translational Rentier-Delrue et pMMB91 
Hi nd fusions with OmpA signal al. (1988) pFJD12 Translational fusion encoding This work 

sequence OmpA signal peptide plus 
pMMB67EH Bread-host-range vector Fürste et al. Fha44 (residues 34-862) 

containing the tac (1986) in pMMB91 
promoter, AmpR pFJD13 Translational fusion encoding This work 

pMMB91 Bread-host-range vector Fürste et al. OmpA signal peptide plus 
containing the tac (1986) Fha44 (residues 71-862) 
promoter, KmR in pMMB91 

pQE9, pQE32 Expression vectors Diagen pFJD16 fhaC in pBBR1 MCS This work 
containing the T5 promoter pNJ1 Translational fusion encoding This work 
and lac operator Fha44 plus Sm28GST 
sequences (residues 190-211) in 

pBBR122 
Constructs pNM482 Vector for /acZ translational Minton (1984) 
pBG4 2.8 kb EcoRI-BamHI Renauld et al. fusion 

fragment containing the 5' (1996) pPHOA19 Signal peptide-less phoA in This work 
end of fhaB (fha44) in pUC19 
pBBR122 pQE9::Pstl Translational fusion His-6- This work 

pBG12 1.57 kb EcoRI-Sa/1 fragment Renauld et al. FhaC in pQE9 
containing the 5' end of (1996) pQHB bvgA cloned in pQE9 Boucher et al. 
fhaB in pBBR122 (1994) 

pEC1 100bp Xbai-BamHI This work pRIT13122 2.3 kb EcoRI-Pstl fragment Delisse-Gathoye 
fragment of piN-111-0mpA- containing the 5' end of et al. (1990) 
Hind in pACYC184 fhaB in pUC18 

pEC11 Translational fusion encoding This work pRIT13130 1.5 kb EcoRI-Sa/1 fragment Delisse-Gathoye 
OmpA signal peptide plus containing 5' end of fhaB et al. (1990) 
Fha44 (residues 3-862) in in pUC8 
pEC1 pRIT13197 6.3 kb EcoRI-Bg/11 fragment Delisse-Gathoye 

pEC12 Translational fusion encoding This work containing the 5' end of et al. (1990) 
OmpA signal peptide plus fhaB in pUC8 
Fha44 (residues 34-862) pRIT12990 fimB fimC timO fhaC in Delisse-Gathoye 
in pEC1 pBR327 et al. (1990) 

pEC13 Translational fusion encoding This work 
OmpA signal peptide plus AmpR, ampicillin resistant; KmR, kanamycin resistant; ~-gal, ~-
Fha44 (residues 71-862) galactosidase. 
in pEC1 
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(Fig. 5). The entire Noti-Hindlll PCR fragment was sequenced 
using the sequencing kit of Pharmacia to ensure that no 
mutation had occurred: pEC11 was digested with Xbal, the 
site was filled in using Klenow and the linearized plasmid 
was redigested with BamHI. The 2.9 kb fragment containing 
the fusion was cloned into the EcoRI (blunted) and BamHI 
sites of pMM891, placing the chi me rie gene under the control 
of the tac promoter. Because of the absence of a translational 
stop in the BamHI site of fhaB, 18 amine acid residues 
encoded by vector ONA were added at the C-terminal end 
of Fha44. 

pEC12 and pEC13, pFJ012 and pFJ013 were constructed 
in a similar fashion to pEC11 and pFJ011, respectively, 
except that the Hindlll primers used with the Notl primer to 
amplify the 5' end of fhaB were TCAAAGCTTCGCGTGGT
AAGCGCGAAG for pEC12 (yielding a PCR product of 
520 bp) and A TT AAGCTTCCCAGGGCTTGGTTCCTCAG 
for pEC13 (yielding a PCR product of 410bp). pEC12 and 
pFJ012 encode a translational fusion in which the OmpA 
signal peptide is substituted for the first 33 residues of 
Fha44, whereas pEC13 and pFJ013 encode a translational 
fusion in which the OmpA signal peptide is substituted for 
the first 70 residues of Fha44 (Fig. 5). 

Cel/ fractionation 

To obtain cellular extracts enriched in outer membrane pro
teins, liquid 8. pertussis cultures were centrifuged after reach
ing an optical density of approximately 2 at 600 nm. Cells were 
washed in 50 mM Hepes (pH 7.4), resuspended in a small 
volume (1/10 of the original culture volume) of the same 
butter and lysed by sonication on ice. A 15 min centrifugation 
at 8000 x g was performed at 4 oc to pellet the ce li debris. The 
supernatant was then centrifuged at 100 000 x g for 60 min at 
15°C, and the resulting membrane pellet was frozen, thawed 
and resuspended in the same volume of 50 mM Hepes 
(pH 7.4) butter containing 1% sarkosyl. After a 30 min incu
bation at 20°C, the suspension was centrifuged at 100 000 x g 
for 60 min at 15°C. The resulting pellet was enriched in outer 
membrane proteins, as shawn by the presence of a strong 
porin band upon analysis of the preparation by SOS-PAGE. 
A similar procedure was used to prepare outer membrane 
extracts of E. coli strains containing fhaC after the cultures 
had been treated for 2-3 h with IPTG (Promega). 

Protein analyses 

Where stated, proteins of E. coli supernatants were concen
trated by precipitation using 6% trichloroacetic acid and 
20 mM deoxycholate prior to SOS-PAGE analysis. They were 
resuspended in a small volume of 1 00 mM Tris-HCI (pH 8) 
and electrophoresis butter according to Laemmli (1971 ). 

Proteins were separated by SOS-PAGE using 12% poly
acrylamide gels, unless otherwise stated, and stained with 
Coomassie brilliant blue. Alternatively, proteins were electro
transferred onto polyvinylidene difluoride (PVOF) for immuno
blotting. The blets were developed using rat anti-Fha44 
(Renauld et al., submitted) or anti-FhaC antisera diluted 500-
fold in phosphate buttered saline (PBS) containing 0.1% 
Tween and 1% BSA, followed by alkaline-phosphatase conju
gated goat anti-rat immunoglobulin G. 

Colony immunoblots were developed as described above 
except that colonies were lifted onto nitrocellulose sheets 
directly from agar plates containing 10 ~M IPTG in addition 
to the required antibiotics. 

Purification of Fha44 

The purification of FHA and Fha44 was performed by attinity 
chromatography as described by Menozzi et al. (1991 ). Briefly, 
culture supernatants of B. pertussis or of IPTG-treated E. coli 
were collected, filtered on 0.45 ~m membranes and loaded 
onto a 3 ml heparin-Sepharose column equilibrated in PBS. 
The columns were washed extensively in PBS, and the 
bou nd proteins were eluted by 500 mM Na Cl in PBS. The frac
tions corresponding to the elution peak were collected and 
analysed by SOS-PAGE and immunoblotting. 

N-terminal sequencing 

After SOS-PAGE using a 12% acrylamide gel, liquid electro
transfer of Fha44 onto PVOF was performed in 50 mM Tris, 
50 mM borie acid at 18°C overnight. The membranes were 
then stained with H20:methanol:acetic acid (45:45:10) con
taining 0.003% Amide Black, and destained in distilled 
water. N-terminal sequence determinations were performed 
at the Laboratoire de Microséquençage des Protéines, Institut 
Pasteur à Paris, using an Applied Biosystems 476 sequencer. 

Production of anti-FhaC antibodies 

E. coli TG 1 (pOE9:: Pst) was grown in LB un til the optical den
sity at 600 nm reached 0.6. IPTG was th en added to a final 
concentration of 2 mM, and incubation was continued for an 
additional 5 h. The ce lis were th en harvested by centrifuga
tion and frozen to -20°C, thawed and resuspended in 6 M 
guanidinium ch lor ide, 100 mM sodium phosphate, 1 0 mM 
Tris-HCI (pH 8) (lysis butter). After stirring for 1 h at room tem
perature, the celllysate was centrifuged, and the supernatant 
was slowly loaded onto a Ni-nitrilotriacetic acid agarose column 
previously equilibrated in lysis butter. The column was washed 
with 10vol. of lysis butter; 5vol. of SM urea, 100mM sodium 
phosphate, 10 mM Tris-HCI (pH 8) (urea butter); and seve rai 
volumes of urea butter at pH 6.3. Elution of the recombinant 
protein was performed by urea butter at pH 5.9. The eluted 
fractions were analysed by SOS-PAGE and Coomassie
brilliant-blue staining. The fraction containing the highest 
amount of purified protein was extensively dialysed against 
0.9% Na Cl and used to immunize 3 male Fischer rats (50 ~g 
per rat). A booster injection was performed after 6 weeks, 
and serum was taken 5 weeks after boosting. The antisera 
of the immunized animais were found to react with the 
recombinant His-6-FhaC protein in contrast to those of non
immunized animais, as determined by immunoblotting. 

Other immunologica/ techniques 

ELISA was performed according to standard procedures 
(Harlow and Lane, 1988) using 96-well lmmunoplates (Nunc). 
The Fha44 samples were analysed in seriai two-fold dilutions · 
by directly coating 50 ~1 of unconcentrated culture supernatant 
per weil. The anti-Fha44 antiserum was used at a 500-fold 
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dilution and the goat anti-rat alkaline-phosphatase conjugated 
immunoglobulin G at a 5000-fold dilution. 

Haemagglutination assays 

A 1% suspension of rabbit red blood cells in PBS was distri
buted in the rounded-bottom weil microtitre plates, and seriai 
two-fold dilutions of Fha44 in PBS were added. The titre was 
determined as the maximal dilution at which positive haemag
glutination was detected. 

Determination of enzymatic activities 

The ~-galactosidase phenotype of E. coli was detected on LB 
agar plates supplemented with 0.5 mM IPTG and 50 J.lg ml- 1 

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-~-o-galactoside (Xgal, Promega). 
The PhoA phenotype of E. coli was assayed on LB agar 
plates containing 0.5 mM 1 PTG and 40 J.lg ml- 1 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-phosphate (BCIP, Promega). The procedure 
used to measure ~-galactosidase activity in liquid cultures 
was adapted from Miller (1972). E. coli cells were grown in 
LB. The expression of bvgA was induced using 1 mM IPTG 
for 2-3 h and the cells were harvested by centrifugation. 
The ce li pellet was resuspended in 115 vol. of 1 00 mM 
sodium phosphate (pH 7) containing 10 mM KCI, 1 mM 
MgS04 and 50 mM ~-mercaptoethanol, and sonicated. Ali
quots of the clarified sonicates were incubated with ortho
nitrophenyl-~-o-galactoside (Sigma) at 30°C. The enzymatic 
reaction was followed spectrophotometrically at A420 and 
the initial velocity was calculateq using the linear portion of 
the kinetic curve. 

Alkaline-phosphatase activity was measured as described 
by Manoil (1991 ). Liquid cultures of B. pertussis or IPTG
treated E. coli were centrifuged, the cell pellet was resus
pended in 1/10 vol. of 1 M Tris-HCI (pH 8). Cells were sonicated 
and clarified sonicates used for the enzymatic reaction. Para
nitrophenyl phosphate was added to a final concentration of 
2.5 mM and the enzymatic reaction was followed at spectro
photometrically at A420 . Initial velocities were determined as 
above. The enzymatic activities were standardized by the 
determination of protein concentrations using the Bio-Rad 
protein assay kit. When applicable, the determination of the 
plasmid-borne chloramphenicol-transferase activity ensured 
approximately equal plasmid copy numbers in the different 
strains. This assay was performed as described by Shaw 
(1975). Briefly, aliquots of the cell extracts were diluted in 
100mM Tris-HCI (pH7.8) and mixed with 0.1 mM acetylcoen
zyme A (Sigma), 0.4 mg ml-1 5,5' dithio-bis-2-nitrobenzoic 
acid (Sigma) and 0.1 mM chloramphenicol (final concen
trations). The reaction was followed at A412. 
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Résultats 

L'ensemble des résultats présentés précédemment nous permet de proposer un 

modèle de mécanisme de sécrétion de la FHA à travers les deux membranes de B. 

pertussis. La FHA va ainsi subir une maturation protéolytique côté N-terminal, et également 

une maturation côté C-terminal au cours de laquelle un domaine d'environ 150 kDa sera clivé 

du précurseur de 367 kDa. 

Dans notre modèle, le domaine N-terminal de FhaB pourrait être reconnu par une 

protéine "pilote" et ainsi amené jusqu'à une translocase située sur la membrane interne de la 

bactérie. Au cours de la translocation, la région N-terminale subirait un clivage protéolytique, 

et la partie N-terminale résultante serait modifiée enzymatiquement. Au niveau 

périplasmique, la région C-terminale de FhaB "couvrirait" la partie C-terminale de la protéine 

mature, laissant ainsi la région N-terminale (les 115 acides aminés homologues à ShiA et 

HpmA) libre d'interagir avec FhaC, ceci afin de permettre la sécrétion de la protéine à travers 

la membrane externe. Finalement, les 150 kDa du précurseur seraient clivés, permettant à la 

FHA mature d'être sécrétée dans le milieu extracellulaire et de prendre sa conformation en 

"épingle-à -cheveux". 

B. Applications: utilisation de la FHA en vaccinologie. 

L'objectif de ces deux articles était d'approfondir nos connaissances sur les 

mécanismes de sécrétion de la FHA. Trois applications directes de ces résultats ont des 

orientations dans le domaine de la vaccinologie. 

La FHA est un des antigènes majeurs utilisé dans les nouveaux vaccins 

acellulaires contre la coqueluche. Une sécrétion efficace de la FHA par des microorganismes 

hétérologues simplifierait considérablement la purification de cet antigène, sans risque de 
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contamination par d'autres composés toxiques de B. pertussis. D'autre part, des souches 

atténuées de S. typhimurium exprimant la FHA sont capables d'induire une réponse immune 

muqueuse spécifique ( Guzman et al. 1991 ) . Salmonella étant très proche 

phylogénétiquement d' E. coli, la fusion OmpA/FHA, en présence de FhaC, devrait se 

traduire par un taux élevé de sécrétion de la FHA dans cette bactérie. Ceci pourrait se 

révéler très avantageux pour l'obtention d'une forte réponse immune muqueuse contre la 

FHA. 

Le mécanisme de sécrétion de la FHA peut également être exploité afin d'exprimer 

des antigènes hétérologues en fusion avec la FHA, soit par une souche recombinante de B. 

pertussis, soit par une autre bactérie Gram négative. 

Enfin, les propriétés d'adhésion et potentiellement d'adjuvanticité de la FHA 

peuvent être mises à profit pour le ciblage de vecteurs synthétiques vers les muqueuses 

des voies respiratoires. 

Dans ce contexte, nous avons choisi d'administrer par voie intranasale à des 

souris des liposomes contenant de la rSm28GST et présentant à leur surface de la FHA 

purifiée (liposomes Sm28GST/FHA). 

L'ensemble de ce travail a été réalisé en collaboration avec O. Poulain-Godefroy 

et est présenté dans l'article intitulé "Enhanced immunogenicity of glutathion $-transferase 

liposomes by addition of filamentous haemagglutinin of Bordetelfa pertussis" qui est en 

préparation et a fait l'objet du dépôt d'un brevet. 

Dans un premier temps, nous avons montré que l'incorporation de la FHA ne 

modifiait pas la qualité d'incorporation de la Sm28GST dans les liposomes et que la FHA 

était présente à la surface de ces liposomes. Par la suite, la réponse immune sérique 

spécifique de la Sm28GST a été évaluée après administration intranasale de ces liposomes 

Sm28GST/FHA et comparée à celle obtenue à l'aide de liposomes Sm28GST. La quantité 

de Sm28GST utilisée dans les deux préparations liposomales est identique et correspond à 

une dose minimale (40 ~g) permettant de déterminer l'effet de la FHA sur la réponse 

anticorps dirigée contre la Sm28GST. L'analyse de la réponse sérique montre que la 

présence de la FHA à la surface des liposomes induit une augmentation de la réponse 

sérique dirigée contre la Sm28GST en fonction de la quantité de FHA incorporée. D'autre 

part, la présence de la FHA (à la dose la plus élevée} à la surface des liposomes 
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Sm28GST permet d'obtenir la production d'anticorps anti-Sm28GST pour la totalité de la 

population immunisée. 

La présence de la FHA à la surface des liposomes a donc permis d'augmenter la 

réponse sérique obtenue contre la Sm28GST, probablement du fait d'une augmentation de 

l'adhésion aux muqueuses entrainant une meilleure stimulation du système immunitaire. 
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ABSTRACT 

Glutathione S-transferase of Schistosoma mansoni (Sm28GST), which bears protective 

properties against schistosomiasis, was previously demonstrated to be immunogenic by oral 

route and to protect against parasitic challenge when used in association with liposomes. Recent 

studies have shown that our liposome formulations represent an effective delivery system for 

mucosal immunization to mice by nasal route. To enhance immune response to the parasite 

antigen delivered by nasal route, we developed new liposome formulation containing a bacterial 

adhesin, the filamentous hemagglutinin of Bordetella pertussis (FHA), together with 

Sm28GST in order to promote liposome mucosal adherence. Liposomes containing constant 

suboptimal dose of Sm28GST and increasing doses of FHA were prepared. Accessibility of 

FHA at the surface of the liposomes to specifie antibodies was controled, and analysis of 

liposome-associated antigen indicated that similar incorporation of Sm28GST was obtained 

whatever the FHA dose used. Analysis of sera of mice immunized with Sm28GST/FHA 

liposomes demonstrated a dramatic increase of the specifie immune response together with the 

increase in FHA dose. The presence of FHA did not interfere in the nature of the humoral 

immune response and specifie an ti body isotypes IgG 1, IgG2a and IgG2b were detected. 

Individual analysis demonstrated that for the highest dose of FHA , ail mice were positive for 

FHA and for Sm28GST. Our results show the potential role of FHA in terms of targeting 

molecule for mucosal synthetic delivery system presenting a multivaccine potential. 



INTRODUCTION 

New formulations of multilarnellar liposomes adapted for mucosal imunization composed of 

dimyristoylphosphatidylcholine (DPPC) and of dipalmytoylphosphatidyl glycerol (DMPG) have 

been recently developped (9; 25). We have explored the feasability of such a safe mucosal 

vaccine against one of the main parasitic disease, the schistosomiasis. Glutathione S-transferase 

of Schistosoma mansoni (Sm28GST), which is one of the selected candidate by WHO for 

vaccine development against schistosomiasis (6), has been shown to reduce worm burden and 

female fecundity in rodents, cattle or monkeys after systemic administration (4; 7). We 

demonstrated that the association of Sm28GST with liposomes was able to provoke a protective 

immune response when given by oral route ( 16). The immunity and protection induced by this 

association encouraged us to develop new formulations of liposomes used as mucosal vaccine 

against schistosomiasis. In this context, we studied the impact of nasal administration of 

Sm28GST-liposome construction. We then developed new formulations to target liposomes to 

the mucosa with the aim to enhance their uptake and then to reduce the amount of antigen 

required for induction of an immune response. Our strategy was to incorporate in liposomes, 

together with the parasite antigen, a protein with mucosa attachment properties. Filarnentous 

hemagglutinin (FHA) of Bordetella pertussis, the ethiological agent of whooping cough, 

possesses severa! sites of adhesion. Carbohydrate binding sites interfere with cilia, while an 

heparin binding site is implied in adhesion to epithelial cells and to extracellular matrix, and an 

RGD sequence promotes adhesion to macrophages (14; 15; 19). We demonstrated here 

that the use of FHA together with Sm28GST in the liposomes has led to the enhancement of the 

immune response to Sm28GST in a dose dependent mann er, with no change in the orientation 

of the isotypic profile. 



MATERIAL AND METHODS 

* Reagants and bacterial strains 

Recombinant Sm28GST (rSm28GST) was produced in yeast and provided by Transgène (S.A., 

Strasbourg, France) after affinity purification as previously described (31 ). FHA was purified as 

described elsewhere (20) from B. pertussis BPRA, a strain in which the pertussis toxin gene had been 

deleted (2). 

Streptomycin- and nalidixic acid-resistant B. pertussis BPSM (Smr Nalr) (21) were grown at 36°C on 

Bordet-Gengou agar (Difco, Detroit, MI, USA) supplemented with 5% glycerol and 20% defibrinated 

sheep blood, and containing 100 mg/ml of streptomycin (Sigma, St Louis, MO, USA) and 25 mg/ml 

of nalidixic acid (Sigma). 

* Liposomes fabrication and analysis 

Dimyristoylphosphatidylglycerol (DMPG) and dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), were 

obtained from Genzyme. 

Liposome preparation was carried out using a modification of the thin fllm hydratation method (5). A 

thin fllm (20 f.!mollipid) consisting of molecular mixture of the two lipid components in a 9: 1 molar 

ratio in terbutanol were deposited on the surface of suitable glass vessels. After freezing, samples 

were lyophilised to remove the solvent. Liposomes were formed by hydratation of the lipid films 

with 1 ml of phosphate buffered saline (10 mM, pH 7.2) (PBS) alone or PBS containing either 

Sm28GST alone or a mixture of Sm28GST and FHA. Concentration that were used as weil as 

percentage of incorporation will be discussed in the Results section. Hydratation was carried out with 

continuous shaking of vessels and at 60°C for 45 seconds; then the suspension was allowed to cool 

and incubated for 30 minutes at room temperature. The liposomes were then washed by 

centrifugation at 10,000 x g for 30 minutes and the pellet resuspended in PBS. 

lmmunoblot analysis of liposomes was performed using 12% SDS-polyacrylamide gels that were 

transferred onto nitrocellulose sheets. 10 f.!l of liposomes suspension used for intranasal 

administration were simply diluted in sample buffer and boiled for 3 minutes before deposition. Free 

antigens were run as a control. After saturation in 5% dry fat milk, the nitrocellulose was incubated 

with rat polyclonal antibodies (hyperimmune anti-Srn28GST or anti-FHA). Between incubation with 



different specifie antibodies, nitrocellulose was washed in PBS,Tw (Tween 1%o). Labeling was 

detected with an anti-rat coupled to alkaline phosphatase and revealed with BCIP/NBT/ 

* Immunizations 

6-week-old female OFl rnice (Iffa Credo, L'Arbesle, France) were anaesthetized with 200 ~ 

per 10 g of body weight of a solution of 5% sodium pentobarbital (Sanofi, Libourne, France) 

given intraperitoneally. Mice were immunized by the intranasal route with 40 J..Ll of the 

liposomes suspension or PBS deposited in the nostrils. This corresponds to 2 J..LM of 

phospholipids at each administration; the dose of antigen adrninistred is given in the Results 

section for each experiment. 

Boosting of FHA response was performed usmg intranasal infection with wild type B. 

pertussis. After 48 h of culture, B. pertussis were resuspended at a concentration of 

approximately 1.1 o8 colony-forming units (CFU)/rnl in sterile phosphate-buffered saline 

(PBS). Infections were performed by the intranasal route with 50~ of the bacterial suspension 

deposited in the nostrils. 

* Sample analysis 

Mice were bled by tail puncture and sera were stored at -20°C until assayed for the presence of 

specifie antibodies. BAL fluids were recovered by three consecutive lavages with 0.5 ml of PBS 

through cannulated trachea of rnice killed by pentobarbital overdose. BAL fluids were centrifuged at 

4,000 x g for 10 min to remove cells and stored at -20°C.The level of antibodies to FHA and 

Sm28GST in sera were determined by enzyme-linked immunosorbant assays (ELISA). Microtiter 

plates (Immulon ill; Dynatech Laboratories, Virginia, USA) were coated for 2 h 30 at 37°C with 50 

J..Lllwell of 5 J..Lg/rnl ofFHA or 10 J..Lg/rnl of Sm28GST diluted in PBS. Pooled serum samples serially 

diluted in PBS containing 0.1% Tween (PBSffw) and containing 0.5% gelatine (PBSffw/g) were 

added to the coated plates after 3 washes in PBSffw and were incubated overnight at 4°C. The plates 

were incubated for 30 min at 37°C and washed three times in PBSffw before adding the goat horse 

radish peroxidase conjugate anti-mouse lg(H+L) or IgG 1 or IgG2a or IgG2b or IgG3 (Southem 

Biotechnology Associates, Inc. Birmingham, USA) and incubating for 1 h 30 at 37°C. After 6 washes 



with PBS!fw, 1 mg/ml ABTS (Sigma) in 0.1 M citrate buffer (pH 4), containing 0.03% H202 was 

added and incubated for 1 hour at room temperature. The optical density (0. D.) was measured using 

a Titertek Multiscan MCC/340 reader at 405 nm. For IgA determination, anti-mouse IgA-biotin 

conjugates (Amersham, Bucks., U.K.) diluted in PBSffw/g were added and incubated for 1 h 30 at 

37°C. After 5 washes with PBS!fw, the streptavidin-HRP conjugate (Amersham) was added. After 6 

washes with PBS!fw, 1 mg/ml orthophenyldiamine (Sigma) in 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 

5;5), containing 0.03% H202 was added and incubated for 30 min at 37°C. The reaction was stopped 

by the addition of 50 J..ll of 2N HCl. For lung antibody determination, the BAL fluids were added to 

the coated plates and incubated for one night at 4°C in PBS!fw after 30 min saturation with PBS 

containing 0.5% gelatine and 3 washes with PBS!fw. Detection of specifie IgA antibodies was 

performed according to the same procedure used for sera. The optical density (0. D.) was measured 

using a Titertek Multiscan MCC/340 reader at 492 nm. A linear regression curve of log (0. D.) versus 

the serum dilution was plotted. Results were expressed in titers, reported as the reciprocal of the 

dilution giving an optical density three times that of the conjugate control for the pooled serum 

samples. 



RESULTS 

Immune response obtained with intranasal administration of Sm28GST

Iiposomes. 

Liposomes were prepared using three different concentrations of Sm28GST in the rehydratation 

solution (0.2 mg/ml; 1 mg/ml; 5 mg/ml), and given twice intranasally at 2 weeks interval. Since 

percentage of protein incorporation in liposomes is not linear but increases at low concentrations 

these values correspond to respectively 15 J..Lg, 70 J..Lg and 300 J..Lg of Sm28GST administred at 

each instillation for each mouse. Specifie immune response in sera was analyzed (Table 1), 1 

and 2 weeks after the second instillation (respectively day 20 and day 27). Anti-Sm28GST 

IgG 1 and IgG2a were detected in significant amount at day 27, and antibody levels increased 

together with the dose of Sm28GST administred. In the aim to detect an effect of FHA 

associated with Sm28GST in liposomes, on the anti-Sm28GST antibody response, we worked 

with an intermediate low concentration of 40 J..Lg of Sm28GST administred at each instillation. 

Characterization of Sm28GST/FHA liposomes 

Increasing doses of FHA were added to Sm28GST liposomes in order to evaluate the impact of 

the presence of this bacterial adhesin on the enhancement of anti-Sm28GST antibody responses. 

Three groups of rnice were intranasally instillated with liposomes containing the same amount of 

Sm28GST together with increasing doses of FHA. The immune reponses in these animais were 

compared to that induced after instillation with liposomes containing Sm28GST al one. Control 

group of mice received PBS by intranasal route. Liposomes were prepared as previously 

described by rehydratation of a lyophilisated phospholipid film. Sm28GST and FHA were 

rnixed together in the rehydratation solution with the following concentrations: 0.8 mg/ml 

Sm28GST as a constant, and 60 or 6 or 0.6 or 0 J..Lg/ml FHA. 

We frrst demonstrated that the presence of FHA, whatever its concentration, did not seem to 

interfere with the incorporation of Sm28GST in liposomes. Indeed, the different preparations of 

liposomes were analysed by SDS-PAGE and immunoblotting using polyclonal anti-FHA or 



anti-Sm28GST antibodies. As shown in Fig. 1, anti-Sm28GST antibodies recognized similarly 

the different liposomes preparations containing an increasing amount of FHA, suggesting 

similar levels of incorporation of Sm28GST. The 28 kDa prote in was detected with this 

antiserum, as well as upper bands which could correspond to multimeric forms of the 

Sm28GST and/or to associations of the parasite antigen with lipid components. In contrast, 

FHA (220 kDa) was only detected in liposomes preparations with the highest concentration of 

the bacterial adhesin (60 J..Lg/rnl). The lower band probably corresponded to a degradation 

product of FHA. 

The concentration of 0.8 mg/ml of Sm28GST in rehydratation solution corresponded to 40 Jlg 

antigen administred at each instillation. On the same basis of level of incorporation, the 

immunization dose of FHA at each instillation were 3 Jlg, 0.3 Jlg and 0.03 Jlg according to the 

initial concentrations used for liposomes preparations. 

Comparative immune response obtained after intranasal administration of 

Sm28GSTIFHA liposomes containing increasing doses of FHA 

OFl mice were twice immunized intranasally at two weeks interval with either PBS, Sm28GST 

liposomes or with Srn28GST:FHA liposomes previously described. Two weeks after the 

second instillation, the isotypic profile of anti-Srn28GST and anti-FHA antibody responses 

were analyzed in pooled sera of immunized-mice (Table 2). We observed a dramatic increase in 

production of antibodies specifie to both antigens correlated with the arnount of FHA used 

together with Srn28GST in liposomes. The antibody responses to Sm28GST obtained after 

intranasal administration of liposomes were mixed with presence of IgG 1, IgG2a and IgG2b 

antibodies. The profile of the response seemed not to be affected by the presence of FHA, since 

the response was already mixed after instillation of mice with Srn28GST liposomes. A general 

increase in production of ail anti-Sm28GST isotypes was observed in parallel of the use of 

FHA. Serum IgA was detected in the sera of mice immunized with the two highest doses of 

FHA, whereas it remained undetectable in sera of animais immunized with Sm28GST 

liposomes alone or with Sm28GST liposomes containing the lowest arnount of bacterial 



adhesin. IgG3 remained undetectable in sera of rnice whatever the liposomes preparations 

adrninistred. 

Presence of anti-FHA antibodies was showed only in sera of rnice immunized with liposomes 

containing the highest dose of FHA together with Sm28GST. This immune response is rnixed 

with the presence of IgGl, lgG2a and IgG2b antibodies. No IgG3, nor lgA specifie for FHA 

were detected. 

In order to determine if the presence of this bacterial adhesin could improve the homogeneity of 

the antibody response against Srn28GST, analysis of individual sera was performed for specifie 

anti-Sm28GST or anti-FHA IgG antibodies (Table 3). Samples were considered as positive 

when the titer of antibodies in sera of mice was higher than 40. In the group corresponding to 

the highest concentration of FHA in Sm28GST liposomes, ail animais were positive for anti

Srn28GST antibodies production. This proportion decreased with the dose of FHA incorporated 

in liposomes. In a sirnilar way, each rnice of group receiving liposomes preparations with the 

highest amount of FHA was considered as positive for anti-FHA antibodies production, while 

there was only one mouse positive in the group with an intermediate dose of FHA. 

No anti-Sm28GST nor anti-FHA was detected in the broncho-alveolar lavage fluids of ail 

groups of rnice, 27 days after intranasal instillation 

Neutralization of the enzymatic activity with Sm28GST:FHA liposomes induced 

an ti bodies. 

Protective immunity against schistosorniasis has been correlated with inhibition of the enzymatic 

activity of Sm28GST (Grzych et al. 1993). We have then analyzed the ability of the sera of 

Sm28GST:FHA liposomes-immunized rnice (with the highest dose of FHA) to neutralize this 

glutathione S-transferase activity. 42% (±27%) of neutralization was obtained with 20 Jll per 

230 Jll of reaction rnix of sera from 5 out of 7 rnice. Two rnice did not produce significant levels 

of neutralizing antibodies even at comparable IgG anti-Srn28GST antibody levels (data not 

shown). 69% inhibition was obtained with 20 Jll of serum from S. mansoni infected-rnice (24 



days after percutaneously infection with 25 cercariae ). In contrast, no significant inhibition was 

observed with sera obtained from rnice imrnunized with empty liposomes. 



DISCUSSION 

Reduction of the amount of antigen needed to obtain an immune response is one of the 

main objectif for the development of synthetic vectors. In this paper, we showed that addition of 

a bacterial adhesin to liposomes, administred by intranasal route and containing suboptimal dose 

of a vaccine antigen enhanced specifie antibody responses, probably by promoting adherence of 

liposomes to mucosal tissues. 

We have chosen, as model antigen, the Sm28GST which is one of the vaccine candidate 

selected by WHO against schistosomiasis. This parasitic disease, caused by Schistosoma 

mansoni, affects 200 millions people in tropical regions, and number of studies are in progress 

to develop a vaccine using this glutathione S-transferase of 28 kDa (Riveau and Capron. 1996). 

Recently, it has been shown that oral immunization with Sm28GST:liposomes (5 mg/ml of 

Sm28GST used in the rehydratation solution) induced both mucosal and systemic anti

Sm28GST antibody responses, and promoted protective activity against S. mansoni challenge 

(Ivanoff et al. 1996). An alternative route of mucosal immunization is the intranasal 

administration of vaccines. This route present the advantage to be more effective than oral route 

in terms of antigen dose used (Hirabayashi et al. 1990), and to avoid the proteolytic and acidic 

environment of the stomach. We have then explored the ability of Sm28GST:liposomes to 

enhance specifie immune responses after intranasal administration in mice. 

In this paper, we showed that few amount of Sm28GST (until 15 Jlg of antigen at each 

instillation) was needed to obtain a weak: but significant serum antibody response. We have 

previously demonstrated that Sm28GST could be detected inside lung tissue during several days 

after intranasal administration of Sm28GST -liposomes (Ivanoff et al. in preparation). Our 

hypothesis was that most efficient adhesion to the mucosal tissues of the respiratory tract could 

improve specifie immune response. This high efficiency would protect liposomes from 

degradation, and would enhance their rapid accessibility to specialized immune cells. In this 

study, we used a filamentous bacterial prote in which beared multiple adhesion sites to several 

types of cells constituting the mucosal tissue of the respiratory tract. FHA: liposomes could then 

potentially adhere to a large spectre of cells. We demonstrated that association of FHA to 



Sm28GST could increase systemic response to Sm28GST in a dose-dependent manner. These 

serum antibody responses obtained is Th1ffh2 type mixed with presence of specifie IgG 1, 

IgG2a and IgG2b antibodies. Isotypic anti-Sm28GST profile was not affected by the presence 

of FHA in liposomes. Intranasal immunisation with Sm28GST recombinant B. pertussis has 

recently shown protective capacity in terms of reduction in worm burden and worm fecundity 

(22). Mice presenting a similar mixed anti-Sm28GST antibodies profile have been able to 

undergo S. mansoni protection. In addition, anti-Sm28GST antibodies elicited after intranasal 

administration ofFHA:Sm28GST liposomes (containing the highest dose ofFHA) were able to 

efficiently neutralize the Sm28GST enzymatic actvity, which has been found to correlate with 

protection against S. mansoni in humans (refs). Our immunization strategies by intranasal 

administration of FHA:Sm28GST liposomes seems then to be promising in terms of protection 

towards schistosomiasis infection. 

In addition, it will be interesting to analyze epitopic response to Sm28GST in term of 

peptides since it has already been well studied and has an incidence in term of protection 

properties (32; 33; 34). The peptidic specificity analysis of sera obtained from mice immunized 

with liposomes containing Sm28GST alone or with Sm28GST/FHA liposomes could 

demonstrated whether or not FHA presence is masking Sm28GST epitopes or interfering with 

the presentation. 

Moreover, presence of anti-Sm28GST IgA has been correlated with protection in 

humans against pathology caused by a massive egg output of S. mansoni (Grzych 1993). In 

this . context, vaccination via mucosal immunization would be of interest to promo te an IgA 

response towards Sm28GST. Specifie IgA in serum of FHA-Sm28GST liposomes remained 

low and, one month after intranasal administration, no local antibody response was detected in 

the BAL fluids. Kinetics of the anti-Sm28GST mucosal antibody response is underway to 

detect a more precoce antibodies production. Optimization of our liposomes preparation to 

obtain mucosal antibody response against the antigen vectorized could consist in modification of 

the liposomal charge and/or of the antigen localization in liposomes which has been shown to be 

crucial in the development of a systemic and/or mucosal response (Aramaki 1994). 



In order to elucidate mechanisms of immune enhancement, determination of FHA: 

liposomes target cells are underway. In addition, use of truncated FHA which do not expressed 

sorne of its binding sites could orientate the adhesion of FHA: liposomes to different cells and 

then modify the immune response obtained. Mutated B. pertussis strains expressing truncated 

forms of FHA have already been designed (27). 

Bacterial endotoxins are well-known potentiators of the immune response against a 

coadministred antigen (ref). In order to verify that the enhancement of anti-Sm28GST antibody 

response observed with FHA:Sm28GST liposomes was not correlate with LPS contamination 

of our FHA solution, we immunized mice with liposomes preparation containing FHA where 

LPS has been eliminated by passage through a polymyxin-Sepharose 4B column (23). No 

significative variations in serum antibodies production has been noticed, implying that the 

phenomenon observed is not due to the presence of endotoxins in our immunization samples. 

Lipid composition of liposomes can also contribute to modulation of the immune 

response against antigen vectorized. The major protein component of pulmonary surfactant, 

which functions to keep the alveoli from collapsing at the end of expiration, is the surfactant 

protein-A (SP-A) (Weaver et al. 1985).1t has been shown that SP-A enhances the incorporation 

of DPPC, which is a phospholipid used for our liposomes fabrication, into lamellar bodies 

(Tsuzuki et al. 1993). This efficient incorporation probably facilitates recycling and reutilization 

of alveolar surfactant by a process involving macrophages and type II pneumocytes, as it has 

been described in rabbit (28). Mechanism by which SP-A increases the uptake of DPPC and its 

incorporation into the secretory organelles in type II cells remains to be elucidated. In this 

context, we must keep in mind potential modulation in presentation pathways related to 

optimization of liposome design in terms of lipid composition. 

Our strategy coul be applied to enhance serum antibody responses against vaccme 

antigen from other pathogens. This adhesin of B. pertussis could also be used in liposomes or 

in other synthetic vectors. In this context, antibodies production to both Sm28GST and FHA 

detected in ali mice immunized with FHA:Sm28GST liposomes containing the highest dose of 

FHA is essential in our strate gy of optimization towards vaccination. In the same way, the use 

of non-syngenic mice as model was representative of immunization of individuals with different 



genetic background. The analysis of individual serum immune response demonstrated a 100% 

positivity in mice due to a general enhancement of immune response in ali mice. Since ali over 

40, titers varied in a range from 50 to 2000 between different individuals, demonstrating a 

statistical enhancement of immune response that can be modulated at individuallevels. 

We have then demonstrated that addition of FHA to liposomes allowed to reduce the 

dose of vaccine antigen contained in these liposomes to obtain an immune response after 

intranasal administration. Evaluation of the efficacy of such a liposome preparation after oral 

administration is underway. The use of bacterial adhesin like FHA, which presents no adverse 

effect since this molecule is already present in acellular vaccine against whooping-cough (13, 

17), could represent a particular interest for optimization of synthetic vectors since it would 

allow to reduce the amount of vaccine antigen used. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1 : Sm28GST/FHA-liposomes were analyzed by western blot for protein content. 10 Jll 

of each liposome suspensions (0.5 Jlmol of phospholipids), prepared with a rehydratation 

solution containing 0.8 mg/ml Sm28GST and respectively 60, 6, 0.6, 0 Jlg/rnl FHA, were run 

on two identical 12% SDS-acrylarnide gels; 3 Jlg of free Sm28GST and 1.5 Jlg of free FHA 

were run as controls. After blotting on nitrocellulose, Sm28GST and FHA were separately 

revealed using specifie rat polyclonal antibodies. 

Table 1: Dose-dependent immune response in sera of OF1 mice after nasal administration of 

Sm28GST-liposomes. Sera were analyzed (pools of 5 animais) 1 and 2 weeks after two 

intranasal administration of Sm28GST liposomes at two weeks interval. Phospholipids 

concentration was identical (2Jlmol each administration) between the different groups. Control 

group was immunized with the sarne arnount of liposomes reconstituted in PBS. Anti 

Sm28GST IgG 1 and IgG2a levels were evaluated by ELISA assay, and expressed in titer. 

Table 2: FHA dose-dependent immune response in sera of OF1 mice after Srn28GST/FHA 

liposomes. Sera were analyzed (pools of 15 to 16 animais) 2 weeks after two intranasal 

administration of Srn28GST liposomes at two weeks interval. Liposomes were constituted with 

constant phospholipids concentration (2Jlmol each administration) and Sm28GST concentration 

(40Jlg each administration) for each group but with different doses of complexed FHA (0, 0.03, 

0.3, 3 Jlg each administration). Anti Sm28GST and anti FHA IgG 1, IgG2a, IgG2b, IgG3 and 

IgA levels were evaluated by ELISA assay and expressed in titer. Mice in control group were 

irnrnunized with sarne volume of PBS. 

Table 3: In di vi dual responses of mi ce immunised intranasally with Sm28GST /FHA liposomes. 

Sera were analysed individually by an ELISA assay for Sm28GST specifie and FHA specifie 

Ig(H+L). Serum response is considered to be positive when titer is higher than 40. 



l~ 
1 

-1 

~1 __ , 
·U 

! 
--! 

c:J ' t ~ 

-:-1 
~1 

r 1 r-
z t ' i 
:..JI--

~ 1 â 
.: 1 CD ~ -,--1, 

i 0 1 \ ,1. 

1 
CD i J ti __ , ' 

- 1 

1 

:§ if~ . 
LL. ~ • ....- 1 __ i .-. 

1 

1 

i 
~~ 

N 1 
C..l 

--! 

0 



an ti bodies IgGl IgG2a lgG2b IgG3 IgA 
1 

groups Sm28GST FHA Sm28GST FHA Sm28GST FHA Sm28GST FHA Sm28GST FHA 

Sm28GST/FHA 1554 919 1308 889 1002 1133 <40 <40 93 <40 
( 40Jlg; 3 Jlg) 

Sm28GST/FHA 726 <40 715 <40 347 <40 <40 <40 46 <40 
( 40Jlg; 0,3 Jlg) 

Sm28GST/FHA 228 <40 142 <40 130 <40 <40 <40 <40 <40 
(40Jlg; 0,03 Jlg) 

Sm28GST 78 <40 51 <40 <40 <40 <40 <40 <40 <40 
(40Jlg) 

PBS <40 <40 <40 <40 <40 <40 <40 <40 <40 <40 



number of positive animais 

groups: fot Sm28GST forFHA 

Sm28GST/FHA 16/16 16116 
( 40Jlg; 3 Jlg) 

Sm28GST/FHA 10/16 1116 
( 40Jlg; 0,3 Jlg) 

Sm28GST/FHA 5/15 0115 
( 40Jlg; 0,03 Jlg) 

Sm28GST 5/15 0/15 
(40Jlg) 

PBS 0/15 0/15 



Sm28GST specifie antibodies IgGl IgG2a IgG2b IgG3 IgA 
(ti ter) 

Mice groups corresponding to 
different doses of Sm28GST at 

each instillation 

300 J.Lg 228 1062 1090 <40 49 
70 J.Lg 191 158 182 <40 <40 
15 J.Lg 80 89 <40 <40 <40 
0 Jlg <40 <40 <40 <40 <40 



Résultats 

L'ensemble des propriétés de la FHA (adhésion, sécrétion, immunogénicité) nous a 

incité à construire des protéines hybrides FHA-protéines hétérologues (en l'occurrence la 

Sm28GST ou un de ces épitopes majeurs) afin de les présenter aux muqueuses des voies 

respiratoires par l'intermédiaire de la bactérie B. pertussis. 

Il. Construction de souches recombinantes de B. 

pertussis et analyse de la réponse immune induite après 
administration intranasale. 

A. Constructions plasmidiques, expression des protéines 

hybrides et stabilité plasmidique chez B. pertussis. 

Le système efficace de sécrétion de la FHA chez B. pertussis a été utilisé afin de 

faire sécréter un peptide hétérologue par cette bactérie. Le peptide choisi est celui qui 

correspond à la région C-terminale de la Sm28GST. 

Un plasmide recombinant portant la résistance à la kanamycine et contenant la 

séquence nucléotidique codant pour le peptide en phase avec le cadre de lecture du gène 

codant pour la Fha44 a donc été construit, et appelé pNJ1. Celui-ci a ensuite été introduit 

dans la souche BPGR4, dépourvue du gène fhaB, de B. pertussis par électroporation {cf. 

annexe technique). Cette souche recombinante a été appelée BPNJ1 (Jacob-Dubuisson, 

et al. 1996). L'analyse du surnageant de culture par Western-blot en utilisant un anticorps 

polyclonal de rat contre la Fha44 et un anticorps polyclonal de rat contre le peptide 190-211 

met en évidence une protéine chimérique Fha44/peptide 190-211 efficacement sécrétée où 

les deux composés de la protéine hybride gardent leur antigénicité. 

Le passage du surnageant de culture de BPNJ 1 sur une colonne d'héparine 

Sépharose montre que la totalité de la protéine hybride est retenue sur colonne (résultats 
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Résultats 

non présentés). 

Afin de déterminer la stabilité de pNJ1 dans la souche BPNJ1 de B. pertussis, celle

ci est mise en culture sur milieu solide BG (Bordet-Gengou) en absence d'antibiotiques. 

Après 4 jours d'incubation à 37°C, 20 colonies isolées sont inoculées dans un milieu liquide 

SS (Stainer-Scholte) sans ou avec (25 ).Lg/ml) kanamycine. La comparaison du nombre de 

colonies s'étant multipliées dans le milieu avec kanamycine par rapport à celui dans le milieu 

sans kanamycine est réalisée après 4 jours de culture à 37°C. Ce nombre étant identique, i 

semble que le plasmide pNJ 1 soit stable in vitro chez B. pertussis. 

La stabilité de ce plasmide a également été évaluée in vivo. Des souris OF1 ont été 

infectées par voie intranasale avec 5x106 bactéries BPNJ1. Les poumons de 3 souris sont 

prélevés 3h après injection, puis 7 et 14 jours plus tard. Les poumons sont alors 

homogénéisés dans 5 ml de PBS stérile, puis les broyats sont étalés sur milieu BG solide 

avec ou sans kanamycine. Après 4 jours de culture à 37°C, le nombre de bactéries 

hémolytiques et résistantes à la kanamycine est comparé au nombre de bactéries 

hémolytiques et sensibles à la kanamycine. Le résultat indique que, dès 7 jours après 

administration de la souche BPNJ1, environ 95% des bactéries ont perdu la résistance à 

l'antibiotique et donc le plasmide, les 1 00% de perte étant atteints à 14 jours. 

L'ensemble de ces résultats montrent que le plasmide pNJ 1 est stable in vitro chez 

B. pertussis, mais perd sa stabilité in vivo chez la souris. 

Par la suite, il nous faudra donc introduire les différentes constructions dans le 

génome de B. pertussis afin d'obtenir une stabilité d'expression des protéines de fusion. 

B. Constructions chromosomiques de souches recombinantes 

de B. pertussis exprimant la Sm28GST en fusion avec la FHA. 

Plusieurs souches recombinantes de B. pertussis exprimant des protéines 

hybrides FHA-Sm28GST ont été construites. Pour introduire la construction génétique de 

façon dirigée au locus chromosomique fhaB, une stratégie de double recombinaison 

homologue est appliquée (cf. annexe technique). 

Les fusions génétiques de la Sm28GST sont réalisées dans la région C-terminale 

immunodominante de la FHA. Une première construction a été réalisée dans laquelle un 

fragment contenant l'ADNe complet de la Sm28GST muni de son codon de fin de traduction 

a été fusionné au cadre de lecture du gène fhaB de façon à ce que ce cadre soit interrompu 
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juste derrière l'insertion du gène codant pour la Sm28GST. La souche de B. pertussis 

contenant cette construction est appelée BPGR5. Elle exprime faiblement une protéine 

hybride qui n'est pas détectée dans le surnageant de culture. Ce résultat confirme le rôle 

important du domaine C-terminal du précurseur de la FHA dans la sécrétion. 

Afin d'exprimer la totalité du précurseur FhaB et favoriser ainsi l'exportation de la 

protéine de fusion à travers les deux membranes de B. pertussis, une autre construction a 

été réalisée dans laquelle la région 3' du gène codant pour la Sm28GST et contenant le 

codon stop a été enlevée. Cette souche (BPGR6) exprime une protéine chimérique FHA

Sm28GST qui est présente à la surface de la bactérie et qui est faiblement sécrétée. 

Cependant, cette protéine est moins bien reconnue par un anticorps anti-Sm28GST que 

celle produite par la souche BPGR5, peut être parce que la région C-terminale 

immunodominante de la Sm28GST n'est pas produite avec la souche BPGR6. D'autre part, 

la meilleure efficacité de la sécrétion de la protéine hybride chez BPGR6, comparée à 

BPGR5, pourrait être due soit à l'expression de la région C-terminale du précurseur de la 

FHA, soit à la délétion de la partie C-terminale de la Sm28GST. 

Une troisième souche (BPGR60), contenant le gène entier de la Sm28GST, a donc 

été construite. Une cystéine (en position 140) de la protéine parasitaire, impliquée dans la 

dimérisation de la Sm28GST et qui pourrait être un facteur limitant dans l'exportation efficace 

de la protéine hybride, est remplacée par une sérine. La souche BPGR60 produit une 

protéine hybride FHA-Sm28GST détectée dans la fraction protéique associée aux cellules 

mais qui reste faiblement sécrétée. Ce résultat suggère que l'efficacité de la sécrétion de la 

protéine chimérique dépend davantage de la présence du domaine C-terminal du précurseur 

de la FHA, plutôt que de la délétion de la région C-terminale de la Sm28GST. 

La BPGR60 est également capable de s'autoagglutiner quand les bactéries sont 

mises en culture dans un milieu liquide SS, indiquant la présence de la protéine 

FHA/Sm28GST à la surface de la bactérie. D'autre part, contrairement à la souche sauvage 

BPSM, l'autoagglutination de BPGR60 est observée même en présence de cyclodextrine. 

La fusion de la Sm28GST à la FHA semble donc réduire la libération de la protéine hybride 

dans le surnageant de culture. 

Après administration intranasale, cette souche colonise le tractus respiratoire des 

souris de façon similaire à la souche sauvage, ce qui implique que les fonctions biologiques 

de la FHA ne sont pas altérées chez la souche BPGR60. 

Des anticorps (lgA et lgG) dirigés spécifiquement contre la Sm28GST sont 

détectés dans les lavages broncho-alvéolaires (LBA) des souris immunisées 

intranasalement par la souche recombinante BPGR60, alors qu'aucune réponse n'est 

décelable dans le sérum, suggérant que la réponse locale est d'origine muqueuse. 

13 1 



Résultats 

Ceci démontre pour la première fois qu'un pathogène recombinant du tractus 

respiratoire peut induire une réponse immune muqueuse contre un antigène hétérologue et 

peut ainsi constituer une première étape dans le développement d'un vaccin vivant 

administré par voie nasale. 

L'ensemble des résultats obtenus en collaboration avec G. Renauld-Mongénie est 

présenté dans l'article intitulé "Induction of mucosal immune responses against a 

heterologous antigen fused to filamentous hemagglutinin after intranasal immunization with 

recombinant Bordetella pertussis'. 
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ABSTRACT Live vaccine vectors are usually very effective 
and generally elicit immune responses of higher magnitude 
and longer duration than nonliving vectors. Consequently, 
much attention bas been turned to the engineering of oral 
pathogens for the delivery of foreign antigens to the gut
associated lymphoid tissues. However, no bacterial vector has 
yet been designed to specifically take advantage of the nasal 
route of mucosal vaccination. Herein we describe a genetic 
system for the expression of heterologous antigens fused to the 

. filamentous hemagglutinin (FHA) in Bordetella pertussis. The 
Schistosoma mansoni glutathione S-transferase (Sm28GST) 
fused to FHA was detected at the cell surface and in the culture 
supernatants of recombinant B. pertussis. The mouse coloni
zation capacity and autoagglutination of the recombinant 
microorganism were indistinguishable from those of the wild
type strain. In addition, and in contrast to the wild-type 
strain, a single intranasal administration of the recombinant 
strain induced both lgA and IgG an ti bodies against Sm28GST 
and against FHA in the bronchoalveolar lavage fluids. No 
anti-Sm28GST antibodies were detected in the serum, 
strongly suggesting that the observed immune response was of 
mucosal origin. This demonstrates, to our knowledge, for the 
first time that recombinant respiratory pathogens can induce 
mucosal immune responses against heterologous antigens, and 
this may constitute a first step toward the development of 
combined live vaccines administrable via the respiratory route. 

The mucosal surfaces are the port of entry of most infectious 
agents and constitute, therefore, the fust line of the host defense 
against many pathogens. Consequently, the mucosal immune 
system has attracted much attention over the last decade with the 
aim of developing efficient mucosal vaccine delivery systems. The 
gut-associated immune system has been most extensively ex
plored, and severa! oral vaccine vehicles including live vectors, 
generally derived from oral pathogens, have been developed for 
the presentation of heterologous antigens (1). 

An alternative route of mucosal immunization is the intra
nasal administration of vaccines. This route presents severa! 
advantages over the oral route. It avoids the encounter of the 
antigens with the acidic and proteolytic environment of the 
stomach. On a dose basis, nasal administrations appear, there
fore, to be more effective than oral administrations (2). Since 
the respiratory tract is Jess colonized by commensal microor
ganisms than the gut, live vaccine vectors will meet Jess 
competition to establish themselves. Although there is evi
dence for the existence of a common mucosal immune system 
(3), local exposure to an antigen appears to induce higher 
levels of specifie antibodies at site of exposure than at distant 
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sites ( 4 ). Th us, efficient mucosal immunity against respira tory 
pathogens may be best achieved by the nasal administration of 
vaccines. While considerable effort has been devoted to the 
development of live vectors for the colonization of the gas
trointestinal tract, no vector has so far been designed to 
specifically colonize the respiratory tract. 

In this study, we explored the potential of Bordetella pertus
sis, the etiologie agent of whooping cough, to serve as a live 
antigen delivery system for the nasal route, since B. pertussis 
very efficiently colonizes the human respiratory tract. This 
property is most likely related to the numerous virulence
associated adhesins this organism produces. One of them is the 
filamentous hemagglutinin (FHA), the major adhesin that 
expresses at !east three distinct binding activities (for review, 
see ref. 5). FHA is also a potent immunogen, capable of 
inducing high levels of mucosal and systemic antibodies of long 
persistence after na tura! infection in humans ( 6, 7) or exper
imental infection in mice (8). 

To assess whether the jntranasal administration of recom
binant B. pertussis can induce a mucosal immune response 
against heterologous antigens, we chose the Schistosoma man
soni glutathione S-transferase (Sm28GST) as a mode! antigen 
and genetically fused it to FHA. The gene encoding this 
antigen has been cloned and sequenced (9), and protection in 
humans against the pathology caused by a massive egg output 
of S. mansoni has been correlated with the presenee of IgA 
antibodies against Sm28GST (10). Immunogenicity of the 
Sm28GST coupled to fragment C of te tanus tox in produced in 
a live attenuated Salmonella vaccine strain has been recently 
demonstrated after oral immunization (11), whereas oral or 
nasal administration of purified Sm28GST alone did not 
induce a significant immune response. In addition, the respi
ratory tract may represent an important site of elimination of 
schistosomulae (12), since the life cycle of S. mansoni has an 
important Jung stage. For these reasons, we felt that Sm28GST 
was a good mode! antigen, and herein we demonstrate that a 
genetic fusion of Sm28GST to FHA is capable of inducing specifie 
IgA and IgG in bronchoalveolar lavage fluids (BALF) after a 
single intranasal administration of recombinant B. pertussis. 

MATERIALS AND METHODS 
Bacterial Strains, Plasmids, Growth Conditions, and DNA 

Manipulations. The bacterial strains and plasmids used in this 
study are listed in Table 1. Ail B. pertussis strains were grown 
at 36oC on Bordet-Gengou agar (18) supplemented with 1% 

Abbreviations: BALF, bronchoalveolar lavage fluids; cfu, colony-forming 
unit(s); FHA, filamentous hernagglutinin; MALT, rnucosa-associated 
lymphoid tissue; Sm28GST, Schistosoma mansoni 28-kDa glutathione 
S-transferase. 
§Present address: Pasteur-Mérieux-Connaught, 1541 av. Marcel 
Mérieux, F-69280 Marcy-l'Etoile, France. 
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Table 1. Bacterial strains and plasmids 

Strain/ plasmid Relevant phenotype/ genotype Source/ref. 

Strains 
B. pertussis 

BPSM Tohama !-derivative, resistant to l3 
streptomycin and nalidixic acid 

BPGR4 jhaB deletion mutant 14 
BPGRS BPSM-derivative with entire This study 

Sm28GST fused with FHA 
BPGR6 BPSM-derivative with truncated This study 

Sm28GST fused to FHA 
BPGR60 BPSM-derivative with entire This study 

modified Sm28GST fused to 
FHA 

E. coli 
JM109 el4-(mcrA), J.(lac-proAB), thi-l, Stratagene 

gyrA96, endAJ. hsdR17 
(rk-mk-), 
relAJ, supE44. recA 1, [F' traD36, 
/aclqZjjvfJ5, proAB] 

517-1 pro, hdsR, res, mod, recA. RP4- 15 
2Tc::Mu. Km::Tn7 

Plasmids 
pRIT13202 Eco RI fragment of jhaB in pUC8 16 
pUC8-A Bg/11 Sm28GST fragment (0.68 kb) This study 

in pRIT13202 
pUC8-F Bg/II-Bc!I Sm28GST fragment This study 

(0.5 kb) in pRIT13202 deleted 
of its 0.1-kb Bg/II-Bc!I fragment 

pUC7-28 BamHI Sm28GST 
fragment (0.64 kb) in pUC7 

This study 

pUC7-28* Psti-Sa/1 mutagenized Sm28GST This study 
fragment (0.28 kb) in pUC7-28 

pUC8-928* BamHI Sm28GST This study 
fragment (0.64 kb) of pUC7-28* 
in pRIT13202 

pGRS 5' end of bvgA/S and 3' end of 14 
jhaB in pSS1129 

pGR53 EcoRI fragment of pUC8-A in This study 
pGR5 

pGR54 Eco RI fragment of pUC8-F in This study 
pGR5 

pGR540 Eco RI fragment of pUC8-928* in This study 
pGR5 

glycerol and 20% defibrinated sheep blood (BG) or in mod
ified Stainer-Scholte medium containing 2,6-0-dimethyl-{3-
cyclodextrin at 1 g/liter (19, 20). Antibiotics were used at the 
following concentrations: streptomycin, lOO f.Lg/ml; gentamy
cin, 10 f.Lg/ml. Escherichia coli strains were grown in LB broth 
(21), and antibiotic-resistant E. coli strains were selected with 
ampicillin (100 f.Lg/ml) and/or gentamycin (25 f.Lg/ml). 

Restriction enzymes, T4 DNA ligase, and other DNA mod
ifying enzymes were purchased from Boehringer Mannheim, 
New England Biolabs, or Amersham and were used as rec
ommended by the suppliers. Ali DNA manipulations were 
performed under standard conditions as described by Sam
brook et al. (21). Polymerase chain reactions (PRCs) were 
performed on a Perkin-Elmer thermal cycler mode! 480. 
Chromosomal DNA was isolated from B. pertussis as described 
by Hull et al. (22). Southern blot analyses were performed 
using nonradioactive DNA probes labeled with digoxigenin
dUTP according to the instructions of the supplier (Boeh
ringer Mannheim). 

Construction of Recombinant B. pertussis Strains. To con
struct B. pertussis BPGR5, a 0.68-kb fragment harboring the 
Sm28GST-encoding eDNA was amplified by PCR from TG10 
(R. J. Pierce, persona! communication) using the oligonucle-
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otides 5'-TAAGATCTCCATGGCTGGCGAGCAT-3' and 
5'-TAAGATCTCCGAGCTTTCTGTTG-3', digested with 
BgliJ, and cloned into the Bglll site ofjhaB in pRIT13202 ( 16) 
to yield pUC8-A. The 10.68-kb Eco RI fragment from pUC8-A 
was then inserted into the EcoRI site of pGR5, a pSS1129-
derivative harboring the 5' and 3' jhaB flanking regions (14). 
The resulting plasmid, named pGR53, was transferred into E. 
coli S 17-1 ( 15). This strain was th en conjugated with B. 
pertussis BPGR4, a strain lacking jhaB, and two successive 
homologous recombination events were selected as described 
(14 ). The B. pertussis exconjugant strains were th en screened 
by colony blot hybridization with a probe corresponding to the 
0.68-kb Bglll fragment harboring the Sm28GST eDNA. One of 
the positive clones was further examined by Southern blot 
analysis to ensure that the hybrid gene was correctly inserted 
into the fhaB locus. This strain was named BPGR5. 

To construct B. pertussis BPGR6, the above described PCR 
fragment was digested with Bglii and Bell. and the resulting 
0.5-kb fragment was inserted into pRIT13202 digested with 
BgliJ and Bell to yield pUC8-F. The 10.4-kb Eco RI fragment 
was then isolated from pUC8-F and cloned into the Eco RI site 
of pGR5. The resulting plasmid was named pGR54 and 
introduced by conjugation into B. pertussis BPGR4 via E. coli 
S17-1, as described above. 

To construct B. pertussis BPGR60, the Sm28GST eDNA was 
first mutagenized to replace the TGC triplet coding for 
Cys-140 by AGC coding for Ser. To mutagenize this TGC 
triplet, the Sm28GST eDNA was amplified by PCR using the 
oligonucleotides 5 '-TAAGGATCCCCATGGCTGGCGAG
CATATCAAG-3' and 5'-CCTGTCGACCCTTTCAGA
GATTCGCTGATCATATTGAG-3'. The amplified DNA 
fragment was then digested with Pst! and Sali, and the 
resulting 0.28-kb fragment was used to replace the 0.28-kb 
Psti-Sali fragment of pUC7-28, a pUC7-derivative containing 
the Sm28GST eDNA as a 0.64-kb BamHI fragment. This 
fragment was generated by PCR using the oligonucleotides 
5' -T AAGGATTCCCCATG GCTGGCGAG
CATATCAAG-3' and 5'-TAAGGATCCCGAAGGGAGT
TGCAGGCCTGTT-3'. The entire DNA insert was then se
quenced to ensure that the TGC triplet was replaced by AGC, 
as expected, and that no other alteration had occurred. The 
0.64-kb BamHI fragment isolated from the resulting plasmid 
was inserted into the Bglll site of pRIT13202 to generate 
pUC8-928*. The 10.64-kb Eco RI fragment was th en isolated 
from pUC8-928* and inserted into the EcoRI site of pGR5, 
yielding pGR540. The latter plasmid was introduced into B. 
pertussis BPGR4 by conjugation via E. coli S17-1, as described 
above. 

Protein Techniques. For the detection of the FHA
Sm28GST hybrid proteins, the culture supernatants or whole 
cel! lysa tes of the various B. pertussis strains were examined by 
SDS/polyacrylamide gel electrophoresis on 10% gels as de
scribed by Laemmli (23) and by immunoblot analysis using 
anti-FHA monoclonal antibody 12.l.F9 as described by 
Delisse-Gathoye et al. ( 16) or anti-Sm28GST rabbit polyclonal 
antibodies, provided by F. Trotte in (Institut Pasteur de Lille) 
at a 1:200 dilution. The FHA-Sm28GST hybrid proteins were 
purified from culture supernatants by heparin-Sepharose chro
matography as described (24 ). 

B. pertussis Colonization of the Mouse Respiratory Tract. 
The mouse colonization assay was adapted from the method 
described by Guiso and Khelef (25). Briefly, B. pertussis BPSM 
or BPGR60 were grown for 48 h at 36°C on BG agar 
supplemented with streptomycin. The bacteria were then 
scraped off the plates and resuspended in PBS at 108 colony
forming units ( cfu)/ml. Twenty-five microliters (2.5 X 106 cfu_) 
of this bacterial suspension was then instilled into each nostnl 
of 4-week-old female OF1 mice under anesthesia. Infected 
mice were sacrificed by cervical dislocation 3 h after intranasal 
injection (time 0) or at indicated time points (weeks 1-5). Four 
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to seven mice were analyzed per time point. The lungs of the 
sacrificed mi ce were removed and homogenized individually in 
phosphate-buffered saline (PBS) using tissue grinders. Seriai 
dilutions of the Jung homogenates were then plated onto BG 
agar supplemented with streptomycin. and cfu were counted 
after 3-5 days of incubation at 36°C. 

Analysis of Mucosal Antibody Responses. After intranasal 
administration of B. pertussis BPGR60, as described above, 
IgA and IgG responses were analyzed in the BALF using 
enzyme-linked immunosorbant assays at the indicated time 
points. Immulon 3 flat-bottom 96-well plates (Dynatech) were 
coated with 50 1.d of PBS containing FHA (10 JLg/ml) or 
recombinant Sm28GST (0.625 JLg/ml), provided byTransgene 
(Strasbourg, France). After blocking with 0.5% ge latin (Sig
ma) and washing with PBS, 50 JLI of BALF was added in 1:2 
seriai dilutions in PBS. The plates were incubated at 37°C and 
washed, and biotinylated goat anti-IgA or anti-IgE antibodies 
(Amersham) or peroxidase-conjugated goat anti-IgG antibod
ies (Pasteur Diagnostic, Marne la Coquette, France) were 
added at a 1:1000 and 1:10,000 dilution, respectively. Anti-IgA 
and anti-IgE were detected by the addition of peroxidase
conjugated streptavidin (Amersham) at a 1:2000 dilution, and 
o-phenylene diamine (Sigma) (1 mg/ml) in 0.1 M citrate buffer 
(pH 5.5) containing 0.003% H20 2. The reaction was stopped 
by the addition of 2 M HCI, and the absorbance was measured 
at 492 nm using a Titertek Multiskan MCC microplate reader 
(Labsystems Group, Les Ulis, France). The concentrations of 
total and specifie lgA and IgG antibodies were estimated by 
comparison to standard curves established with known 
amounts of antibodies. The results are expressed as the mean 
values for each time point. 

RESULTS 
Construction of Recombinant B. pertussis Strains Produc

ing FHA-Sm28GST Hybrid Proteins. The unique Bg!II site in 
jhaB, the structural FHA gene, was used for the fusion of the 
Sm28GST coding sequence. This site is Iocated at approxi
mately two-third of the FHA coding sequence as indicated in 
Fig. la. The 220-kDa mature form of FHA is encoded by the 
5' two-thirds of jhaB (16). A genetic fusion at the Bglii site, 
therefore, genera tes a hybrid molecule containing most of the 
mature FHA followed by Sm28GST. Translation of this hybriâ 
gene in BPGR5 terminates at the Sm28GST stop codon (Fig. 
lb), and the corresponding chimeric prote in is, therefore, 
composed of the first 1942 amino acid residues of mature FHA 
followed by a Ser and the 211 Sm28GST residues. including its 
initiation Met. 

Western blot analyses ofwhole cell extracts using anti-FHA 
monoclonal antibody 12.l.F9 (Fig. 24, Jane 3) and anti
Sm28GST polyclonal antibodies (Fig. 2B, Jane 5) showed that 
the hybrid protein was produced in B. pertussis BPGRS and 
also revealed severa! proteolytic breakdown products. Analy
ses of the culture supematant of BPGR5 did not allow 
detection the hybrid protein (Fig. 2B, Jane 2), suggesting that 
it was not efficiently secreted. 

Since in BPGR5 the translation of the hybrid gene termi
nates at the Sm28GST stop codon, the C-terminal end of the 
FHA precursor is not produced. Although this domain is not 
present in mature FHA, it is important for FHA biogenesis 
(26). We therefore constructed B. pertussis BPGR6. This strain 
contains the FHA-Sm28GST hybrid gene engineered such 
that its translation terminates at the stop codon of the FHA 
precursor (Fig. le). The corresponding chimeric protein is 
similar to that encoded by BPGR5, except that only the first 
168 Sm28GST residues are fused to the 1942 FHA residues and 
that the jhaB open reading frame continues after codon 1976, 
which is spliced downstream of the Sm28GST-encoding DNA. 

Immunoblot analyses of whole cell extracts of B. pertussis 
BPGR6 revealed polypeptides that react with both the anti
FHA (Fig. 2A, lane 4) and anti-Sm28GST antibodies (Fig. 2B, 
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FIG. 1. Physical map of the fhaB locus in the various B. pertussis 
strains. The. arrow represents the length and direction of the various 
fhaB open reading frames. (a) BPSM con tains the wild-type fhaB locus 
coding for a 370-kDa precursor protein indicated by the arrow that 
includes the 220-kDa portion of the mature form indicated by the open 
box. (b) BPGRS contains the 'hybrid gene in the fhaB locus with the 
Sm28GST coding sequence (indicated by the stippled box) inserted at 
the Bglii site. (c) BPGR6 contains a truncated Sm28GST sequence 
(stippled box) inserted between the Bglll and Bell sites of the fhaB 
locus. The small solid box depicts the resulting truncation infhaB. (d) 
BPGR60 contains the entire modified Sm28GST coding sequence 
(stippled box) cloned at the Bglii site and containing the TGC to AGC 
triplet mutation. Be, Bell; Bg, Bglii; E", first EcoRl site; Eh, second 
EcoRl site. 

Jane 4). This FHA-Sm28GST hybrid protein reacted less weil 
with the anti-Sm28GST antibodies than that produced by B. 
pertussis BPGRS, presumably because the C-terminal region of 
Sm28GST was deleted in BPGR6. This region is known to 
contain immunodominant epitopes (17). However, in contrast 
to BPGR5, the hybrid protein could be detected in culture 
supernatants of BPGR6 after concentration by heparin
Sepharose chromatography (Fig. 2B, Jane 1). This observation 
suggests that the chimeric protein was secreted from B. 
pertussis BPGR6 and associated with the cell surface. The 
improved secretion in BPGR6 compar.ed with BPGR5 may be 
due to the expression of the C-terminal domain of the FHA 
precursor. Alternatively, it could be related to the deletion of 
the C-terminal end of Sm28GST. 

To distinguish between these two possibilities, we con
structed BPGR60. In this strain the entire Sm28GST gene was 
cloned in frame with jhaB, such that the hybrid gene was 
expressed to produce the full-Iength precursor of FHA (Fig. 
ld). The corresponding open reading frame codes, therefore, 
for the 1942 first residu es of mature FHA, followed by Pro, the 
211 Sm28GST residues, Gly, and residues 1942-3520 of the 
FHA precursor. In addition, Cys-140 of Sm28GST was re
placed by Ser, because this Cys may induce dimerization of 
Sm28GST by interchain disulfide bond formation (27) that 
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FIG. 2. Immunoblot analyses of B. pertussis BPSM, BPGR4, 
BPGR5, and BPGR6. (A) Whole cell lysates of BPSM (lane 1), 
BPGR4 (lane 2), BPGR5 (lane 3), and BPGR6 (lane 4) were examined 
by immunoblot analysis using anti-FHA monoclonal antibody 12.l.F9. 
(B) Heparin-Sepharose-purified culture supernatants (lanes 1-3) or 
wh ole celllysates (lanes 4-6) of BPGR6(1anes 1 and 4), BPGR5 (lanes 
2 and 5), and BPSM (lanes 3 and 6) were examined by immunoblot 
analysis using rabbit anti-Sm28GST polyclonal antibodies. The sizes of 
the molecular mass markers expressed in kDa are given to the left. 

may hamper secretion through the outer membrane, as has 
been shown for other systems (28, 29). 

As shown in Fig. 3 lane 2, this hybrid protein was readily 
detected in whole cell extracts of B. pertussis BPGR60 using 
anti-Sm28GST antibodies. When the culture supernatant was 
concentrated by heparin-Sepharose chromatography, the se-
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FIG. 3. Immunoblot analysis of B. pertussis BPSM and BPGR60. 
Whole cell extracts (lanes 2 and 4) and culture supernatants (lanes 3 
and 5) of BPGR60 (lanes 2 and 3) and BPSM (lanes 4 and 5) were 
examined by immunoblot analysis using rabbit anti-Sm28GST poly
clonal antibodies. Lane 1 contains purified recombinant Sm28GST. 
The sizes of the molecular mass markers expressed in kDa are given 
to the left. 
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creted FHA-Sm28GST hybrid protein was detected by both 
anti-FHA and anti-Sm28GST antibodies, indicating that it was 
secreted. This suggests that the addition of the C-terminal 
domain of the FHA precursor rather than the deletion of the 
C-terminal end of Sm28GST allows for secretion of the 
chimera into the culture supernatant. However, compared 
with native FHA from B. pertussis BPSM, the secretion of the 
hybrid protein appeared to be Jess efficient and was not 
detected in unconcentrated culture supernatants with the 
anti-Sm28GST antibodies (Fig. 3, lane 3). 

Surface Exposure of FHA-Sm28GST. To determine 
whether the cell-associated hybrid proteins were surface ex
posed, we used the autoagglutination phenotype of the recom
binant B. pertussis strains. Menozzi et al. (30) have shown that 
surface exposure of FHA resulted in autoagglutination of B. 
pertussis when grown in the absence of cyclodextrin. We 
therefore grew BPGR60 in the presence and absence of 
cyclodextrin. Macroscopical analysis of the culture revealed 
autoagglutination of BPGR60, indicating that a significant 
fraction of the FHA-Sm28GST hybrid protein was surface
exposed in this strain. However, in contrast to the nonrecom
binant BPSM strain, autoagglutination of BPGR60 was ob
served regardless of the presence of cyclodextrin, indicating 
that the fusion of Sm28GST to FHA affected its release into 
the culture supernatant. 

Colonization by B. pertussis BPGR60. Kimura et al. (31) and 
Relman et al. (32) have demonstrated the crucial role of FHA 
in colonization of the respiratory tract. Intranasal infection 
experiments were, therefore, performed in mice to study the 
ability of B. pertussis BPGR60 to colonize the respira tory tract. 
A suspension containing 5 x 106 BPGR60 or BPSM was 
administered intranasally to OF1 mice. At 1-week intervals 
ranging from 0 to 5 weeks after the infection, groups of seven 
mice were sacrificed, and the total cfu in the lung homogenates 
were measured. As shown in Fig. 4, the total number of cfu in 
the lungs of the mice infected by BPGR60 increased during the 
first week after the infection and then decreased steadily over 
the next 4 weeks un til the majority of bacteria were eliminated. 
The colonization kinetics of B. pertussis BPGR60 was very 
similar to that of the wild-type strain BPSM (Fig. 4) and was 
consistent with results obtained by Guiso and Khelef (25). 
These observations indicate that B. pertussis BPGR60 pos
sesses in vivo growth rates and colonization abilities similar to 
those of wild-type B. pertussis BPSM, implying that the bio
logical fonctions of FHA are preserved in BPGR60. 

Secretory Immune Responses Mter Infection with B. per
tussis BPGR60. As shown in Table 2, a single nasal adminis
tration of 5 x 106 B. pertussis BPGR60 induced a marked 
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FIG. 4. Colonization by B. pertussis BPGR60 and BPSM. OF! mi ce 
were infected intranasally with 5 x 106 cfu of B. pertussis BPGR60 
(solid circles) or BPSM (open squares). The lungs were harvested at 
the time points indicated, and total cfu v.ere counted after plating the 
lung homogenates on BG agar. 
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increase in total IgA and IgG in BALF after 4 weeks. The 
elevated levels remained constant at !east un til day 49. Specifie 
anti-Sm28GST IgA antibodies in BALF were detectable at day 
28 and increased gradually un til day 42. This was paralleled by 
the anti-FHA IgA in BALF. However, although we observed 
a significant drop in the leve! of anti-Sm28GST IgA at day 49, 
the anti-FHA IgA levels remained constant. No anti
Sm28GST IgA was detected in mice that received B. pertussis 
BPSM or up to 100 J.Lg of recombinant Sm28GST, whereas high 
anti-FHA lgA levels were found in BPSM-infected mice. 

Specifie anti-FHA and anti-Sm28GST IgG were also found 
in BALF of mice infected with BPGR60, albeit at lower levels 
than lgA. The total and specifie IgE responses in BALF were 
also investigated. A weak increase of total IgE was observed 35 
da ys after administration, but we were unable to detect specifie 
IgE directed against Sm28GST or FHA. Analyses of serum 
antibodies in the same mice indicated no detectable levels of 
anti-Sm28GST IgG and IgA, although anti-FHA IgG and IgA 
were detected 42 and 49 days after administration of BPGR60. 

These results show that a single nasal administration of B. 
pertussis BPGR60 was able to induce the production of anti
Sm28GST IgA and IgG in the BALF, even in the absence of 
detectable levels of anti-Sm28GST antibodies in the serum. 

DISCUSSION 
Mucosal immunization offers severa! important advantages 
over parenteral immunization. They include higher efficacy to 
achieve both mucosal and systemic immunity, minimization of 
adverse effects, ease of delivery, less interference with mater
nai antibodies in infants, and perhaps increased effectiveness 
in the elderly (33). Y et, the vast majority of vaccines are usually 
administered parenterally. This may be related to the fact that 
many antigens are poorly immunogenic when given by the 
mucosal route (34) probably because they fail to interact 
productively with the mucosa-associated lymphoid tissues 
(MALT). 

Notable exceptions are microorganisms that colonize mu
cosal surfaces. They are believed to pralong the mucosal 
exposure of the antigens and thereby to increase the net 
antigen dose delivered to the MALT. Much attention has been 
turned to the development of live bacteria, such as Salmone114 
typhi, for the presentation of foreign antigens to the MALT by 
oral immunization (1). However, oral immunization is com
plicated by the acidic and proteolytic environment that the 
vaccines encounter, as weil as by the large volumes that are 
usually required to induce a detectable immune response. 
Mucosal immunization against typhoid fever requires multiple 
large doses of Salmonella typhi Ty21a, the only licenced live 
oral vaccine against bacterial diseases. 

An interesting alternative to oral vaccines are vaccines that 
can be delivered by the nasal route. Nasal vaccination against 
influenza has been successful even in children (35). In addi
tion, nasal administration appears to be significantly more 
efficacious in inducing antibody responses than oral inocula
tion, when compared on a dose basis (2). However, although 
severa! enteric pathogens have been assessed for their ability 
to deliver heterologous antigens via the oral route, so far no 
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microorganism that specifically colonizes the respira tory tract 
has been investigated in that respect. 

The members of the genus Bordetella are known to very 
effectively colonize the upper respiratory tract of their hosts. 
In this study, we show, to our knowledge, for the first time that 
a single nasal administration of a recombinant B. pertussis 
strain induces a significant mucosal antibody response against 
the foreign antigen. A genetic fusion of Sm28GST to the 
C-terminal region of the mature form of the FHA resulted in 
a hybrid protein that was surface-exposed on B. pertussis 
BPGR60 and, to a lesser degree than natural FHA. partially 
secreted into the extracellular milieu. Secretion of the chimeric 
antigen required the expression of the entire jhaB gene, 
including the part that encodes the C-terminal domain of the 
precursor, which is cleaved off during FHA biosynthesis. 
Unlike in most live bacterial vectors, where the heterologous 
genes are expressed from plasmids, this system is based on the 
integration of the hybrid genes into the bacterial chromosome, 
thereby stabilizing the constructs even in the absence of 
selective pressure. A construction that con tains the stop codon 
of the Sm28GST eDNA (B. pertussis BPGR5) and. therefore, 
does not translate the 3' end ofjhaB does not appear to secrete 
the hybrid protein. This observation confirms previous con
clusions re garding the importance of the C-terminal domain of 
the FHA precursor in the secretion of FHA (26). 

Although B. pertussis BPGR60 was found to secrete sorne of 
the chimeric prote in, the secretion leve! was significantly lower 
than that of na tura! FHA. This relatively low leve! of secretion 
was independent of the position of the Sm28GST eDNA 
insertion within the jhaB gene ( unpublished observations) and 
may, therefore, be related to the intrinsic secretion property of 
Sm28GST, which has generally proven difficult to secrete in 
heterologous expression systems ( e.g., ref. 36). The re fore, it is 
anticipated that antigens that naturally cross at !east one 
biological membrane should be secreted at higher levels when 
genetically fused to FHA. 

Nevertheless, nasal administration of B. pertussis BPGR60 
induced an antibody response against Sm28GST in the BALF, 
whereas the nonrecombinant isogenic strain BPSM or intra
nasal inoculation of up to 100 J.Lg of recombinant purified 
Sm28GST did not. The absence of detectable levels of anti
Sm28GST antibodies in the serum of B. pertussis BPGR60-
infected mice suggests that the observed antibody response is 
of mucosal origin. Since the !ife cycle of S. mansoni involves 
migration to the lungs, the respira tory tract may be one of the 
sites for immunoprotection against schistosomiasis ( 12). In 
addition, the production of anti-Sm28GST IgA has been 
correlated with protection against egg-induced pathology in 
hum ans ( 10). The re fore, intranasal vaccination against S. 
mansoni may have an impact on parasite mi a and on pathology. 
Preliminary results indicate that infection with B. pertussis 
BPGR60 indeed causes significant reduction in both worm 
burden and egg output (unpublished observations). 

The colonization ability of B. pertussis BPGR60 was indis
tinguishable from that of the isogenic wild-type strain, imply
ing that the biological activities of FHA are preserved in this 
strain. It is likely that the colonization ability of B. pertussis is 
responsible for the induction of the observed immune re-

Table 2. !gA and IgG levels in BALF after nasal administration of BPGR60 

Day 0 Day 28 Day 35 Day 42 Day 49 

Total !gA, !Lg/ml 110 ::':: 27 Slb :: 37* 780 ::':: 39* 770 ::':: 22* 771 ::':: 25* 
Total IgG, !Lg/ml 19 132 162 182 136 
Anti-Sm28GST !gA, ng/ml ND 730:: 177 985 ::':: 637 1157 ::':: 615 579 ::':: 51 
Anti-Sm28GST IgG, ng/ml ND 69 ::':: 48 79 ::':: 32 129 ::':: 58 78 ::': 42 
Anti-FHA !gA. ng/ml ND 997 ::':: 284 1744 ::': 749 14,244 ::':: 6428 13,551 ::':: 6064 
Anti-FHA IgG, ng/ml ND 202 ::'::54 379 ::':: 89 664 ::':: 399 529 ::':: 326 

Results are expressed as the mean ::':: SD of BALF from five mice per time point. Total IgG levels have been evaluated in pooled BALF. ND, 
not delectable. *, P < 0.001, indicates a significant increase compared to day O. 
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sponse. For other systems it has been proposed that the 
induction of mucosal immunity via the nasal route depends on 
the amount of antigen reaching the MALT beyond the nasal 
cavity (37). Since B. pertussis is known to colonize the trachea, 
BPGR60 most Jikely carries Sm28GST to the trachea
associated lymphoid tissues. One would expect that higher 
levels of immune responses might be achieved when better 
secreted antigens are fused to FHA. This is currently being 
tested in our laboratory. 

Heterologous antigens genetically fused to FHA may also 
benefit from the various binding activities expressed by FHA 
(for review, see ref. 5), which include binding to alveolar 
macrophages via a RGD sequence (38, 39). Although it 
remains to be investigated whether this RGD sequence or 
other FHA binding activities play a role in antigen presenta
tion by B. pertussis, targeting antigens to mononuclear phago
cytes including macrophages would be expected to improve 
antigen presentation to the T helper cells and hence to 
facilita te the development of antibody responses. On the other 
hand, alveolar macrophages have been shown to suppress 
immune responses in rodents (40, 41). It will therefore be 
interesting to investigate whether B. pertussis, perhaps via 
binding by FHA, is able to inhibit this suppression. 

Although the use of B. pertussis as a live vaccine carrier is not 
directly applicable in the field because of the inherent viru
lence of this microorganism, it is now feasible to genetically 
attenua te this organism. Over the past decade many B. pertussis 
virulence genes have been cloned, and the molecular mecha
nisms of pertussis pathogenesis are beginning to be weil 
understood ( 42). Attenuated B. pertussis strains can th us be 
developed by the allelic exchange bf one or severa! virulence 
genes with mutant genes. In addition, genetic attenuation bas 
already been achieved by the development of aroA mutants of 
B. pertussis that have been shown to induce protective immu
nity against challenge with a virulent strain ( 43). 

Live recombinant B. pertussis may be particularly interesting 
for the presentation of antigens to protect against respiratory 
pathogens. However, since B cells stimulated at one mucosal 
site can migra te to distal mucosal sites presentation of antigens 
by B. pertussis may also be useful for the production of IgA at 
sites other than the respiratory tract. In addition, as new 
vaccines are being developed and immunization schedules 
be come more complex, the use of recombinant bacteria offers 
the opportunity to combine severa! protective antigens within 
the same carrier organism and thereby increases considerably 
the probability to provide complete coverage of populations to 
be vaccinated. 
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Résultats 

C. Etude de la protéine hybride FHA-Sm28GST produite par 1 a 

souche BPGRSO. 

Nous avons vérifié que la protéine hybride FHA-Sm28GST conservait les 

propriétés propres de chacune des deux protéines. 

Le passage du surnageant de culture de BPGR60 sur une colonne d'héparine 

Sépharose montre que la protéine de fusion est retenue sur colonne, indiquant que 

l'insertion de la Sm28GST dans la FHA n'a pas altéré la capacité de fixation de cette 

dernière à l'héparine. 

Par contre, l'analyse de la protéine hybride produite par la souche BPGR60 montre 

que la Sm28GST ne possède pas d'activité enzymatique lorsqu'elle est fusionnée à la 

FHA. La mutation créée par remplacement de la cystéine en position 140 par une serine 

pourrait avoir modifié la structure de la protéine, de même que son insertion dans la FHA. 

L'analyse par Western-blot montre que la protéine FHA-Sm28GST produite par la souche 

BPGR60 est reconnue par un anticorps monoclonal de souris dirigé contre le peptide 24-43 

correspondant à la région N-terrninale de la Sm28GST. Cette protéine est également 

reconnue par un anticorps polyclonal de rat dirigé contre le peptide 190-211 (partie C

terminale de la Sm28GST). Les sites impliqués dans l'activité enzymatique semblent donc 

accessibles dans la protéine FHA-Sm28GST mais peuvent se retrouver éloignés par 

rapport à la distance qui les séparent dans la protéine Sm28GST native. Cette modification 

conforrnationnelle entraînerait une perte du site enzymatique tout en gardant les épitopes 

protecteurs correspondants. 
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La présence de certains microorganismes ou même de microparticules au niveau des 

muqueuses pulmonaires peut provoquer une réaction inflammatoire liée à la présence et au 

recrutement de cellules (macrophages, lymphocytes, cellules épithéliales, etc ... ) capables 

de produire, après stimulation, des cytokines pro-inflammatoires. 

Connaissant l'implication importante des cytokines inflammatoires dans l'induction et 

l'orientation de la réponse immune, notamment pour la production d'lgA (Kramer et al. 1995), 

nous avons étudié le profil de production de ces cytokines obtenu suite à l'administration de 

la souche BPGR60 de B. pertussis. 

O. Production de cytokines inflammatoires au niveau 

pulmonaire après administration nasale de la souche recombinante 

BPGR60. 

L'article précédent a permis de mettre en évidence la production d'anticorps au 

niveau des muqueuses du tractus respiratoire, consécutive à l'administration par voie 

nasale de la souche BPGR60. Nous avons poursuivi l'étude de la régulation locale de la 

réponse immune en évaluant la production de certaines cytokines inflammatoires connues 

pour être impliquées dans l'établissement d'une réponse de type lgA. 

L'analyse histologique réalisée sur des coupes de poumons des souris immunisées 

intranasalement avec la souche BPGR60 a permis de montrer la production· locale de TNFa, 

d'IL-6 et de TGFB. La présence de ces cytokines inflammatoires dans les LBA a été 

détectée par ELISA et les résultats obtenus nous indiquent une sécrétion ponctuelle de 

TNFa et d'IL-6. La production et la sécrétion de ces cytokines inflammatoires sont précoces 

et transitoires au niveau des tissus pulmonaires. En effet, leur présence n'a été observée 

que pendant la première semaine après l'administration de B. pertussis alors que les 
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bactéries persistent pendant environ un mois dans les poumons. Par contre, deux 

semaines après l'inoculation, une sécrétion d'IL-10, connue pour son rôle dans la réponse 

lgA chez l'homme, a été détectée au niveau pulmonaire ce qui pourrait expliquer, en partie, 

l'inhibition de la production de ces cytokines inflammatoires. 

La présence et la régulation de ces cytokines au niveau pulmonaire, induite après 

administration de B. pertussis, pourraient donc intervenir directement dans le processus 

aboutissant à la réponse immune locale. 

L'ensemble de ces résultats est détaillé dans l'article qui suit et qui a été soumis à 
"Microbiol Pathogenesis " : "Local transient induction of inflammatory cytokines after 

intranasal administration with recombinant B. pertussis", réalisé en collaboration avec F. 

Remoué et O. Poulain-Godefroy. 
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ABSTRACT 

2 lnflammatory cytokines have been described to play a critical 

3 role in the orientation and amplification of the lgA immune 

4 response. ln this study, we show that the intranasal administration 

5 of a Bordetella pertussis strain expressing the protective antigen 

6 glutathione-S-transferase of Schistosoma mansoni (Sm28GST) 

7 induced an inflammatory response in the lungs of mice, 

8 characterized by the production of inflammatory cytokines, such as 

9 Tumor Necrosis Factor ex, lnterleukin-6 and Transforming-Growth 

1 o Factor ~- The production and the secretion of these cytokines in 

11 lung tissues was early and transient. Their presence was observed 

12 only du ring the fi rst week a ft er administration des pite the 

13 persistence of the bacteria for one month. Two weeks a fte r 

14 inoculation, lnterleukin-1 0 secretion was detected in the lungs, 

15 which could explain the decrease in the production of inflammatory 

16 cytokines. These inflammation-regulating cytokines, induced in the 

17 lungs by the presence of the bacterial vector, could be part of the 

18 process generating the local immune response, in particular the 

19 anti-Sm28GST lgA response. 
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INTRODUCTION 

2 Gram negative bacterial products like endotoxin have been 

3 known to induce the initiation of inflammation by promoting 

4 

5 

inflammatory 

and epithelial 

cytokine production by macrophages, lymphocytes 

cells ( 1) (2). TNFa plays a major role in the 

6 inflammatory reaction since it is able to enhance the production of 

7 IL-6, IL-10 and chemotactic factors by macrophages and epithelial 

8 cells (3). Consequently, IL-6 can, by itself or in synergy w i th 

9 ethers cytokines, mediate the acute phase response and fever ( 4 ). 

10 TGF~ participates in monocyte recruitment. lts very early 

11 production plays a key role in the initiation of the inflammatory 

12 response (5). TGF~ then participates in its own regulation (6). 1 L-

13 10 is involved in the regulation of the inflammatory reaction by the 

14 dawn-regulation of the production of TNFa and IL-6 (7). 

15 lt has been demonstrated that the inflammatory cytokines are 

16 important for the induction and the orientation of the immune 

17 response, especially for the ·lgA isotype production (8). More 

18 precisely, it has be en proposed th at TGF~ acts as a s witch in g 

19 factor to enhance lgA production ( 9), (1 0). ln vivo, exogenous 1 L- 6 

20 can positively influence the development of an lgA response (11). ln 

21 addition, IL-1 0 is involved in the switch of B cells into lgA 

22 secreting ce lis in man ( l 2) and in mi ce (13 ). 

23 The use of recombinant bacteria adapted to the digestive or 

24 respiratory tract represents one of the most promising approaches 

25 for the presentation of vaccine candidate proteins to mucosal 

26 associated lymphoid tissues and the induction of a specifie immune 

27 response (14), (15). ln our laboratory, we are currently exploring 



5 
the use of Bordetella pertussis, the etiological agent of whooping 

2 cough, for the presentation of foreign antigens. Although B. 

3 pertussis 1s a strictly human pathogen, its intranasal 

4 administration in mice can provoke some of the pathological events 

5 characteristic of the human disease : age-dependant severity, 

6 bacterial colonization of respiratory tract, infiltration of 

7 inflammatory ce lis and leukocytosis (16), (17). 

8 Renault-Mongénie et al. ( 18) have demonstrated that an 

9 intranasal administration of recombinant B. pertussis (BPGR60), in 

10 contrast to a non-recombinant strain, can induce a mucosal lgA 

11 response in Broncho Alveolar Lavage Fluids (BALF) against a 

12 heterologous antigen fused to filamentous hemagglutinin (FHA), the 

13 major bacterial adhesin. The foreign antigen used, the 28-kDa 

14 glutathione $-transferase of Schistosoma mansoni (Sm28GST), is a 

15 protein endowed with patent vaccine properties against 

16 schistosomiasis ( 19). 

17 ln this study, we wished to evalua te wh ether this an ti-

18 Sm28GST lgA response was preceded by the production of 

19 inflammatory cytokines after intranasal administration of BPGR60. 

20 This was investigated by their immunohistochemical localization 

21 in lung tissues and their presence in Broncho-Aiveolar Lavage 

22 Fluids (BALF) and in serum. 
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RESULTS 

2 

3 Histological detection of inflammation-regulating 

4 cytokines in lung tissues after BPGR60 administration. 

5 Histological analysis of lungs was performed after BPGR60 

6 administration. Infiltration of cells into the alveolar epithelium 

7 was essentially observed a round bronchiolar airways 7 da ys a fte r 

8 intranasal inoculation. 

9 The presence of TNFcx, IL-6 and TGF~ in lung tissues (alveolar 

10 epithelium, AE; bronchiolar epithelium, BE) during the first week 

11 after BPGR60 intranasal inoculation was evaluated by 

12 immunohistochemical analysis. TNFcx was detectable at low levels 

13 in bath AE and BE of uninfected mice (Fig. 1 b). Twenty four hours 

14 after infection with live BPGR60 (Fig. 1c), an increase in TNFcx 

15 production was observed by the marked staining of bath epithelia. 

16 Seven da ys after infection (Fig.1 d) the level of TNFcx had decreased 

17 significantly. 

18 As shawn in Fig. 2b, IL-6 was present at low levels in the BE 

19 of uninfected mice. The level of this cytokine increased in BE and 

20 became detectable in AE 24 hours after intranasal administration 

21 of BPGR60 (Fig. 2c). This production was transient since 7 days 

22 later (Fig. 2d), the staining of the infected mouse lung epithelia 

23 was similar to that of uninfected mice. 

24 The specifie background staining for TNFcx and IL-6 observed 

25 in uninfected mouse lung epithelia was also detected in axenic 

26 mou se lung epithelia (data not shawn). This result suggests th at 

21 the basal production of bath cytokines is independent of the 

28 presence of living micro-organisms. 
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The histological staining of TG F~ (Fig. 3) was very light in the 

2 BE of uninfected mice (Fig. 3b). One day after infection, strong 

3 staining of the BE was observed, whereas TGF~ was undetectable in 

4 BALF, indicating a neoproduction of TGF~ (Fig. 3c). Figure 3d shows 

5 that the production of this cytokine dropped to the basal level 7 

6 days after inoculation, since the staining obtained was comparable 

7 to that observed for uninfected mice (Fig. 3b). 

8 

9 lnflammation-regulating cytokine secretion in the 

10 broncho-alveolar lumen and in serum. 

11 The presence of regulating inflammatory cytokines in BALF 

12 and serum was evaluated at different time intervals. 

13 Whereas the presence of TGF~ was undetectable by ELISA in 

14 BALF at any time (data not shown), TNFa and IL-6 were readily 

15 detected (Fig.4). A transient but significant increase in TNFa 

16 secretion was observed 3 to 6 hours after inoculation of live 

17 BPGR60 (p<0.001 ), as shown 1n Fig. 4A. A second significant 

18 increase was detected 7 days after the inoculation (p<0.05). Killed 

19 BPGR60 induced significant secretion of TNFa, 3 to 6 hours a fte r 

20 administration but in that case no second peak was observed 7 days 

21 later. ln addition, the early secretion remained at a lower level 

22 than that obtained with living bacteria. The kinetics of 1 L-6 

23 secretion in BALF is presented in Fig. 48. The presence of IL-6 in 

24 BALF was detected 24 h after administration of BPGR60 and 

25 reached a maxrmum 3 days later. Beside a weak rise in 1 L-6 

26 secretion observed a ft er 3 hours (not significant), the i ntranasal 

27 administration of killed BPGR60 bacteria did not induce secretion 

28 of this cytokine. 
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We also evaluated the secretion of IL-1 0 in BALF a fte r 

2 BPGR60 infection (Fig. 4C). A low constitutive production of 1 L-1 0 

3 was detected in uninfected mice. However, the administration of 

4 BPGR60 induced a marked increase in the IL-1 0 level at days 14 and 

5 21 (p<0.05). One week later, this IL-1 0 secretion dropped to a 

6 lower level than that found in uninfected mice (p<0.05), suggesting 

7 that IL-10 was strongly secreted before day 28. No significant 

8 variation in the constitutive production of IL-10 was observed in 

9 mice that had received killed BPGR60. 

1 o The secretion of these cytokines was also evaluated in BALF 

11 after intranasal administration of non-recombinant B. pertussis. 

12 TNFa, IL-6 and IL-10 secretion was similar to that observed after 

13 inoculation of BPGR60 (data not shawn). 

14 Neither TNFa, 11-6 nor IL-1 0 were present at measurable 

15 levels in the sera after inoculation of BPGR60, whereas the 

I6 intravenous injection of lipopolysaccharide (LPS, 30f.lg) in m ice 

11 induced the production of circulating TNFa and IL-6 (data not 

!8 shawn), as has been previously described (20). 

19 
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DISCUSSION 

2 ln this study we investigated sorne of the inflammatory 

3 events in mice, especially the local inflammatory cytokine 

4 production after intranasal administration of a recombinant B. 

5 pertussis strain, able to induce a specifie and local lgA response 

6 detectable 28 da ys after inoculation (18 ). 

7 The presence of B. pertussis in the respiratory tract induces 

8 an inflammatory reaction, as has been recently described (17). This 

9 reaction has been characterized by alveolitis and local cell influx 

1 o 14 da ys a ft er the injection of virulent B. pertussis in outbred mi ce. 

11 ln this study, we detected an early inflammatory process as 

12 evidenced by the production of inflammation-regulating cytokines 

13 in lung tissues. lmmunohistochemical detection of TNFa. and 1 L-6 

14 indicated that this transient production in AE and BE occurred 

15 during the first 24 hours after intranasal inoculation with BPGR60. 

16 The secretion of TNFa. and IL-6 in BALF was also detected during 

17 the first week. after inoculation of the living recombinant bacteria, 

18 as weil as of the wild-type strain. ln contrast, the production of 

19 TGF~ was detectable in the BE 24h after bacterial administration 

20 and did not appear to be followed by a detectable secretion of TGF~ 

21 in BALF. The discrepancy detectable between the presence of TGF~ 

22 in the tissues and the absence of secretion could be due to the 

23 lower sensitivity of the ELISA technique. However, the absence of 

24 secreted TGF~ might a Iso be associated with the lack of this 

25 cytokine in the AE, as observed in this study as weil. 

26 Surprisingly, a second peak of TNFa. secretion in the BALF of 

27 mice having received recombinant bacteria was detected at day 7, 
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when histological analysis failed to show any differences in 

2 comparison with uninfected lungs. One hypothesis to explain this 

3 phenomenon is that TNFa may not be produced at this time point by 

4 the lung epithelia, but rather by locally recruited cells. lndeed, 

5 Khelef et al. ( 1 7) have detected the presence of inflammatory ce Ils 

6 in BALF up to 7 days after administration of a wild-type B. 

7 pertussis strain. 

8 The absence of detectable levels of cytokines in the serum 

9 indicated that the observed secretion was localized to the 

1 o respiratory tract. Moreover, we fou nd th at BPGR60 had to be al ive 

11 to induce TNFa and IL-6 secretion, since inoculation with killed 

12 BPGR60 did not induce significant cytokine secretion, except for 

13 the low level of TNFa observed 3h post infection. This latter 

14 secretion may have been generated by small amounts of LPS 

15 administered with the killed bacteria. The production of TNFa and 

16 IL-6 observed after infection with live B. pertussis could be 

17 explained by a constant release of LPS by the bacteria during the 

18 fi rst week, the peak of colonization of BPGR60 (18), sin ce the 

19 primordial role of LPS in the induction of inflammatory cytokines 

20 is weil established (21 ). LPS stimulates IL-6 production (2), (22) 

21 and TNFa secretion (20), (23). Our data indicate that the local 

22 production of TNFa and IL-6 lasted only during one week following 

23 inoculation, whereas bacteria were present in the lungs for 

24 approximately one month ( 18). The transie nt cytokine production 

25 that we observed may perhaps be partly explained by sorne natural 

26 LPS neutralization processes. lndeed, it has been shown that 

27 monocyte activation by local production of TNFa or IL-6 induces 

28 the secretion of high density lipoproteins (HDL) able to bind and 

29 neutralize LPS (24 ). The binding of these HDL (also named LPS 
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binding proteins) to the lipid A moiety of LPS blacks its capacity to 

2 induce cytokine production and cou Id thus li mit TNFa and 1 L-6 

3 secretion (25). Lipid A may also be recognized by the 

4 bactericidal/permeability-increasing protein (BPI), a product of 

5 neutrophils ( 26) secreted in response to LPS or Gram-negative 

6 sepsis (27). BPI has been shawn to neutralize LPS and thereby t o 

7 decrease TNFa production induced by bacterial infections (28). 

8 The involvement of the cytokine network regulation could 

9 a Iso exp lain the transie nt production and secretion of TNFa and 1 L-

10 6. TNFa, in synergy with LPS, is a patent inducer to stimulate 1 L-6 

11 production (20). ln accordance to these results, we observed an 

12 early secretion of TNFa followed by the secretion of IL-6. The role 

13 of TGFP in this process could also be pivotai, since it has been 

14 demonstrated that this cytokine favars the production of IL-6 but 

15 could locally inhibit the secretion of TNFa (6). The presence of 

16 TGFp in lung tissues, during the first few days after B. pertussis 

17 administration would explain the observed decrease in TNFa 

18 secretion at day 1 and the increase in IL-6 production at days 1 t o 

19 3. 

20 IL-1 0 is also involved in the regulation of inflammatory cytokine 

21 production and down-regulates the production of TNFa and IL-6 at 

22 the post-transcriptional level in LPS-activated macrophages (7). 1 n 

23 our madel, in addition to a law constitutive secretion in uninfected 

24 mice, we observed a detectable increase in IL-1 0 secretion only 1 4 

25 to 21 days after BPGR60 administration. Despite the tact that TNFa 

26 was secreted 7 days before the IL-1 0 peak, a possible explanation 

27 for this IL-1 0 secretion is that TNFa is unique among the 

28 inflammatory cytokines in its capacity to increase IL-1 0 mANA 
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production ( 29). Optimal translation of the 1 L-1 0 mANA and 

2 subsequent secretion of the protein requ1re macrophage 

3 stimulatory agents such as LPS (30). ln addition, the autoregulatory 

4 role of IL-1 0 in inhibiting its own mANA production could explain 

s the observed transient secretion of IL-1 0 (7). 

6 Si nee few days after the cytokine production described in 

7 this study, local and specifie lgA response was observed (18), our 

s observations suggest a predominant role of i nflam ma ti on-

9 regulating cytokines to orientate and/or facilitate the local 

10 immune response and subsequently the development of a systemic 

11 immune response in mice intranasally inoculated with recombinant 

12 B. pertussis producing heterologous antigens fused to FHA. 

13 
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MATERIALS AND METHODS 

2 

3 Bacterial strains and growth conditions 

4 The recombinant B. pertussis strain BPGR60 expressing the FHA-

5 Sm28GST hybrid protein was described by Renauld-Mongénie et al. 

6 (18). The bacteria were grown on Bordet-Gengou agar medium (BG 

7 agar) (Difco, Detroit, Ml, USA) supplemented with 5% glycerol and 

8 20% defibrinated sheep blood (Pasteur Production, France) and 

9 containing 100 1-1g/ml of streptomycin (Sigma, St Louis, MO, USA). 

10 

11 lntranasal infection of mice 

12 Six- to eight-week-old female Balb/c mice (lffa Credo, L'Arbresle, 

13 France) were initially anaesthetised with 200 1-11 per 10 g of body 

14 weight of 5% sodium pentobarbital given intraperitonially. They 

15 then received intranasally 50 1-11 of an innoculum containing 5x1 o6 

16 CFU of recombinant BPGR60 resuspended in PBS. Killed BPGR60 

11 bacteria were prepared by incubation of the microorganisms in 4% 

18 paraformaldehyde (Sigma) du ring 30 min followed by 3 washes in 

19 PBS. 

20 

21 lmmunohistochemical staining of TGF~, TNFa or IL-6 

22 One or 7 days after intranasal bacterial administration, mice were 

23 killed, and their lungs were removed. The lungs were fixed in 4% 

24 paraformaldehyde (Sigma), dehydrated by incubation in increasing 

25 concentrations of ethanol (Merck, Darmstadt, Germany) and 

26 embedded in paraffin. Sections (5 1-1m) were rehydrated and th en 

21 incubated with either a biotinylated monoclonal antibody directed 

28 against mou se 1 L-6 (5 1-1 g/ml; PharMingen, San Diego, USA) or a 

29 rab bit polyclonal antibody raised against mouse TGF~ (1 :1 00; R & D 
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Systems) or mouse TNFn (1 :200; Genzyme, Cambridge, U.K.). A fte r 

2 washing, the label was developed with alkaline phosphatase-

3 conjugated streptavidin for IL-6 detection (1 :50; Dako, Trappes, 

4 France), or with alkaline phosphatase-conjugated an ti- rabbit 

5 antibody (Sigma) or biotinylated anti-rabbit antibody (1 :250; R&D 

6 Systems, Abingdon, U.K.) and alkaline phosphatase-conjugated 

7 streptavidin (1 :50; Dako) for TGF~ or TNFa detection. Al kali ne 

8 phosphatase was detected using the New Fuchsin kit (Dako). Slides 

9 were counterstained using Harris's hematoxylin (Sigma). 

lü 

ll 

12 Cytokine (IL-6, IL-10, TNFcc TGF~) detection in BALF and 

13 serum 

14 The mice were bled from the retroorbital sinus at various. times 

15 after intranasal administration of BPGR60, and BALF was collected 

16 after three consecutive lavages of the lungs with a total volume of 

17 0.5 ml of PBS. IL-6, IL-1 0, TNFa and TGF~ were detected using 

18 ELISA as follows. For IL-6 detection, the purified monoclonal 

19 antibody MPS-20F3 (2 11 g/ml; PharMingen) was coated on t o 

20 lmmulon 3 Flat Bottom Plates (Dynatech Lab., Virginia, USA). A fte r 

21 3 washes with PBS and saturation with PBS containing 0.5 % 

22 gelatine, BALF diluted 1 :2 or serum diluted 1 :4 was added and 

23 incubated for 3 hours at 37°C. The plates were then washed and 

24 incubated with biotinylated anti-IL-6 monoclonal antibody MPS-

25 32C11 (0.25 11g/ml; PharMingen). Horseradish peroxidase-

26 conjugated streptavidin (Amersham) was added at a 1:2000 

27 dilution, and the presence of the cytokine was revealed with 1 

28 mg/ml ortho-phenyle ne diamine (Sigma) in 0.1 M citrate buffer (pH 

29 5.5) containing 0.003% H20 2. The reaction was stopped by the 
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addition of 2M HCI, and the absorbance was measured at 492nm 

2 usin9 a Titertek Multiskan MCC microplate reader (Labsystems 

3 Group, Les Ulis, France). The same ELISA technique was performed 

4 for the IL-10 detection in BALF or in serum usin9 anti-IL-10 

5 monoclonal antibodies JES5-2A5 (2 119/ml; PharMin9en) and SXC-1 

6 (1 119/ml; PharMin9en) for coatin9 and detection, respectively. 

7 Standard curves were established usin9 recombinant IL-6 (0.125 t o 

8 8 n9/ml; PharMin9en) and IL-10 (0.250 to 16 ng/ml; PharMin9en) 

9 diluted in PBS or in serum of uninfected mice. 

1 o The TNFa ELISA was performed by usin9 the Factor-Test-m TNFa 

11 Kit (Genzyme), as recommended by the supplier. 

12 The TGF~ ELISA was developed usin9 a mouse monoclonal anti-TGF~ 

13 (10 119/ml; Genzyme) coated on the plate, and an anti-TGF~ 

14 polyclonal antibody kit (R&D Systems) was used for detection. 

15 

I6 Statistical calculations 

17 The results were analyzed us1n9 the unpaired Student's t test. 

I8 Differences were considered si9nificant at p:::;0,05. 
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LEGENDS OF THE FIGURES 

2 

3 Figure 1. lmmunohistochemical localization of TNFa in 

4 lungs of mice intranasally inoculated with BPGR60. 

5 Histological sections were incubated with (b, c and d) or without 

6 (a) polyclonal anti-TN Fn antibodies followed by incubation w i th 

7 anti-rabbit lg alkaline phosphatase-conjugated antibodies and 

8 developed with the New Fuchsin kit. One day after B. pertussis 

9 inoculation (a and c), strong labelling was detected in bronchiolar 

10 (BE) and alveolar (AE) epithelia (c) (arrows), whereas weak 

11 labelling was detected in uninfected mice (b) or 7 days after 

12 administration ( d). Bar = 1 0 11m. 

13 

14 Figure 2. lmmunohistochemical localization of IL-6 in 

15 lungs of mice intranasally inoculated with BPGR60. 

16 Histological sections were incubated with (b, c and d) or without 

17 (a) biotinylated monoclonal anti-1 L-6 antibodies, detected w i th 

18 alkaline phosphatase-conjugated streptavidin and developed w i th 

19 the New Fuchsin kit. One day post-administration of B. pertussis (a 

20 and c) the labelling was detected in the bronchiolar (BE) and 

21 alveolar (AE) epithelia (c) (arrows), whereas the labelli~g was 

22 restricted to bronchiolar epithelium (BE) in uninfected mice (b) or 

23 7 days after inoculation (d). Bar = 10 11m. 

24 



Figure 3. lmmunohistochemical localization of TGF~ in 

2 lungs of mice intranasally inoculated with BPGR60. 

3 Histological sections were incubated with (b, c and d) or without 

4 (a) polyclonal anti-TG F~ antibodies, followed by incubation w i th 

5 anti-rabbit lg biotin-conjugated antibodies detected with alkaline 

6 phosphatase-conjugated streptavidin and developed with the New 

7 Fuchsin kit. One day after B. pertussis administration (a and c) the 

8 labelling was restricted to the bronchiolar epithelium (BE) (c) 

9 (arrows), whereas no or weak labelling was detected in uninfected 

10 mice (b) or 7 days after inoculation (d). Bar = 10 11m. 

Il 

12 Figure 4. TNFa (A), IL-6 (8) and IL-1 0 (C) levels in BALF of 

13 mice intranasally inoculated with BPGR60. 

14 BALF were collected from Balb/c m1ce given 5x1 o6 CFU of living or 

15 killed recombinant BPGR60 intranasally. TNFa, IL-6 and IL-1 0 were 

16 measured as described in Materials and Methods. The results are 

17 expressed as mean ± standard error of BALF content from four mice 

18 for each ti me period (from 3 hours to day 28 a ft er administration). 

19 Asterisks indicate significant differences at P<0,001 ( * *) and 

20 P<0,05 (*) when compared to uninfected control mice. 

21 
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Résultats 

L'un des enjeux importants de la vaccination par voie muqueuse est non seulement 

d'induire une immunité locale capable de prévenir l'invasion des pathogènes au niveau des 

muqueuses, mais également de permettre l'établissement d'une réponse systémique. Nous 

avons voulu déterminer si notre protocole d'immunisation intranasale avec une souche 

recombinante de B. pertussis était capable de produire ces deux types de réponse. 

E. Mémoire immune spécifique induite après administration 

nasale d'une souche de B. pertussis recombinante: production 

d'anticorps sériques spécifiques de l'antigène hétérologue. 

L'article intitulé "Induction of mucosal immune responses against a heterologous 

antigen fused to filamentous hemagglutinin after intranasal immunization with recombinant 

Bordetella pertussis' a permis de montrer que l'administration de la souche BPGR60 

entraînait la production d'anticorps (lgG et lgA) au niveau pulmonaire. 

De plus, puisque la lyse de B. pertussis dans les poumons peut entraîner un 

relargage important de protéines bactériennes, nous avons supposé que les lgA anti

Sm28GST produits après l'administration de la souche BPGR60 pouvait former des 

complexes avec l'antigène relargué. De tels complexes ont, en effet, été détectés dans les 

LBA deux et trois semaines après l'immunisation nasale (titres de 32 et 12 respectivement). 

Ces résultats suggèrent que les taux d'lgA anti-Sm28GST dans les LBA ont été sous

estimés pour les temps correspondants à l'élimination des bactéries dans les poumons (de 

7 à 28 jours après l'administration). 

Cependant, malgré la production d'lgG et d'lgA anti-Sm28GST au niveau 

pulmonaire, aucune réponse anticorps sérique spécifique de la Sm28GST n'était décelable. 

Nous avons alors émis l'hypothèse que la présence de la souche BPGR60 dans les 
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Résultats 

poumons pourrait néanmoins être capable d'induire une mémoire immune spécifique de la 

Sm28GST. 

Pour vérifier cette idée, plusieurs types de rappel ont été effectués chez des souris 

ayant préalablement reçu la souche recombinante de B. pertussis. 

Nous avons pu montrer qu'un rappel à l'aide de la protéine recombinante 

rSm28GST administrée par voie nasale entraine non seulement la production d'un taux 

élevé d'lgA anti-Sm28GST dans les LBA, mais également d'anticorps sériques spécifiques 

de la Sm28GST. Ces anticorps sériques anti-Sm28GST sont également détectés chez les 

souris ayant reçu la souche BPGR60 et infectées ensuite par le parasite S. mansoni. Le 

profil isotypique correspond à une réponse mixte, caractérisée par la production d'lgG1, 

d'lgG2a et d'lgG2b. Aucune mémoire immune spécifique de la Sm28GST n'a pu être mise 

en évidence après le rappel chez les souris inoculées avec la souche sauvage de B. 

pertussis ou immunisées avec la rSm28GST par voie nasale, démontrant bien la spécificité 

de la mémoire immune induite par la souche BPGR60. 

L'efficacité de la réponse immune induite suite à ce protocole (BPGR60 puis rappel 

avec la rSm28GST) a été évaluée lors d'une infestation d'épreuve par S. mansoni. Une 

protection significative a été obtenue en termes de réduction du nombre de vers et de la 

charge en oeufs. 

Ces résultats indiquent que l'administration nasale d'une souche recombinante de B. 

pertussis est capable d'induire une mémoire immune spécifique de l'antigène hétérologue 

fusionné à la FHA, et que ce protocole d'immunisation par voie intranasale permet de 

protéger les souris contre une infection par S. mansoni de la même manière qu'une 

immunisation par voie systémique. 

B. pertussis recombinant se révèle donc être un vecteur vivant vaccinal très 

prometteur et l'ensemble de ces observations est documenté dans l'article intitulé : 

"lntranasal priming with recombinant Bordetella pertussis for the induction of a sytemic 

immune response against a heterologous antigen", actuellement sous presse dans le journal 

"Infection and lmmunity". 
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ABSTRACT 

One of the current goals in vaccine development is the non invasive 

administration of protective antigens via mucosal surfaces. ln this context, the gut

associated lymphoïd tissues have already been extensively explored. Vaccination 

via the nasal route has only recently been the focus of intensive investigation, and 

no live vector specifically designed for the respiratory mucosa is yet available. ln 

this study we show that intranasal administration of the recombinant Bordetella 

pertussis BPGR60, producing the Sm28GST protective antigen of Schistosoma 

mansoni fused to the filamentous hemagglutinin, induces priming in mice for the 

production of serum antibodies. ln addition to significant levels of anti-Sm28GST 

lgA antibodies, high levels of anti-Sm28GST serum antibodies were obtained after 

intranasal boast with the purified antigen or infection with S. mansoni following 

intranasal priming with BPGR60. These antibodies were of the lgG1, lgG2a and 

lgG2b isotypes, suggesting a mixed immune response. No priming was observed in 

animais that had received non-recombinant B. pertussis or purified Sm28GST, 

indicating specifie priming by BPGR60. This priming was also evident in immune 

protection against S. mansoni challenge. Significant protection against worm 

burden and egg output was obtained in mice primed with BPGR60 and intranasally 

boosted with purified Sm28GST. A lower but still significant degree of protection 

against egg output was also obtained in mice infected with a single dose of 

BPGR60. These results indicate that intranasal administration of recombinant B. 

pertussis can prime for serum antibody responses against a foreign antigen and for 

heterologous protection. 
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INTRODUCTION 

One of the main objectives in the current development of new vaccines is the 

induction of strong mucosal and systemic immune responses against protective 

antigens delivered by the mucosal route. This route of vaccination has, in principle, 

the advantage of easy administration in a non-invasive fashion and thereby 

avoiding risks of contamination caused by injection. A promising approach for the 

mucosal delivery of vaccines is the use of live vectors expressing genes that 

encode protective antigens. Various live vectors producing heterologous antigens 

have been developed in recent years, such as Salmonella and Mycobacterium 

bovis BCG (7, 13, 29). We have recently described the use of Bordetella pertussis 

to deliver heterologous antigens to the Mucosal Associated Lymphoid Tissue 

(MALT) of the respiratory tract via intranasal administration (22). 

B. pertussis, the etiologie agent of whooping cough, is a highly contagious 

microorganism that produces several adhesins, among which the filamentous 

hemagglutinin (FHA) is the most important (for review, see 15). Mature FHA is a 

220-kDa protein that is both surface-associated and secreted into the extracellular 

environment. Therefore, a foreign protein fused to FHA would be expected to be 

exposed on the bacterial surface and/or to be secreted. Furthermore, in view of its 

importance in the adherence of B. pertussis (12, 21, 28), FHA is included as an 

important antigen in the new acellular vaccines against whooping cough (9). 8oth 

mice and children infected with B. pertussis or immunized with whole-cell pertussis 

vaccines produce anti-FHA lgG antibodies (1, 20). High titers of anti-FHA lgA are 

also detected in the nasal secretions of convalescing patients after natural B. 

pertussis infections (16, 26). Moreover, the anti-FHA lgG and lgA antipody levels in 

the respiratory mucosa of mice infected intranasally with virulent B. pertussis (1) or 

immunized mucosally with purified FHA (24) are of long duration. The high 

infectivity of B. pertussis, the important level of secretion of FHA and its strong 

immunogenicity after nasal administration have prompted us to use surface-
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exposed FHA for the presentation of heterologous antigens by recombinant 8. 

pertussis. We have recently shawn that a single intranasal administration of 

recombinant B. pertussis producing at its surface the 28-kDa glutathione $

transferase of Schistosoma mansoni (Sm28GST) genetically fused to FHA resulted 

in significant levels of anti-Sm28GST lgA antibodies in the bronchoalveolar lavage 

(BAL) fluids of mice (22). However, no serum anti-Sm28GST antibodies were 

detected. Here we demonstrate that in spite of the lack of anti-Sm28GST serum 

antibodies after intranasal administration of the recombinant B. pertussis strain, the 

mice were primed for the production of serum antibodies that were readily 

detectable after an intranasal boast of non-adjuvanted purified Sm28GST or after 

infection with S. mansoni. Sm28GST has been shawn to confer protective 

immunity in several animal models including primates (3 - 5, 1 0), especially against 

the pathology-causing egg output and egg viability. We therefore also assessed 

the intranasal priming affect of the administration of the recombinant B. pertussis 

on protective immunity against egg output and worm burden. The results indicate 

that intranasal priming with the recombinant B. pertussis resulted in a significant 

reduction of intestinal egg output and worm burden after challenge with S. 

manso ni. 
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MATERIALS AND METHODS 

Bacterial strains and growth conditions. Streptomycin- and nalidixic 

acid-resistant B. pertussis BPSM (Smr Nalr) (18) and recombinant B. pertussis 

BPGR60 (Smr Nalr) containing an in-frame BamHI fragment coding for Sm28GST 

in the fhaB gene (22), were grown at 36°C on Bordet-Gengou agar (Difco, Detroit, 

Ml, USA) supplemented with 5% glycerol and 20% defibrinated sheep blood, and 

containing 100 J.tg/ml of streptomycin (Sigma, St Louis, MO, USA) and 25 J.tg/ml of 

nalidixic acid (Sigma). 

Antigens. Recombinant Sm28GST (rSm28GST) was produced in 

Escherichia coli TGE901 containing pTG54 (provided by Transgène S.A., 

Strasbourg, France) and was affinity purified as previously described (27). FHA was 

purified as described elsewhere (17) from B. pertussis BPRA, a strain in which the 

pertussis toxin gene had been deleted (2). 

lntranasal infection of mice. After 48 h of culture, B. pertussis were 

resuspended at a concentration of approximately 1.1 oB colony-forming units 

(CFU)/ml in sterile phosphate-buffered saline (PBS). Sublethal infections were 

performed by the intranasal route with 50 ~-tl of the bacterial suspension deposited 

in the nostrils of 4-week-old OF1 mice (lffa Credo, L'Arbesle, France) anaesthetized 

with 200 JJ.I per 1 0 g of body weight of a solution of 5% sodium pentobarbital 

(Sanofi, Libourne, France) given intraperitoneally. To assess the initial numbers of 

viable B. pertussis in the lungs, five infected mice were killed 3 h after exposure. 

The lungs were removed aseptically and homogenized in 5 ml of PBS. Serially 

diluted homogenates from individual lungs were plated onto Bordet-Gengou agar, 

and the number of CFU were counted after 3 to 4 days of incubation at 36°C. 
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Collection of fluids. Mice under anaesthesia were bled by retro-orbital 

plexus puncture, the trachea was cannulated, and BAL fluids were recovered by 

three consecutive lavages with 0.5 ml of PBS. BAL fluids were centrifuged at 4,000 

x g for 1 0 min to remove ce lis. Sera and BAL fluids were stored at -20°C until 

assayed for the presence of specifie antibodies. 

Serum and lung antibody determination. The level of antibodies to 

FHA and Sm28GST in sera and BAL fluids were determined by enzyme-linked 

immunosorbant assays (ELISA). Microtiter plates (lmmulon Ill; Dynatech 

Laboratories, Virginia, USA) were coated for 2 h 30 at 37°C with 50 fll/well of 10 

Jlg/ml of FHA or Sm28GST diluted in PBS. For serum antibody determinations, 

pooled serum samples serially diluted in PBS containing 0.1% Tween (PBS/Tw) 

and containing 0.5% gelatine (PBS/Tw/g) were added to the coated plates after 3 

washes in PBS/Tw and were incubated overnight at 4°C. The plates were 

incubated for 30 min at 37°C and washed three times in PBS/Tw before adding the 

goat horse radish peroxidase conjugate anti-mouse lgG (lgG-HRP; Southern 

Biotechnology Associates, lnc. Birmingham, USA) and incubating for 1 h 30 at 

37°C. For lung antibody determination, the BAL fluids were added to the coated 

plates and incubated for one night at 4°C in PBS/Tw after 30 min saturation with 

PBS containing 0.5% gelatine and 3 washes with PBS/Tw. Anti-mouse lgA-biotin 

conjugates (Amersham, Bucks., U.K.) diluted in PBS/Tw/g were added and 

incubated for 1 h 30 at 37°C. After 5 washes with PBS/Tw, the streptavidin-HRP 

conjugate (Amersham) was added. After 6 washes with PBS/Tw, 1 mg/ml 

Orthophenyldiamine (Sigma) in 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 5.5), containing 

0.03% H202 was added and incubated for 30 min at 37°C. The reaction was 

stopped by the addition of 50 fll of 2N HCI. The optical density (0. D.) was 

measured using a Titertek Multiscan MCC/340 reader at 492 nm and a linear 

regression curve of log (0. D.) versus the serum dilution was plotted. Results were 

expressed in titers, reported as the reciprocal of the dilution giving an O. D. three 
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times that of the conjugate control for the pooled serum samples or twice that of the 

conjugate control for the pooled BAL fluid samples. 

S. mansoni challenge. The life cycle of the Guadeloupe S. mansoni 

strain (kindly provided by Pr. C. Combes) was maintained using hamsters as 

definitive hasts and Biomphalaria glabrata snails as intermediate hasts. Mice were 

exposed percutaneously (25) to 70 S. mansoni cercariae. Whole body perfusion 

was carried out on day 42 or day 49 after infection and the worm burden was 

determined by counting using a light microscope. At the time of perfusion, the small 

intestine and the liver were collected and digested with 4% potassium hydroxide to 

estimate the numbers of eggs deposited in these tissues. The percentage of 

protection was calculated by the formula (A-B/A)X1 00, where A is the average 

parasite burden of the control group of 14 to 16 mice and B that of the experimental 

group of 9 to 12 mice. Student's t-test was used for the statistical analysis. 
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RESULTS 

Induction of anti-Sm28GST immune response after priming with 

recombinant B. pertussis and intranasal boosting with purified 

Sm28GST. The mucosal immune response obtained after a single nasal 

administration of B. pertussis BPGR60 producing the FHA-Sm28GST hybrid protein 

has been previously evaluated (22). Mice receiving BPGR60 produced high levels 

of anti-FHA serum antibodies but insignificant levels of anti-Sm28GST serum 

antibodies (see table 1) that did not increase even three months after bacterial 

infection. However, as previously shawn (22), the BAL fluids contained significant 

level of anti-Sm28GST lgA and lgG that lasted for more than one month after 

infection. 

Although serum anti-Sm28GST antibody levels were insignificant after 

intranasal administration of BPGR60, we wished to investigate whether infection 

with this strain could nevertheless prime mice for a secondary serum antibody 

response when boosted with the purified antigen. Two months after the primary 

immunization with BPGR60, when clearance of bacteria was completed (22), the 

mice were boosted by a single intranasal administration of 20 ~g purified 

rSm28GST without adjuvant. Control mice were either not pre-infected or pre

infected with wild-type B. pertussis BPSM. Two weeks after the boast, a strong 

antibody response to Sm28GST was detected in the serum only of those mice that 

had previously received BPGR60 (Fig. 1 a). No anti-Sm28GST an ti body response 

was detected in the serum of naive or BPSM infected mice after a single 

administration of rSm28GST. Furthermore, a second intranasal. ad~inistration of 

the purified rSm28GST to uninfected mice did not result in the production of 

detectable serum anti-Sm28GST antibodies (titer<20). These results indicate that 

the administration of BPGR60 is able to prime the mi ce for a strong anti-Sm28GST-
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specifie immune response in the serum after intranasal boosting with non

adjuvanted purified antigen. 

The isotypic distribution of the antibody response against Sm28GST and 

against FHA was also evaluated. ln the serum of mice that received BPGR60 and 

then rSm28GST, the anti-Sm28GST response showed a high level of specifie lgG1, 

lgG2a and lgG2b isotypes (Table 1). ln addition, a significant amount of serum anti

Sm28GST lgA was detected which was as high as the level of anti-FHA serum lgA. 

The isotypic pattern of the anti-FHA response showed high levels of lgG1, lgG2a 

and lgG2b isotypes. A comparable anti-FHA antibody response was obtained after 

administration of wild-type B. pertussis, with or without administration of 

rSm28GST. Furthermore, no significant change in the level of anti-FHA serum 

antibodies was observed after the boast with rSm28GST. 

The level of anti-Sm28GST lgA in the BAL fluids also increased in BPGR60-

primed mice boosted with 20 ll9 of rSm28GST, with a maximal specifie lgA 

production two weeks after the boast (Fig. 1 b). 

Previous results (22) have shawn that BPGR60 was undetectable in the 

lungs 5 weeks after infection. However, it has been shawn that B. pertussis can be 

internalized and survive within resident macrophages (8, 23). Therefore, the stress 

of an intranasal administration might conceivably restore bacterial growth. To test 

the possible impact of an intranasal administration, the lungs of mice intranasally 

boosted two months after infection with BPGR60 were removed one week later, and 

no viable bacteria were detected. Since B. pertussis is known to cause a strictly 

localized respiratory-tract infection, it is unlikely that BPGR60 disseminate et distal 

sites. The increase in the antibody level against Sm28GST therefore appears to 

result from the boast with rSm28GST following priming with BPGR60. 

Secondary immune response after infection with S. mansoni. ln 

mice a serum antibody response against Sm28GST during experimental S. 

mansoni infection can only be detected nine weeks after infection (S. Gaubert, 
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persona! communication). ln arder to evaluate the capacity of the parasite to boast 

an immune response to Sm28GST in BPGR60-primed animais, mice were 

percutaneously infected with 70 S. mansoni cercariae two months after 

administration of BPGR60. Twenty days later, we detected low levels of serum anti

Sm28GST lgG which gradually increased up to the titer of 843, 42 days after 

parasite infection (Fig. 2a). The isotypic profile of this immune response was found 

to be similar to that obtained after the intranasal boast with rSm28GST (data not 

shawn). ln control mice that received either PBS or B. pertussis BPSM prior to 

infection with S. mansoni, no antibody response against Sm28GST was observed 

in the serum up to 42 days after S. mansoni infection. 

Ten days after cercarial exposure, we also observed an increase in the level 

of anti-Sm28GST lgA in the BAL fluids of mice primed with BPGR60 (Fig. 2b). The 

level decreased 28 days after the parasite infection. No detectable antibody to 

Sm28GST was found in infected control mice. The challenge infection with the 

parasite thus appeared to boast both serum and pulmonary immune responses to 

Sm28GST in mice primed with the recombinant B. pertussis strain. 

Protection against S. mansoni after intranasal infection with 

BPGR60. lt has previously been shawn that immunization with Sm28GST can 

result in significant protection against S. mansoni challenge in several animal 

models (3- 5, 1 0). lt is of particular interest th at such immunization may reduce the 

parasite fecundity and egg viability (4). Since granuloma formation around the 

deposited eggs is the major pathogenic trait of S. mansoni infection, this property of 

Sm28GST immunization may not only limit the spread of the infection but also 

lessen the pathological features. Even a relatively modest decrease in egg output 

may have a significant impact in the decrease of pathology. Sin ce maximal 

protection conferred by Sm28GST in the mouse usually does not exceed 40 to 

50%, the mouse madel may not be the most appropriate one to evaluate protective 

efficacy of Sm28GST-based vaccines. We nevertheless wanted to assess whether 
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intranasal administration of BPGR60 and subsequent intranasal boosting with 

purified rSm28GST may have any protective effect in mice. A challenge with 70 

cercariae was therefore performed one week after the boast when the levels of 

antibodies to Sm28GST in the serum and the BAL fluids were high (see Fig. 1 ). A 

significant reduction in worm burden (about 33%) (Table Il) was obtained in the 

group of these mice. ln addition, a significant reduction of the number of tissue eggs 

(42%) was obtained. ln mice that had received only BPGR60, the worm number 

was slightly reduced (about 16%), although this was not statistically significant. 

However, in this group, a weak reduction in tissue egg numbers was recorded 

(28%, p=0,027). A single intranasal administration of rSm28GST or wild-type B. 

pertussis did not show any significant protective effect. However, the nasal 

administration of the wild-type 8. pertussis followed by a boast with rSm28GST was 

associated with a small but non significant reduction in worm burden and egg 

output. Pooled sera of mice immunized with BPGR60 alone or with BPGR60 

followed by rSm28GST and collected three days before perfusion, contained anti

Sm28GST lgG titers of 815 and 1128, respectively. Pooled sera from the other 

groups of mice showed titers lower than 160. 

11 



DISCUSSION 

We have previously shawn that intranasal infection with a recombinant B. 

pertussis strain producing Sm28GST fused to FHA at the surface of the 

microorganism resulted in significant anti-Sm28GST lgA in the BAL fluid without 

detectable levels of specifie serum antibodies (22). The aim of this study was to 

evaluate the priming potential of intranasal administration of this strain for serum 

antibodies and protection against infection by S. mansoni. This parasite madel was 

chosen because the mucosal route of immunization may be most appropriate for 

vaccination in developing countries particularly affected by parasitic diseases. 

Here, we found that BPGR60-primed mice intranasally boosted with purified 

rSm28GST produced high titers of anti-Sm28GST serum antibodies. These serum 

antibodies against Sm28GST were still found three months after the boast, 

whereas no antibody response to Sm28GST was detected in the sera of mice even 

after two nasal immunizations with rSm28GST at a month interval or after priming 

with the non-recombinant B. pertussis parent strain BPSM. The strong specifie 

antibody response observed after boosting with rSm28GST can thus be attributed 

to a priming effect of infection with BPGR60. ln addition, anti-Sm28GST lgA 

antibodies were found in BAL fluids of BPGR60 immunized-mice, which may trap 

the antigen as lgA-antigen complexes. lt has been shawn that such lgA-antigen 

complexes adhere to M-cells of Peyer's patches much more efficiently than do the 

uncomplexed antigens (30). M-cells are involved in the transcytosis of antigens 

across the mucosal epithelium. Since they are found in mucosal surfaces of both 

the respiratory tract and the gut-associated lymphoid tissue (14, 19), this uptake 

mechanism of lgA-antigen complexes could also occur with M-cells in bronchus

associated lymphoid tissue and may increased M-cell transcytosis of the antigen, 

enhance antigen presentation via lgA-mediated Fca receptor interaction on the 

surface of cells present in the MALT (14) and therefore considerably contribute to 

the secondary immune response. 
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The anti-Sm28GST isotype profile showed the presence of lgG1, lgG2a and 

lgG2b, as weil as lgA in the sera of mice infected with BPGR60 and then boosted 

with rSm28GST, suggestive of a mixed Th1/Th2 type response. ln arder to confirm 

the involvement of the two T-cell subpopulations, studies are underway to 

investigate the cytokine secretion profiles of antigen-stimulated cells. The isotype 

distribution of anti-FHA antibodies in the sera of BPGR60-infected mice showed 

slight differences compared to the anti-Sm28GST response but also corresponded 

to a mixed profile as defined by the presence of lgG1, lgG2a and lgG2b. A 

significant amount of serum anti-FHA lgA was also detected in these mice. The 

antibody response to FHA was quantitatively and qualitatively similar to that found 

in mice infected with the wild-type B. pertussis, indicating that the fusion of 

Sm28GST to FHA did not modify the immunogenicity of the FHA. 

However, serum antibodies to Sm28GST were found only after intranasal 

boost with recombinant antigen, whereas serum anti-FHA antibodies were detected 

after a single BPGR60 administration. This discrepancy could be the result of the 

intrinsic characteristics of the FHA-Sm28GST hybrid protein. The FHA (220 kDa) is 

a much larger molecule than Sm28GST (28 kDa), suggesting a higher number of 

epitopes on FHA compared to Sm28GST. ln addition, FHA seems to be a much 

more immunogenic protein than Sm2·8GST since a similar level of serum antibody 

response specifie of each antigen is obtained after nasal administration of both 

puri fied antigens associated in a liposome in a FHA/Sm28GST ratio of 1/1 00 

(mol/mol) (Poulain-Godefroy, O. personnal communication). 

When the mice were challenged with S. mansoni cercariae after a single 

infection with BPGR60, a serum immune response against Sm28GST was 

detectable three weeks after challenge, and its level increased thereafter 

continuously for at least up to 42 days. This is in sharp contrast to the lack of 

detectable anti-Sm28GST antibodies in parasite-infected mice that had previously 

received either PBS or BPSM, and again confirmed that BPGR60 is able to prime 

mice for a specifie serum anti-Sm28GST antibody response occurring after 

13 



challenge. The slow release of Sm28GST by the parasite, as weil as the antigens 

released by killed worms, might explain the immune response observed in these 

BPGR60-primed mice infected by S. mansoni. 

Previous experiments (3, 4) in the mouse madel have shawn that two sub

cutaneous immunizations of rSm28GST adjuvanted either with aluminium 

hydroxide or complete Freund's adjuvant resulted in a reduction in worm burden 

and egg counts after experimental S. mansoni infection. However, in this madel the 

levels of protection were at best in the range of about 40 %. Here, we found that 

intranasal immunization of mice with BPGR60 followed by an intranasal boast with 

purified rSm28GST resulted in a similar level of protection against challenge with 

S. mansoni performed one week after the boast. This protection resulted in the 

reduction of worm burden as weil as of egg charge. lt appears therefore that the 

mucosal administration of a Sm28GST-based vaccine using priming by 

recombinant 8. pertussis may protect as effectively as subcutaneously administered 

vaccines. ln addition, we observed 34.2% protection (p=0.0048) when the animais 

were challenged 14 weeks after the boast, at a time when the level of anti

Sm28GST antibodies had strongly decreased (titer of 258). ln contrast, a single 

nasal administration of purified rSm28GST did not show any protective effect nor 

did it induce priming for a secondary response with either rSm28GST or S. 

mansoni infection. 

These observations suggest that even at low levels of antibodies, BPGR60-

primed mice may be at least partially protected. This contention was further 

supported by the finding that although a single nasal administration of BPGR60 did 

not induce an antibody response to Sm28GST in the serum before S. mansoni 

infection, a reduction of the egg charge was nevertheless observed, accompanied 

by a slight but non-significant reduction in worm burden. The difference in the effect 

on worm burden and on egg output after only priming with BPGR60 may be the 

result of a differentiai effect of boosting by infection with S. mansoni on these two 

parameters. lt is tempting to speculate that infection with S. mansoni boosted the 
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anti-Sm28GST antibody level in such a manner that it had a more profound bearing 

on fecundity than on worm viability. This may be particularly interesting, since 

pathology in schistosomiasis is mainly associated with inflammation around the 

parasite eggs deposited in the host tissues. Even a decrease in egg number by a 

factor of two would significantly decrease pathology (6). This suggests that non

invasive intranasal priming by live vectors such as B. pertussis may have sorne 

potential in diminishing pathology and perhaps transmission. We showed thus for 

the first time that it is possible to induce a protective immune response against S. 

mansoni after nasal immunization using Sm28GST, one of the candidate 

molecules against schistosomiasis selected by the W. H. O. (31 ). ln addition, the 

presence of specifie serum anti-Sm28GST lgA in BPGR60 immunized-mice is in 

favour of a protective efficacy of our strategy. lndeed, it has recently been found that 

the acquisition of resistance to reinfection in human populations is closely 

associated with the presence of anti-Sm28GST lgA (11). 

ln conclusion, this study indicates that intranasal immunization with a 

recombinant B. pertussis strain primes mice both for a specifie serum immune 

response against a heterologous protein fused to FHA and for protection. The 

genetic stability of the chromosomal construction used here, as weil as its potential 

to deliver other foreign antigens, make recombinant B. pertussis a novel promising 

candidate as a live vector for nasal vaccination. Of course, si nee even BPGR60 is a 

fully virulent B. pertussis strain, it cannat be administered as a live vaccine to 

humans. We are therefore currently developing new, attenuated strains of B. 

pertussis with the hope to maintain immunogenicity against the foreign antigens 

while eliminating the pathogenicity of the vector. 
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Table 1 : Serum antibody titers specifie for FHA and Sm28GST after intranasal 

immunization with recombinant or wild-type 8. pertussis. 

Antibody titers in the serum 
lmmunization protocola against: 

lgG1 lgG2a lgG2b lgG3 lgA 

FHA 610 1790 1540 40 120 
BPSM 1 PBS 

Sm28GST <20 40 <20 <20 40 

FHA 740 2440 1670 40 140 
BPGR60 1 PBS 

Sm28GST 40 40 40 <20 80 

FHA 570 1660 740 50 200 
BPSM 1 rSm28GST 

Sm28GST <20 <20 <20 <20 30 

FHA 1030 2670 1080 80 70 
BPGR60/ rSm28GST 

Sm28GST 3000 2250 2150 40 130 

a OF1 mice were intranasally immunized with 5.1 oS CFU of recombinant BPGR60 

or wild-type BPSM and intranasally boosted two months later with 20 J.19 of 

rSm28GST or with PBS. The sera were collected 14 days later. The isotypic 

distribution of the antibody responses in the pooled serum samples was evaluated 

by ELISA. 
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Table Il : Protective effect of immunization against challenge with S. mansoni cercariae. 

lmmunization r_rotocola Worm recoveryb % Protectionc Egg charged % Reductions 

PBS 1 27,5 ± 1,7 1 17 535 ± 973 

PBS 1 rSm28GST 1 27,2 ± 3,2 1,02 (p=0.46) 15 997 ± 776 8,77 (p=0.17) 

BPGR60 1 23,2 ± 2,3 15,64 (f1=0.13) 12 974 ± 1674 27,72 (p=O.O 16) 

BPGR60 1 rSm28GST 1 18,3 ± 3,6 33,35 (p=0.0087) • 10 109 ± 1466 42,35 (p=o.ooo1 r 
BPSM 1 26,4 ± 2,1 4,00 (p=0.35) 14 806 ± 1479 15,56 (p=0.06) 

BPSM 1 rSm28GST 1 24,5 ± 1,9 10,77 (p=0.15) 14 495. ± 850 17,34 (p=0.027) 

a: OF1 mice were intranasally immunized witll 5.1 o6 CFU of recombinant BPGR60 or wild-type BPSM anq boosted or not two mont11s 

later with 20 pg of rSm28GST. 

b: Mice were infected with 70 S. mansoni furcocercariae. The number of adult worms was deterrnined by portal perfusion 6 weel<s later. 

c: The percentage of protection is calculated by comparison with numbers of worms recovered from the control group. 

d: The egg charge .was expressed for each mou se as the nu rn ber of eggs per gr. of intestine an cl li ver cornbinecL The mean ± 

standard deviation of the egg charge is presented for each group of rnice. 

e: The percentage of reduction is calculated by comparison with nurnbers of eggs recoverecl from 1118 control grour. 

significant • at f1<0,01 (Stuclent's t-test). 
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FIGURE LEGENDS 

FIG. 1. Anti-Sm28GST antibody response after intranasal administration of BPGR60 

and intranasal boast with rSm28GST. (a) Serum lgG antibody response, (b) lgA 

antibody response in the BAL fluids. OF1 mice were intranasally immunized with 

either 20 J.tg of purified rSm28GST (open circles), 5.1 o6 CFU of BPGR60 (closed 

squares), 5.1 o6 CFU of the wild type parent strain BPSM (closed triangles) or PBS 

(open squares), then and intranasally boosted two months later with 20 llg of 

purified rSm28GST (as indicated by the arrow). Pooled serum samples of 5 OF1 

mice per time point were assessed for the presence of anti-Sm28GST antibodies 

by ELISA. 

FIG. 2. Anti-Sm28GST antibody response after intranasal administration of BPGR60 

and challenge with S. mansoni infection. (a) Serum lgG antibody response, (b) lgA 

antibody response in the BAL fluids. OF1 mice are immunized with 5.1 o6 CFU of 

BPGR60 (closed squares), 5.1 o6 CFU of BPSM (closed triangles) or PBS (open 

squares), and infected two months later with 70 S. mansoni furcocercariae as 

indicated by the arrow. Pooled serum samples of 5 OF1 mice per time point were 

assessed for the presence of anti-Sm28GST antibodies by ELISA. 
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Résultats 

Malgré l'absence d'activité enzymatique de la Sm28GST fusionnée à la FHA, nous 

avons étudié la capacité des anticorps anti-Sm28GST produits suite à l'administration de la 

souche BPGR60 et du rappel avec la rSm28GST, à inhiber l'activité enzymatique de la 

rSm28GST (cf. Annexe technique). Aucune activité de cette sorte n'a pu être mise en 

évidence dans les sérums des souris immunisées avec la BPGR60, 1, 2, ou 3 semaines 

après le rappel. Ce résultat est en accord avec le fait qu'aucune réduction de la fécondité 

des vers femelles (nombre d'oeufs par gr. d'organes et par ver femelle) n'a pu être 

observée, cette réduction étant liée à l'inhibition de l'activité enzymatique de la Sm28GST 

Des expériences complémentaires ont également été réalisées afin de déterminer si 

l'administration intranasale de BPGR60 était capable de stimuler la production d'anticorps 

sériques anti-Sm28GST chez des souris préalablement immunisées avec la même souche 

recombinante BPGR60. Le protocole utilisé est identique à celui réalisé avec le rappel 

rSm28GST. Les souris sont immunisées avec 5.106 bactéries BPGR60 par voie 

intranasale, puis deux mois plus tard, rappelées avec la même quantité de bactéries. 

L'analyse par ELISA de la réponse anticorps dans les LBA montre une 

augmentation du taux d'lgA anti-Sm28GST 7 jours après la seconde administration de 

BPGR60, suivie par une diminution rapide de cette réponse locale (Fig. 12). 
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Fig. 12: Cinétique de la réponse lgA anti-Sm28GST dans les lavages bronchoalvéolaires des souris 

immunisées avec BPGR60 et rappelées 2 mois plus tard avec la même souche de B. pertussis. 

L'analyse est effectuée par test ELISA sur des pools de 5 souris par point. 

Néanmoins, aucune réponse sérique spécifique de la Sm28GST n'a pu être mise en 

évidence après le rappel avec la souche BPGRSO. Deux hypothèses pourraient expliquer 

cette absence de réponse anti-Sm28GST dans le sérum: 

- L'intensité de la réponse anti-FHA pourrait en être à l'origine. En effet, il semblerait que la 

FHA soit une protéine beaucoup plus immunogénique que la Sm28GST (voir table 1 article: 

"Enhanced immunogenicity of glutathion 5-transferase liposomes by addition of filamentous 

haemagglutinin of Bordetella pertussis'). La réponse sérique induite suite au rappel avec la 

souche BPGRSO pourrait donc être fortement orientée vers la production d'anticorps anti

FHA, au détriment de la réponse anti-Sm28GST. 

- L'absence de réponse sérique anti-Sm28GST chez les souris ayant reçu deux 

administrations intranasales de la souche BPGRSO pourrait également être le résultat d'une 

rapide élimination des bactéries lors de la seconde administration. La durée de cette 

présence ne se révélerait pas suffisante pour induire une réponse secondaire sérique anti

Sm28GST. 

Cette hypothèse se trouve confirmée par les résultats obtenus lors de l'étude de la 

colonisation de la souche sauvage BPSM chez des souris préalablement immunisées avec 

la souche BPGRSO. En effet, on observe une réduction significative du nombre des 

bactéries de la souche BPSM dans les poumons de souris préalablement infectées avec la 
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souche BPGR60. Le contrôle de colonisation consiste en une administration de la souche 

sauvage chez des souris saines. 

8 
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Fig. 13: Cinétique de colonisation de la souche sauvage BPSM de B. pertussis chez des souris 

préalablement infectées avec BPGR60. Le nombre de bactéries est évalué dans les poumons de 

trois souris à chaque point. 

Ces résultats indiquent donc que la souche recombinante BPGR60 est non 

seulement capable d'induire une immunité protectrice contre S. mansoni, mais est également 

capable de prévenir la colonisation des poumons par la souche sauvage de B. pertussis. 

L'ensemble de ces résultats sont très prometteurs dans l'optique d'utilisation de ce 

vecteur vivant comme vaccin polyvalent. 
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Ill. Atténuation des souches de B. penussis. 

BPGR60 étant une souche virulente de B. pertussis, elle ne peut être administrée 

comme vecteur vivant chez l'homme. Nous nous sommes donc employés à atténuer cette 

souche recombinante avec l'espoir de diminuer la pathogénicité du vecteur tout en 

conservant son immunogénicité. 

Ce travail est détaillé dans l'article : "Enhanced immunogenicity of attenuated 

Bordetella pertussis used for homologous and heterologous protection" soumis à "Science", 

et a fait l'objet du dépôt d'un brevet . 

Dans un premier temps, nous avons voulu définir une souche vivante atténuée de 

B. pertussis capable de coloniser le tractus respiratoire des souris et de les protéger contre 

une colonisation par la souche sauvage virulente. Les résultats obtenus nous indiquent que 

seule la souche BPRA, déficiente dans la production de la toxine de pertussis (PTX), se 

comporte in vivo de façon similaire à la souche sauvage et qu'une primo-infection par cette 

souche empêche la colonisation efficace des muqueuses respiratoires par la souche 

sauvage. 

Une étude immunologique de la réponse en anticorps sériques contre des antigènes 

de B. pertussis a ensuite été effectuée. Il s'est avéré que l'administration intranasale de la 

souche dépourvue du gène de la toxine de pertussis (BPRA) induit une production élevée 

d'anticorps dirigés contre la FHA, comparée à l'administration de la souche parentale 

virulente. Le profil isotypique de cette réponse sérique anti-FHA est identique chez les 

souris ayant reçu les souches BPRA ou BPSM. D'autre part, nous avons pu montrer que la 

présence de la sous-unité S1 joue un rôle essentiel sur l'augmentation de la production 

d'lgG anti-FHA, suggérant que l'activité enzymatique de PTX serait impliquée dans la 

réduction de la réponse sérique contre l'adhésine majeure de B. pertussis, la FHA. 
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La suite de notre étude réside dans l'exploitation de cette réponse spécifique anti

FHA élevée obtenue chez la souris après immunisation avec la souche atténuée BPRA 

pour induire une réponse anticorps sérique contre un antigène hétérologue fusionné à la 

FHA. Nous avons donc voulu mettre à profit l'atténuation d'une souche de B. pertussis pour 

l'utiliser comme vecteur recombinant vivant administrable par voie nasale. Dans ce but, le 

gène codant pour la toxine de pertussis a été délété de la souche BPGR60; la souche ainsi 

obtenue est nommée BPNX. 

Alors qu'aucune réponse sérique spécifique de la Sm28GST n'est obtenue après 

administration nasale de la souche recombinante virulente BPGR60, des lgG anti

Sm28GST sont détectés dès le quatorzième jour suivant l'administration de la souche 

recombinante atténuée BPNX et leur production augmente de manière continue jusque 35 

jours après administration. Deux mois après l'immunisation, une diminution de ce taux 

d'anticorps sérique anti-Sm28GST est observée chez les souris infectées par BPNX alors 

que cette réponse n'est toujours pas détectée chez les souris infectées par BPGR60. Dans 

les semaines qui suivent le rappel avec la rSm28GST, une production d'anticorps anti

Sm28GST est mise en évidence chez les souris infectées par BPGR60, mais elle reste 

plus faible que celle obtenue chez les souris infectées par BPNX. 

Ces résultats montrent donc une corrélation entre la délétion chromosomique du gène 

codant pour PTX et l'augmentation de la réponse anticorps sérique dirigée contre un 

antigène hétérologue fusionné à la FHA. A quantité de bactéries similaire, une seule 

administration par voie nasale d'une souche recombinante atténuée de B. pertussis permet 

donc d'induire une réponse sérique spécifique de l'antigène hétérologue fusionné à la FHA, 

alors qu'un rappel était nécessaire avec la souche recombinante virulente. 

La protection induite par cette souche recombinante atténuée contre une infection par 

S. mansoni a ensuite été évaluée. Une protection de l'ordre de 60% en termes de réduction 

du nombre de vers et de la charge en oeufs, comparée aux souris non-immunisées, est 

observée suite à l'administration de BPNX. 
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While single-dose mucosal immunization is best achieved by the use of 

attenuated live microorganisms, attenuation generally results in decreased 

immunogenicity. We attenuated Bordetella pertussis by the deletion of the pertussis 

toxin gene. A single intranasal administration of this strain protected against 

subsequent challenge as well as did the parent strain or immunization with 

commercial vaccine. Unexpectedly, this attenuation resulted in increased 

immunogenicity against the protective antigen filamentous hemagglutinin (FHA). 

In addition, immunogenicity was also enhanced against the Schistosoma mansoni 

Sm28GST genetically fused to FHA, resulting in protection against parasite worm 

burden and egg charge after a single intranasal administration. Thus, attenuated 

recombinant B. pertussis strains are promising vectors for protection against 

pertussis and heterologous diseases. 
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Whooping cough, caused by Bordetella pertussis, remains a highly significant 

childhood disease world wide with an estimated 500,000 annual deaths and over 50 

million cases each year (1). Although the introduction of very successful whole-cell 

vaccines has resulted in a dramatic decrease of pertussis, especially in the developed 

world, several limitations of such vaccines have reduced compliance and have 

caused an increase in whooping cough incidence in the recent years in various 

countries. These limitations include the sometimes serious side-effects ascribed to 

the whole-cell vaccines, the need of repeated vaccine administrations to provide 

optimal protection, high variability in protective efficacies among vaccine lots, and 

waning of immunity following vaccination (2), which caused a shift in pertussis 

incidence from infants to adolescents and adults (3). 

Several new, acellular vaccines have been developed recently. Although 

found to be efficacious, generally safer and more immunogenic than the whole-cell 

vaccines (4), these new vaccines still require multiple administrations, probably do 

not provide life-long immunity and are more expensive than the previous vaccines, 

which will make them less attractive for developing countries, where such vaccines 

are most urgently needed. 

In contrast to vaccination, which provides protection of limited duration, 

natural infection with B. pertussis provides life-long protection (2, 5). An interesting 

alternative over the use of whole-cell or acellular pertussis vaccines would therefore 

be that of attenuated live B. pertussis that can be administered mucosally. In 

addition to mimicking the natural route of infection, live vaccines can also be used 

as vectors for the delivery of heterologous antigens (6) to protect simultaneously 

against pertussis and other infections (7). So far, however, genetic attenuation of 

pathogens have always resulted in decreased immunogenicity, and repeated doses of 

large amounts of the organism had to be applied to achieve any protective effect (8). 
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Taking advantage of the increased knowledge on the molecular mechanism of 

B. pertussis pathogenesis, we attenuated this organism by genetic alterations of 

pertussis toxin, a key virulence factor in pertussis. Similar to previous reports (9, 10) 

the deletion of the pertussis toxin gene from the chromosome in strain BPRA (11) 

resulted in strong attenuation, as evidenced by the absence of systemic effects, such 

as lymphocytosis, in BPRA-infected mice, and by the much reduced inflammation of 

the airways compared to mice infected with BPSM, the wild type parent strain (not 

shown). In spite of this attenuation, a single intranasal administration of BPRA 

resulted in significant protection against subsequent challenge with the wild-type 

strain BPSM (Fig. 1). This protection was equivalent to that provided by vaccination 

with commercially available pertussis vaccine or by infection with the wild type 

strain BPSM, indicating that pertussis toxin is not an absolute requirement for 

protection, even though it is the major antigen included in all new, acellular 

pertussis vaccines (4). Seven days after challenge, the amounts of organisms 

recovered from the lungs were not significantly different from those recovered from 

lungs of animais that had previously been infected with the wild type strain and 

were slightly lower than those recovered from mice immunized with pertussis 

vaccine. In contrast, mice that were previously inoculated with Salmonella 

typhimurium or B. pertussis BP347, a strain deficient for the production of ail 

virulence factors and protective antigens (12), contained as many organisms in their 

lungs as the non-immunized control seven days after challenge. 

When the antibody response against filamentous hemagglutinin (FHA), a 

major protective antigen (13), was measured, we found that infection with BPRA 

resulted in an approximately five-fold increase in anti-FHA IgG in the serum 

compared to infection with BPSM (Fig. 2A). This increase was evident as early as 14 

days after infection and continued for at least up to 56 days (Fig. 2B). As expected, no 

significant anti-FHA IgG was detected after infection with BP347. Increased anti-
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FHA titers in BPRA-infected mice was also found when IgGl, IgG2a and IgG2b were 

tested individually (Fig. 2A), whereas serum IgA and secretory IgA titers were not 

significantly different from those of BPSM-infected animais. Analyses of cell

associa ted and secreted FHA showed th at BPRA and BPSM prod uced and secreted 

the same amounts of FHA, indicating that the deletion of the pertussis toxin gene 

resulted in increased immunogenicity against FHA, rather than in increased 

production or secretion. 

Pertussis toxin is a complex protein composed of five different subunits, 

named Sl to S5 (13). S2 through S5, also called the B oligomer, are responsible for 

binding of the toxin to its target cells and by themselves express T-cell mitogenicity, 

while Sl expresses ADP-ribosyltransferase activity, which results in the toxic effects 

of the molecule (9). In arder to assess the role of the enzymatically active subunit in 

anti-FHA immunogenicity after intranasal inoculation, we infected mice with 

BPDSl, a strain containing a mutated Sl subunit gene, in which the codon for Cys-41 

was deleted. This strain produces and secretes wild-type levels of assembled B 

oligomer without Sl (11). As shawn in Fig. 2B, mice infected with BPDSl produced 

anti-FHA IgG at essentially the same level as mice infected with BPRA, 

demonstrating an important role of the enzymatically active Sl subunit in anti-FHA 

immunogenicity. 

We have previously shawn that heterologous antigens, such as the 

Schistosoma mansoni glutathion S-transferase (Sm28GST), fused to FHA can be 

expressed at the surface of B. pertussis in strain BPGR60 (6). A single infection with 

BPGR60 resulted in the induction of anti-Sm28GST antibodies in broncho-alveolar 

lavage fluids and could prime for protection against S. mansoni challenge (7). 

However, no anti-Sm28GST antibodies were detected in the serum of mice infected 

with this strain. In arder to examine the role of pertussis toxin in the anti-Sm28GST 

immunogenicity of BPGR60, we deleted the pertussis toxin gene from its 
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chromosome as described previously for the construction of BPRA (11). This 

resulted in strain BPNX. As shawn in Fig. 3, anti-Sm28GST serum antibodies could 

readily be detected after infection with BPNX. Subsequent intranasal administration 

of 20 11g of purified Sm28GST resulted in a boast of the specifie anti-Sm28GST 

immune response. In contrast to BPNX, no anti-Sm28GST serum antibodies were 

detected after infection with BPRA, nor after infection with the non-attenuated 

strain BPGR60. In the latter case, they only appeared after intranasal boast with 

Sm28GST, as previously described (7). 

To evaluate the protective potential of intranasal inoculation of BPNX against 

S. mansoni challenge, mice were first infected with a single dose of BPNX and then 

challenged two months later with 70 cercariae per mouse. Compared to non

immunized mice, infection by BPNX resulted in a 56 % reduction of worm burden 

after challenge. A small but non-significant reduction in worm burden was also 

observed in mice that had received a single dose of BPRA (Fig. 4A). The 

pathogenesis of S. mansoni infection is related to the inflammation around parasite 

eggs deposited in host tissues, essentially in the liver (14). In addition to a significant 

reduction in worm burden, infection with BPNX resulted also in a 60 % decrease of 

egg counts in the liver after challenge (Fig. 4B). It has been reported that a 60 % 

decrease in egg deposition in the liver of S. mansoni-infected hasts reduces the 

pathology to insignificant levels (15). 

Together these results indicate that a single intranasal infection with a B. 

pertussis strain attenuated through the deletion of the pertussis toxin gene results in 

a high level of protection against subsequent B. pertussis challenge, and that it can be 

used to express heterologous antigens on its surface by genetic fusions to FHA in 

arder to simultaneously protect against other infections. The fact that B. pertussis is 

one of the most contagious organisms for humans together with the unexpected and 

novel finding that the deletion of the pertussis toxin gene results in increased 

Mielcarek et al. 



7 

immunogenicity of FHA and proteins fused to FHA makes attenuated B. pertussis 

particularly attractive for the development of live vaccines to protect against 

whooping cough and other diseases. This approach may be especially useful for 

protection against respira tory pathogens, but, since attenuated recombinant B. 

pertussis strains also induce high levels of systemic immune responses against the 

heterologous antigens, it may also find a much general application for vaccine 

development. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Protection after immunization or colonization with B. pertussis strains. 

Groups of twelve four-weeks old female OF1 mice were infected intranasally with 5 

x 106 B. pertussis BPRA, BP347, BPSM, with 2 x 103 S. typhimurium aroA (16), or 

with 25 ~-tl sterile PBS, or were vaccinated with 50 ~-tl commercial Tetracoq vaccine 

(Pasteur Mérieux, MSD, France). Three mice of each group were sacrificed three 

hours after infection or immunization, their lungs were removed, and viable B. 

pertussis or S. typhimurium were counted as described to ensure that proper 

colonization had occurred (6). 35 days later, three additional mice of each group 

were sacrificed and analyzed the same way to ensure that no viable bacteria were 

present in the lungs at that time. At day 35, the remaining mice received 5 x 106 

BPSM organisms by the nasal route, and bacterial lung counts were estimated three 

hours (day 0) and seven days later, as indicated. 

Figure 2. Anti-FHA antibody responses after infection with different B. pertussis 

strains. A, Groups of 5 four-weeks old fernale OF1 mice were infected intranasally 

with 5 x 106 B. pertussis BPRA, BP347, or BPSM. 28 days later, the rnice were bled, 

and the anti-FHA IgG titers were estimated by enzyme-linked irnmunosorbant 

assays (ELISA) using IgG-specific, IgG1-specific, IgG2a-specific or IgG2b-specific 

secondary antibodies, as indicated. B, Groups of B four-weeks old female OF1 mice 
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were infected intranasally with 5 x 106 B. pertussis BPRA, BPDSl, or BPSM. At the 

indicated time intervals, the mice were bled and anti-FHA antibody titers were 

measured by ELISA. 

Figure 3. Anti-Sm28GST antibodies elicited after infection with recombinant B. 

pertussis strains. Groups of 5 four-weeks old female OF1 mice were infected 

intranasally with 5 x 106 B. pertussis BPGR60, BPRA or BPNX. The mice were bled at 

the indicated time intervals, and anti-Sm28GST serum antibodies were measured by 

ELISA as described (6). At day 65, the mice received 20 !lg of non-adjuvanted 

purified Srn2SGST by the nasal route as described (7). 

Figure 4. Protection against S. mansoni challenge provided by intranasal infection 

with recombinant attenuated B. pertussis. Groups of 10 to 14 four-weeks old fernale 

OF1 mice were infected intranasally with 5 x 106 B. pertussis BPNX or BPRA or left 

uninfected (control), as indicated. Two months later, the mice were challenged with 

70 S. mansoni cercariae of the Guadeloupe strain. Six weeks after challenge, total 

worm burden and egg counts in the liver were estimated as described (7). Percentage 

of reduction in worm burden (A) or egg counts (B) of immunized mice compared to 

the control animais are indicated, as are significant level p values. NS, non 

significant. 
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Résultats 

Les résultats décrits dans l'article précédent sont repris ici de manière plus détaillée. 

A. Protection contre une Infection par B. pertussls de souris préalablement 

immunisées avec différentes souches déficientes dans la production d'un ou 
plusieurs facteurs de virulence. 

Dans un premier temps, la capacité des différentes souches atténuées de B. 

pertussis à coloniser le tractus respiratoire des souris a été vérifiée. Comme le montre la 

figure 14, le nombre des bactéries BPRA augmente dans les poumons des souris durant les 

7 premiers jours suivant l'instillation, puis chute au cours des 4 semaines suivantes, de la 

même manière que la souche sauvage BPSM, mais leur cinétique d'élimination est plus 

rapide. La souche BP347, déficiente dans la production de tous les facteurs de virulence, 

est incapable de se multiplier durant la première semaine, et 14 jours après l'immunisation, 

aucune bactérie n'est retrouvée dans les poumons. Enfin, S. typhimurium, microorganisme 

colonisant le tractus gastrointestinal après une infection par voie orale, est rapidement 

éliminé car incapable de coloniser les muqueuses des voies respiratoires. 
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Fig. 14: Colonisation des poumons par différentes souches de B. pertussis. BPSM: souche 

sauvage (PTX+), BPRA: souche atténuée (PTX-), et BP347: souche avirulente. 
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Une seconde infection intranasale avec la souche sauvage BPSM est réalisée 35 

jours après l'immunisation des souris avec les différentes souches bactériennes. Les souris 

contrôle ayant reçu du PBS et les souris infectées par S. typhimurium montrent une courbe 

de colonisation par BPSM similaire (Fig. 15). Chez les animaux infectés par BPSM et par 

BPRA, le nombre de bactéries diminue rapidement après la seconde infection par BPSM. 

Sept jours plus tard, la quantité de bactéries présentes dans les poumons des souris 

infectées par BPRA est 300 fois plus faible que chez les souris ayant reçu du PBS, bien 

que cette réduction soit moins importante que celle observée chez les souris infectées par 

BPSM. Par contre, durant la première semaine suivant l'infection, les bactéries BPSM 

semblent coloniser les poumons des souris infectées par BP347 de la même manière que 

les poumons des souris ayant reçu du PBS. Néanmoins, une semaine plus tard, les 

animaux infectés par BP347 présentent une réduction du nombre de bactéries de l'ordre de 

100 fois comparée au groupe PBS. 21 jours après la seconde infection, aucune bactérie 

n'est détectée dans les poumons des souris infectées par BPSM, alors qu'une diminution 

de l'ordre de 130 fois pour les souris infectées par BPRA et de 12 fois pour les souris 

infectées par BP347 comparée aux souris ayant reçu du PBS est observée. 4 semaines 

après l'infection, l'élimination quasi totale des bactéries est atteinte chez les souris infectées 

par BPRA, alors qu'il en reste encore 2 fois plus chez les souris infectées par BP347. 
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Fig. 15: Persistance des bactéries BPSM dans les poumons de souris préalablement infectées 

avec des souches atténuées de B. pertussis. L'administration de 5.106 bactéries BPSM est réalisée 

5 semaines après la première infection. 
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B. Analyse histologique de l'Inflammation au niveau des poumons induite par 

l'administration nasale d'une souche de B. pertussis déficiente dans la production 

de la toxine de pertussls. 

L'observation directe des poumons, 7 jours après administration des souches de B. 

pertussis, permet de voir que les souris ayant reçu BPSM ont des poumons plus 

volumineux et hémorragiques comparés à ceux des souris infectées par BPRA qui ne 

présentent que quelques petites régions hémorragiques et ont un volume identique à ceux 

des souris saines (Fig.16a). 

Par la suite, une analyse histologique a été réalisée sur des coupes de poumons de 

souris immunisées avec différentes souches de B. pertussis (Fig.16b). Alors que l'infiltration 

cellulaire est légère et limitée à la périphérie des voies supérieures pour les souris infectées 

par BPRA, elle apparait massive et a gagné jusqu'aux alvéoles des poumons pour les 

souris infectées par BPSM. Ces observations indiquent que l'administration de la souche 

BPRA, déficiente dans la production de PTX, induit une réaction inflammatoire au niveau 

pulmonaire beaucoup plus faible que celle provoquée par l'administration nasale de la 

souche sauvage BPSM. 

Fig 16 a: Poumons de souris (1) saine, (2) infectée par BPSM, et (3) infectée par BPRA, 7 

jours après administration nasale des différentes souches de B. pertussis. 
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(1) 

(2) 

(3) 

Fig 16b : Coupes histologiques de poumons de souris infectées par BPSM (2) et par 

BPRA (3) 14 jours après administration nasale de B. pertussis. Les poumons ( 1) 

correspondent à ceux de souris saines. Agrandissement x 20. 
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C. Analyse de la réponse Immune sérique anti-FHA après administration nasale 
des différentes souches bactériennes. 

Les titres de la réponse lgG totale anti-FHA sont déterminés dans le sérum des 

souris, 28 jours après administration intranasale des souches de B. pertussis (BPSM, 

BPRA, BP347) ainsi qu'un mois après une seconde infection avec BPSM. 

Durant l'intervalle de temps 28-63 jours, les titres de la réponse lgG anti-FHA ont 

doublé dans chaque groupe de souris immunisées par les différentes souches de 8. 

pertussis (Fig. 17). De plus, les souris infectées par BPRA présentent une réponse anti

FHA 5 fois supérieure à celle observée chez les souris infectées par BPSM, différence 

observée 28 jours après immunisation ou après la seconde infection par BPSM. 
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Fig. 17: Réponse sérique lgG anti-FHA évaluée par ELISA sur 5 souris par groupe. 

Afin de déterminer si les différences dans la réponse sérique anti-FHA des souris 

BPSM et BPRA étaient uniquement quantitatives et/ou qualitatives, le profil de la réponse 

anti-FHA a été réalisé par ELISA. 

L'analyse des cinétiques de réponse spécifique montre, 14 jours après 

administration intranasale, la présence d'lgG1 (Fig. 18a), d'lgG2a (Fig. 18b) et d'lgG2b (Fig. 

18c) dans le sérum des souris infectées par BPRA, alors que des lgG2a et des lgG2b sont 

détectées chez les souris infectées par BPSM uniquement un mois après immunisation. 

Dans ces deux groupes de souris, la seconde infection par BPSM a induit une 
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augmentation de la réponse lgG2a et lgG2b anti-FHA. D'autre part, alors qu'une forte 

augmentation de la réponse lgG1 spécifique est observée chez les souris infectées par 

BPRA, une production faible et transitoire est détectée chez les souris infectées par BPSM 

une semaine après la seconde infection. Un mois après cette infection, une diminution du 

taux d'lgG1 et d'lgG2b est détectée dans le sérum des souris infectées par BPRA alors que 

le taux d'lgG2a reste stable. L'analyse de la réponse lgA sérique anti-FHA ne montre pas 

de différences significatives entre les différents groupes de souris. 

Ces cinétiques de distribution de la réponse isotypique anti-FHA mettent donc en 

évidence une réponse sérique spécifique plus précoce et plus élevée dans le sérum des 

souris infectées par BPRA (PTX-) comparée à celle retrouvée dans les souris ayant reçu 

BPSM (PTX+). La différence de réponse immune observée après administration de la 

souche BPRA comparée à BPSM repose donc uniquement sur la quantité d'anticorps anti

FHA produit et non sur l'isotypie de ces anticorps sériques. 

12000 

10000 

8000 

6000 

4000 

--- BPSM 
........... BPRA 

··-·-- BP347 
~ - 'ë-- S.typhimurium 
--~ ·- -·-·r:·;- J --·· PBS 

c .... 
BPSM 

·•·····•·· 

c 
lll 

;: jours 
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pertussis. 
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Une des hypothèses pour expliquer ces résultats serait que la quantité de FHA 

exprimée à la surface et/ou sécrétée par la souche BPRA soit supérieure à celle produite 

par la souche sauvage BPSM. Une analyse par immunoblot à l'aide d'un anticorps 

polyclonal de rat anti-FHA, a été réalisée sur des surnageants de culture et des lysats 

cellulaires provenant d'une culture liquide des différentes souches de 8. pertussis. Cette 

étude a mis en évidence des quantités similaires de FHA produites par la souche BPRA et 

BPSM (résultats non présentés}, oomme cela avait été préalablement décrit (Antoine and 

Locht. 1990}. 

Une activité potentiellement immune-régulatrice de la PTX, qui agirait oomme un 

élément immunosuppresseur, pourrait être à l'origine de la faible intensité de la réponse anti

FHA chez les souris infectées par BPSM (PTX+} comparée à celle obtenue chez les souris 

infectées par BPRA (PTX-). Une étude de la réponse lgG2a, plus sensible que la réponse 

lgG totale, contre les antigènes totaux des bactéries BP347 et BPSM a été réalisée sur les 

sérums de chaque groupe de souris. Les taux d'anticorps dirigés contre les antigènes de la 

souche BP347 sont similaires dans les sérums des souris infectées par BPSM et BPRA 

(Fig. 19a), alors que de légères différences sont notées quant aux niveaux de la réponse 

vis-à-vis des antigènes de BPSM avec une réponse plus élevée chez les souris BPRA, 

probablement liée au taux d'lgG2a anti-FHA (Fig. 19b}. De plus, alors que le niveau des 

anticorps anti-BP347 décroit progressivement dans le sérum des souris infectées par 

BPSM et BPRA, la réponse lgG2a anti-BPSM continue à augmenter au moins jusqu'à 28 

jours après la seconde infection par BPSM, et ce de manière parallèle à la réponse lgG2a 

anti-FHA. 
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Fig. 19b: Cinétique de la réponse lgG2a anti-BPSM. 

Il est fort probable que l'évaluation des taux d'anticorps contre les antigènes totaux 

des souches BP347 ou BPSM soit moins précise que contre un antigène purifié, et bien 

qu'il ne semble pas y avoir de différences significatives entre les souris BPSM et BPRA, 

l'effet modulateur de PTX sur la réponse sérique spécifique de la FHA a été poursuivie. 

D. Etude du rôle de l'activité enzymatique de PTX sur la réponse sérique anti
FHA. 

La PTX est une protéine oligomérique composée de 5 sous-unités, appelées S 1 à 

S5. Cette holotoxine possède une structure de type A-B où A correspond à la sous-unité 

S1 exprimant l'activité enzymatique ADP-ribosyltransférase et NAD glycohydrolase 

(Katada et al. 1983). Cette protéine possède 2 résidus cystéine qui forment un pont 

disulfure quand la toxine est sécrétée par la bactérie. Une de ces cystéine (Cys-41) est 

située prés du site de fixation du NAD sur l'enzyme (Locht et al. 1990) et est essentielle à la 

stabilité de la sous-unité S1 chez B. pertussis. Afin de déterminer le rôle de l'activité 

enzymatique de PTX sur la réponse anti-FHA, un groupe de souris reçoit 5x1 06 bactéries 

d'une souche de B. pertussis, appelée BPDS1, dans laquelle le résidu Cys-41 de S1 a été 

délété. (Antoine and Locht. 1990). La sous-unité S1 est indétectable dans le surnageant de 

culture de cette souche, mais l'oligomère B, composant qui permet la fixation aux cellules 

cibles, peut être assemblé et sécrété. 
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La capacité de la souche BPDS 1 à coloniser le tractus respiratoire des souris ainsi 

que l'infiltration cellulaire observée au niveau pulmonaire 14 jours après administration est 

identique à celui de la souche BPRA (résultat non présenté). La cinétique de la réponse 

sérique anti-FHA après administration de la souche BPDS1 par voie nasale a été analysée 

sur 2 mois (Fig. 2C de l'article). Le taux d'anticorps lgG anti-FHA observé chez les souris 

infectées par BPDS1 est similaire à celui trouvé chez les souris infectées par BPRA, c'est

à-dire supérieur à celui détecté dans le sérum des souris infectées par BPSM. 

Ces résultats indiquent que la présence de la sous-unité S 1 joue un rôle essentiel 

sur la production d'lgG anti-FHA, suggérant que l'activité enzymatique de PTX serait 

impliquée dans la réduction de la réponse sérique contre l'adhésine majeure de B. pertussis, 

la FHA. 

E . Protection Induite par l'administration nasale des souches recombinantes de B. 

pertussls contre une infection expérimentale par S. manson/. 

Suite aux résultats extrêmement prometteurs montrant une augmentation de la 

réponse anticorps anti-FHA après administration d'une souche de B. pertussis déficiente 

dans la production de la toxine PTX, nous avons entrepris d'éliminer, par double 

recombinaison homologue, le gène codant pour PTX du génome de BPGR60. La souche 

ainsi obtenue est appelée BPNX. 

Son administration intranasale à des souris nous a permis de mettre en évidence 

une production en anticorps sériques anti-Sm28GST après une seule immunisation (Fig. 3 

de l'article), alors qu'un rappel avec la rSm28GST était nécessaire après infection avec la 

souche BPGR60. 

L'efficacité protectrice de cette souche BPNX a été testée contre une infection 

expérimentale par S. mansoni. 

Des groupes de 20 à 28 souris ont été immunisées intranasalement soit avec la 

souche recombinante atténuée BPNX, soit avec la souche recombinante virulente BPGR60, 

soit avec la souche non-recombinante atténuée BPRA. La moitié de chacun de ces groupes 

a reçu une administration intranasale de rSm28GST comme rappel, deux mois après 

l'immunisation par B. pertussis. Le groupe témoin comportait 16 souris non immunisées. 

L'infestation a été réalisée avec 70 cercaires de la souche Guadeloupe de S. mansoni une 
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semaine après le jour du rappel, et les souris ont été perfusées 6 semaines après 

l'infestation. 

Les résultats obtenus (Fig. 20) montrent qu'avec la souche BPNX une protection de 

l'ordre de 60% en termes de réduction du nombre de vers est obtenue, alors que la souche 

recombinante virulente protège à plus de 75 %. Le pourcentage de protection non 

spécifique (de l'ordre de 30%) observé après infection par BPRA reste statistiquement non 

significatif. 

L'intensité de la réduction du nombre d'oeufs dans les tissus (foie et intestins) est 

corrélée à la diminution du nombre de vers et aucune réduction de la fécondité des vers 

femelles n'a pu être mise en évidence. 

De manière surprenante, les souris ayant reçu l'une ou l'autre des souches 

recombinantes (BPNX ou BPGR60), puis un rappel à l'aide de la rSm28GST sont moins 

protégées que les souris immunisées uniquement avec les souches recombinantes de B. 

pertussis. Or, l'analyse de la cinétique de réponse sérique anti-Sm28GST (Fig. 21) montre 

que ce sont les souris rappelées qui présentent une intensité de réponse anti-Sm28GST 

plus élevée. Cette production d'anticorps anti-Sm28GST apparaît dans le sérum des souris 

ayant reçu une souche recombinante après un rappel avec la protéine parasitaire libre. 
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Fig. 20: Résultats de protection. 
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Résultats 

Afin de déterminer si la différence obtenue en termes de protection peut être corrélée 

à certains isotypes, une analyse du profil isotypique de la réponse anti-Sm28GST dans le 

sérum des différents groupes de souris a été réalisée. Les résultats ne montrent aucune 

différence entre les souris ayant reçu un rappel avec la rSm28GST et celles qui n'ont pas 

été rappelées (résultats non présentés). 
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IV. Cas particuliers d'utilisation des souches 
recombinantes de B. pertussis. 

L'une des considérations importantes dont il faut tenir compte dans une stratégie 

vaccinale mettant en jeu des vecteurs recombinants vivants, tels que les bactéries, 

concerne l'interaction éventuelle du vecteur vaccinal avec une réponse immune produite 

suite à une vaccination préalable ou à une infection par le pathogène parental. 

Ainsi, dans la plupart des pays industrialisés, une importante couverture vaccinale 

contre la coqueluche est mise en place, et pourrait potentiellement représenter un frein à 
l'utilisation de B. pertussis recombinant comme vecteur vaccinal vivant. De plus, la 

éoqueluche est encore une maladie d'actualité, notamment dans les PVD, ce qui implique 

que de nombreux individus ont été ou vont être infectés par la bactérie sauvage. Il était 

donc important de vérifier si, dans ces conditions, l'administration des souches 

recombinantes de B. pertussis reste capable d'induire une réponse immune spécifique de 

l'antigène hétérologue. 

A. Immunisation de souris vaccinées contre la coqueluche 

Afin de déterminer l'efficacité des souches recombinantes de B. pertussis chez des 

souris vaccinées contre la coqueluche, une injection sous-cutanée de 50 J!l du vaccin 

commercial Tetracoq (Pasteur Mérieux MSD, France) (vaccin diphtérique, coquelucheux, 

tétanique et poliomyélitique adsorbé) est effectuée chez des souris OF1 âgées de 4 

semaines. 

5 semaines plus tard, les souches recombinantes BPGR60 (virulente) et BPNX 

(atténuée) sont administrées par voie intranasale. Les poumons sont prélevés afin de 

déterminer la capacité des souches recombinantes de B. pertussis à coloniser le tractus 

respiratoire des souris vaccinées contre la coqueluche. 
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Fig. 22: Cinétique de colonisation des souches recombinantes de B. pertussis chez des souris 

préalablement vaccinées contre la coqueluche. Tc= Tétracoq. 

Conformément aux résultats attendus, les bactéries sont incapables de se multiplier 

chez les souris vaccinées contre la coqueluche et sont éliminées de manière beaucoup plus 

rapide par rapport au contrôle de colonisation représenté par une administration de la 

souche sauvage chez des souris saines (Fig. 22). On peut noter que la souche BPNX 

atténuée est presque totalement éliminée dès la deuxième semaine suivant l'administration. 

La question qui se posait alors était de déterminer si cette colonisation réduite des 

souches recombinantes était suffisante pour générer une réponse en anticorps contre la 

Sm28GST. Un suivi de la réponse en anticorps sérique a été réalisé, mais aucune réponse 

lgG anti-Sm28GST n'a pu être mise en évidence après administration de la souche 

BPGR60 ou BPNX. Deux mois plus tard, un rappel par voie nasale à l'aide la protéine 

rSm28GST (20 Jl.g/souris) a donc été effectué afin de déterminer si la durée limitée de 

présence des bactéries recombinantes dans les poumons avait néanmoins permis d'établir 

une mémoire immune spécifique de la Sm28GST. L'analyse de la réponse sérique (Fig. 23) 

après le rappel nous montre la production d'un taux élevé d'anticorps anti-Sm28GST chez 

les souris vaccinées avec le Tétracoq, puis infectées avec les souches recombinantes. 

Cette réponse apparaît dès la première semaine suivant le rappel et augmente au cours 

des trois semaines suivantes. 
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Fig. 23: Analyse par ELISA de la réponse en anticorps lgG anti-Sm28GST après un rappel avec la 

protéine rSm28GST chez des souris vaccinées avec le Tétracoq puis immunisées avec les souches 

recombinantes de B. pertussis. Chaque point correspond à la réponse sérique d'un ensemble de 5 

souris. 

Les résultats obtenus sont donc prometteurs puisqu'ils nous permettent de mettre 

en évidence, chez des souris vaccinées contre la coqueluche, l'obtention d'une réponse 

immune contre l'antigène hétérologue fusionné à la FHA après une administration intranasale 

de la souche recombinante de B. pertussis et un rappel avec la protéine hétérologue. 

B. Immunisation des souris infectées par B. pertussis sauvage. 

Le même type d'expérience a été réalisé afin de savoir si une réponse en anticorps 

sérique spécifique de la Sm28GST pouvait être générée chez des souri.s préalablement 

infectées avec la souche sauvage de B. pertussis. 

Les souris sont infectées nasalement avec 5.106 bactéries de la souche sauvage 

BPSM, puis infectées 5 semaines plus tard avec les souches recombinantes. Les 

poumons sont alors prélevés et la colonisation des souches recombinantes est étudiée. 
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Fig. 24: Cinétique de colonisation des souches recombinantes de B. pertussis chez des souris 

préalablement infectées par la souche sauvage BPSM. 

Les résultats obtenus (Fig. 24) nous montrent une réduction importante du nombre 

de bactéries dans les poumons de souris préalablement infectées par BPSM, de manière 

très similaire aux courbes de colonisation obtenues chez les souris vaccinées avec le 

Tétracoq. Ainsi, les bactéries recombinantes sont incapables de se multiplier dans les 

poumons des souris ayant déjà été infectées par BPSM. Deux semaines après 

l'administration intranasale de la souche atténuée BPNX chez ces souris, l'élimination des 

bactéries recombinantes est presque totale. 

Malgré cette élimination rapide, l'analyse de la réponse sérique anti-Sm28GST 

après administration des souches recombinantes permet de mettre en évidence des lgG 

anti-Sm28GST chez les souris pré-infectées par la souche sauvage, puis immunisées 

avec la souche recombinante atténuée BPNX (Fig. 25). Cette réponse, qui apparait 3 

semaines après l'administration de BPNX, semble décalée d'une semaine par rapport à celle 

obtenue après la même administration chez des souris saines. Par contre, les lgG anti

Sm28GST ne sont pas détectés dans le sérum des souris ayant reçu la souche virulente 

recombinante BPGR60 ou la souche sauvage BPSM. 

Malgré la durée très limitée de présence des bactéries BPNX au niveau des 

poumons, une production d'anticorps sériques contre l'antigène hétérologue fusionné à la 
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FHA a donc été induite, démontrant l'efficacité de la souche recombinante atténuée de B. 

pertussis. 

Par la suite, un rappel a été effectué à l'aide de la protéine rSm28GST. Une forte 

réponse sérique anti-Sm28GST est alors induite chez les souris immunisées avec la 

souche recombinante BPNX et BPGRGO. Ainsi, la souche recombinante virulente est 

également capable d'induire une mémoire immune spécifique de la Sm28GST chez des 

souris préalablement infectées par la souche sauvage BPSM. 
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Fig. 25: Réponse sérique lgG anti-Sm28GST chez des souris préalablement infectées avec la 

souche sauvage BPSM. L'analyse est réalisée par ELISA sur des pools de 5 souris par temps. 

L'ensemble de ces résultats nous permet de montrer l'efficacité des souches 

recombinantes de B. pertussis, et plus particulièrement de la souche atténuée, dans des 

situations défavorables telles qu'une primo-vaccination contre la coqueluche ou une primo

infection avec la souche sauvage. 
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C. Immunisation de souris infectées par S. mansoni. 

Lors des expériences précédentes, nous avons pu montrer que l'infection des souris 

avec la souche recombinante BPGR60 de 8. pertussis était capable d'induire une mémoire 

immune spécifique de la Sm28GST. Ainsi, une infection expérimentale avec le parasite S. 

mansoni était capable chez ces souris de stimuler la production d'anticorps sériques anti

Sm28GST (cf. article :"lntranasal priming with recombinant Bordetella pertussis for the 

induction of a sytemic immune response against a heterologous antigen"). Nous avons 

alors émis l'hypothèse que l'administration intranasale de BPGR60 chez des souris 

préalablement infectées par S. mansoni, était capable d'induire une réponse en anticorps 

anti-Sm28GST. 

Des souris OF1 âgées de 4 semaines ont été infestées par voie transcutanée avec 

70 cercaires de S. mansoll, puis immunisées, un mois plus tard, nasalement avec la souche 

BPGR60. Aucune réponse sérique anti-Sm28GST n'a pu être mise en évidence dans les 

trois semaines qui ont suivi l'administration de BPGR60. Néanmoins, le suivi cinétique de la 

réponse anticorps dans les LBA montre une forte production d'anticorps lgA anti-Sm28GST 

après administration de la BPGR60 (Fig. 26). Cette réponse n'est pas retrouvée chez des 

souris infectées par BPSM ou chez les souris contrôle (infestées uniquement). 
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Fig. 26: Réponse lgA dans les LBA de souris infectées par S. mansoni, puis infectées avec 

BPGR60. 
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La primo-infection étant cette fois-ci réalisée avec le parasite S. mansoni, l'induction 

d'une mémoire immune a donc été générée par la protéine Sm28GST native exprimée par le 

parasite. Dans ce contexte, nous avons essayé de mettre en évidence une inhibition de 

l'activité enzymatique de la Sm28GST par les anticorps présents dans les LBA des souris 

infectées par le parasite puis immunisées avec la BPGR60. 

c: 
~ 
.:!:::: 
.Q 

.c: 
c: 

"#. 

50 

40 
, , , 

30 

20 

, , 
, , 

, , 

--- BPGR60 

·····+····· BPGR60/BPGR60 

---0-- BPGR60/rSm28GST 

---ar-- BPGR60/S.mansonl 

- -•-- S.mansoni/BPGR60 

0;-----------------r-------------~----------------,------, 0 ,... 0 
N 

Dilutions 

Fig. 27: Pourcentage d'inhibition de l'activité enzymatique de la Sm28GST par les LBA de souris 

infectées avec la souche BPGR60. Les LBA utilisés pour cette analyse ont été prélevés 14 jours 

après l'administration de la souche recombinante de B. pertussis. 

Les résultats obtenus nous indiquent qu'il est possible de mettre en évidence une 

activité inhibitrice (de l'ordre de 50%) de l'activité enzymatique de la Sm28GST par les 

anticorps présents dans les LBA des souris infectées par S. mansoni, puis immunisées 

nasalement avec la BPGR60. N'ayant pu détecter d'anticorps sériques au temps 

correspondant aux prélèvements des LBA, nous pouvons supposer qu'il s'agit ici d'une 

activité portée par des anticorps sécrétoires. Les souris ayant été d'abord infectées avec la 

souche recombinante BPGR60 (exprimant une protéine de fusion FHA-Sm28GST où la 

protéine parasitaire a perdu son activité enzymatique} puis ayant reçu différents types de 

rappel sont incapables d'exprimer une telle activité inhibitrice. 

Suite à ces observations, nous avons émis l'hypothèse que l'administration nasale 

d'une souche recombinante de B. pertussis chez des souris déjà infectées par S. mansoni, 
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pouvait protéger contre une seconde infection par le parasite. Afin de maintenir en vie 

suffisamment longtemps les souris, la première infestation a été réalisée avec 20 cercaires. 

Un mois plus tard, 5 souris contrôle ont été perfusées afin de vérifier la qualité de l'infection 

par S. mansoni {le nombre de parasites moyen récupérés étant de 8 vers par souris). Les 

animaux ont alors été infectés nasalement soit avec les souches recombinantes BPGR60 

{virulente) ou BPNX {atténuée}, soit avec la souche sauvage BPSM. La seconde 

infestation, effectuée cette fois-ci avec 70 cercaires, est réalisée une semaine après 

l'administration des souches de B. pertussis. 

Lors de l'infestation, les souris sont anesthésiées par injection intrapéritonéale de 

pentobarbital. Les animaux ayant reçu une semaine auparavant les souches virulentes de 

B. pertussis n'ont pas supporté cette anesthésie: 80% des souris immunisées avec 

BPGR60 et 50% des souris immunisées avec BPSM sont mortes. Cependant, aucune des 

souris ayant reçu la souche atténuée BPNX n'a succombé à l'anesthésie, renforçant encore 

davantage le concept d'atténuation de ce vecteur. 

6 semaines après la seconde infestation, les souris sont perfusées afin de 

déterminer la charge en vers. La charge en oeufs est estimée dans le foie et l'intestin et une 

moyenne est faite pour la charge en oeufs par gramme d'organes {foie et intestin associés). 

Le pourcentage de protection est calculé par rapport au groupe de souris infectées par 20, 

puis 70 cercaires. Les résultats sont donnés dans le tableau: 

Infestation 

70 œrcaires 

Infestation 

20 cercaires B. pertussis 

l l J77 

JO J28 J35 1 
perfusion 
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Résultats 

Pourcentage Nombre d'oeufs Pourcentage 
groupe Nombre de vers de par gramme de 

nbre de souris protection d'organes réduction 

co ntrôle (11) 39 ±3,24 16422 ± 1137 

8 PNX (11) 23 ±2,3 - 40,4% (p=0,0004) 10468 ± 949 - 36,3% (p=0,0003) 

8 PGR60 (3) 45 ±6,44 + 13,5% (NS) 18901 ±3905 +13,1% (NS) 

8 PSM (10) 62 ±4,05 + 36,5% (p=0,0002) 19975 ±1390 +17,8% (p=0,03) 

Chez des souris préalablement infectées par S. mansoni, une unique administration 

de la souche recombinante atténuée de B. pertussis protège les souris contre une seconde 

infection par S. mansoni avec une réduction du nombre de vers de l'ordre de 40% et une 

réduction du nombre d'oeufs de l'ordre de 36%. 

Par contre, l'administration de souches virulentes (recombinante ou non) entrai ne une 

augmentation de la parasitémie. Cet effet est probablement du au fait que les souris sont 

alors déjà affaiblis par la coqueluche. 
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Le système immun muqueux fait l'objet, depuis plusieurs années, de nombreuses 

recherches tant au point de vue fondamental qu'appliqué. En effet, l'exploitation du tissu 

muqueux en tant que cible d'une stratégie vaccinale est très prometteuse puisqu'elle permet 

d'induire à la fois une réponse locale et une réponse systémique. De nombreux vecteurs 

vaccinaux, vivants ou synthétiques, ont ainsi été développés, notamment dans le cadre 

d'une administration par voie orale. Très peu d'études ont porté sur l'exploitation des 

muqueuses du tractus respiratoire comme tissu cible pour des vecteurs recombinants 

vivants. 

Dans ce contexte, notre travail de thèse a consisté à évaluer le potentiel de 

Bordetella pertussis comme vecteur vivant capable de présenter un antigène hétérologue 

aux muqueuses des voies respiratoires. 

La démarche entreprise a été orientée par plusieurs questions: 

- Comment faire exprimer l'antigène hétérologue par B. pertussis ? 

- Quelle est l'efficacité des souches recombinantes ? 

- Peut-on atténuer ces souches tout en conservant leur efficacité ? 

- Peut-on appliquer cette stratégie à un modèle ayant déjà été vacciné contre la coqueluche 

ou infecté par B. pertussis ? 

Afin d'apporter une réponse à toutes ces questions, nous avons choisi comme 

protéine hétérologue modèle, la Sm28GST de S. mansoni. Le choix de cette molécule 

repose sur deux considérations, l'une étant théorique, l'autre appliquée: 

- L'intérêt de cet antigène dans notre approche réside dans le fait que cette protéine a été 

extrêmement étudiée, notamment dans le laboratoire du Pr. Capron, ce qui a permis de 

définir la plupart de ses caractéristiques aussi bien biochimiques qu'immunologiques. De 

plus, ces études ont permis de mettre en évidence un pouvoir vaccinal important dans 
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plusieurs modèles animaux, ce qui nous a donné l'avantage de pouvoir tester l'efficacité de 

nos souches recombinantes contre une infection par S. mansoni. 

- Le développement d'une souche recombinante de B. pertussis exprimant la Sm28GST et 

induisant une réponse protectrice chez la souris suite à son administration par voie 

intranasale pourrait représenter une avancée considérable dans le cadre d'une stratégie 

vaccinale contre la bilharziose. 

1. Expression d'un antigène hétérologue par B. pertussis. 

Parmi les différentes protéines exprimées par B. pertussis, la FHA était 

particulièrement intéressante dans notre approche car elle est présente à la surface de la 

bactérie et sous forme sécrétée. Plusieurs études (pour revue, Locht, C. et al. 1993) 

avaient déjà permis de cloner le gène de structure codant pour la FHA, d'étudier sa structure 

protéique, et de mettre en évidence des propriétés d'adhésion et d'immunogénicité. L'idée 

originale de ce travail a donc consisté à exploiter les propriétés de la FHA pour présenter la 

Sm28GST aux muqueuses des voies respiratoires. 

Pour mettre au point ce système d'expression hétérologue, nous avons dans un 

premier temps étudier le mécanisme de sécrétion de la FHA. Ce travail réalisé en 

collaboration avec Geneviève Renauld-Mongénie et Françoise Jacob-Dubuisson a fait 

l'objet de deux articles et a permis de proposer un mécanisme de sécrétion de la FHA à 

travers les deux membranes de B. pertussis (cf. Résultats p57). 

L'étude de ce mécanisme nous a également amené à imaginer un système où la 

protéine sécrétée purifiée pourrait être utilisée pour le ciblage de vecteurs synthétiques 

vers les muqueuses des voies respiratoires. L'administration par voie intranasale de 

liposomes contenant de la Sm28GST et présentant à leur surface de la FHA a permis 

d'augmenter la réponse sérique anti-Sm28GST, par un mécanisme probable d'adhésion à 

la surface des muqueuses entrainant une meilleure stimulation du système immunitaire. Des 

expériences complémentaires à l'aide de liposomes contenant d'autres antigènes 

hétérologues devraient nous permettre de confirmer cette propriété. Cette propriété devrait 

permettre de diminuer la quantité d'antigènes vaccinaux à incorporer dans les préparations 

liposomales afin d'obtenir une réponse immune spécifique. 

L'administration intranasale de ces liposomes FHA-Sm28GST induit également la 

production d'anticorps anti-FHA, démontrant la potentialité de ces préparations liposomales 

en tant que vaccin polyvalent. D'autre part, l'utilisation de protéines tronquées de la FHA 

(par exemple la FHA-44 qui ne possède pas le site RGD de fixation aux macrophages et 
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qui est fortement sécrétée) nous permettra de cibler de façon plus précise les cellules 

auxquelles vont adhérer les liposomes possédant des protéines dérivées de la FHA à leur 

surface, et de déterminer éventuellement les régions de cette protéine bactérienne impliquée 

dans un phénomène d'adjuvanticité. 

Une application importante de l'étude de la sécrétion de la FHA était de cibler le site 

idéal d'intégration du gène hétérologue dans la séquence codant pour la protéine 

bactérienne. En effet, lors de l'insertion de la Sm28GST, il était important de conserver intact 

les régions du précurseur de la FHA impliquées dans le mécanisme de sécrétion. 

Nous avons également voulu exploiter l'efficacité de sécrétion de la FHA-44, 

correspondant à la région N-terminale de la FHA. Pour cela, nous avons réalisé une fusion 

génétique entre la FHA-44 et le peptide 190-211 immunodominant de la Sm28GST. Cette 

construction plasmidique s'est malheureusement révélée instable chez la souris. Nous 

avons, par la suite, intégré cette construction au niveau génomique (résultats non 

présentés). Le niveau d'expression de la protéine de fusion était identique que la 

construction soit plasmidique ou chromosomique, confirmant les résultats obtenus avec la 

FHA-44, et démontrant que le niveau de sécrétion élevé n'était pas dû au nombre de copies 

du gène. Cependant, l'immunisation de souris à l'aide de cette souche recombinante n'a pas 

permis de détecter de réponse sérique anti-190-211. Ce résultat corrobore les observations 

faites suite à l'immunisation intrapéritonéale de souris à l'aide du peptide 190-211 où 

l'immunité induite était cellulaire et non humorale (Pancré et al. 1994). 

Nous avons alors tenté de mettre à profit l'efficacité du système de sécrétion de la 

FHA-44 pour présenter la Sm28GST à la surface de la bactérie. Malheureusement, la 

protéine de fusion FHA-44-Sm28GST n'était pas détectée dans le surnageant de culture de 

cette souche recombinante. Par la suite, nous avons réalisé différentes constructions où la 

Sm28GST était en fusion avec la FHA entière (Renauld-Mongénie et al. 1996). De la rrême 

façon, un niveau réduit de sécrétion de la protéine de fusion était observée. Ce faible taux 

de sécrétion est indépendant de la taille de la protéine hétérologue fusionnée à la FHA, 

puisque des constructions ont été réalisées avec une protéine de 170 kDa, et elles ont 

permis d'obtenir une protéine hybride sécrétée en grande quantité par la bactérie 

recombinante (Coppens. communication personelle). 

Ce faible niveau de sécrétion de la Sm28GST est retrouvé chez de nombreux 

système d'expression hétérologue, tel que le BCG (Kremer. 1995) ou le virus de la vaccine 

recombinant (Pierce. communication personnelle), et semble indiquer que des propriétés 

intrinsèques de la protéine parasitaire gêneraient sa sécrétion efficace. L'étude du profil 

d'hydrophilicité de la Sm28GST montre que la protéine parasitaire renferme plusieurs 

régions hydrophobes. Ces zones hydrophobes pourraient gêner la translocation 

241 



Discussion/perspectives 

membranaire et empêcher la sécrétion efficace de l'antigène. Il serait intéressant de réaliser 

des délétions de ces régions hydrophobes et d'analyser ensuite l'efficacité de sécrétion de 

cette Sm28GST mutée. 

Il. Efficacité des souches recombinantes de B. pertussis. 

Malgré la faible efficacité de sécrétion de la protéine de fusion FHA-Sm28GST par 

BPGR60, l'administration intranasale de cette souche recombinante de B. pertussis entraîne 

la production d'lgA anti-Sm28GST dans les LBA (Renauld-Mongénie et al. 1996) et induit 

une mémoire immune spécifique de la Sm28GST (Mielcarek et al. sous presse). Ainsi, la 

sécrétion de la Sm28GST ne semble pas indispensable à l'obtention d'une réponse 

immune spécifique. Cette sécrétion faible, supposée initiallement être un inconvénient de ce 

système d'expression hétérologue, s'avère donc être une problématique mineure dans 

l'optique d'application de B. pertussis, comparée à l'avantage certain de posséder une 

souche génétiquement stable où le gène hétérologue est inséré dans le génome de la 

bactérie. 

D'autre part, le fait que l'administration de la BPGR60 entraîne la production 

d'anticorps sériques spécifiques de la FHA mais pas de la protéine parasitaire, peut 

s'expliquer par la différence de taille des deux molécules. La FHA (220 kDa) va ainsi 

présenter un nombre d'épitopes beaucoup plus important que la Sm28GST (28 kDa). 

D'autre part, la protéine bactérienne semble présenter une immunogénicité plus importante 

que la Sm28GST (Poulain-Godefroy. et al. en préparation). L'ensemble de ces 

observations pourrait expliquer l'orientation de la réponse vers la production d'anticorps 

anti-FHA après une administration de BPGR60. 

Par contre, le rappel avec la rSm28GST libre va stimuler les cellules mémoires, 

induites suite à l'administration de la souche recombinante de B. pertussis, et entraîner la 

production d'anticorps anti-Sm28GST sériques. La présence de complexes Sm28GST/IgA 

anti-Sm28GST dans les LBA des souris rappelées avec la rSm28GST peut également 

contribuer à l'augmentation de la réponse anti-Sm28GST. En effet, Weltzin et al. (1989) ont 

montré que les complexes !gA-antigène adhéraient de manière beaucoup plus efficace aux 

cellules M des plaques de Peyer que les antigènes libres. Les cellules M étant également 

présentes au niveau des muqueuses du tractus respiratoire, un tel mécanisme de capture 

pourrait contribuer, dans notre modèle, à l'établissement de la réponse secondaire contre la 

Sm28GST. 

Le profil de la réponse isotypique anti-Sm28GST obtenue suite à notre protocole 

d'immunisation avec la souche recombinante BPGR60 et le rappel avec la rSm28GST, est 
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caractérisé par la présence d'lgG1, d'lgG2a et d'lgG2b, ainsi que d'lgA, suggérant une 

réponse de type mixte Th1/Th2. Ce profil est intéressant du fait que le mécanisme de 

protection contre la bilharziose fait intervenir des composantes cellulaires et humorales. 

D'autre part, l'induction d'lgA anti-Sm28GST est particulièrement intéressante dans la 

mesure où une corrélation étroite entre ce taux d'lgA et l'acquisition d'une résistance à la 

réinfection a été démontré dans le cas d'infections touchant des populations humaines 

(Grzych et al. 1993). 

Dans la protéine hybride produite par la souche recombinante de B. pertussis, la 

Sm28GST ne possède pas d'activité enzymatique, et l'administration intranasale de 

BPGR60 n'induit pas la production d'anticorps ayant une activité inhibitrice sur l'activité 

glutathion $-transferase de la rSm28GST. Or, nous avons pu mettre en évidence un effet 

protecteur contre une infection expérimentale par S. mansoni après administration de la 

souche BPGR60 et rappel avec la rSm28GST, qui se traduit par une réduction du nombre 

de vers et du nombre d'oeufs, mais pas par une réduction de la fécondité des vers 

femelles. L'efficacité de la réponse protectrice induite avec notre modèle pourrait donc 

probablement encore être améliorée par la construction d'une souche recombinante de B. 

pertussis exprimant une protéine de fusion où la Sm28GST conserverait son activité 

enzymatique. 

L'ensemble des résultats présentés dans cette thèse montre donc l'efficacité de B. 

pertussis en tant que vecteur recombinant vivant administrable par voie nasale. La souche 

BPGR60 est, en effet, capable d'induire une réponse locale au niveau du tractus respiratoire, 

ainsi qu'une mémoire immune spécifique de l'antigène hétérologue fusionné à la FHA. Cette 

méthode d'immunisation permet d'induire une immunité protectrice chez la souris contre une 

infection par la souche sauvage de B. pertussis ainsi que contre une infection par S. mansoni. 

Cependant, la virulence de la souche recombinante empêchait toute application 

potentielle chez l'homme. Devant les résultats encourageants obtenus avec la souche 

BPGR60, nous avons décidé d'atténuer cette souche par délétion chromosomique du gène 

codant pour PTX. 
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Ill. Construction d'une souche recombinante atténuée de B. 

pertussis. 

L'un des problèmes majeurs rencontrés lors de cette étape dans tout développement 

d'un vecteur recombinant vivant, réside dans le fait que généralement la diminution de la 

pathogénicité du vecteur est corrélée à la diminution de son immunogénicité. 

B. pertussis se révéla faire exception à cette règle, puisque l'analyse de la réponse 

sérique après administration d'une souche BPRA, déficiente dans la production de la toxine, 

mettait en évidence une augmentation de la production d'anticorps anti-FHA comparée à celle 

induite par la souche sauvage BPSM. 

Nous avons pu démontrer que l'activité enzymatique de PTX, portée par la sous-unité 

S 1 , jouait un rôle important sur l'intensité de la réponse anti-FHA, suggérant une activité 

immunosuppressive de la PTX enzymatiquement active. Or, il est troublant de remarquer que 

les espèces B. parapertussis et B. bronchiseptica qui ne synthétisent pas de PTX, 

produisent également moins de FHA que B. pertussis. On peut imaginer que B. parapertussis 

et B. bronchiseptica vont produire assez de FHA pour adhérer aux muqueuses des voies 

respiratoires, mais en quantité suffisamment réduite pour ne pas induire une forte réponse anti

FHA qui entrainerait l'élimination des bactéries par l'organisme infecté. B. pertussis ne serait 

pas "limitée" dans la quantité de FHA produite dans la mesure où la PTX entrainerait une 

réduction de la réponse anti-FHA, suggérant l'existence d'une balance entre la production de la 

FHA et la présence de la PTX. 

Suite à ces résultats, nous avons supposé que la réponse anticorps spécifique de 

l'antigène hétérologue fusionné à la FHA pourrait, de la même manière, être augmentée si cette 

protéine hybride était exprimée par une souche recombinante atténuée. Cette hypothèse 

nous offrait une ouverture inespérée vers une application potentielle de B. pertussis en tant 

que vecteur recombinant vivant, puisque cela signifiait que la diminution de la pathogénicité du 

vecteur était corrélée avec une augmentation de l'immunogénicité de la FHA et de l'antigène 

vaccinal fusionné. 

La souche BPGR60 a donc été délétée du gène codant pour la toxine de pertussis par 

une technique de double recombinaison homologue. L'administration intranasale de cette 

souche recombinante atténuée, appelée BPNX, entraine la production d'anticorps anti-FHA, et, 

oomrne nous l'espérions, anti-Sm28GST. L'efficacité de cette souche a alors été testée lors 

d'une infection expérimentale par S. mansoni. 
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Plusieurs éléments de cette expérience se révèlent surprenants: 

-Le taux de protection supérieur obtenu avec la souche BPGR60 par rapport à BPNX, 

pourrait s'expliquer par la forte inflammation au niveau pulmonaire provoquée lors de 

l'administration de la souche virulente BPGR60 comparée à celle induite avec BPNX. 

Ainsi, après une infection expérimentale par S. mansoni dans le modèle de 

vaccination à l'aide de cercaires irradiés, la formation d'agrégats de cellules inflammatoires, 

constitués majoritairement de lymphocytes T CD4+ et de macrophages, autour des 

parasites au moment où ils traversent les poumons, rend la migration des schistosomules 

extrêmement difficile, (Wilson et al. 1986; Smythies et al. 1996). Les parasites qui n'ont pas 

atteint le système portal hépatique avant l'épuisement de leurs réserves vitales ou avant 

leur développement en une forme non-migrante, vont se loger dans le système vasculaire 

des organes internes et éventuellement mourir. De plus, Wynn et al. (1994) a montré que la 

NO synthétase est induite dans les poumons de ces souris vaccinées avec les cercaires 

irradiés puis infectées par S. mansoni. L'expression de cet enzyme est localisé 

majoritairement au niveau de l'agrégat de cellules inflammatoires autour des schistosomules. 

Il est possible que la production locale de NO soit directement toxique pour les parasites qui 

migrent à travers les poumons (James and Glaven. 1989). De plus, l'inflammation 

pulmonaire, qui freine la migration, va augmenter le temps d'exposition des schistosomules 

au NO. 

Ce mécanisme d'attrition au niveau pulmonaire pourrait s'appliquer à notre modèle 

d'immunisation par B. pertussis. La souche BPGR60, virulente, protège davantage les 

souris contre une infection par S. mansoni que BPNX, souche atténuée. Le phénomène 

inflammatoire, au niveau des poumons, provoqué suite à l'administration de BPGR60 est 

beaucoup plus important que celui observé avec BPNX. Le retard de migration des 

schistosomules, lié à l'inflammation, pourrait donc être plus élevé chez les souris immunisées 

avec la souche virulente. De plus, la souche BPGR60 produit de la PTX qui est connue 

pour induire la production d'IFNy (Mu et al. 1994). Or, cette cytokine active la production de 

NO, in vitro, notamment par les macrophages (James and Nacy. 1993), et nous avons vu 

précédemment le rôle toxique de la NO sur les schistosomules. L'ensemble de ces 

observations pourrait expliquer la différence du taux de protection contre S. mansoni 

obtenue après immunisation intranasale avec BPGR60 ou BPNX. 

Il sera intéressant de réaliser une analyse du profil de cytokines induites suite à 
l'administration de BPGR60 et de BPNX au niveau local et au niveau périphérique. Une 

étude comparative de la réponse cytokine précoce devra être effectuée lors de 

l'immunisation, et l'analyse de la réponse mémoire pourra être réalisée après restimulation 

avec les antigènes bactériens. 
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- La diminution de l'efficacité de la protection suite au rappel avec la rSm28GST 

L'une des hypothèse était une modification du profil de la réponse anticorps suite au 

rappel avec la rSm28GST. Or, l'analyse du profil isotypique de la réponse anti-Sm28GST 

dans le sérum des différents groupes de souris ne montre aucune différence entre les souris 

ayant reçu un rappel avec la rSm28GST et celles qui n'ont pas été rappelées. 

Le rappel avec la protéine libre est effectué une semaine avant l'infestation par S. 

mansoni. L'administration de l'antigène au niveau des poumons, déjà stimulés par 

l'administration des bactéries 2 mois auparavant, pourrait créer un ''traumatisme" et 

provoquer une altération du système vasculaire drainant les poumons juste avant 

l'infestation. Or, les parasites au cours de leur cycle vont passer par les poumons. Une 

lésion au niveau de cet organe pourrait éventuellement faciliter leur passage directement 

dans le système sanguin de la souris, ce qui expliquerait le nombre plus élevé de parasites 

chez les souris rappelées avec la rSm28GST. 

Pour confirmer ou infirmer cette hypoth.èse, il nous faudra réaliser une autre 

expérience d'infection par S. mansoni où un groupe de souris sera immunisé avec la souche 

recombinante de B. pertussis puis rappelé avec du PBS une semaine avant l'infestation. 

Une autre expérience pourrait consister à décaler dans le temps l'infestation par rapport au 

rappel avec la rSm28GST. Ceci devrait nous permettre de déterminer si le phénomène 

d'altération des tissus pulmonaires peut être à l'origine de ce phénomène de diminution de la 

protection suite au rappel avec la rSm28GST. 

Chez les souris immunisées avec la souche atténuée non-recombinante, on 

observe une diminution du nombre de vers par rapport au souris contrôles, diminution qui 

augmente après le rappel avec la rSm28GST. La différence porte ici sur l'absence de 

réponse anti-Sm28GST chez les souris immunisées avec BPRA avant le rappel avec la 

Sm28GST. Le rappel avec la rSm28GST jouerait donc ici son rôle attendu d'induction d'une 

immunité protectrice contre le parasite. 

La différence dans les taux de protection obtenus lors de cette infection 

expérimentale par S. mansoni et celle décrite dans l'article "lntranasal priming with 

recombinant Bordetella pertussis for the induction of a systemic immune response against a 

heterologous antigen" est également surprenante et nécessiterait la mise en place d'une 

troisième expérience de protection. L'une des explications possibles est basée sur une 

différence qualitative des cercaires utilisés lors de l'infestation. Lors de l'expérience décrite 

dans l'article précédemment cité, les parasites provenaient d'un cycle où plusieurs 

passages sur hamster avaient été réalisés. Au cours de ces passages successifs, les 

mollusques hôtes intermédiaires produisaient de moins en moins de cercaires. Ceux-ci 

avaient peut être également subi des modifications physiologiques entrainant une différence 

de comportement vis-à-vis de la Sm28GST, expliquant la moins bonne efficacité de 
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protection observée après immunisation avec les souches recombinantes et les différences 

suite au rappel avec la rSm28GST. 

IV. Utilisation des souches recombinantes de B. pertussis dans 

des conditions particulières. 

La couverture vaccinale contre la coqueluche est très étendue dans les pays 

industrialisés, alors que, dans les PVD, la maladie touche encore une grande partie de la 

population. Notre protocole vaccinal utilisant B. pertussis recombinant a donc été testé dans 

les conditions défavorables que sont une primo-vaccination avec le Tétracoq ou une primo

infection avec la souche sauvage de B. pertussis. 

Les souches recombinantes BPGR60 et BPNX sont administrées intranasalement, 5 

semaines après la vaccination ou l'infection. La courbe d'élimination des bactéries 

recombinantes est très similaire dans les deux types d'expériences. Cependant, l'analyse de 

la réponse sérique anti-Sm28GST montre des différences importantes, puisqu'un rappel avec 

la rSm28GST est nécessaire à la production d'anticorps spécifiques chez les souris 

vaccinées, alors que cette réponse est détectable 15 jours après administration de BPNX à 

des souris préalablement infectées par BPSM. Cette différence pourrait être liée au fait que le 

Tétracoq a été administré par voie sous-cutanée, alors que l'infection par B. pertussis est 

effectuée par voie intranasale. En effet, la colonisation des poumons par BPSM (pendant un 

mois) induit un recrutement des cellules du système immunitaire (macrophages, cellules 

dendritiques, etc ... ). Lors de l'administration intranasale des souches recombinantes, 

l'ensemble des cellules impliquées dans l'établissement d'une réponse immune, notamment les 

cellules présentatrices d'antigènes, sont déjà présentes au niveau pulmonaire et peuvent 

jouer immédiatement leur rôle dans l'induction d'une réponse anticorps, minimisant ainsi les 

conséquences de la durée réduite de présence des bactéries recombinantes. L'injection sous

cutanée du Tétracoq ne va pas induire ce recrutement cellulaire au niveau des poumons. 

Néanmoins, la colonisation réduite des souches BPGR60 et BPNX s'avère suffisante pour 

induire une mémoire immune spécifique, ce qui permettra la production d'anticorps anti

Sm28GST après le rappel avec l'antigène parasitaire. 

Un autre type d'expérience a été réalisé afin de déterminer si l'administration d'une 

souche recombinante de B. pertussis pouvait prévenir une seconde infection par S. mansoni. 

Nous avons infecté les souris avec 20 cercaires, puis réalisé une seconde infection 

une semaine après l'immunisation avec BPGR60 et BPNX. Ce protocole se justifiait par la 
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mise en évidence, à cette période, d'une réponse lgA anti-Sm28GST lors d'une expérience 

préliminaire. 

Cependant, ce temps correspond également à la multiplication des bactéries dans les 

poumons. L'administration de l'anesthésique, à ce moment-là, s'est révélée fatale pour nombre 

de souris ayant reçu la souche virulente (recombinante ou non), du fait probablement de la 

forte réaction inflammatoire au niveau des poumons responsable d'un affaiblissement des 

souris. Les résultats de protection contre une seconde infection, obtenus avec la souche 

BPGR60 ne sont donc pas significatifs puisque basés sur les trois souris survivantes. D'autre 

part, la survie de ces souris repose peut-être sur une mauvaise qualité d'immunisation avec 

BPGR60. 

Ainsi, cette expérience nous a permis de conforter la notion d'innocuité de la souche 

BPNX, puisqu'aucune souris n'a succombé à l'anesthésie. De plus, la diminution du nombre de 

vers adultes et de la charge en oeufs suite à l'administration intranasale de BPNX est 

probablement dû à l'induction d'une réponse protectrice contre les parasites provenant de la 

seconde infestation. Néanmoins, on ne peut ignorer une action éventuelle sur les vers de la 

première infection, comme cela a été décrit très récemment après l'administration intranasale de 

Sm28GST couplée à la CTB (Sun. Giens.1996). 

V. Perspectives. 

L'ensemble de ce travail constitue un premier pas très encourageant vers l'utilisation de 

B. pertussis atténué comme vecteur recombinant vivant, capable de protéger à la fois contre 

la coqueluche et contre d'autres maladies. Cependant, de nombreuses étapes restent encore 

à franchir avant son utilisation éventuelle chez l'homme. 

L'atténuation obtenue par délétion du gène codant pour PTX correspond à une 

première étude. En effet, cette toxine étant également un antigène protecteur majeur contre B. 

pertussis, une mutation entrainant une perte des fonctions cytotoxiques tout en conservant les 

propriétés immunogéniques de cette protéine, semble préférable à une absence d'expression. 

Dans ce contexte, la souche BPDS1, possédant une délétion du résidu Cys-41 au niveau de 

la sous-unité S1, serait un bon modèle afin de déterminer si la présence de l'oligomère B de 

PTX (sans S1) améliorerait le niveau de protection contre une infection par B. pertussis, par 

rapport à BPRA. Une autre solution consisterait à utiliser une souche produisant une PTX 

mutée qui exprime une sous-unité S 1 ne possédant pas d'activité enzymatique, responsable 

de la majorité des effets toxiques. Nous pourrions, dans ce but, utiliser l'exemple de la PTX 

mutée (PT-9K/129G) décrite par Roberts et al. (1995). 
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D'autre part, la PTX ne représente qu'un des facteurs de virulence dont il serait 

important d'altérer l'expression pour obtenir une souche suffisamment atténuée. 

La toxine adénylate cyclase (Ac-Hiy) est responsable d'une activité cytotoxique qui 

est à l'origine de lésions pulmonaires durant l'infection par B. pertussis (Khelef et al. 1994). Elle 

est également essentielle aux stades précoces de la colonisation du tractus respiratoire (Gross 

et al. 1992; Khelef et al. 1992), et son absence pourrait réduire de manière importante la durée 

de présence de la bactérie au niveau des poumons. De plus, I'Ac-Hiy est un antigène 

protecteur important dans un modèle respiratoire murin (Gu iso et al. 1991 ), et des anticorps 

dirigés contre Ac-Hiy ont été détectés dans le sérum d'enfants et d'adultes infectés par B. 

pertussis (Arciniaga et al. 1991 ). Il serait donc préférable de réaliser des mutations dans la 

partie N-terminale enzymatiquement active de Ac-Hiy afin de conserver les épitopes 

protecteurs de cette toxine tout en éliminant ses effets nocifs. 

L'expression de la toxine dermonécrotique (ONT), très active puisque la dose létale 

chez des souris adultes est obtenue avec des nanogrammes de toxine (Zhang et al. 1991 ), 

représente également un inconvénient pour l'utilisation de B. pertussis comme vecteur 

vaccinal. La délétion du gène codant pour cette protéine nous permettrait d'obtenir une souche 

moins toxique dont l'efficacité devra être évaluée. 

La cytotoxine trachéale (TCT) est un monomère de peptidoglycanne qui est relargué 

par B. pertussis durant sa phase de croissance (Cookson et al. 1989). La TCT est 

responsable de la destruction des cellules ciliées de l'épithélium respiratoire, affaiblissant ainsi 

le processus de "nettoyage" de cet épithélium. Cette destruction favorise la colonisation du 

tractus respiratoire par B. pertussis. De manière générale, les bactéries Gram négatives 

produisent ces monomères par clivage des peptidoglycannes par des enzymes 

périplasmiques, mais ces produits sont recyclés par les microorganismes et non pas rejetés 

comme chez B. pertussis. Dans le cas d' E. coli, ce mécanisme de recyclage est permis par la 

présence d'un transporteur (AmpG) présent sur la membrane cytoplasmique. Un plasmide 

contenant le gène ampG d' E. coli a été introduit dans B. pertussis et une réduction du 

relargage de la TCT de 85 à 90% a été observée par cette souche (Stith et al. 1996). La 

recherche du gène ampG de B. pertussis nous permettrait de déterminer si ce gène est 

absent, et dans ce cas l'insertion du gène ampG d' E. coli dans le chromosome de B. pertussis 

devrait permettre de réduire la production de TCT. Si le gène est présent mais faiblement 

exprimé, l'insertion d'un promoteur fort devrait augmenter son expression, et enfin si B. 

pertussis possède un gène ampG inactif, des mutations génétiques nous permettraient 

d'obtenir la production d'une protéine capable de recycler le produit de clivage correspondant à 

TCT, réduisant ainsi la toxicité de B. pertussis. 

249 



Discussion/perspectives 

L'un des problèmes qui pourraient alors s.e poser serait que l'ensemble de ces 

mutations conduise à une souche de B. pertussis beaucoup moins toxique, mais qui se 

révélerait également beaucoup moins efficace dans sa capacité à coloniser le tractus 

respiratoire du sujet receveur. Cependant, comme nous avons pu montrer que l'intensité de la 

réponse en anticorps anti-FHA augmentait après administration nasale d'une souche déficiente 

dans la production de PTX, et plus précisément d'une PTX enzymatiquement active, nous 

pouvons espérer que cette augmentation de l'immunogénicité de la FHA se retrouvera dans 

des souches plus atténuées et qu'elle sera suffisante à l'obtention d'une réponse immune 

contre la FHA et contre un antigène hétérologue fusionné à la FHA. 

La construction de souches recombinantes atténuées de B. pertussis exprimant 

d'autres antigènes étrangers représente également une des priorités dans le développement 

de ce modèle. En effet, cette approche pourrait être très efficace pour l'obtention d'une 

protection contre des pathogènes respiratoires. De plus, de part le fait qu'il existe un système 

immunitaire mucosal commun (Mestecky et al. 1987), ce mode de vaccination pourrait 

également prévenir des infections au niveau des muqueuses uro-génitales ou intestinale. 

L'application de notre protocole d'immunisation à l'aide d'une souche recombinante de 

B. pertussis dans le cadre d'une stratégie vaccinal~ reste encore une perspective à long 

terme. Cependant, l'obtention d'une souche totalement atténuée de B. pertussis nous 

permettrait de pouvoir évaluer l'efficacité de notre protocole, dans un premier temps chez un 

modèle plus proche de l'homme comme le porc, et peut être ensuite chez l'homme. 

D'autre part, l'intérêt de la vaccination par voie nasale ne cesse d'augmenter. Des 

essais de vaccination, chez des enfants en bas-âge, à l'aide d'un virus atténué par voie 

nasale contre la rougeole sont déjà en cours (Lambert. communication personnelle). Lors de 

ces immunisations, il est important de tenir compte de l'état de santé des enfants. En effet, les 

taux de protection contre la rougeole variaient de 30 à 80% selon que les enfants étaient ou 

n'étaient pas enrhumés. 

La vaccination par voie nasale à l'aide d'un vecteur synthétique ou vivant atténué est 

ainsi l'une des méthodes prometteuses qui sera probablement développée durant les 

prochaines décennies. 
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1. Techniques utilisées pour la construction et l'analyse de 

l'antigénicité des différentes souches recombinantes de B. 

pertussis. 

A. Culture des souches de S. pertussis. 

Les. différentes souches de B. pertussis sont mises en culture sur un milieu solide 

Bordet-Gengou (BG} ou dans un milieu liquide Stainer-Scholte (SS}. 

Milieu Stainer & Scholte (SS} : 1 L de fraction A additonné de 1 Oml de fraction B. 

- Fraction A, pour 1 L : 11 ,84g Na-t-glutamate H20, 0,24g L-proline, 2,5g NaCI, 0,5g 
KH2P04, 0,2g KCI, 0, 1g MgCI2 6H20, CaCI2 2H20 1ml (solution à 20g/L}, 1 ,5g Tris, 10g 
Casaminoacide, 1 g Cyclodextrine. 

- Fraction 8 pour 10 ml: L-cystéine 1ml (solution à 40g/L}, FeS04 7H20 1ml (solution à 
1 Og/L}, acide nicotinique 1 ml (solution à 4g/L}, 0,4g acide ascorbique, 0, 15g glutathion forme 
réduite. 

Milieu Bordet-Gengou (BG} pour 1 L : 36g milieu BG Agar base (Difco }, 1 Oml glycérol, 200ml 

sang de mouton défibriné prélevé aseptiquement. 

B. Construction des plasmides. 

Cette étape est réalisée selon les méthodes décrites par Sambrook et al. (1989}. Les 

plasmides initiaux sont digérés par des enzymes de restriction choisis afin de permettre 

l'insertion d'un fragment d'ADN ayant, lui aussi, subi une digestion enzymatique appropriée. 

Lorsque la construction le nécessite, le plasmide est déphosphorylé par la phosphatase 

alcaline d'intestin de veau (CIP}. La ligation entre le plasmide et l'insert est réalisée dans une 

proportion 1 /4 avec la ligase du bactériophage T 4. Le mélange de ligation est incubé toute la 

nuit à 15°C. 

La méthode utilisée pour la préparation des cellules compétentes et la transformation 

bactérienne avec des plasmides est celle décrite par Hanahan et al. (1983}. Les transformants 
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sont ensuite sélectionnés sur des milieux contenant l'antibiotique approprié, les plasmides 

introduits dans ces bactéries portant le gène de résistance à cet antibiotique. 

Après vérification de la construction, l'ADN plasmidique est purifié par passage sur une 

résine échangeuse d'anions à l'aide du kit "Qiagen". 

C. Construction dans Bordetella pertussis. 

Deux techniques ont été utilisées lors de la construction des différentes souches 

recombinantes de B. pertussis. 

1. Électroporation de B.pertussis avec de l'ADN plasmidique d'E.co/i. 

Après 48 hrs de culture liquide de la souche BPGR4 de B.pertussis, du 

diméthylsulfoxide est ajouté à raison de 5 à 7% final . Les cellules peuvent être conservées à 

-20°C. Les bactéries sont ensuite remises en culture pendant 24 hrs. Après centrifugation, le 

culot de cellules fragilisées est lavé deux fois dans de l'eau stérile puis repris dans une 

solution de glycérol 10% et mis en contact avec l'ADN plasmidique dialysé. L'éléctroporation 

est réalisée avec 1•appareil BioRad (6000, 25J.LF, 2500V). Les bactéries sont ensuite 

transférées dans du milieu SS et incubées 6 hrs à 36°C avant d'être étalées sur les mileux de 

sélection. 

2. Croisement entre une souche de B.pertussis et une souche d' E.coli. 

Nous avons choisi la technique de double recombinaison homologue pour remettre les 

constructions génétiques au locus chromosomique de la FHA. Après culture des souches de 

B.pertussis et d' E.coli sur des milieux de sélection appropriés, le croisement s'effectue sur un 

milieu non sélectif. La méthode suivie est celle décrite par Stibitz et al. (1989). 

Brièvement, la construction génétique que l'on désire insérer dans le génome de B. 

pertussis est placée dans un plasmide navette mobilisable (dérivé du plasmide pSO (ref)), 

possédant les régions flanquantes du locus chromosomique dans lequel on souhaite transférer 

la construction. Une souche d'E. coli (S17-1) est transformée par ce plasmide recombinant. Le 

choix de cette bactérie repose sur le fait qu'elle possède les gènes de transfert tra qui agissent 

en trans sur l'origine de transfert portée par le plasmide recombinant et permet ainsi sa 

mobilisation (Simon et al. 1983). 

Par exemple, la souche S17-1 (pSOX) (streptomycine sensible (SS), gentamycine 

résistante (GR), acide nalidixique sensible (NS)) est croisée sur un milieu solide BG (donc sans 

pression sélective) avec la souche BPGR4 (SR, Gs, NR). Cette souche étant dépourvue de 

la majorité du gène de structure fhaB, les événements de double recombinaison homologue 

seront "forcés" au niveau des régions flanquantes de ce gène. 6 heures plus tard, les 
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transconjuguants sont sélectionnés sur un milieu sélectif BG contenant 25 Jlg/ml de 

gentamycine et 10 11g/ml d'acide nalidixique (BG G25N1 0). La résistance à la gentamycine 

étant amenée par le plasmide pSOX et celle à l'acide nalidixique étant portée par le 

chromosome de BPGR4. A partir de cette boite, 50 colonies isolées sont repiquées sur BG 

G2sN1o· Afin de déterminer dans quels clones a eu lieu le premier événement de 

recombinaison entrainant l'intégration du plasmide dans le chromosome, et qui sont devenus 

de ce fait, ss et GR (le caractère de sensibilité à la streptomycine étant dominant sur celui de la 

résistance), chaque clone est repiqué sur BG S1oo puis sur BG G2sN10. La même technique 

est appliquée par la suite pour sélectionner les bactéries qui ont subi le second événement de 

recombinaison. Si cet événement se réalise au même endroit que la première fois, on retrouve 

le plasmide avec la construction de départ et le chromosome initial de BPGR4. S'il a lieu dans 

l'autre région recombinogène, la construction sera intégrée dans le génome de B. pertussis. La 

perte du plasmide ayant apporté la construction est sélectionnée par l'apparition du 

phénotype SRGS. 

D. Analyse de la fraction protéique associée aux cellules et du 
' surnageant de culture des différentes souches de B.pertussis par 

immunoblot. 

Le culot et le surnageant de culture sont traités puis mis à migrer en système 

d'électrophorèse SOS-PAGE. Après migration, le transfert des protéines se fait sur feuille de 

nitrocellulose (Schleicher&Schuell) pendant 3h à 60V. La membrane est ensuite saturée dans 

du 3% PBS-BSA pendant 1 h. Elle est alors mise en contact avec l'anticorps primaire pendant 

toute la nuit. Après plusieurs lavages, un anticorps secondaire marqué à la peroxydase 

(conjugué anti-lgG(H+L) de lapin (Diagnostics Pasteur, France) ou à la phosphatase alcaline 

(conjugué anti-lgG(H+L) de rat (Jackson lmmunoResearch), conjugué anti-lgG(H+L) de souris 

(Promega, USA) est ajouté. La réaction est révélée respectivement par une réaction 

enzymatique avec le substrat (4-chloro-1-naphtol, BioRad) de la HRP ("Horse Radish 

Peroxydase") en présence de H20 2 pour le premier enzyme et par la réaction avec le N BT 

(nitro blue tetrazolium) et le BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate) pour le second. 

Il. Analyse des différentes souches de 8. pertussis in vivo. 

A. Le modèle animal. 

Nos travaux étant orientés vers une stratégie vaccinale, les souris utilisée sont des 

souris OF1 (race non pure) dont l'hétérogénéité génétique peut être représentative de ce qu'on 
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peut observer dans une population humaine. Nos expériences sont réalisées sur des souris 

femelles âgées de 4 semaines au début de l'étude. 

B. Administration et évaluation de la colonisation des poumons 

par les différentes souches de B. pertussis. 

5.10
6 

bactéries B. pertussis en suspension dans du PBS stérile (cellules grattées 

d'une culture sur milieu solide BG) sont administrées intranasalement à raison de 25 J.!l par 

narine, à des souris sous anesthèsie au pentobarbital (200J.!I d'une solution au 1/20 dans du 

PBS par 1 Og de souris). Les poumons de trois souris sont ensuite prélevés 3h après 

l'injection, puis à 7, 14, 21 jours, etc ... après l'injection. Les poumons sont alors homogénéisés 

dans 5 ml de PBS stérile. Les colonies bactériennes sont ensuite comptées 3 à 4 jours après 

étalement des broyats sur milieu solide BG contenant 1 00 J..lQ/ml de streptomycine et 25 J..l9/ml 

d'acide nalidixique (BGSN). 

C. Analys~ histologique de l'inflammation au niveau des 

poumons. 

Pour analyser l'intensité de l'infiltration cellulaire, les poumons sont prélevés 14 jours 

après l'administration de B. pertussis. Les poumons sont fixés dès le prélèvement dans du 

paraformaldéhyde à 4% pendant une nuit à 4°C. Les organes sont déshydratés par bains 

successifs d'éthanol (Merck) à concentration croissante, puis mis en contact avec du 1-butanol 

(Merck) pendant 24h à 4°C pour améliorer l'infiltration de la paraffine. L'inclusion est alors 

réalisée par infiltration de la paraffine (Paraplast Lancer) 4 à 5h à 56°C. Les coupes sur lames, 

de 6 J..lm d'épaisseur, sont réalisées au microtome. Préalablement au marquage, les coupes 

doivent être déparaffinées au toluène (Merck) et réhydratées. La réhydratation des coupes, 

réalisées par des bains d'alcool en concentration décroissante, se termine en utilisant un 

tampon TBS (10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCI, pH 7,4). La coloration des noyaux cellulaires est 

effectuée par contact durant 10 mn avec de l'hématoxyline, suivi d'un rincage des lames 

pendant 40 mn sous l'eau courante. 

D. Analyse de la réponse en anticorps par test ELISA (Enzyme

linked immunosorbant assays). 

Les souris sont saignées au niveau du plexus rétroorbital. Les lavages broncho

alvéolaires (LBA) sont obtenus, à l'aide d'une cannule introduite dans la trachée, après trois 

lavages consécutifs avec 0,5 ml de PBS, et sont ensuite centrifugés à 4000 trs/min pendant 

255 



Annexe technique 

1 0 mn. Les sérums et les LBA sont conservés à -20°C jusqu'à analyse par ELISA de leur 

contenu en anticorps. 

Le taux d'anticorps spécifiques de la FHA et de la Sm28GST dans les sérums et les 

LBA est évalué par ELISA. Brièvement, 50 J..tl d'une solution à 10 J..tg/ml de FHA ou de 

Sm28GST diluées dans du PBS sont déposés dans chaque puits d'une microplaque (lmmulon 

Ill; Dynatech laboratories, Virginia USA) pendant 2h30mn à 37°C. 

Pour la détermination du taux d'anticorps sériques, les sérums, dilués dans du PBS contenant 

0,1% de Tween 20 (PBS/Tw) et 0,5% de gélatine (PBS/Tw/gel), sont déposés sur les 

plaques ELISA après 3 lavages en PBS/Tw, et incubés toute la nuit à 4°C. Le lendemain, les 

plaques sont laissées pendant 30mn à 37°C, puis lavées 3 fois avec du PBS/Tw, avant 

·d'être incubées 1 h30mn à 37°C avec un anticorps secondaire anti-lgG de souris marqué à la 

peroxydase (lgG-HRP; Southern Biotechnology Associates, lnc. Birmingham, USA). 

Pour la détermination des anticorps présents dans les LBA, les plaques sont saturées 

pendant 30mn avec du PBS/gel puis lavées 3 fois avec du PBS/Tw, avant de déposer les 

LBA dilués dans du PBS/Tw et de mettre à 4°C pendant toute la nuit. Un anticorps anti-lgA de 

souris marqué à la biotine (Amersham, Bucks., U.K.) dilué dans du PBS/Tw/gel est ajouté et 

les plaques sont incubées pendant 1h30mn à 37°C. Après 5 lavages en PBS/Tw, un 

conjugué streptavidine-peroxydase (Amersham) est ajouté pendant 3 mn à 37°C. 

La révélation du test ELISA est réalisée par addition, après 6 lavages en PBS/Tw, de 1 mg/ml 

d'orthophényldiamine (Sigma) dans un tampon phospate de sodium 0,1 M (pH 5,5), contenant 

0,03% de H20 2 et incubation pendant 30mn à 3rC. La réaction est arréte par addition de 50J..tl 

de 2N HCI. La densité optique (DO) est mesurée à 492 nm et une courbe de régression 

linéaire de log(DO) en fonction de la dilution du sérum ou dtJ LBA est tracée. Les résultats sont 

exprimés en DO ou en titre, calculé oomme étant la réciproque de la dilution donnant une D 0 

équivalente, pour les sérums, à 3 fois la DO obtenue avec le contrôle conjugué, et à 2 fois la 

DO du conjugué pour les LBA. 

Pour la détermination des complexes !gA/antigènes présents dans les LBA, 1 00 J..tl d'une 

solution à 5 J..tg/ml d'lgG anti-Sm28GST de lapin (fraction purifiée d'un sérum polyclonal) dilués 

dans un tampon contenant 15 mM de Na2C03, 35 mM de NaHC03 (pH 9) sont déposés 

dans chaque puits d'une microplaque pendant 2h30mn à 37°C. Les plaques sont ensuite 

saturées pendant 30mn avec du PBS/gel puis lavées 3 fois avec du PBS/Tw, avant de 

déposer les LBA dilués dans du PBS/Tw et de mettre à 4°C pendant toute la nuit. Un 

anticorps anti-lgA de souris marqué à la biotine (Amersham, Bucks., U.K.) dilué dans du 

PBS/Tw/gel est ajouté et les plaques sont incubées pendant 1 h30mn à 37°C. Après 5 

lavages en PBS/Tw, un conjugué streptavidine-peroxydase (Amersham) est ajouté pendant 

3 mn à37°C. 
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E. Analyse de l'activité enzymatique de la Sm28GST en fusion 

avec la FHA. 

L'activité enzymatique de la Sm28GST en fusion avec la FHA, protéine hybride 

purifiée à partir d'un surnageant de culture de la souche BPGR60, est mesurée dans 820 ml de 

tampon de réaction (50 mM tampon phosphate (pH 6,5) contenant 0,36 mM de 1- chloro-2,4 

dinitrobenzène (CONS, Sigma) et 4,76 mM de glutathion réduit (GSH). La réaction 

enzymatique débute avec l'ajout de 10 ml de solution de proteines à tester et est suivie 

pendant 20 mn à 340 nm. 

L'inhibition enzymatique des sérums est testée par mélange de 24 ml de sérum avec 12 

1-lg de rSm28GST (diluée dans 1,2 !-LI de tampon phosphate 0,05 11 pH 6,5) pendant 1 h à 

37°C puis 4h à 4°C. Les échantillons sont ensuite déposés dans des microplaques NUNC 

(lnterMed, Danemark) (21 ~-tl/puits contenant 0,1 11g de GST). L'activité résiduelle de la 

Sm28GST dans chaque préparation est évaluée en présence de 1 mM CONS et 1 mM de 

GSH dans un volume de 200 ~-tl de tampon phosphate. La 0.0. est mesurée à 340 nm sur un 

temps de 1 0 mn. Le bruit de fond a été soustrait par rapport à chaque échantillon traité dans 

les mêmes conditions, mais sans enzyme. 

Ill. Analyse de l'effet protecteur contre une infection par S. 

mansoni. 

Le cycle parasitaire de la souche Guadeloupe de S. mansoni, est maintenu en utilisant 

le hamster comme hôte définitif et Biomphalaria glabrata comme mollusque hôte intermédiaire. 

Les souris sont infestées par passage à travers la peau de 70 cercaires selon la méthode de 

Smithers et al. (1969). Une perfusion totale est effectuée 42 jours après l'infestation et les vers 

sont comptés au microscope optique, en double aveugle. Au moment de la perfusion, l'intestin 

et le foie sont prélevés et digérés séparament par de la potasse à 4% afin d'estimer le nombre 

d'oeufs par tissu. Le pourcentage de protection est calculée suivant la formule (A-B/A)X1 00, 

où A représente le nombre de vers moyen déterminé dans les souris contrôle, et B le groupe 

de souris immunisées. L'analyse statistique des résultats est réalisée à l'aide du test de 

Student. 
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