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RESUME

La Maladie de Chagas provoquée par le protozoaire eucaryote Irypanosoma cruzi sevit
principalement en Aménique Latine et Centrale. On assiste aujourd i a 1'émergence de ce
fléau, au dela des zomes d'endémie sur d’autres continents due a 1'angmentation de la
migration des populations. Cette maladie qui peut rester silencieuse pendant plusieurs années
est difficilement décelable en dehors de la phase aigué de I'infection quand le parasite est
plutdt sous sa forme intracellulaire. Aujourd hm, aucun moyen diagnostique direct on indirect
n'est fiable a 100% et ne permet la détection du parasite dans les tissus profonds. Aucun
vaccin n'est disponible et les traitements actuels ne sont pas satisfaisants. A ces difficultés se
rajoutent la haunte variabilité des souches du parasite ainsi que les importantes réactions
croisées avec d autres pathogénes.

Le laboratoire a découvert et caractérisée la premiére proline racémase eucaryote quu est
également un mitogéne pour les cellules B, excrétée/sécrétée par les formes infectantes du
parasite - la Trypanosoma cruzi proline racémase (TcPRAC). Cette enzyme est un facteur de
virulence pour le parasite et est indispensable a sa survie. Des études phylogénétiques ont
démontré que les génes codant pour la TePRAC sont présents dans tous les génotypes de T.
cruzi et sont absents chez les autres trypanosomatidés mnfectieux pour 'Homme aimnsi que
chez les mammiféres. Par conséquent. la TePRAC pourrait étre un marqueur spécifique de la
Maladie de Chagas.

Grice a la mise au point de différents tests sérologiques et moléculaires utilisant différents
anticorps spécifiques dingés contre la TePRAC, ansi que des amorces ciblant les génes
TePRAC, nous avons pu dépasser certaines de ces difficultés. Nous avons mis en évidence, en
utilisant le modéle expérimental, que la TePRAC est effectivement un marqueur diagnostique
specifique de I'mfection mais surtout un marqueur qui permettrait d’affirmer I'efficacité d'un
traitement, administré aussi bien pendant la phase aigué que pendant la phase chromque de
I'infection

Nous avons &té capables de smivre le processus infectieux en temps réel par imagenie in vive
du modéle expénimental grice a la génération de deux souches de parasites exprnimant de
facon constitutive le géne de la Firefly luciferase et un géne codant pour une molécule
fluorescente (la Green Fluorescent Protein ou I'E2-Crimson). Nous avons produits des
anticorps recombinants VgH (ou Nanobodies) anti-TePRAC, obtenus suite au cniblage par
Phage Display d’une banque immune d'un alpaca immumseé. Ces VgH, de part leur petite
taille et leur stabilité, peuvent diffuser rapidement dans les tissus. Ces anticorps ont montre
leur capacité de pénétrer et de se fixer sur la TePRAC intracellulaire exprimée par des
parasites vivants in vifro. Avec ces outils, nous avons entrepris la mise au pomnt d'un
prototype pour la détection des parasites intracellulaires in vivo.

Par ailleurs, a partir de la structure cnstallographique de la TePRAC et du développement
d'un modele virtuel générant différents états de transitions potentiels de 1'enzyme et du site
catalytique en présence ou non de son ligand, nous avons pu cibler et optimiser de nouveaux
composes trypanocides en vue d'un développement de nouvelles chimothérapies contre la
Maladie de Chagas.
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ABSTRACT

Chagas disease caused by the eukaryotic protozoan Irypanosoma cruzi occurs mainly in
Latin and Central Amenica. Today the emergence of this plague 1s occurmng beyond endemic
areas on other continents due to the increase i population migration. This disease, which can
remain silent for several year 1s difficult to detect after the acute phase of the mnfection when
the parasite 15 in its intracellular form Today, no direct or indirect diagnostic test 1s 100%
reliable and allows detection of the parasite in deep tissues. No vaccine is available and
current freatments are not satisfactory. To these difficulties are added the high variability of
strains of the parasite as well as the important cross-reactions with other pathogens.

The laboratory has discovered and charactenized the first eukaryotic proline racemase that 1s
also a B cell mitogen, which 1s excreted / secreted by the infective forms of the parasite: the
Trypanesema cruzi proline racemase (TcPRAC). This enzyme 15 a virulence factor for the
parasite and 1s essential for its survival. Phylogenetic studies have shown that genes coding
for TePRAC are present 1n all T. cruzi genotypes and are absent i other trypanosomatids that
are infectious to humans as well as to mammals. Therefore, TePRAC could be one of the
specific markers of Chagas Disease.

With the set-up of different serological and molecular tests using different specific antibodies
directed against TcPRAC. as well as primers targeting the TePRAC genes, we have been able
to address some of these difficulties. We have demonstrated, using the experimental model,
that the TePRAC 1s indeed a specific diagnostic marker of the infection but especially a
marker which would make it possible to affirm the effectiveness of a treatment, admimstered
both during the acute phase and dunng the chronic phase of the infection.

We were able to follow the infectious process in real time by in vive mmaging of the
expenimental model through the generation of two parasite strains constitutively expressing
the Firefly luciferase gene and a gene encoding a fluorescent molecule (the Green Fluorescent
Protein or E2-Crimson). We have produced anti-TePRAC VsH (or Nanobodies) recombinant
antibodies, obtained by the Phage Display screening of an mmmune library of an mmmunized
alpaca. These nanobodies, because of their small size and stability, spread rapidly in the
tissues. These antibodies have shown their ability to penetrate and bind to intracellular
TePRAC expressed by live parasites in vitro. With these tools, we have begun the
development of a prototype for the detection of intracellular parasites in vive.

Moreover, from the crystallographic structure of the T¢ePRAC and the development of a
virtual model generating different transition states assumed by the enzyme and its catalytic
site in the presence or absence of its ligand. we were able to target and optimize new
trypanocidal compounds for the development of new chemotherapies against Chagas Disease.
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[1. LA MALADIE DE CHAGAS
L1.1. Généralités et épidémiclogie

Le 4®m= rapport de 1’OMS concernant les Maladies Tropicales Négligées (MTN). sorti en
2017, fait état de 10 années d’efforts concertés par le regroupement de plusieurs partenaires
mondiaux contre les 19 Maladies Tropicales Neégligees (OMS 2017). Comme exemples de
I"'ampleur des maladies négligées, 1 milliard de personnes ont eu recours a un traitement pour
au moins une MIN en 2015, C'est plus d'un milliard de personnes infectées. Les MTN
affectent 149 pays et cotitent plusieurs milliards de dollars chaque année aux pays concemes.

La Maladie de Chagas fait partie des MTIN. C’est une parasitose provoquée par le protozoaire
flagellé Trypanosoma cruzi (I. cruzi). En 1909, le médecin brésilien Carlos Chagas a
deécouvert et décrit I'agent étiologique de la maladie, les msectes vecteurs hématophages qu
transmettent le parasite 4 ' Homme et la pathologie (Chagas C. 1909). Les zones d’endémie
de la Maladie concement 21 pays d” Aménque du Sud et Centrale. Le nombre de personnes
mnfectées est estimé entre 6 a 8 mmllions et 70 millions de personnes sont exposées au risque
d’infection. Cette maladie provoque la mort de 12000 personnes par an (DINDi Annual Report
2017).

La transmission « onigmelle » dite vectonelle, c’est a dire par 'intermédiaire d'un insecte
hématophage touche surtout les populations pauvres et rurales latino-ameéricaines, ou les
conditions d habitations trés modestes sont favorables a 1 implantation du vecteur. Le schéma
épdemiologique de la Maladie comporte 2 cycles : (1) le cycle domestique lorsque 1'insecte
vecteur vit et se reproduit dans les habitations et par conséquent infecte I'Homme (et les
ammaux domestiques) et (11) le cycle selvatique (ou sauvage) lorsque les hotes mammiféres
vivent a 1'état sauvage. Trypanosoma cruzi, par le biais de 70 espéces différentes d insectes
vecteurs, est capable d'infecter 180 espéces de mammiferes différentes ce qui constitue une
multitude de réservoirs pour le parasite. De ce constat, de grandes campagnes de
désinsectisation contre les insectes vecteurs dans les zones d'endémie ont eu lien et ont
permis de diminuer significativement la prévalence de la Maladie. Dans les années 1990, 18
millions de personnes étaient infectées.

Suite au taux de migration élevé de ces populations rurales vers les grands centres urbains
dans les amnées 1970 et 1980, d’autres modes de transmission ont &té décnts (1)
transfusionnel, c’est a dire par transfusion sanguine d'une personne infectée a une autre
personne saine. L'infection peut également avoir heu par transplantation d’organes ou de
tissus; (1) congénital ot une mére infectée par I. cruzi peut transmettre le parasite a son
enfant ; (111) oral : cas d mfections recensés a cause de jus de fruits pressés contamines par des
msectes vecteurs infectés ou ses déjections, ou encore par 'intermédiaire de wiande
contaminée et consommee crue ; (1v) par aérosol : habitations trés infestées par des insectes
contamines et mal ventilées et (v) accidentel, en laboratoire.
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Suite aux migrations des populations, la Maladie de Chagas est présente dans plusieurs pays
non endémiques (voir Figure 1). L"OMS a estime que plus de 300000 personnes originaires
de I'Aménque Latine et Centrale vivant aux Etats-Umis seraient mfectées (Bemn &
Montgomery 2009). En Europe, ce serait 80000 persomnes afteintes de la maladie domt
seulement 4000 cas ont ét¢ diagnostiqués en laboratoire. De plus, quelques cas récents
d’infection soupconnés d'étre de type vectonelle ont méme été rapportés aux Etats-Ums
(Cantey et al 2012).

Enfin, certaines études ont estimé que les coiits liés aux soins de santé et au nombre de jours
d’arrét maladie représenteraient 40 millions d’euros par an pour 100000 personnes malades.
Le coiit économique global de la Maladie de Chagas dépasserait les 7 milhards de dollars/an.

Aiunsi, plus d’un siécle aprés la découverte de la Maladie, « La maladie de Chagas endémique
a commence comme une maladie négligée des populations pauvres, rurales et oublices. Sa
propagation de 1'Aménique latine vers les pays non endémuques est un encore un défi
mondial. » (Coura & Vinas 2010 ; Tanowitz et al 2011).

ESLiTRrash (i BTG i il sl g Torasd
LY ] [ v o Stk
® G00-E0 K0 -

[ TR

Figure 1 : Répartition mondiale des cas de maladie de Chagas (estimations officielles 2006-2015)
D’aprés le 4™ Rapport de 1'OMS sur les Maladies Tropicales Négligées, 2017.
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L1.2. Le cycle parasitaire

La Maladie de Chagas (ou Trypanosommase américaine) est provoquée par 1 espéce
Trypanesema cruzi, protozoaire eucaryote uniflagellé appartenant a 1ordre des
Kinétoplastidés et a la famalle des Trypanosematidae (regroupe les genres Trypanosoma et
Leishmania).

Le cycle biologique de T. cruzi est digéneétique car nécessite obligatoirement un insecte
vecteur invertébré et un hote mammmfére vertébré. Les insectes capables de transmettre le
parasite appartiennent a la famille des Reduviidae, sous-famille des Iriatominae. Les
principales espéces domiciliés dans les habitations sont Triatoma infestans, Rhodnius proxilus
et Panstrongylus megistus. Couramment nommes tnatomes ou reduves, ces punaises sont
hématophages dans les deux sexes.

Durant son cycle, le parasite présente au moins quatre stades morphologiques (voir Figure 2).
Un insecte vecteur se contamine sur un hote mammifére mmfecté lors d'un repas sanguin
contenant les formes trypomastigotes sanguines du parasite. Ces formes vont se différencier
dans la partie antérieure du tube digestif de 1'insecte en formes épimastigotes non infectantes
capables de se mmltiplier par fission binaire. Au miveau posténieur du tube digestif. des
signaux extracellulaires vont permettre la différenciation des formes épimastigotes
replicatives en forme trypomastigotes métacycliques non réplicatives mais infectantes pour
I'héte mammifére. C'est ainsi, que la transmission naturelle a un hite mammifére, via un
msecte vecteur infecté, se produit lorsque les excréments chargés de parasites infectants
trypomastigotes métacycliques viennent contaminer soit les mugqueuses buccales ou nasales,
la comyjonctive ou des plaies au miveau de la peau (v compns la zone de piqiire de 1'insecte).
An mveau du site d’ infection, les trypomastigotes métacycliques pénétrent dans les cellules
de 1"hdte et se différencient en formes intracellulaires réplicatives : les formes amastigotes.
Ces derniéres se multiplient dans le cytoplasme de la cellule infectée, se redifférencient en
forme trypomastigotes et peuvent étre relargucées dans la circulation sanguine suite a la
rupture des cellules mfectées. Ces parasites sont capables d’envahir de nouvelles cellules
saines avoisinantes ou a des sites distants via la circulation sanguine et/ou lyvmphatique. Bien
que toutes les cellules nucléées peuvent étre parasitées par 1. cruzi. en fonction des souches
(lignées) de parasites, celles préfeérenciellement infectées sont les macrophages. les cellules
musculaires lisses et squelethiques. les cellules du systéme réticulo-endothéhial et les cellules
du tissu adipeux. Et. les trypomastigotes présents dans le sang peuvent alors étre préleves par
un insecte vecteur lors d un repas sanguin.
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Figure 2 : Le cycle biologique de I'mypanosema cruzi

Les formes trypomastigotes métacycliques infectantes, présentes dans les fécés d'un vectenr hématophage
contaminé, pénétrent chez 1’héte mammifére au nivean d'une zone de blessure (a). Le trypomastigote mobile
peut infecter une cellule nucléée de 'hite (b). Dans cette cellule, le parasite se différencie sows la forme
amastigote réplicative (c). Avant la mpture membranaire de la cellule infectée, les formes amastigotes, aprés
plusienrs cycles de réplication, se différencient 4 nouveau sous la forme trypomastigote capable d’infecter de
nouvelles cellules (d et e). Via la circulation sangnine, les formes trypomastigotes infectent préférenciellement
les cellules nmsculaires (g) ou peuvent étre absorbées par un insecte vectenr lors d'un repas sanguin (h). Dans la
partie antérieure do tobe digestif de l'insecte, le trypomastigote se différencie en épimastigote on ils se
mmultiplient (i) puis se différencient en trypomastigotes métacycliques dans la partie posténenre.

D’aprés Expert Reviews in Molecular Medicine, Cambridge University Press 2002.

L.1.3. La hiologie du parasite

[.1.3.1. Particularités propres aux trypanosomes

Tous les trypanosomatidés possédent un kinétoplaste. C'est un résean entrelace d”ADN
circulaires, nommé ADN du kinétoplaste (ADNA) présent dans 'umque mitochondnie du
parasite. Le &DNA est composé de maxicercles (20 a 40kb) et de municercles (0.5 a 2 kb)
codant principalement pour la chaine respiratoire du parasite (De Souza et al 2009). 11 est
associé a la base du flagelle. En fonction de la position du knétoplaste par rapport a la
posttion du noyau et du flagelle, la classification en différents stades des trypanosomatidés a
été établie (Hoare & Wallace 1966).

A la base du flagelle se trouve la poche flagellawre, petite mvagination de la membrane
plasmique associée au reticulum endoplasmique et a 'appareil de Golgi. Clest 'unique
endroit ou le parasite peut échanger avec le milieu exténieur par des processus d’ endocytose et
d’exocytose. La poche flagellaire joue, entre autre, un réle important dans le trafic cellulaire
(Field & Carnngton 2009).
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Chez T. cruzi, le nombre et la taille des chromosomes entre les souches sont varniables
(Henriksson et al 1996 ; Vargas et al 2004). Lors de la division cellulaire, ils sont peu
condensés a la différence des eucaryotes supérieurs. Le nombre important de chromosomes
équivalents de petites tailles rend difficile leur quantification exacte. Par ailleurs, 1l a été
montré que des chromosomes de tailles différentes pouvaient étre homologues. Une des
hypothéses expliquant cette vanation de taille entre chromosomes homologues serait
I'augmentation progressive du nombre de séquences répétées pouvant représenter jusqu'a 30%
de I'ADN total chez T. cruzi (Henriksson et al 2002 ; El-Sayed et al 2003).

[.1.3.2. La phylogénie de T. cruzi

La classification de 1'espéce I. cruzi est complexe de part la grande diversité génétique et
phénotypique retrouvée entre les différentes souches évoluant soit dans le cycle selvatique
soit dans le cycle domestique. Les premméres classifications, basées principalement sur 1"étude
des caractéres morphologiques. ont évolué avec les progrés de la biologie moléculaire.

Des premméres études ont comparé les profils de différentes souches isolées de T. cruzi
obtenus par la techmique de Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE). Les souches ont été
classées en 3 sous-groupes appelés zymodémes (Miles et al 1978). Plus tard, 1'analyse des
génes codant I'ARN nbosomal et des génes du mum-exon par Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) a suggéré 'existence de 2 lignées phylogénétiques majeures
nommeées I. cruzi I et T. cruzi IT (Steindel et al 1993 ; Souto et al 1996 ; Nunes et al 1997).
L’analyse combinée de différents marqueurs par MLEE et RAPD a permus de distinguer cing
sous-divisions au sein de la lignée majeure I. cruzi I (Brisse et al 2000). Dans les années
2000, d’antres études de génotypage ont permus de classer T. cruzi en six génotypes (ou DTU
pour Discrete Typing Units) référencées de Tel a TeVI (Zingales et al 2009). Bien que
I'évolution 1ssue d'un ancétre ancestral de T. cruzi semble étre pnincipalement clonale,
d autres données ont suggere la possibilité d’échange génétique entre les souches (Tibayrenc
et al 1986 ; Messenger & Miles 2015). Les processus d’évolution au sein de chaque génotype
ne sont pas encore entifrement connus. Les souches classées IeV et TeVI seratent des
souches hybrides 1ssues de souches appartenant aux génotypes Tell et Telll (Westenberger et
al 2005). La souche de référence CL Brener (TeVI), utilisée pour le projet génome, serait une
souche hybride. De plus, I'inventaire de plus de 6000 souches de I. cruzi a montré une
prédominance pour le génotype Iel (60 % des souches). une répartition géographique sur
toute la zone d endémie et une forte vanabilité génétique compatible avec une évolution a
long terme (Bremére et al 2016). Les souches classées dans les génotypes Tel. Iell, TeV et
TeVI sont responsables de la majorité des cas de la Maladie de Chagas avec une prévalence
du génotype Tl en Aménique Centrale et du génotype Tell en Aménque du Sud.
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L1.4. Clinigue et Immunophyvsiopathologie de la Maladie de Chagas

La maladie de Chagas est caracténisée par deux phases : une phase aigné surtvi d’une phase
chronique.

[.1.41. La phase aigu&

Cette phase débute lorsqu’un insecte contaminé par I. cruzi infecte un indrvidu. Aprés une
peniode d'incubation allant de 1 a4 3 semaines, souvent pen symptomatique, une personmne
nouvellement infectée peut mamfester divers symptomes tels que de la fidvre, des nausées,
des vomissements, des diarrthées, une éruption cutanée. On peut observer une lésion
mflammatoire indurée et gonflée au miveau du site d'entrée du parasite appelé « chagome »,
un cedéme pénorbitaire umilatéral, appelé signe de Romafia (lors de 'infection de la
conjonctive oculaire). Des signes d adénopathies et d’hépato splénomégalie modérée peuvent
également étre observés lors de la phase aigus de 1"'mfection. Pourtant, dans la majorité des
cas. la phase aigué passe inapercue car elle peut étre climquement muette ou alors parce que
les symptomes (figvre, fatigue. . ) ne sont pas spécifiques d une infection par T, eruzi.

Pour la plupart des malades. une réponse immunitaire se développe. Faisant suite a une
parasitémue €levee, les symptomes associés se résolvent environ 2 a 4 mois aprés I'mfection
La mortalité (taux inférieur a 2%) durant la phase aigué concemne surtout les enfants dges de
moins de 2 ans, souvent due a une cardiopathie aign#. ou dans quelques cas a une méningo-
enceéphalite. C’est alors que la majorité des malades vont entrer dans la phase chromique
(majoritairement asymptomatique) qui peut durer des décennies sans manifestations cliniques
de I'infection. Ces malades présentent une sérologie positive mais une absence de parasites
circulants.

Des études ont démontré 1'importance du tissu adipeux en faveur du parasite lors de la phase
aigué et chromque de 1'mfection La démonstration de 1'infection des adipocytes chez le
modéle munn, 1"angmentation significative du nombre de macrophages et 1’augmentation de
I'expression de cytolanes et de chémokines pro-inflammatoires dans le tissu adipeux sous-
cutanée au début de la phase aigug, et la mise en évidence du parasite chez des patients
chagasiques chromiques dans le tissu adipeux indiquent fortement que ce dernier est une cible
précoce lors de I'infection et pourrait avoir une fonction de réservoir (Combs et al 2005 ;
Nagajvothi F et al. 2012 ; Ferreira et al. 2011).

[.1.4.2. La phase chromique

Elle peut durer de quelques mois a plusieurs dizaines d'années en 1'absence de
symptomatologie climque pour 2/3 des personnes infectées. Par contre, 30 a 40 % des
personnes infectées vont développer des complications tardives de la maladie qui peuvent étre
(1) une atteinte cardiaque dans 20 a 30 % des cas : c’est la cardiopathie chronique chagasique
dit aussi « signe de la battenie », trés arythmogéne (extrasystoles ventriculaires et tachycardie
ventriculaire), avec un ceeur qui augmente considérablement de taille. Il v a le développement
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d une mnsuffisance cardiaque progressive et donc des nisques de mort subite (embolies, rupture
d anévrisme ventriculaire gauche) ; (11) des atteintes digestives dans 6 a 15 % des cas : méga-
cesophage et méga-colon (sigmoide et rectum) ; (1) des atteintes muxtes (cardiaque et
digestive) ; (1v) des atteintes neurologiques dans 3 % des cas : acaident vasculaire cérébral
(AVC) chez les personnes cardiaques, mémngo-encephalite et chagomes intracérébraux.

Les traitements pour la cardiopathie chagasique sont les mémes que pour les autres types de
cardiopathies : pause d’un pace-maker jusqu’a la transplantation cardiaque pour les cas les
plus avanceés. Concernant les formes digestives, la résection des anses dilatées est pratiquée.

I1.1.4.3 Les traitements

Il n'existe pas de vaccin contre la maladie de Chagas et seulement deux molécules
trypanocides sont actuellement utilisées : le Benzmdazole et le Nifurtimox. Le traitement pris
au debut de la phase aigué est efficace a prés de 100% et permet la guénison de la Maladie. Il
est recommandeé de traiter . les nouveau-nés infectés (infection congémitale) idéalement
pendant les 6 premiers mois de vie ; les cas de réactivation de 1'infection provoqué par un état
d immunodépression ; et les patients en début de phase chromique. En 2017, la US Food &
Drug Administration (FDA) vient d approuver le traitement des enfants avec des doses
adaptées du benzmdazole (DNDi Annual Report 2017). Par contre, 1l est fortement
deconseillé de traiter les méres infectées pendant leur grossesse car des effets tératogénes des
traitements sont suspectés (Carlier et al 2013). L'efficacité réelle des traitements dispombles
pour les patients mfectés depms de nombrenses années n'est pas conoue (Viotts et al 2006).
Pourtant, les traitements auraient comme bénéfices potentiels d’ enraver la progression de la
Maladie et. d’éviter la transmission de ['infection. Le calcul bénéfice/nisque pour ces patients
est, bien évidemment, & prendre en compte car le traitement peut provoquer des effets
indésirables conséquents, parfois dans 40 a 50% des cas.

Pourtant, aujourd hui moins de 1% des personnes infectées par T. cruzi ont accés a un
traitement et a un diagnostique. Comme le souligne les principaux objectifs du DNDi
concernant la Maladie de Chagas, 1l v a un fort besoin de développer de nouveanx traitements
sirs et efficaces pendant la phase chromque de 'infection amsi que de découvnir des
marquenrs permettant de déterminer de fagcon précoce la réponse au trattement (DND7 2017).

[1.44 L immunobiologie de 1" infection et les marqueurs biologiques de 1'hote

L’infection par I. cruzi va entrainer chez 1"hote le développement d une réponse immunitaire
mmpliquant aussi bien les cellules de 'immunité mnée que les cellules de I'immunité
adaptative. Bien que le parasite est capable d'infecter de nombreux types de cellules nucléées,
avec un tropisme preférentiel en fonction des génotypes et des souches de T. cruzi, les
macrophages et les cardiomyocytes vont étre une cible privilégiée au cours de I'infection.

Au tout deébut de la phase aigus. I'infection est caractérisée par une intense reéaction
mflammatoire au nivean du site de pénétration du parasite. La reconnaissance du parasite par
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les cellules de I'immunité inmée exprimant a leur surface les TLR2, TLR4 et TLE9 va avoir
lieu par la reconnaissance de motifs répétés et comservés (1.e. PAMP pour Pathogen
Associated Molecular Patterns) cormrespondant principalement aux glycoprotéines et/ou
glycophospholipides telles que des muocines ancrées par des structures GPI (1e.
Ghycosylphosphatidvlinositol) et des glycoinositolphospholipides (GPILs) présents en trés
grand nombre au mveau de la matnice extracellulaire du parasite (Oliveira et al 2004 ; Bafica
et al 2006 ; Soares et al 2012). Ces motifs vont entrainer, via 'activation de la voie NFxB,
une réeponse inflammatoire par 1" expression de cytokines pro-inflammatoires et de molécules
co-stimulatrices des cellules du systéme adaptatif (Kayama et al 2010). Les macrophages
activés vont produre les cytolanes IL-12 et TNFu (Camargo et al 1997). La production d’IL-
12 va stimuler les cellules NET qui a leur tour vont sécréter une autre cytokine inflammatoare,
I'TFNy, qu va stimuler de nouveaux macrophages et entramner la différenciation et la
prolifération de cellules T CD4+ de type Thl. Les cellules T CD4+ vont alors orchestrer une
reponse cellulaire T CD8+, qui activées prodwmsent de I'TFNP. cytolane essenticlle pour
I'immduction, le maintient et le controle de 1'infection aigué (Cardillo et al 1996 ; Alibert1 et al
1996). Par ailleurs. I'TFNy et dans un deuxiéme temps le TNFo, vont sttmuler la voie de
I'oxyde mitrique synthase (1.e. iNOS pour inducible Nitric Oxid Synthase) et amnsi permettent
la production de monoxyde d’azote (NO) par les macrophages infectés afin de tuer les
parasites intracellulaires (Camargo et al 1997).

Bien qu'une réponse immunitaire est mise en place dés le début de 'infection, T. eruzi arrive
a survivre et a echapper de facon précoce aux défenses de 1'hote par différents meécanismes et
a se multiplier dans différentes cellules de I'orgamisme (voir Chapitre 2).

Les myocytes cardiaques réagissent a différentes situations de stress, via les récepteurs TLEs
2. 3. 4 et 6, entre anfres par un meécamsme d hypertrophie a court terme. Les cellules
cardiaques infectées par I. cruzi réagissent via le TLR2 en sécrétant une cytokine
mflammatoire I'IL-1p (Petersen et Burleigh 2003). S1 I'état de stress (hypertrophie) se
prolonge. les cellules cardiaque évoluent vers des phénoménes d apoptose et de fibrose, a un
état de cardiopathie dilatée jusqu’an stade ultime d arrét cardiaque par congestion (De Kleyn
et Pasterkamp 2003 ; Frey et Olson 2003).

Bien qu'une réponse de type Thl est nécessaire pour controler I'infection aigug, pendant la
phase chromique il a €té observé chez 'Homme qu’une réponse inflammatoire de type Thl
exacerbée/disproportionnée par rapport a la charge parasitaire, principalement orchestrée par
les cellules T CD4+ et les monocytes/macrophages, serait responsable des lésions cardiaques,
caractérisées par des infiltrats inflammatoires composés de macrophages, de cellules T CD4+
et particuligrement de cellules T CD8+ durant la phase chromique (Higuchi et al 1997). Un
deséquilibre en faveur des cytokines de type Thl entrainerait une fibrose et une destruction du
tissu cardiaque (Souza PE et al 2007 ; Gomes et al 2003). Des taux elevés d’'IL-1p5, d'IL-6,
d’'IFNy et de TNFu somt retrouvés chez les patients chagasiques présentant une
cardiomyopathie (Sousa et al 2014).

D’ autres études ont mis en évidence que la balance entre les taux d’TFNy et d'IL-10 (cytokine

anti-inflammatoire majeure modulant une réponse de type Th2) était corrélée a la progression
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de la cardiopathie dans le cas ou des taux elevés d'IFNy persistaient. associés a une
diminution de production d’TL-10 (D" Awila et al 2009 ; De Sousa et al 2014). L'IL-17, autre
cytokine anti-inflammatoire composante centrale d une réponse de type Thl7, jouerait un réle
protecteur. Chez I'Homme, des taux élevés d expression de cette cytokine sont associés a une
meilleure fonction cardiaque (Magalhies et al 2013). La production d’IL-17 modulerat la
reponse Thl et permettrait (1) de contréler la myocardite induite par la présence du parasite
dans les cardiomyocytes et (1) le flux de cellules inflammatoires dans le tissu cardiaque (Da
Matta Guedes et al 2010). L'IL-10 et L'IL-17 pourraient étre considérés comme des
marquenrs pronostiques de la progression de la Maladie.

Par contre, le TGFp une cytokine anti-inflammatoire faciliterait la pénétration et la persistance
du parasite dans les cellules et induirait des phénoménes de fibrose et de remodelage du tissu
cardiaque (Silva et al 1991 ; Waghabi et al 2005 ; Rossi et al 1991 ; Araujo-Jorge 2002). Cette
cytokine est décrite comme un potentie]l biomarqueur promostique de la cardiopathie
chagasique car des taux sénques éleveés de TGFp ainsi que sa forme active présente dans le
myocarde ont &té observés chez des patients chagasiques chroniques (Saraiva et al 2013).

De plus, 1l a été¢ montré que certaines cytokines seraient en lien avec la production de
certames chéemokines comme CXCL9, CXCL10 et CCLS5. Ces dermiéres seraient produites
tout au long de I'infection et leur présence a été corrélée avec des mnfiltrats de cellules T
CD4+ CD8+ (Talvami et al 2000). Dans le modéle expérimental, une nombre mmportant de
cellules T CD8+ exprimant le récepteur CCES a été retrouve dans des mfiltrats
mflammatoires de coeur de souris infectées par I. cruzi (Machado et al 2005). Un traitement
avec des molécules antagomstes des récepteurs CCE1 et CCRS5 a montré une survie accrue et
une diminution de I"'mflammation cardiaque sans qu’une augmentation de la parasitémie et du
nombre de parasites n’ a1 ét€ retrouve dans le ceeur de souns infectées et traitées (Manno et al
2004). A I'mverse, CXCL9 et CXCL10 auraient un role dans la génération d une réponse
immune protectrice sans entramner d nflammation au nivean du tissu cardiaque (Hardison et
al 2006).

Par ailleurs, la cardiopathie chagasique pourrait aussi étre expliquée par 1" hyperréactivite des
cellules T CDE+ diniges contre des protéines cardiaques de 1'hote due a des réactions croisées
avec des antigénes majeurs de T cruzi (Cunha-Neto et al 1995 ; Martin et Tarleton 2004). Un
nombre mmportant de cellules T CD8+ est retrouve dans les lésions cardiaques (Higuch et al
1997). La fréquence de cellules T spécifiques de T. cruzi et productrices d' TFNy diminue dans
les sérums de patients chagasiques traités par le benzmdazole (Laucella 2009).

L'hypothése d'un dysfonctionmement des mécanismes immuns régulateurs dans la
progression de la Maladie a ét€¢ démontrée (Cardillo et al 2015). Dans le modéle expennmental,
il a ét¢ montré que des cellules T régulatnices exprimant le phénotype CD4+ CD25+ Foxp3+
ardaient a contrdler la réponse inflammatoire chez des souns chromiquement infectées par T.
cruzi (Nihei et al 2014). Chez 'Homme, les patients chagasiques asymptomatiques présentent
des taux plus importants de cellules T régulatrices exprimant un phénotype majoritaire de

22



type CD4+ CD25+ que cenx ayant développés une cardiopathie chagasique (Belkaid Y 2007 ;
De Araujo et al 2011).

Concernant la réponse humorale mise en place suite a I'infection par T, cruzi, la méme dualité
a éte observée comme pour la réponse cellulaire. Des anticorps anti-galactose nommeés
« anticorps lytiques » sont capables de recommaitre des épitopes glycosylés présents sur la
membrane du parasite et de dinger la lyse contre les formes trypomastigotes de T. eruzi
(Gazzmelh et al 1991). La détection de ces anticorps par leurs 1sotypes IgM et IgG permettrait
de diffeérencier les stades de la Maladie (Antas et al 1999). De plus. ces anticorps sembleraient
avoir un role protecteur car des taux élevés sont retrouvé chez les patients chagasiques
asymptomatiques (comparativement aux patients ayant développé une cardiopathie) et
pourraient étre un marqueur diagnostic et pronostique de 1'efficacité des traitements (Cordeiro
et al 2001). Par contre, d autres études ont révélé que des malades « chromiques »
deéveloppaient des anticorps réagissant contre des molécules du « so1 », tels que des anticorps
anti-réceptenrs adrénergique P ou encore anfi-myosine, et seraient ainsi responsables des
lésions tissulaires associés a la pathologie (Borda et al 1984 ; Cunha-Neto et al 1995 ; Marin-
Neto et al 2007).

Une meilleure compréhension des mécamismes impliqués durant la physiopathologie de
I'mfection a I\ cruzi a permus 1"identification de molécules qui pourraient s avérer étre des
biomarqueurs de la progression de la pathologie. De plus, d’autres marqueurs « non
specifiques » de T. cruzi (marqueunrs métaboliques. marqueurs de 1'inflammation. )
pourraient également étre utiles pour 1'évaluation de 1'état d aggravation de la pathologie
(Requena-Méndez et al 2013 ; Pinazo et al 2014).

Pourtant, d autres travaux doivent encore étre effectués pour valider ces marqueurs et aussi
pour comprendre pourquoi certaines persomnes chagasiques asymptomatiques vomt
deévelopper les complications de la Maladie. A ce jour, aucun marqueur ne permet de prévoir
un tel scénario avec certitude.

1.1.4.5. Les mécamismes d’échappement de T. cruzi

T. cruzi a développé de multiples stratégies afin d’échapper au systéme immunitaire et ainsi
persister chez 1'hote. Lorsque les formes trypomastigotes meétacycliques ont pénétré chez
I"héte via les muqueuses ou une blessure au mveau de la peau, elles peuvent :

(1) infecter de fagon active de nombreuses cellules non-phagocytaires, présentes au
mveau du site d’infection, grice a la présence de glycoprotéines de la famalle des mucines
présentes a la surface de la matrice extracellulaire du parasite. Ces glycoprotéines permettent
I'adhésion et la pénétration du parasite dans la cellule héte suite au recrutement des
lysosomes, entrainant ainsi la formation d une vacuole parasitophore 1ssue de la fusion avec la
membrane plasmique du parasite (Buscagha et al 2006 ; Tardieux et al 1992). Le pH acide a
I'mténeur de la vacuole parasitophore va entramer 1'activation de trans-sialidases ancrées sur
la matnice extracellulaire, et le transfert des molécules d’acide sialique, présentes en grande
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quantité au miveau de la membrane intermne du lysosome, vers la matrice extracellulaire du
parasite. C'est ainsi, en plus de la sécrétion de protéines formant des pores, comme
I'hémolysine. mduite par le milieu acide de la vacuole, que le parasite fragilise la membrane
de la vacuole, s’échappe rapidement dans le cytoplasme de la cellule hote et se protége de
I"'action des enzymes protéolytiques de 'héte (Albertti et al 2010 ; Andrews 1990).

(11) étre internalisées de facom passive par les cellules phagocytaires de ['hote. Les
macrophages résidents au miveau du site d infection sont les premuéres a interagir avec le
parasite (Burleigh et al 1993). La reconnaissance de motifs de la matnce extracellulaire
parasitaire va entrainer 1" internalisation de facon passive dans les macrophages et 1" activation
de la voie de la NADPH oxydase permettant la production de radicaux superoxyde (02™)
dans le phagolysosome. (Fridovich 1. 1995). En paralléle, la production de cytokines
mflammatoires [FNy et TNFo déclenchée par 'infection va également stimuler les
macrophages infectés en activant la voie iINOS qui va conduire a la formation et a la diffusion
d oxyde mtrique (NO") dans le phagolysosome (Munoz-Femandez et al 1992). Le NO" peut
reagir avec les radicaux superoxydes 02" et former du peroxymitrite (ONOO™) une molécule
cytotoxique trés efficace pour tuer le parasite (Alvarez et al 2011). De plus, 1"mfection va
entrainer 1" activation de la voie alterne du complément via la fixation de la molécule C3b ala
surface de T. cruzi et permettre ainsi 1'opsomisation (lyse du parasite par les anticorps
lytiques) et la reconnaissance du parasite par les macrophages. T. cruzi posséde un arsenal
d enzymes anti-oxydantes et des SOD (Superoxide dismutase). activées par 1" environnement
extrémement oxydatif du phagolysosome, permettant au parasite de s’ échapper vers le cytosol
du macrophage (Piacenza et al 2009). Cing péroxidases (TeCPX, TeMPX, TeAPX, TeGPXI et
TeGPXID) produites dans différents compartiments du parasite (le cytosol, la mitochondrie et
le réticulum endosplasmique) ont une action de protection contre les molécules
hyperoxydantes (02", H20: et ONOO™) produites par le macrophage (Piacenza et al 2008).
Quatre S0D. produites dans la mmtochondrie ou au miveau des glycosomes. peuvent
neutraliser les effets toxiques des radicaux superoxydes et inhiber la formation de ONOO™
(Fridovich 1. 1995 ; Mateo 2008). Un macrophage mfecté a un ratio de 5:1 peut controler
I'mnfection et tuer les parasites. Par contre, a un ratio de 10:1, le macrophage est détrut par les
parasites (Kress et al 1975). Bien que de nombreux parasites sont détruits par les
macrophages au tout début de I'infection, certains vont pouvoir s5°échapper du phagolysosome
et se différencier en formes amastigotes réplicatives dans le cytosol du macrophage.

Aprés plusienrs tours de réplication des formes amastigotes ayant pu atteindre le cytoplasme
d'une cellule non phagocytaire ou le cytosol du macrophage, les parasites se différencient en
formes infectantes trypomastigotes mobiles qui vont pouvoir, aprés rupture de la membrane
plasmique de la cellule hote, a leur tour infecter d’autres cellules voismnes ou atteindre la
circulation sanguine.

Durant la phase précoce de I'infection, les parasites ayant atteints la circulation sanguine vont
étre la cible, entre autre, du systéme du complément, mécanisme de défense de I'immunité
mnée pouvant tre activée par 3 voies : le voie classique, la voie des lectines et la voie alterne.
Pour échapper au systéme du complément, T. cruzi possédent de nombreuses molécules
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permettant d mhiber ces 3 voies (Osonio et al 2012). Les principales sont (1) la calréticuline,
protéine de 45 Kda présente a la surface du parasite, peut se lier a la lectine MBL (Mannan
Binding Protein), aux ficolines et a la protéine C1 et inhiber la voie des lectines et la voie
classique du complément, respectivement, (1) La CRP (Complement Regulatory Protein) ou
GP160 est une protéine de surface ancrée-GPI capable d’mhiber la voie classique et la voie
alteme du complément en se fixant sur les protémnes C3b et C4b (Ferrewra et al 2004 ;
Sosoniuk et al 2014 ; Noms et al 1991 ; Beucher et al 2008). D’ autres protéines parasitaires
(CRIT, T-DAF et gp58/68) sont également capables d inhiber le systéme du complément
(Cestan1 Idos et al 2008 ; Tambourgi et al 1993 ; Fischer et al 1988). Amnsi, T. cruzi est
capable d’mhiber les étapes d mitiation de la cascade du complément et la formation de la C3
convertase, étape clé des 3 voies du systéme du complément. L inhibition de la C3 convertase
va entramner une diminution de la formation de C3b qui est une opsonine permettant
I'induction de la phagocytose.

La matnice extracellulaire de I. cruzi présente a sa surface un polymorphisme élevé de
glycoprotéines et de mucines ancrées par une structure GPI a la membrane plasmique
(Buscaglia et al 2006). Ces protéines de surface nommeées MASP pour Mucin-Associated
Surface Proteins sont codées par des familles multigémiques représentant environ 6% des
génes par génome diploide (Bartholomeu et al 2009). Les MASP sont caracténisées par des
domaines N et C-terminal trés conserveés et des domaines centraux présentant des régions
vaniables et des régions répétées. De plus, les génes sont particuliérement exprimés par les
formes trypomastigotes. Ainsi, la diversité d’antigénes présentés « au méme moment » au
mveau de la matrice extracellulaire de T. cruzi retarderait la mise en place d anticorps
specifiques neutralisants ainsi quune réponse cellulaire cytotoxique de type T CD8+ et
permettrait aux parasites d échapper au systéme immumitaire de 'hote et d'infecter les
cellules cibles (Tarleton RL 2007).

Une autre stratégie muse en place par différents microorganismes dont les trypanosomes est
I"activation polyclonale lymphocytaire. Chez I. cruzi, cette activation a lieu dés le deébut de
I'mfection. Elle est caractérisée par une prolifération massive et une différenciation termuinale
de toutes les classes lymphocytaires B et T, jusqu’a 5 a 7 fois le miveau normal, au miveau des
organes lymphoides primaires et secondaires (rate, ganghions) ainsi que dans la circulation
(Minoprio et al 1986). Dans le modéle munn, 1l a été¢ démontré que 1'activation polyclonale
des lymphocytes B est encore retrouveée 6 mois apres la primo-infection (d' Impenio Lima et al
1986). Chez des patients chagasiques en phase chromique asymptomatique ou mamifestant une
cardiopathie chagasique, des taux sénques éleveés de lymphocytes B et T activés ont été
retrouves démontrant que 1activation polyclonale perdure jusqu’a la phase chromque (Dutra
et al 1994). Plus de 95% des lymphocytes B activés ne sont pas speécifiques de T cruzi et la
majorité des anticorps produits par les cellules splémiques ne ciblent pas le parasite (Mmoprio
et al 1988). Concernant les lymphocytes T, I"analyse du répertoire des lymphocytes T CD8+ a
montré une expression preférentielle des famulles VP5 et VP14 caracténistique dune
activation par des molécules super-antigémiques (Leite-de-Moraes et al 1994). Ainsi. la mise
en place tardive d'une réponse mmmunitaire spécifique va permetire la survie du parasite,
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poimnt crucial au début de I'infection, et son échappement dans les tissus cibles (Bermejo et al
2011).

Plusieurs molécules de T. cruzi ont éteé décrites comme pouvant activer de facon polyclonale
et non speécifique les lymphocytes B. Ces molécules sont des mitogénes B, c’est a dire des
molécules souvent de nature protéique capables de stimuler les lymphocytes B en dépit de
leur spécificité de récepteur. Plusieurs molécules parasitaires ont €t€ décrites commme des
mitogénes pour les cellules B. La protéine Tc24. un antigéne excréteurs/sécréteurs (ESA) est
activateur polyclonal pour les cellules B (Da Silva et al 1998). Une malate deshydrogénase
mitochondniale de T. cruzi (mMDH), les trans-sialidases et les stuctures GPI (Glycosyl
Phasphatidyl Inositol) et plus récemment une glutamate déshydrogénase (GDH) présentent au
mveau de la matrice extracellulaire de T cruzi, peuvent activer de facon polyclonale les
cellules B (Montes et al 2002 ; Gao et al 2002 ; Montes et al 2006). Et. de facon mtéressante,
une enzyme excretée/sécrétée par les formes infectantes de T cruzi a été décrite comme un
mitogéne B indépendant des cellules T : la Trypanosoma cruzi proline racemase ou TcPRAC
(Reina-San-Martin et al 2000).

26



L2. LA TRYPANOSOMA CRUZI PROLINE RACEMASE (TcPRAC)

Le laboratoire a mis en évidence la sécrétion d'un mitogéne B par les formes métacychques
trypomastigotes de cultures de la souche de référence CL Brener. Un mitogéne B est capable
d’activer de facon polyclonale toutes les populations lyvmphocytaires B dont la majorité des
anticorps produits sont non-spécifiques. La caracténisation de ce mitogéne a permus de
démontrer qu’il posséde également une activité enzymatique racémase pour la proline c’est a
dire capable d mterconvertir les énantioméres L et D de cet acide ammné. Ce mitogéne et
enzyme - la Trypanosoma cruzi proline racémase (TcPRAC) est la premiére proline racémase
deécnite chez les eucaryotes (Remna-San-Martin et al 2000).

Les séquences nucléotidique et peptidique de la TePRAC ont une homologie de 57% avec la
proline racémase de Clostridium stickilandii (C. stickilandii) avec conservation de la séquence
au mveau du site actif pour les 2 racémases (Rema-San-Martin et al 2000). La production de
la TePRAC recombinante chez E. coli a montré (1) une activité mitogémque pour les cellules
B indépendamment d’une réponse cellulaire T (1) une activité racémase indépendante de
cofacteur, umquement pour I'acide aminé proline. L utilisation du seul mhibiteur compétitf
du substrat proline, connu et décnit pour la proline racémase de C. stickilandii, le pyrole-2-
carboxylique acide (PYC) imhibe bien 'activité enzymatique de la TcPRAC (Rema-San-
Martin et al 2000). La structure cristallographique de la TePRAC a vahdé le fait que la
TePRAC est un homodimére dont chaque sous-umité posséde un site actif (Chamond et al
2003 ; Buschiazzo, Goytia et al 2006). La présence du PYC au miveau d'un des sites actifs
entraine un changement de conformation. Le remplacement d'an moins une des deux
cystémes catalytiques, essentielles car impliquées dans le transfert de protons permettant
I'mter-conversion de la forme L a la forme D et vice-versa de la proline, par une sérine afin
d'éviter un changement de conformation de l'enzyme, entraine la perte de lactiviteé
enzymatique de la TePRAC mais pas de 'activite mitogénmique (Chamond et al 2003). Par
contre, la présence de I'mhabiteur de la TePRAC entraine la perte de son activité mitogémgque
ce qui montre que les épitopes responsables de l'activité mutogémique de la TePRAC sont de
type conformationnel.

L’ orgamsation génomique et 1'étude des transcnits de la TePRAC pour la souche CL Brener
ont montré 1'existence d’au moins 2 copies du géne par génome haploide situés dans les
réegions chromosomiques VII (région correspondant a4 an moins 3 chromosomes de tailles
simlaires) et V (Chamond et al 2003) selon la nomenclature de Cano et al. 1995 : (1) le géne
TePRACA pouvant étre & I'ongine d'une isoforme d'une taille de 45KDa possédant une
sequence signal peptidique de sécrétion et d une 1soforme d'une taille de 39KDa pouvant étre
generée grace a un meécanisme d épissage altematif en trans (11) le géne TePRACE codant
pour un isoforme monomeénique de 39Kda présentant 7 acides amunés différents avec
I'isoforme de 39 KDa 1ssu du géne TePRACA. Les 2 génes paralogues sont bien transcrits a
tous les stades de développement du parasite. De plus, la localisation de la TePRAC est
majoritairement cytoplasmique pour les formes non infectantes du parasite alors qu'elle est
plutét concentrée au miveau de la poche flagellaire et de la membrane pour les formes
infectantes (Reima-San-Martin et al 2000 ; Chamond et al 2003, Chamond et al 2005).
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Des analyses phylogénétiques récentes sur différentes souches représentatives des 6
genotypes de I. cruzi ont montré que les souches des geénotypes Tel a TelV possédent une
copie du géne TePRAC par génome haploide alors que les souches hybnides classées dans les
genotypes ITeV et TeVI dont la souche CL Brener (TeVI), possédent les génes TePRACA et
TePRACE 1ssus des souches parentales des génotypes ITcll (géne TePRACA) et Telll (géne
TePRACE) (Caballero et al 2015). Excepté pour la souche CL Brener, aucune séquence signal
de sécrétion n'a été muse en evidence parnu les différentes souches étudiées.

La TePRAC est un facteur de virulence pour I. cruzi car l'obtention de mutants fonctionnels
stables hyperexprimants soit le géne TePRACA ou TePRACE a montré que ces dermiers se
difféerencient plus en formes mfectantes métacychques et présentent une mfectivité accrue in
vitro. L'impossibilité d'obtenir des mutants n'exprimant plus le géne TePRACE suggére
fortement le caractére essentiel de I'enzyme pour la survie du parasite (Chamond et al 2003).

Les données montrant une diminution de la multiplication des parasites a 1'mténieur des
cellules in vitro en présence de I'inhibiteur PYC suggérent que la TePRAC pourrait étre une
cible pour le développement d une nouvelle thérapie contre la Maladie de Chagas. Par bio-
mformatique, un modéle virtuel représentant les différents états de tramsition possible de
I'enzyme de sa forme « libre » ou « liée », c’est a dire présence de 'inhibiteur au mveau du
site catalytique a permus 1'identification de nouveaux nhibiteurs (Berneman et al 2013).

Le laboratoire a mis en évidence une signature des proline racémases par la présence
imdispensable de 2 motifs peptidiques qui sont le motif MCGH et le motif III (encadrant la
sequence du site actif SPCGT) et qua possédent les 2 résidus cystéine catalytiques mntervenant
dans la réaction de racémisation (Chamond et al 2003). De plus, 3 résidus nommes R1, B2 et
B3 permettent de discnminer la spécificité du substrat entre les proline racémases et les
hydroxyproline épimérases comme par exemple le résidu majeur R1 qui se trouve étre 'acide
ammné aromatique Phénylalamine dans les séquences des Proline Racémase et qu engendrent
des contraintes de charges sur l'accessibilité du substrat au niveau du site actif et permet
umquement 'accés a la Proline et non a I'hydroxy-Proline (Govtia et al 2007). Une étude sur
la recherche des génes homoloques des Proline racémases a montré que les motifs MCGH et
MII et les résidus R1, R2 et B3, parmu les différentes souches de I. ecruzi étudices,
representatives des 6 génotypes (Tel a TeVI). étatent parfaitement conserves (Caballero et al
2015).

Enfin, la présence de génes homologues fonctionnels de la TcPRAC retrouveés umiquement
dans le genre Trypanosoma chez les Eucaryotes (absents des espéces du genre Leishmania)
serait due a un transfert de géne horizontal d'onigme bactérienne de la classe des Bacilles a un
ancétre commun au genre Irypanosoma. L'absence de Proline Racémase chez les autres
trypanosomes pathogénes pour 'Homme (7. brucei spp) serait due a une perte du géne au
cours de leur évolution (Caballero et al 2015). De facon intéressante, chez le parasite non-
pathogémaque T. rangeli, présent dans les mémes zones d'endémie que T. cruzi et plus proche
genetiquement de ce dermier que des espéces de I. brucei, les séquences homologues de
proline racémases sont des pseudogénes car ces derméres sont interrompues par des codons
stop.

28



L3. LES TESTS DIAGNOSTIQUES POUR LA MALADIE DE CHAGAS

De nombreuses méthodes diagnostiques existent pour mettre en évidence, de facon directe ou
mdirecte, la présence du parasite. Pourtant, encore aujourd hm des difficultés subsistent. Le
parasite est retrouveé en quantité significative dans la circulation sanguine seulement pendant
la phase aigu#, c’est a dire environ pendant les deux premiers mois de 'infection. Durant la
phase chromique trés peu de parasites sont circulants, c’est pour cela que beaucoup de tests
souffrent d'une bonne sensibilité de détection. Dans les zones d’endémie, principalement
rurales, les centres de sante sont peu nombreux et/ou fonctionnent avec de faibles moyens. La
majorité des personnes infectées sont asymptomatiques et/ou ne consultent pas. De plus, les
vanabilités génétiques entre les différentes souches du parasite et la possibilité de coinfection
par d’autres parasites présents dans les zones d’endémie de la Maladie de Chagas tels que
Trypanesema rangeli (parasite non pathogéne pour 1'Homme) ou Leishmania spp posent
encore des problémes de spécificité pour les tests existants.

1.3.1 Les tests diagnostiques directs

L’examen direct d'un prélévement de sang par microscopie entre lame et lamelle, ou par
frottis ou goutte épaisse aprés fixation et coloration, permet de déterminer la présence du
parasite grice a ses caracténstiques morphologiques - taille, forme, présence d un flagelle et
d un kinétoplaste. Des techniques de concentration par centrifugation ou par centrifugation en
tube capillaire afin de rechercher le parasite au niveau de 1I'interface globules blancs / globules
rouges, permettent d” augmenter les chances de détection du parasite (Feily et al 1983). Ainsi,
la microscopie optique reste le standard de référence pour poser le diagnostic de la Maladie
durant la phase aigué ou en cas de suspicion d’infection congénitale (Freily et al 1995). Les
taux de sensibilité obtenus par ces méthodologies sont cependant de 1'ordre de 80 a 90 %
{Gomes et al 2009).

Il existe des techmiques d amplification in vitre et in vivo pour augmenter le nombre de
parasites circulants prélevés, souvent faible durant la phase chromque. L hémoculture permet
la multiplication i vifro du parasite. Trois milieux sont couramment utilisés (1) le mlieu BHI
(infusion ceeur-cervelle), (1) le milien LIT (Liver Infusion Tryptose) qu est également utilise
pour la culture des formes épimastigotes non infectantes retrouvées dans 1'insecte vecteur et
(1) le milieu de Warren (mélange de mulien LIT, BEPMI 1640 et milien 199). Les
hémocultures permettent d’augmenter la sensibilité de 30 a 60 % aprés 120 jours de mise en
culture (Luz et al 1994). Le xénodiagnostic, proposé par Emile Brumpt, est une techmique
d amplification in vive pratiquée umquement dans la zone d endémie (Brumpt E. 1914). Des
triatomes non infectés, contenus dans des petites boites, sont appliqués sur plusieurs zones
cutanées de 1'individu (essenticllement sur les bras). La recherche du parasite se fait ensuite
dans les déjections des mnsectes 1 a 2 mois aprés la pause sur I'individu. L' avantage de cet
examen, bien que de moins en moins pratiqueé car assez contraignant et mal supporté par le
patient, est le seul (avec les hémocultures) qui permet de recueillir le parasite vivant chez un
patient chagasique en phase chromque. Les inconvénients majeurs de ces deux méthodes sont
le temps d’obtention des résultats et le manque de sensibilité.
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Il n’existe pas aujourd’hwm de trousse commerciale utilisant la techmique de PCR pour le
diagnostic de la Maladie de Chagas car aucun « gold standard » n’a été défime pour cette
techmque. Différents couples d amorces, utilisés dans différents laboratoires de Recherche,
ciblant soit I’ADN génomique du parasite (TcZ1/TcZ2, BP1/BP2, 01/02, Tcal/Tca2) soit
I"ADN du kanétoplaste (121/122, S35/S36) ont été testées et comparées (Virrewra et al 2003).
Le couple d’amorces TcZ1/TcZ2 qui reconnait une séquence répétée de 195pb comrespondant
au géne du mini-exon présent dans 'ADN génomique nucléaire de Trypanosoma cruzi
permet I'amplification d’ une bande de 188pb avec un taux de sensibilité plus €levé que celm
obtenu par les techmiques microscopiques, pendant la phase aigiie (Moser et al 1989 ;
Kirchhoff et al 1996). Pourtant, d autres études ont montré que ces amorces pouvalent
amplifier du maténel génétique autre que celm de T. cruzi ou produire de faux positifs (Moser
et al 1989 ; Castro et al 2002 ; Qvamstrom et al 2012). Les amorces ciblant 'ADN du
kinétoplaste ne permettent pas 1’amplification de toutes les lignées de T. cruzi et celles ciblant
I"’ADN génomique ont montreé des taux de spécificité infénieurs car peuvent amplifier I'ADN
d autres parasites tels que I. rangeli et Leishmania spp (Qvarnstrom et al 2012 ; Vallejo et al
1999). Par PCR. en temps réel. la détection d une séquence satellite répétée présente dans
I"’ADN nucléaire du parasite permetirait de détecter et quantifier I'équavalent de 0,1 parasite
par millilitre de sang (Duffy et al 2009). Une révision concernant 26 meéthodes de PCR en
temps réel utilisant des séquences satellites répétées de '’ADN nucléaire ou des séquences
présentes dans 'ADN du kinétoplaste ont validé le potentiel de cette techmque pour la
quantification du parasite chez des malades infectés en phase aigue et en phase chromque
(Ramurez et al 2015). Pourtant, des améhorations de ces tests sont nécessaires afin
d’augmenter le taux de sensibilité qui est actuellement de 80% pour la pause d'un diagnostic
d'un individu asymptomatique en phase chromique (Ramirez et al 2015). Les prnncipaux
facteurs limitants sont la quantité de sang importante a prélever et cela a plusieurs reprises a
cause d une parasitémie trés fluctuante durant la phase chromque de la Maladie. De plus, c’est
une technique onérense nécessitant du maténel specifique, et difficile a mettre en place dans
les centres de Santé sur le terrain.

1.3.2. Les tests sérologiques indirects

La majorité des personnes infectées par T. cruzi développe au cours de 1'infection une réponse
mmmunitaire adaptative, en particulier des anticorps dingés contre le parasite. Amnsi, la
detection de ces anticorps démontre le contact d un mndividu avec 'agent €tiologique de la
Maladie de Chagas. C'est pourquoi, plusieurs trousses commercialisées proposent des
techmques faciles a mettre en place a des coiits relativement faibles telles que
I'ITmmunofluorescence indirecte (IFT). le test d inlibition de I’hémagglutination (THA) et le
test ELISA pour le diagnostic de la Maladie.

Les premiers tests diagnostics sérologiques a avoir été mis au point utilisent des extraits
protéiques totaux provenant de différents stades de développement du parasite ou des
fractions antigémques purifiées. Le test utilisant les antigénes excrétés/secrétés des formes
trypomastigotes (Irypomastigote Excrefed/Secreted Antigens TESA) semble le plus
performant pour le diagnostic de la Maladie durant la phase chromque (Umezawa et al 1996).
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Les laboratoires biolab-Méneux S A ont commercialisé un test nommé TESA-blot,
recommandé par I"OMS comme test de confirmation (WHO Report 2010).

Le crnblage de banques de phages produites a partir d"ADN génomiques ou a partir d"ADN
complémentaires (généres par rétrotranscription des ARNm totaux des formes épimastigotes
et trypomastigotes de I. cruzi) 1ssus de sérums de malades ou de sérums d ammaux de
laboratoire infectés, a pernms le clonage et la production de séquences peptidiques
correspondant & des antigénes exprimeés par 1. cruzi. Certains génes ainsi identifiés ont
montré qu’ils codaient pour des peptides répétés orgamisés en tandem. Ces génes sont trés
conserves entre les différentes souches et lignées de T. cruzi comme par exemple le peptide de
68 acides amineés FRA (flagellar repetitive antigen) et le peptide de 14 acides amunés CRA
(evtoplasmic repetitive antigen) (Cotrim et al 1995). Ces antigénes ont dans un premier temps
été testés en mdividuel sur différentes cohortes bien établies, sous formes recombinantes ou
sous formes de peptides synthétiques. Les résultats obtenus ont montré de trés bon taux de
specificité pour certains antigénes testés, jusqu a 100% pour certains. Par contre, les taux de
sensibilité obtenus étalent inférieurs aux tests utilisant des préparations protéiques totales du
parasite (Ibanez et al 1987 ; Cotnnm et al 1990 ; Burmns et al 1992). L'utilisation simultanée de
difféerents antigénes recombinants et/ou peptides synthétiques a permus d augmenter la
sensibilité de détection de certains tests (Houghton et al 1999 ; Da Silveira et al 2001 ;
Hemandez et al 2010). Par exemple, le test ELISA utilisant le mélange des 2 antigénes
recombinants répétés CRAHFRA teste sur 524 sérums humains a montré 100% de spécificite
et 98,3% de sensibilité (Carvalho et al 1993). Plus récemment, un nouveau test nommeé Multi-
cruzi en phase finale de développement, qui utilise 12 antigénes différents « imprimes » sur
des puits de plaques ELISA et une analyse algorithmique via un arbre décisionnel permet de
déterminer les sérums négatifs ou positifs tout en discnminant les sérums « faux-positifs »
(Granjon et al 2016).

1.3.3. Les cnitéres d'évaluation d un test diagnostique

Un test est considéré comme appropnié pour un diagnostic quand 1l permet de diminuer le
taux d’incertitude lors d’un jugement climque. La maitnise précise des caracténstiques d'un
test doit permettre une interprétation correcte d'un cas de patient et d’ mstruire le médecin sur
les suites a domner. Il peut étre difficile de répondre formellement & la question : « un mndividu
est-1l malade ou non 7 ». Dans cette optique, I'utilisation d’un « biomarqueur » bien défim
pourrait permettre d’évaluer un processus physiopathologique, une pathologie ou 'efficacité a
un traitement donné. Le dosage précis d'un biomarqueur dans un échantillon biologique
pourrait donc permettre de poser un diagnostic, de suivre le développement d un processus
mfectieux et/ou pathologique amnsi que d estimer un pronostic et de surveiller les réponses a
une chimothérapie.

Comment é&valuer les performances dun test diagnostique 7 Plusiewrs étapes
méthodologiques ont été défimies pour valider un test de facon efficace (Sackett & Haynes
2002). Dans un prenuer temps, s1 les résultats du test différent entre les individus « malades »
et les ndividus « non malades » et sont en accord avec la probabilité qu'un mmdividu soit
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atteint de la pathologie alors 1l vy a un intérét a évaluer ce test dans une population donnée.
C’est a dire, d'une part apprécier la valeur du test par la détermination du nombre d individus
« malades » et d autre part analyser les performances du test dans un contexte i1déal ou la
population sélectionnée est bien défimie. Dans un deuxiéme temps, 1l est important de savoir
s1 le test est capable de bien distinguer les individus « malades » pamu les « non malades »
dans un groupe d individu dont les signes climques suspectent la pathologie en question. De
plus, 1l est recommandé de prendre en compte les avantages du test diagnostique dans
I"ameéhioration de 1'état général du patient suite a un trattement adapté. Ce questionnement fait
appel a la notion « d’utilité » car permet également de valider I'impact des résultats du test sur
I"amehioration de 1'état de santé du patient.

Comme décrit ci-dessus, plusieurs caracténistiques somt donc a prendre en compte dans
I'évaluation du test diagnostique visant son autonsation de muise sur le marché (AMM) : le
respect des bonnes pratiques et la comparaison des résultats obtenus par le nouveau test par
rapport a une méthode diagnostique de référence existante 1.e. le « gold standard ». Ainsi_ les
caracténstiques intrinséques du test sont estimees telles que la sensibilité et la spécificité, les
rapports de vraissemblance et le test de réponse quantitative qui permet la détermination d’un
sewl grace a la représentation graphique sous la forme de courbe ROC (Receiver Operating
Characteristics). " autres informations, cette fois-c1 extrinséques, sont déternmnées : les
valeurs prédictives relatives a la « positivité » et a la « négativité » ainsi que la prévalence. Un
tableau dit de « contingence » (voir Figure 3) peut étre concgu avec les résultats du test obtenus
sur des echantillons dont le nombre doit respecter les critéres défimis pour chacune des
phases :

1. Phases pré-climques - données in vifre puis in vive sur le modéle expénmental.
11. Phases cliniques chez I’homme :
- PhaseI: de 20 a 80 individus
- Phase II: étude pilote, sur un échantillon mférieur a 500 indimvidus, qu
détermine les performances « positivité / négativité » du test
- Phase III : étude pivot, sur au moins 1000 mdrvidus, qui compare 1"efficaciteé
du test par rapport a celm de référence
- Phase IV : dermére phase avant 1" AMM

Le résumeé des critéres et des données permettant de confirmer ou d’infirmer la pertinence et
la fiabilité d"une étude pilote ou pivot est présenté dans le tablean de contingence :

Figure 3 : Tableau de contingence

Examen de Référence’
Malade Non-malade Nombre
Test (+) VP FP nl
Test (-) FN VN n0
Somme ml mi n

" VP = vrais positifs ; VN = vrais négatifs ; FP = faux positifs et FN = faux négatifs.
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A partir de 'agencement des résultats obtenus dans le tableau de contingence, 1l est donc
possible de calculer la « prévalence » défime comme m/n. la « sensibilité » défime comme
VP/ml et la « spécificité » égale a VIN/m0. Le rapport de vraissemblance permet d’obtenir des
mformations prédictives importantes, notamment les valeurs prédictives positives (VPP) et
negatives (VPIN) c’est a dire la probabilité d’étre malade sachant que le test est positif ou que
le test est négatif respectivement. Ces valeurs sont calculées a partir des formules survantes :

VPP = VP/(VP +nl)
et
VPN = VN/(VN/n0)

134 Vers le développement de nouveaux marqueurs diagnostiques et de suivi post-
traitement

Bien que d’énormes efforts ont été fournis dans le but d obtenir un test sérologique 100%
specifique et 100% sensible pour le diagnostic de la Maladie de Chagas. des travaux restent
encore a faire pour 1'obtention d’un tel test. Les tests diagnostics commercialisés ont fait
I"objet d’un rapport de I'OMS (WHO Report 2010). Les taux de sensibilité et de spécificité
énonces par les fabricants des différents tests commercialisés sont supérieurs a 98% - 99%.
Pourtant ils ne reflétent pas toujours la réalité diagnostique sur le terrain ou 1'on est encore
confronté a des problémes de faux positifs ou de faux négatifs. pnincipalement pour des
raisons de réactions croisées avec d autres trypanosomatidés (I rangeli et Leishmania spp)
mais aussi a cause de la diversité génétique des multiples souches de T. cruzi réparties sur tout
le continent sud américamn. Pour ces raisons, les recommandations de 1'OMS, précomsant
I'utilisatton d’au moins deux techmques différentes pour le diagnostic d'une suspicion
climque, d'une infection congémitale ou pour I'évaluation d’une guénson post-traitement,
restent inchangées (voir Figure 4).

Laboratory diagnosis of Chagas disease

Objectives Serological and molecular methods
Conventional Mon-comnventional
ELISA  IIF  IHA  Recombinant PCR
antigens

Sarological evidenca
(two tesis recommended) X X h X

Blood-bank screening
(one tast recommeandead) X

Transplacental and perinatal

transmission (two tests recommended) X x X X
Epidemiclogical surveys

{one test recommeanded) X X

Treatment follow-up
{two tests recommended) ¥ by W Y

Figure 4 : Tablean des recommandations de 'OMS pour le diagnostic de 1a Maladie de Chagas.
Control of Chagas Disease. Second report of the WHO Expert Committee, 2002.
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Due a la complexité physiopathologique de la Maladie de Chagas, la recherche et la
validation de marqueurs qui permettraient (1) de prévoir quels seront les patients chagasiques
asymptomatiques qui développeront les complications sévéres de la Maladie, (1) d’évaluer a
court terme 1’ efficacité d un traitement (111) ou encore de détecter de facon précoce le début de
la phase chromique symptomatique (cardiopathie, mamifestions digestives) est un challenge
évident. A ce jour, le « gold standard » permettant de se prononcer sur la bonne voie de
guenison d un malade reste la négativation des tests sérologiques conventionnels également
utilisés pour le diagnostique de la Maladie. Or, 1l a été démontré que la séroconversion des
anticorps dingeés contre le parasite pouvait prendre plusieurs années aprés la fin d'un
traitement, pour des raisons encore mal établies (Cancado JR 2002 ; Viotti et al 2011).

L’évaluation des titres d’anticorps développés contre certains antigénes parasifaires a mis en
évidence que ces dermiers présenteraient de meilleures performances pronostiques que ceux
utilisés pour les tests sérologiques conventionnels. Des anticorps dits « lytiques » (Le. hvfic
antibodies) entrainent la lyse des formes trypomastigotes via I'action du complément (Kretth
et Brener 1976). Ils sont retrouvés a un taux particuliérement €leveés chez les patients
chagasiques chroniques asymptomatiques et auraient un role sur le contréle de 1'infection.
Chez des patients traités, les titres de ces anticorps deviennent négatifs alors que les tests
serologiques conventionnels restent positifs (Galvao et al 1993 ; Kretth AU 2009). Cette
seroconversion semblerait indiqué 1'éradication du parasite et de fait pourrait étre utilise
comme marqueur de « cure » (Zulantay et al 1998).

Une baisse significative et plus précoce du titre d anticorps spécifiquement dirigés contre
certamnes protéines parasitaires recombinantes telles que la rTc24, la tCRP (Complement
Regulatory Protein) ou encore des antigénes considérés comme « immunodominants », tels
que KMP11/PFRZ/HSPT70/Tgp63. a ét¢ démontrée dans des sérums de patients « trattés »
(Krautz et al 1995 ; Meira et al 2004 ; Fernandez-Villegas et al 2011). D autres équipes ont
deéemontré que des 1sotypes particuliers IgG: et/on des IgA dingés contre les antigénes FRA
et'on CRA étaient retrouves en plus grande quantité et de facon significative chez des patients
présentant une cardiomyopathie ou des complications digestives de la Maladie respectivement
(Vergosa et al 2007 ; Vasconcelos et al 2011). Ces anticorps pourraient servir de marqueurs
pour détermuner la progression de la Maladie.

Enfin, pour détermuner I'efficacité des traitements chez des patients chagasiques chronmiques,
les techmiques de PCR permettant 1"1dentification directe du parasite par I'amplification de
génes specifiques ont démontré les meilleures performances au mveau sensibilité et temps de
reponse (Britto et al 1999 ; Fernandes et al 2009). Toutefois, sachant que la parasitémie
pendant la phase chromique est fluctuante et trés peu élevée, une PCR négative ne peut
signifier a 100% que le patient a été gueén. Ainsi, 1l est recommandé d’effectuer plusieurs tests
a différents temps d mtervalle pour valider I'efficacité des trattements (Murcia et al 2010).
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1.3.5. Développement de nouveaux outils : anticorps conventionnels « versus » VgH

Les anticorps assurent la réponse immunitaire adaptative de type humorale chez les vertébrés
superieurs en assurant, entre autre, la reconnaissance spécifique d'un antigéne. Chez les
mammiféres, la majonité des anticorps retrouves dans le sérum sont les immunoglobulines de
type IgG qu sont des glycoprotémnes, produites exclusivement par les cellules B, retrouvés
soit a la surface du lymphocyte B soit sous forme soluble, sécrétés par les plasmocytes.

En forme d°Y, les Ig(G sont composées de quatre sous-unités polypeptidiques identiques deux
a deux : deux chaines lourdes nommeées H (heavy chain) et deux chaines légéres nommees L
(light chain). Au miveau N-termunal des chaines lourdes et légéres. on retrouve des domaines
présentant des séquences variables nommeés Vm et Vi, La région impliquée dans la
reconnaissance et la fixation de 1"antigéne : le Fab (fragment antigen binding) est constituge
par la combinaison d’un domaine Vi avec un domaine Vi. Chaque domaine Vg et VL posséde
trois boucles hypervanables nommeées CDR1, CDR2 et CDE3 (complementary determining
regions) assurant la complémentarité avec 1'épitope de 'antigéne. Ces trois régions sont
encadrées par quatre régions plus conservées nommeées FR (framework regions) assurant la
stabilité des domammes vanables. Au mivean C-terminal, on retrouve trois domaines constants
pour les chaines lourdes nommeés Cg;. Cgz et Cgs et un domaine constant nommeé Cp pour les
chaines légéres. Ces domaines constants sont impliqués dans les fonctions effectrices comme
la fixation du complément.

Les Ig(G sont les protéines les plus étudiées et les mieux caractérisées. Elles sont trés utilisées
dans les domaines du diagnostique et de la thérapeutique. L immumsation d’ammaux de
laboratoire avec un antigéne permet 1'obtention d’anticorps polyclonaux (plusieurs anticorps
reconnaissant différents épitopes de 1'antigéne) ou d anticorps monoclonaux reconnaissant un
épitope umique. Les progrés en génie géneétique ont permis de s’ affranchir de la contrainte de
taille d'une IgG conventionmelle (150 KDa) en €laborant des anticorps recombinants
correspondant a différents fragments polypeptidiques i1ssus d'une IgG conventionnelle, de
plus petites tailles mais toujours capables de reconnaitre 1'antigéne tels que les Fab (57 KDa)
pour fragment antigen binding et les scFv (27 KDa) pour single-chain variable fragment qu
correspondent umquement aux domaines variables Vg et Vi du Fab (Nelson AL 2010).

Par ailleurs, des anticorps composés uniquement de chaines lourdes : les Hedbs (heavy-chain
only antibodies) coexistent avec des immunoglobulines « conventiomnelles » chez les
Cameélidés (Hamers-Casterman et al. 1993). L'ongmalité de ces Hedbs est que la zone
comrespondant au paratope est constituée dun domaine vanable umgque nommeé VgH
(variable domain of heavy-chain only) présentant les mémes caracténistiques de diversité de
répertoire que les anticorps « classiques » des mammiféres. Le VeH d’une taille d’environ 15
KDa est le plus petit fragment mntact d’anticorps naturel connu capable de se lier a un antigéne
(Muyldermans et al 1994). En raison de leur petite taille, ils sont é€galement nommes
Nanobodies. lls sont de plus en plus utilisés dans de nombreux domaines, en particulier dans
le domaine de la Cancérologie et I'imagene médicale.
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On retrouve dans le sang des Cameélides trois 1sotypes d'1gG : les [gG; hétérotétraméniques de
type « conventionnel » et les Igle: et [gGs qui sont des homodiméres de chaines lourdes
(HecAbs). La taille de 1'HeAdb est d’ environ 90 KDa car ne présente pas de domaine constant
Cm et de chaines légéres. L'absence du domaine constant Cm expliquerait pourquoi ces
anticorps n arrivent pas a associer de chaines légéres durant leur synthése. Par conséquent,
I"'HcAb présente un unique domaine vanable : le VeH.

Le VuH est codé par un géne umgue d’environ 360 pb (Muyldermans et al 2013). Le VeH
présente une surface remodelée directement relié aux domaines constants par une région
charmiére plus flexible, d’ une longueur de 15 a 35 acides amunés ou de 12 acides aminés,
defimssant amnsi 'appartenance a 1'isotype IglG: ou IgGs respectivement (Vincke &
Muyldermans 2012) (voir Figure 5A). Son organisation génétique, similaire au Vum des IgG
classiques, comporte également quatre régions FR conservées encadrant trois régions
hypervanables correspondant aux régions complémentaires déterminantes avec 1épitope
(CDEs). Le VgH fait une taille de 110 acides aminés environ Sa structure tridimensionnelle
est organisée par deux ensembles agencés de quatre et cing feuillets beta antiparalléles ot sont
imbriquées les régions hypervanables en forme de boucles. Ces boucles, au nombre de troas,
sont onentées en position N-terminale du domaine et forment ainsi une surface continue
correspondant au paratope c’est a dire la zone de reconnaissance a 1"épitope (voir Figure 5B).

A mAb HeAb

Hanubod'p
Antigen binding
== fragment
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Figure 5. Comparaison entre une IgG conventionnelle et un Hedb de Camélidés.

(A) Les immunoglobulines de type IgG somt composées de deux chaines lourdes et deux chaines légéres
(indigquées en wviolet). Au nivean N-terminal se trouvent les chaines légéres qui associées avec les régions
variables des chaines lourdes constituent la zone de reconnaissance de 1'antigéne. Les homodiméres de chaines
lourdes (ou Hedb) comprennent deux domaines constants (CH2 et CH3) et un domaine variable (indiqué en
rouge). Ce domaine vanable unigque représemtant la zone de reconnaissance avec 'antigéne est égalememnt
nommé VHEH ou nanobody. (B) La zone de reconnaissance de 1'antigéne du VHH est organisée comme la région
VH d'une immmumoglobuline conventionnelle avec la présence de 4 régions conservées FE encadrant 3 régions
hypervariables CDE. agencées en position N-terminale de 1’anticorps dans sa structure tridimensionnelle.

Isabel Van Audenhove & Jan Gettemans. EBioMedicine 2016.
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Comparativement aux Vg conventionnelles, on peut noter des différences significatives. Les
domaines CDR1 et CDE3 sont plus longs et permettent ainsi le maintient d'une surface
« satisfaisante » du paratope. De plus, le domaine CDR1 posséde deux points supplémentaires
d hypermutation somatique et expliquerait ainsi la compensation de limitation du répertoire
par rapport aux immunoglobulines classiques pour lesquelles la diversité du paratope est en
grande partie due a la combinaison d'un VL et dun Vg (Muyldermans et al 2009). Par
ailleurs. leur conformation tertiaire plus étendue de forme convexe permettrait d atteindre des
cavités antigéniques concaves tels que le site actif d’une enzyme ou la zone d un récepteur a
son ligand (Lanwereys et al 1998 ; De Genst et al 2006 ; Muyldermans et al 2009). La région
hautement conservée FR2 est constituée prmcipalement d’acides aminés de nature
hydrophobe pour les anticorps conventionnels. Dans le cas des VeH, nous trouvons des acides
amnes de nature hydrophiles et/ou de petites tailles, ce qui expliquerait leur solubilité élevée
et éviterait leur agrégation en 1’absence de chaine légére (Muyldermans et al 2009).

1.3.5.1. Les propnétés biologiques et physico-chinmques des VeH

Les VgH sont peu immunogénes car leurs séquences présentent de fortes homologies avec les
génes Vg de la famille 3 de I'Homme font qu’ils sont pen immunogénes (Bannas et al 2017).
Leur structure monomeérique simplifie leur clonage. De petite taille et de nature hydrophile
(en particulier le domaine FR2), le VgH peut étre prodmt dans différents systémes
d expression car conserve ses proprietés de recomnnaissance de 1'antigéne malgré 1"absence de
formation de pont disulfure lorsqu’il est produit sous sa forme recombinante dans un systéme
d expression bactérien de type cytoplasmique (De Meyer et al 2014 ; Tanaka et al 2003 ; Li et
al 2012).

Il a été montré que le VgH posséde des propriétés d affinité et de spécificité élevée dans la
reconnaissance de 1"antigéne (Hamers-Casterman et al 1993). Le domaimne CDR3 du VmH,
representant entre 60 a 80% de la surface de recomnaissance avec 1'épitope, peut étre expnime
sous forme dune longue boucle permettant I'accés a des épitopes cryptques, concaves ou
masques, non accessibles aux anticorps conventionnels (De Genst et al 2006 ; Muyldermans
et al 2009 ; Garza et al 2017). In vivo, grace a leur petite taille et a leur solubilité élevee, ils
présentent de bonnes capacités de diffusion et de pénétration dans les tissus (Van Bockstaele
et al 2009). I1 a été démontré que certains VeH pouvalent se fixer sur des cibles extra ou
mtracellulaires au nivean du cerveau et de fait. avaient la capacité de traverser la barnére
hémato-encéphalique in vitre et in vive et amnsi se fixer sur des antigénes considérés jusque la
comme « maccessibles » (Abulrob et al 2005 ; Lafaye et al 2009 ; Li et al 2012 ; Nabuurs et al
2102 ; Caljon et al 2012 ; Li et al 2016).

Grice a leurs propniétés physicochinmques particuliéres, le VaH peut présenter une grande
stabilité et une grande résistance a des conditions physicochimiques extrémes (Muyldermans
et al 2013). Il peut étre facilement concentré par ultrafiltration et conservé dans des tampons
phosphate on Tris conventionnels pendant des mois a 4°C ou plus longtemps a -20°C
(Muyldermans et al 2013). Certamns VgH ont montré des résistances exceptionnelles a des
temperatures allant jusqu’a 90°C, a des conditions de pH extréme amns1 qu’aux protéases (Van
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der Linden et al 1999 ; Landenson et al 2006). L'exemple de VgH sélectionnés et dinges
contre une uréase d Helicobacter pylori (bacténe impliquée dans 1'ulcére de 1'estomac) ont
démontré une activité inhibitrice de la bacténie en présence d’acide chlorhydrique et de
I'enzyme digestive pepsine (Ardekani et al 2013). D’ autres études ont démontré la résistance
des VgH aux agents dénaturants et aux solvants tels que le méthanol, 'acétone ou encore
I"acétonitrile (Dona et al 2010 ; He et al 2014).

1.3.5.2. L’ obtention de VgH recombinants

Leur production nécessite en général 1'immunisation d un Camelidae avec I'antigéne d mtérét
afin de pouvoir clomer I'ensemble du répertoire du segment génmique V obtenu aprés
purification des lymphocytes B sanguins peniphénques. La région du géne correspondant au
VeH a une taille d’environ 360 pb (soit 120 acides aminés) et peut étre amnsi facilement
obtenue par PCR. En pratique, 50 ml de sang pénphénique d'un ammal immumsé
correspondant a 10° clones suffisent pour obtenir I'unique exon maturé du VgH recherché. Le
principal mconvément est de devorr créer une banque pour chaque antigéne.

1l est également possible de travailler & partir d'une banque naive Cette stratégie peut étre
utilisée pour obtenir différents VgH dingés contre différents antigénes. ou lorsque 1'antigéne
est pen ou pas immunogéne. C'est le cas par exemple des hapténes. Pourtant, 1’absence de
chaine légére dans le VsH (les hapténes sont reconnus a 1'interface Vu-Vi des anticorps
conventionnels) peut étre un désavantage (Wang et al 2016 ; Gonzales-Sapienza et al 2017).
Travailler a partir d’ une banque naive nécessite 1"obtention de mulle fois plus de clones. En
pratique, cela comrespond a travailler a partir de un litre de sang pénphénque (Sabir et al
2014 ; Wang et al 2016). Une autre alternative possible est d’utiliser une banque synthétique
ou semi-synthétique. L objectif reste le méme que pour I'utilisation d une banque naive, c’est
a dire conserver 1'intégnité structurale du VgH tout en diversifiant de facon aléatowre les
sequences comrespondant aux CDR et particuliérement la région codant pour le CDR3. Cela
necessite 'utilisation d’amorces PCR. dégénérées pour introduire des vanations de séquence.
Quelle que soit la bangue utilisée pour obtemr les VeH d’intérét, les siratégies pour le
criblage de la banque et pour la production restent les mémes.

Dans le cas d une banque immune, I'immunisation par une injection mitiale suivi de plusieurs
mjections de rappel va stimuler et ennichir le répertoire du systéme immumnitaire de 1'animal
en anticorps specifiques correspondant a plusieurs séquences codantes d affinités vanées.
Bien évidemment, la qualité immunogénique de 'antigéne est importante pour 1" obtention de
futurs VgH de bonnes affinités. Aprés I'immumisation d’un Camélidé, le prélévement de 50
mL de sang pénphénique contient théoriquement suffisamment de lymphocytes B, c’est a dire
de Hedbs exprimes de haute affimité contre I'antigéne d’intérét pour comstituer la banque.
Aprés punfication des lymphocytes B, les ADN complémentaires (ADNc) peuvent &tre
synthétisés par rétrotranscription a partir des ARN messagers (ARNm) totaux. Une premmére
PCE. utilisant des amorces communes a tous les 1sotypes des IgG permet d’amplifier la région
située entre les Vg (des 1gGy) ou les VgH (des I1gG: et Ig(G;) et la région constante conservée
CH?. Les amplicons comrespondant aux séquences VeH. de tailles plus petites car ne
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possédent pas la région CHI, sont sépareés aprés migration et purification sur gel d agarose.
Une deuxiéme PCR est ensuite réalisée sur ces amplicons punfiés avec des amorces
spécifiques de la région VeH.

Le vecteur de clonage le plus utilisé pour constituer une banque de VgH est le phagémide car
il présente les avantages de pouvoir étre exprime par le phage et par la bacténie. L obtention
d'une banque de VyzH représentant la diversité du répertoire des Hedbs est réalisée par
I'mnsertion des amplicons dans le phagémide. La sélection des VeH d’intérét est réalisée par la
technique de Phage Display (Smmth GP 1985). Dans le phagémmde, les séquences VeH sont
msérées en phase avec le géne glll du phage codant pour une des protéines de la capside. Des
bactéries sensibles a I'mfection par les bacténiophages tel que le bacténiophage filamenteux
M13 sont transformées avec ces phagémdes. Ces dermiers sont auto-réplicatifs chez E. coli.
Par contre, ils sont dépourvus des génes leur permettant la formation de particules virales. La
co-infection est alors réalisée avec le phage helper M13. permettant d apporter les génes
supplémentaires nécessaires a la formation de vinons. Ces derniers vont amnsi exprimer au
mveau de leur capside la protéine de fusion VgH-glll et étre sécréter dans le milieu de culture
sumte a un processus mfectieux non lytique. Lors du clonage, un codon stop ambre (TGA)
sifué en aval de la séquence VgH insérée et en amont du géne glll permet 1"expression de la
sequence VgH seule dans une souche bacténienne non suppressive du codon stop ambre. Dans
une souche suppressive, 'expression de la séequence VgH sera fusionnée a la protéine glll
Ainsi. des souches suppressives peuvent &ire utihisées pour la sélection des VeH et des
souches non suppressives pour la production des VeH.

Le cniblage des phages exprimant a leur surface les ségquences VuH d'intérét se fant
generalement par plusieurs cycles d’ennchissement par affimté appelés biopanning. Les
phages produits, suite a la co-infection avec le phage helper. sont sélectionnés vis a vis de leur
affinité a recomnaitre 1'antigéne. Cette sélection peut étre réalisée sur un support solide
présentant 1"antigéne fixé. Les phages ainsi sélectionnés sont amplifiés a partir d"un nouveau
cycle d’infection sur une nouvelle culture bactérienne. Pour chaque cycle, un agent saturant
différent est utilisé Généralement, 1" obtention de VgH trés affins pour 1'antigéne sont obtenus
au bout de trois cycles.

1.3.5.3 Exemples de VyH utilisés en tant que traceurs in vivo par imagerie médicale

Les VgH sont de plus en plus utilisés en préchimique en tant que traceur in vive par umagerie
meédicale, notamment pour la détection rapide de cellules tumorales ol ils ont démontré de
meilleures performances que les anticorps monoclonaux (Hu et al 2015).

En oncologie, I'hyper-expression de certains récepteurs membranaires a été validée pour &tre
des marqueurs de cellules tumorales. C'est le cas notamment pour les récepteurs des facteurs
de croissances epidermiques - 1"Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) et le Human
Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER-2) ot une hyper-expression a €t€¢ montrée dans
15 a 30% des cancers du sein et 10 a 30% des cancers des voies digestives supénieures (Igbal
et al 2014). Actuellement, le traitement par immunothérapie de ces types de cancers utilise les
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anticorps monoclonaux Cetuximab, dingeés contre 'EGFR et Trastuzumab, dingés contre
I'HER-2 (Harding J et al 2005 ; Namu B et al 2018).

Plusieurs études précliniques in vive, sur des modeles de xénogreffes de tumeurs chez la
souris, ont compares les capacités de détection des cellules tumorales par des VgH dinges
contre I'EGFR ou I'HER-2 avec leurs équivalents monoclonaux (Cetuximab et Trastuzumab)
par des techniques d'imagene medicale : la tomographie par émission monophotonique
(TEMP), la tomographie par émission de positrons (TEP) et I'imagene optique.

Des VeH anti-EGFR. fusionnés aux radioéléments **®Tc ou **Ga, ont permis de générer des
clichés avec un bon ratio tumeur / tissu sain entre 45 minutes et 1 heure post-injection, sur les
xénogreffes in viveo, aussi bien par TEMP que par TEP. Des clichés similaires ont €té obtenus
avec le “*®Tc Cetuximab 24 heures post-injection (Vosjan et al 2011 : Kruwel et al 2016).
Une autre étude a comparé 1"accumulation d’un VyH anti- HER? avec 1'anticorps monoclonal
Trastuzumab, marqués avec I'TRDye 800CW, au miveau de xénogreffes de tumeurs du sein
par imagerie optique. Entre 1h a 4h postamection. le VgH anti-HER2-IRDwe 800CW a
permis de delimiter la tumeur avec un trés bon ratio tumeur / tissn sain alors que des images
simlaires ont seulement été obtenues 72h post-injection avec le Trastuzumab-IRDvye S800CW.
Plusieurs organes ont €t€ analysés ex vivo a 4h ou a 72h post-injection pour le VgH et pour le
Trastuzumab respectivement. Les résultats ont montré une accumulation de signal fluorescent
uniquement au mveau des reins pour les soums imjectées avec le VeH anti-HER2-
IRDwe800CW alors que des signaux fluroescents étaient encore emis dans le sang et dans des
organes trés vasculamseés tels que les poumons et la rate, amnsi quune accumulation
particuliére d'émission de signal au miveau du Foie pour les souns imjectées avec le

Trastuzumab-IRDye 800CW (Kijanka et al 2013).

Ces résultats ont montré que les VzH étaient capables in vive de détecter spécifiquement en
quelgque(s) heure(s) des antigénes tumoraux dans les tissus. Les VeH « non fixés » sont
rapidement éliminés de la circulation sangmne et permettent ainsi 1" obtention de clichés ou
d'images de bomne qualité (ratio tumeur / tissu samn) pour ['interprétation. Cette
caracténistique présente aussi 1'avantage de pouvoir utiliser des radioéléments a demu-vies
courtes (ex : 68 mun pour le ®*Ga) qui permet de diminuer le temps d exposition du patient
aux rayons iomisants. Par contre, les anticorps monoclonaux ne semblent pas étre de bons
candidats pour des études a court terme car 1ls possédent une demie-vie longue (2 a 4 jours) et
un taux de diffusion lent dans les tissus.

D’autres études ont conforté le potentiel des VgH en tant que traceur in vivo pour la détection
d autres marqueurs tumoraux (cancer de la prostate, cancer du colon) et des marquenrs de
I'mflammation intervenant dans les phénoménes d’athérosclérose et d’arthmte rhumatoide
{Chatalic et al 2015 ; Cortez-Retamozo et al 2008 ; Bala et al 2012 ; Rashidian et al 2015).
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L4. HYPOTHESES DE TRAVAIL

Les besoins d amélioration diagnostique et pronostique, amnsi que la recherche de nouvelles
molécules thérapeutiques pour cette maladie négligée sont toujours d’actualité. Au cours de
son €volution, I. cruzi a mus en place de multiples stratégies pour déjouer le systéme
mmmunitaire de I’hite et ainsi persister chez ce dermier afin de maintemir son cycle biologique.
La principale difficulté pour lutter contre ce parastte est sa capacité a se maintemr dans les
tissus de 1"’hote, « a 'abn » du systéme immunitaire durant la phase chronique de la Maladie.
A cela s’ajoute la difficulté de prise en charge précoce des personnes infectées vivant
majoritairement dans les zones rurales et pauvres des zones endémiques liée an manque de
symptomes caractéristiques de 'infection, au faible moyen des centres de santeé présents dans
ces zomes et au manque de sensibalité et de spécificité des tests diagnostics existants.
Aujourd’hui, la problématique concerne également de nombreux pays hors des zones
d’endémie ou des personnes infectées viennent s'installer et généralement ne sont pas
diagnostiquées et donc ne sont pas medicalement suivies. Par alleurs, les deux seules
molécules trypanocides utilisées comtre I. cruzi : le benzmdazole et le mifurtimox omt
seulement prouvé une réelle efficacité durant la phase aigug (Viotti et al 2006). De plus,
certamns malades ne répondent pas aux traitements ou encore il est difficile d’évaluer
I'efficacité post-traitement. Ce constat conforte donc la nécessité de développer de nouveaux
tests diagnostics et des traitements plus efficaces.

Une des stratégies utilisée par Trypanosoma cruzi pour échapper au systéme mmmunitaire de
I'héte de facon précoce et persistante est sa capacité a secréter/excréter des mitogénes et des
superantigénes (Minoprio et al 1989 ; Reina-San-Martin et al 2000 ; Bermejo et al 2011). Ces
molécules parasitaires provoquent une activation polyclonale des lyvmphocytes B et T dont la
maturation terminale est caracténisée par une forte non spécificité de la réponse. En plus du
beénéfice évident d’ échappement pour le parasite et ainsi pouvoir infecter ses cellules ables, la
haute perturbation du systéme immunitaire concomitante a 1'infection peut également a elle
seule entrainer les complications sévéres de la Maladie plusieurs années aprés la pnmo-
mfection, notamment par des mécamismes d auto-immmumté (Teixewra et al 2011). La
Trypanesema cruzi proline racemase fait partie de ces miutogénes pour les cellules B,
secrétée/excrétée par le parasite au cours de 'infection. C'est également une enzyme
essentielle pour la survie et la virulence du parasite (Chamond et al 2005). De plus, 1l a éte
démontré récemment que les génes de la TePRAC sont présents dans tous les génotypes do
parasite et sont absents chez I'Homme et chez les autres trypanosomatidés pathogénes pour ce
dernier (Caballero et al 2015).

An dela de la Maladie de Chagas. la commmunauté scientifique s’ est engagée sur la recherche
de marqueurs spécifiques du pathogéne plutét que ceux correspondant a la réponse
mmmunitaire de ’hote. Les avantages sont certains concernant le potentiel de ces marqueurs
dans 1'élaboration de nouveaux tests diagnostiques et de tests permettant le cnblage de
molécules potentielles pour 1'élaboration de nouvelle(s) chimiothérapie(s) qui manquent
encore pour de nombreuses maladies mnfectieuses. D'aprés la défimition de 1"OMS, la
découverte de nouveaux « biomarqueurs», c’est a dire « toute substance, structure ou
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processus pouvant étre mesuré dans le corps permettant de prédire I'incidence ou l'issue d une
pathologie » est un défi évident pour continuer a faire progresser la Médecine.

Quelques questions simples peuvent &tre formulées notamment sur les techmques dispombles
pour le diagnostic et le pronostic de la Maladie de Chagas :

1. Les méthodes disponibles dans les banques de sang et les centres de santé pour les
patients infectés, ou encore pour les infections congénitales sont-elles satisfaisantes 7

11. Les méthodes utilisées pour le pronostic et le suivi post-traitement de la maladie sont-
elles satisfaisantes 7

111. La sensibilité et la précision de ces tests sont-elles adéquates 7

Nous ne pouvons pas répondre par 1" affirmative a ces questions. Dans ce contexte, nous avons
voulu valider ou infirmer s1 la TePRAC pourrait étre un marqueur parasitaire stricto Semsi,
pertinent et spécifique de I'infection et de la Maladie de Chagas. Pendant mon projet doctoral,
je me suis engage a répondre particuliérement a 2 hypothéses principales :

1. La TcPRAC peutelle étre un marqueur diagnostique et de sumvi spécifique de
I'infection a T cruzi 7

2. Pouvons nous, par le biais de ce marqueur, développer un prototype permettant la
détection du parasite intratissulaire in vive 7

Pour répondre a ces hypothéses. nous avons développé des outils biologiques et moléculaires
grice a la geénération de différents anticorps dingés contre la TePRAC et des amorces
specifiques des génes TePRAC. Nous avons utilisé le modéle expénmental murnn, bien défim
au laboratoire, qui nous a permis d obtenir et de tester des échantillons biologiques par des
méthodologies in vitro. Nous avons généré des parasites exprimant de facon constitutive le
géne de la Firefly luciferase et des génes tels que la GFP et I'E2-Cnimson quui nous ont permis
de suivre in vive et en temps réel I'infection grace a 'imagerie. Les résultats de ces travaux
ont permis 1'écriture d'un article scientifique soumis a publication dans le journal PLoS
Neglected Tropical Diseases : Specific serological and molecular tools for diagnosis of
experimental Chagas infection and disease : towards a reliable test for diagnosis and
monitoring of treatment efficacy (Article n®1).

Mon implication dans les précédents travaux du laboratoire, notamment ceux démontrant que
la TePRAC est impliquée dans la wvirulence du parasite et ceux décnvant le mécamsme
catalytique de I'enzyme (Chamond et al 2005 ; Buschiazzo, Goytia et al 2006), m’ont permis
de travailler sur 1'optimisation de nouveaux inhibiteurs afin de répondre & une question
supplémentaire : la TePRAC estelle une cible pour le développement de nouvelles
chimiothérapies 7 et d'étre co-auteur d’un article publi¢ dans dans le journal PLoS Neglected
Tropical Dhseases : Designed monoe and di-covalent inhibitors trap modeled functional
motions for Trypanosoma cruzi proline racemase » (Article n® 2).
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II. MATERIELS & METHODES
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Préparation de la protéine recombinante TePRAC

La proline racémase de T. cruzi recombinante a été produite chez la souche E. coli BL21
(DE3) et punfié¢e avec une colonne d affimte IMAC (fmmobilized-Metal Affinity
Chromatography) comme décrit dans 1 article Rema-San-Martin et al 2000.

Production de sérums polyvclonaux et d’anticorps monoclonaux anti-TePRAC

Le sérum polyclonal de lapin anti-TePRAC a été obtemu aprés 1'immumisation d un lapin agé
de 2 mois avec 100 pg de TePRAC recombinante meélangée a 1"adjuvant complet de Freund a
JO. L'animal a ensoite été immumisé avec plusieurs injections de 200 pg de TePRAC
recombinante mélangeée a 1'adjuvant incomplet de Freund a 15 jours d'intervalle. Le sérom
polyclonal d’alpaca a été obtenu aprés I'immunisation d un jeune alpaca male avec 100 pg de
TePRAC recombinante mélange a 1"adjuvant complet de Freund a JO puis avec 100 ug de
TePRAC recombinante melangé a 1"adjuvant incomplet de Freund a J21 et J35. Les anticorps
monoclonaux de souris anti-TePRAC. produits par les laboratoires bioMeéneux, ont éte
obtenus aprés I'immumisation de souns Balb/c dgées de 5 semaines avec 10 ng de TePRAC
recombinante mélangée a 1’adjuvant Ribi a JO, J14 et J28.

Production des VgH anti-TcPRAC
1. Construction de la banque immune de VgH anti-TcPRAC

Un alpaca (Lama pacos) madle dgé de 2 ans a ét¢ immumsé avec 100pg de TePRAC
recombinante & JO, J21 et J35 (Reina San Martin et al 2000). La premiére immumnisation a été
realisée avec |'adjuvant complet de Freund et les deux suivantes avec 1"adjuvant incomplet. A
J52, le sérum a été testé par ELISA contre la TePRAC recombinante. La réveélation du test a
été réalisée avec un sérum de lapin polyclonal anti-alpaca (Boado et al 2013). Les ADNc ont
été synthétisés par rétrotranscription a partir des ARNm totaux 1ssus de la punfication des
lymphocytes B péniphéniques de I'animal immunisé (Lafaye et al 1995). A partir des ADNc,
les fragments correspondant aux régions VH-CH?2 ont éte amplifiés et purifiés sur gel. Une
deuxiéme PCE. a été réalisée pour amplifier umquement les fragments correspondant aux
régions VuH en utilisant des amorces permettant 1'ajout de sites de restrictions pour
I'msertion dans le vecteur de clonage pHENI1 (Lafaye et al 1999). La construction de la
banque mmmune a &té obtenue aprés transformation de bacténes E. coli TGl avec les
phagémides pHEN1 recombinants (Li et al 2016).

11. Criblage et enrichissement de la banque immune par Phage display et biopanmng

Les séquences VeH fusionnées avec la séquence de la protéine glll dans les phagénudes ont
été expnimeées a la surface des phages aprés induction et co-infection des bactéries par le
phage helper M13 (Li et al 2016). Les phages expnimant les séquences VeH d’intérét ont été
selectionnées vis a vis de 'antigéne fixé sur un support solide (ELISA). L’ ennichissement par
biopanning des phages d mtérét a éte réalisé sur troas cycles (Li et al 2016).

44



. Selection des phages les plus affins vis a vis de I'antigéne par ELISA

Une centaine de clones bactériens, chacun comportant un clone umque de VezH. ont éte
mduits et coinfectés afin de produire les phages exprimant a leur surface les VgH anfi-
TePRAC. Ces demiers ont ét€ directement testés par ELISA indirect en utilisant la TePRAC
recombinante pour la capture du test. Les clones positifs ont ensuite été amplifies par PCR
puis sequences. L analyse des alignements de séquences correspondants aux clones positifs a
permis la sélection de clones VeH anti-TePRAC présentant des séquences différentes
particuliérement au niveau des régions CDE1 et CDR3. Ces clones produits et punifiés en plus
grande quantité aprés coinfection par le phage M13. Les plus affins pour I'antigéne d’intérét
ont été sélectionnés par ELISA indirect utilisant la TePRAC recombinante pour la capture du
test.

1v. Sous-clonage, expression et purification des clones VeH anti-TcPRAC sélectionnés

Les séquences codantes des VgH sélectionnés ont été sous-clonées dans le wvecteur
d expression bacténen pET23d (Novagen). Ce vecteur permet 1'addition d’une queue hexa-
histidine en C-terminale de la séquence msérée. Son expression est cytoplasmique (Li et al
2016). Pour le sous-clonage, nous avons utilisé la stratégie de Restriction Free Cloning (Van
Den Ent & Lowe 2006). Cette techmique est basée sur la synthése par PCR d'une méga-
amorce (mega-primer) obtenue grice a une pawre damorces hybrides permettant
I"amplification des séquences d’mntérét encadrées par des séquences correspondant au vecteur
de destination (voir Figure 6). Des bacténies DH5o compétentes (Invitrogen) ont été
transformées avec les plasmides d’intérét et sélectionnées sur des boites de pétri contenant
I"'antibiotique de sélection (ampicilline). Plusieurs clones bactériens ont été vénfiés par
sequencage grace a |'utilisation d amorces spécifiques du plasmide pet2?3 encadrant la région
d’insertion des séquences VeH. Les préparations plasmidiques des constructions validées par
sequencage ont &té effectuées et ont &té utilisées pour transformer des bacténies compétentes
E. coli BL21 (DE3) Express Duo (Lucigen). L expression cytoplasmique des VeH anti-
TePRAC a été obtenue par induction des cultures bacténiennes avec de 'TPTG (Isopropyl 5-
D-1-thiogalactepyranoside) a 0.5 mM final Aprés cassage des culots bactériens a la presse de
French a une pression de 1.4 kbar, la purification des extraits bactériens a été réalisée par
chromatographie d’affinité (colomnes IMAC immobilized-metal affinity chromatography)
smvi d une chromatographie d’exclusion de taille (L1 et al 2016).

v. Marquage avec les fluorochromes Alexa 488 et [IRDve 800 CW

Les VgH anti-TePRAC recombinants purifiés ont été testés par ELISA indirect sur I'antigéne
d’intérét. La production des séquences synthétiques correspondantes a ét€ réalisée en ajoutant
(1) un codon correspondant a 1’acide aminé cystéine a I extrémmté C-terminale des séquences
VuH pour ne pas interférer avec la zone de reconnaissance de 1"épitope se trouvant en dans la
region N-terminale (1) les séquences des sites de restriction Notl et Xhol aux extrémiteés des
peptides synthétiques pour le futur clonage dans le vecteur pET23d (Eurofins genomics,
Allemagne). L’expression, la production et la purification des peptides synthétiques
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correspondants aux VgH anti-TePRAC ont été reéalisées comme décnt précédemment. La
conjugaison au miveau de la cystéine en position C-termunale avec les fluorochromes Alexa
488-maléimide et IRDye 800 CW-maléimide (Li-Cor Corporate, USA) a été réalisée comme
décrit dans les données supplémentaires de "article de Li et al 2016.

Syrihesized destination

\\‘.i. Irearl

Farental desbralion

%ﬁ% - o
r / A {z p
v Gy

Figure 6 : Principe de clonage « sans 'utilisation de sites de restriction ».

Des amorces hybrides sont dessinées afin d’&tre complémentaire avec la séquence a insérer (vert) et le plasmide
de destination (bleun). Une 1% PCR. permet la formation d’une méga-amorce comprenant la séquence de I'insert
encadrée par des séquences complémentaires au vecteur de destination Durant la 2** PCE. la méga-amorce
imitie la réplication du plasmide de destination (rose). Puisque le plasmide de destination est répliqué en entier
durant la réaction, la méga-amorce se liant a une molécule fille ne parvient pas a exposer une extrémité 3° libre
pour 'élongation par la polymérase, de sorte que I"amplification de nouvean produit est linéaire. Le plasmide de
destination doit &re purifié 4 partir d'une souche bactérienne DAM +, car l'enzyme Dpnl est utilisé pour
dégrader sélectivement I’ADN parental aprés la deuxiéme réaction de PCE., en laissant ainsi intacts les produits
dénivés non méthylés. La réaction peut ainsi &tre utilisée pour transformer des bactéries compétentes.

Extrait de Nucleic Acids Research ; 2012 (40):209-2013.

Génération de parasites génétiquement modifiés exprimant le géne de la Firefly
luciferase et le géne d’une molécule fluorescente Green Fluorescent Protein (GFP) ou E2-
Crimson

Les sequences amplifiées par PCR. des génes de la GFP et de la molécule E2-Crimson ont été
msérées, en aval et en phase du cadre de lecture avec le géne de la Firefly luciferase présent
au miveau du site de clonage du vecteur pTREX-luci (Addgene), avec la stratégie de Gibson
assembly (Li et Elledge 2007). Le plasmude pTREX-n permet une intégration stable dans le
genome de T. cruzi (Vazquez & Levin 1999). Les deux constructions pTREX-luci-GFP et
pITREX-luci-E2-Crimson, aprés transformation dans des bacténies compétentes DH5a, ont éte
amplifiées par Miniprep plasmidique. Les séquences des vecteurs plasmidiques ont &té

46



confirmées par séquencage (Eurofins Cochin, France). Les formes épimastigotes des souches
polaires. CL Brener et Y, ont été transfectées avec les plasmides linéansés par |'enzyme de
restriction Nhel, avec la technologie Amaxa™ Nucleofector™ II (Lonza, Allemagne). Les
parasites transfectés omt été sélectionnés dans du mulien LIT (Liver Infusion Tryptose
medium), contenant 1"antibiotique de sélection G418, par la techmique de dilution limite afin
d’1soler les transfectants 1ssus d'un clone umque. Les parasites qui expriment les génes de la
Firefly luciferase et de la GFP ou de la molécule E2-Crimson ont €t€ nommeés respectivement
Luc-green et Luc-red.

Test de détection par immunofluorescence directe

Des lames 8 puits LPXS5 (Labo Modeme, France) ont été préalablement traitées avec de la
poly-L-lysine a 0.01%. 10° epimastigotes provenant de cultures synchronisées et en phase
exponentielle de croissance sont préalablement nincées plusieurs fois dans du PBS avant
d’étre déposés sur les puits. Les parasites sont sécheés a 1'air sous une hotte, pms fixés avec
une solution de paraformaldéhyde a 4% en PBS et perméabilisés avec une solution de PBS
contenant de la sérum albumine bovine (SAB) a 1% et du Triton X-100 a 0,.2%. Les puits sont
ensuite bloqués avec une solution de PBS contenant de 1'SAB a 3%. Les différents anticorps
ant1-TePRAC (les sérums polyclonaux de lapin et d’alpaca anti-TePRAC et les sérums
témoins naifs de chaque espéce sont dilués au 1/300®; les anticorps monoclonaux anti-
TePRAC sont déposés a 10 pg/ml) puis les anticorps secondaires marques a 1"Alexa 488,
dilués en PBS ASB 3%. sont déposés sur les puits cormrespondants. Les anticorps secondaires
marques a 1"Alexa 488 sont utilisées aux concentrations survantes : IgG de chévre anti-lapin
Alexa 488 a 2ug/ml ; anticorps de lapin anti-Ig totales d’alpaca a 10pg/ml ; anticorps de
chévre anti-IgG de souns au 1/1000%). Une solution de DAP1 a lug/ml est utilisée pour
marquer les noyaux des parasites. Aprés séchage, le montage entre lame et lamelle est
effectué avec une solution de montage SlowFade Diamond Antifade Mounting (Life
Technologies, France). Tous les lavages, entre les différentes incubations, ont éte effectués en
PBS Tween 20 a 0,2%. Les acqusitions des signaux de fluorescence ont été réalisées sur un
microscope a fluorescence Olympus FV1000 MPE.

Infections et traitements des souris

Des sounis Swiss et Balb/c maéles agées entre 5 et 6 semaines ont été infectées par voie intra-
pénitonéale avec 10* ou 10° trypomastigotes du sang des souches CL-Luc-Green, CL-Luc-
Red, Y-Luc-Green ou Y-Luc-Red Une infection avec 107 parasites permet de diminuer la
mortalité des souris pendant la phase aigué et d’augmenter le nombre de souris qui vont
passer en phase chromique. Les sournis ont été traitées par voie orale pendant 10 jours avec une
dose quotidienne de benzmidazole (Rochagan, Roche) a 100 mg/kg dilué en PBS-DMSO 5%.

Préparation des sérums et des ADN totaux i partir du sang périphérigue

Entre 100 pl a 200 pl de sang pénphénque ont €té prélevés sur des groupes de souris
mfectées a différents jours post-infection. Les sérums ont été obtenus aprés la formation du
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caillaux sanguin a 4°C et une centnifugation a 2500 rpm pendant 5 minutes pour séparer les
serums des globules rouges. Les ADN totaux du sang pénphénque ont &té extraits
directement aprés prélévement ou aprés conservation a -20°C avec le kat d extraction Chagen
QLAamp DNA Mimi and Blood Mim en survant les imstructions du manuel.

Test ELISA indirect pour la détection des anticorps anti-TePRAC sériques

10ug/ml de TePRAC recombinante dilué en PBS ont ét¢ adosrbés dans des plaques Maxisorb
096 puits (Nunc) pendant 16h a 4°C. La saturation des puits a été effectuée en PBS contenant
1% de sérum albumine bovine (SAB) pendant 1h a température ambiante. Les sérums murins
sont ensuite dilués au 1/50° puis de 3= en ¥ par dilutions séniées en PBS-SAB 1% puis incubés
pendant 1h a température ambiante. La révélation des tests a été effectuée, aprés 1'incubation
d’anticorps de chévre anti-IgG de sounis marqués a 1" Horseradish peroxidase (HRP) pendant
lh a température ambiante, avec le substrat TMB. La lecture des densités optiques (D.O) a la
longueur d onde de 450nm a été réalisée avec un spectrophotomeétre.

Test ELISA sandwich (direct et indirect) pour la détection de la TePRAC circulante
sérique

Pour la capture, les sérums polyclonaux de lapin et d’alpaca anti-TePRAC et les anticorps
monoclonaux de souris anti-TePRAC ont été dilues an 1/3000% et au 1/7000°® respectivement
en PBS et adsorbés dans des plaques Maxisorb 96 puits (Nunc) pendant 16h a 4°C. La
saturation des puits a été effectuée en PBS — BSA 1% pendant 1h a température ambiante. Les
serums murns sont ensuite dilués au 1/10° puis de ¥ en ¥ par dilutions sériées en PBS-SAB
1% puis incubés pendant 2h a température ambiante. La révélation des tests avec le substrat
TMB a été effectuée (1) soit directement aprés 1'incubation d'un anticorps monoclonal anti-
TePRAC de souris marques a I’"HRP utilisé an 1/3000° ou (1) soit aprés 'utilisation d’un
anticorps secondaire de chévre ant1-IgG de sounis marqué a I'HRP utilisé an 1/6000°, pendant
lh a température ambiante. La lecture des densités optiques (D.0) a la longueur d onde de
450nm a &té réalisée avec un spectrophotomeétre.

PCR guantitative TagMan pour la détection des génes TePRAC

Les amorces et la sonde ont été dessinées avec le logiciel Pnmer3Plus (Whitehead Institute)
afin d’amplifier spécifiquement une région de la séquence des génes TePRAC d’une taille de
194 pb: amorce sens 5 -GGAAGGGATGCTCGTTGTAA-3 ; amorce anti-sens -
TACGTAGCAGCACCTGITCG-3" ; sonde marquee en 5 avec le fluorochrome 6-
carboxyfluorescémne et fusionnée en 3 avec le guencher BHQ1 5'-
CCACACCATGCTGTTTGACC-3" (Eurofins genomics). Les réactions PCR. ont été réalisées
dans des plaques 96 puits MicroAmp optical (Thermofisher) sur 100 ng d’ADN total dans le
tampon réactionnel Umversal TagMan Master Mix contenant 0.5 pM des amorces sens et
anti-sens et 250 nm de la sonde pour un volume final de 20 pl. Aprés 10 minutes a 50°C afin
d’activer la hot-start DNA polymerase, 40 cycles de 15 sec a 95°C et 1 mun a 60°C ont &te
realisés sur le systeme de PCR en temps réel QuantStudio 7 Flex (Applied Biosystems). Pour
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chaque échantillon, les réactions d’amplification ont &té effectuces en triplicate. Une courbe
standard permettant la quantification des échantillons exprimée en parasites/ml a €té¢ obtenue
a partir d'une gamme standard de quantité connue d’ADN 1ssue de 'infection artificielle de
sang de souns naive par les formes épimastigotes CL et Y du parasite. Les analyses des
données ont et effectuées avec le logiciel QuantStudio v1.3 (Applied Biosystems).

Acquisitions in vitre des signaux de fluorescence par imagerie

Les parasites géncétiquement modifies, exprimant soit la GFP soit 'E2-Crimson, ont éte
visualisés avec une statton d'image FLoid™ Imaging Station (Molecular Probes Life
Technology. France) qui permet 1'acquisition d’images de haute résolution en contraste de
phase et en épifluorescence dans 3 canaux de fluorescence : vert (GFP, Alexa 488__), bleu
(DAP1) et rouge (E2-Crimson, TexasRed. ) grace a un systéme d’illumination LED, une
cameéra et des optiques de haute qualite.

Acquisitions in vive des signaux de biocluminescence et de fluorescence par imagerie

Avant chaque acquisition, les sounis ont ét€¢ anesthésiées avec un melange de xylazine a
15mg/'kg (Rompun, Bayer Lab) et de kétanune a 100mg/'kg (Imalgéne, Menial Lab) dilué en
PBS. Pour les acquisitions des signaux de bioluminescence, les souns sont préalablement
mjectées avec de la d-lucifénine a 150mgkg (Perkin Elmer). Les captures de signaux de
bioluminescence et de flnorescence (en ép1- ou en trans-1llumination) ont ét€ réalisées avec le
systtme d’imagenie optique IVIS® Spectrum™ (Caliper Life Sciences) comportant une
cameéra optique de haute sensibilité capable de capter un large spectre de signaux fluorescents
jusqu’a I'infra-rouge lomntain La visualisation et la quantification des régions d intérét (ROI)
des signaux de bioluminescence exprimes en photons/sec et des signaux de fluorescence
exprimés en (photons/sec/cm?/surface)/(uW/cm®) ont été réalisées avec le logiciel Living
Image 4.0 (Caliper Life Sciences).
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III. RESULTATS
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IIL.1. La TcPRAC et les anticorps anti-TcPRAC peuvent étre détectés dans la circulation
périphérique de souris infectées par T. cruzi

Comme nous 1’avons présente, les formes trypomastigotes infectantes de Trypanesema cruzi
secrétent/excrétent au cours de 1'infection aigué et chronique, une enzyme/mitogéne
specifique du parasite - la TePRAC. Ainsi, 1l serait possible de démontrer la présence du
parasite grace a la détection de cette molécule sous sa forme circulante, membranaire ou
cytoplasmique, ou encore par la détection d anticorps spécifiquement dingés contre la
molécule. Cependant, 1l est important de noter que cette hypothése est conditionnée par le fast
que le nombre de parasites circulants est trés vanable selon le stade de la maladie. Lors de la
phase aigué, la parasiténue est significative, tandis que pendant la phase chromique de
I'mmfection le nombre de parasites qui circule est trés faible, voire nul. Cette difficulté pourrait
étre dépassée par |'amplification des génes TePRAC. Nous pourrions ainsi metire en évidence
de facon spécifique la présence du parasite dans la circulation.

Pour répondre a la premiére hypothése de notre travail et d attribuer a la TePRAC un réle de
biomarqueur pour I'infection a T. eruzi, nous avons :

1.  Produit différents anticorps dinges contre la TePRAC ;

Synthetisé des paires d amorces spécifiques pour I'amplification des génes TePRAC ;

m. Généré a partir de deux souches polaires de I cruzi (CL Brener et Y) des parasites
genetiquement modifies capables d’exprimer constitutivement le géne de la Firefly
luciferase. le géne de la GFP ou de I'E2-Crimson ;

1v. Mis au pomnt des tests sérologiques indirects pour détecter et quantifier la TePRAC
circulante sénique ainsi que les immunoglobulines de type IgG anti-TePRAC ;

v. Mis au pomnt des tests directs pour détecter le parasite soit par PCR soit par un test
d’immunofluorescence.

¥

Nous avons d’abord validé la reconnaissance de la TcPRAC par les différents anticorps par la
techmque de Western blot. Différentes combinaisons d’anticorps anti-TePRAC ont éte
utilisées pour mettre an point des tests ELISA. La spécificité de ces tests a ét€ validée a partir
de sérums munns infectés par I. cruzi, L. donovani et I. vivax, des trypanosomatidés
mfectieux pour ' Homme et pour les ammaux.

Pour la détection et la quantification de la TePRAC circulante dans les sérums de souns
mfectées par I. cruzi, les deux combinaisons qui nous ont donné les meilleures performances
ont &té celles ayant utilisé le sérum polyclonal anti-TePRAC de lapin ou d’alpaca pour la
capture et un anticorps monoclonal anti-TePRAC de souns, marqué a la Horseradish
Peroxidase (HRP) on bien révélé par un anticorps secondaire : un anti-IgG de souris marque
HEP pour la révélation. Grice a une courbe standard utilisant des dilutions sénées de
TePRAC recombinante, les limites de détection de ces ELISA sandwich ont été estimées,
entre 12 et 46 ng/ml, lorsque les sérums polyclonaux anti-TePRAC d’alpaca ou de lapin sont
utilisés pour la capture, respectivement et a 1 ng/ml lorsque 1"anticorps monoclonal de souris
(#3CODT) est utilisé pour la capture. Avec ce test, 1l nous a été possible de detecter et de
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quantifier de facon spécifique les taux de TePRAC circulants dans des sérums « aigus » et
« chromiques » de souns infectées par les souches CL Brener et Y du parasite de J15 a J120
post-infection, a des taux allant de 100 ng/ml a plusieurs pg/ml.

Un test ELISA indirect, utilisant la TePRAC recombinante comme antigéne de capture, nous
a permus de détecter et de quantifier les taux d’Ig(G sériques dinigées contre la TcePRAC dans
des sérums « aigus » et « chromques » de souns infectées a des taux de 1"ordre du ng/mL avec
un fenétre de détection allant de J20 a au moins J100 post-infection.

De facon intéressante, durant la phase chromique, bien que les parasites soient trés peu
detectables dans la circulation, les tests ELISA ont été suffisamment sensibles pour détecter
la TePRAC circulante dans les sérums « chroniques ». Ces résultats sont compatibles avec
notre hypothése que la détection de la TePRAC circulante est corrélée avec la présence de

parasites vivants.

De mameére a confirmer ces données, nous avons testé la possibilité d’amplifier les génes
TePRAC a partir d’ ADN totaux issus du sang de souns infectées. Dans un premier temps,
nous avons valide la spécificité des amorces utilisées pour 1'amplification des génes TePRAC
par PCR conventionnelle sur des ADN génomuques de différents trypanosomatides : T. eruzi,
T. vivax, L. donovani et T. brucei. Dans un deuxiéme temps, pour quantifier la charge
parasitaire, nous avons compare deux techmiques de PCR en temps réel : SYBR Green et
TagMan. Une haute spécificité et une meilleure sensibilité de 1'ordre de 10 parasites/'ml. ont
été obtenues en utilisant la techmologie TagMan avec une des cing paires d amorces
syntheétisées. Cette méthodologie nous a perms d’amplifier de facon spécifique les génes
TePRAC sur des échantillons sanguins 1ssus de plusieurs groupes de souns infectées, durant la
phase aigug et la phase chronique de la Maladie dans le modéle expérimental.

Ces résultats confirment que la TePRAC est bien un biomarqueur diagnostique de la présence
du parasite chez 1’hote mammifére. Ils sont présentés en détail dans les pages suivantes dans
I"article n°1.

Par ailleurs, nous avons mis au point un test d’ immunofluorescence direct capable de détecter
les formes non mnfectantes de T, cruzi par 1'utilisation des anticorps anti-TePRAC (Figure 7).
Les sérums polyclonaux anti-TePRAC de lapin (A) et d’alpaca (B) ont montré une forte
reactivité sur les parasites de culture fixés. Mis a part une faible réactivité de 1 anticorps
monoclonal #13C4B5, ce test n'a pas fonctionné lorsque nous avons utilisé les 7 autres
anticorps monoclonaux anti-TePRAC de souris (C). Malgré une bonne reconnaissance des
formes épimastigotes par les sérums polyclonaux anti-TePRAC. la détection directe des
formes trypomastigotes sur des frottis sanguins utilisant un test d’ tmmunofluorescence n’a
pas éte possible (données non montrées).
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Figure 7 : Détection du parasite avec différents anticorps anti-TePRAC par immunofluorescence directe
Des formes épimastigotes de T. cruzi ont été fixées par une solution de paraformaldéhyde a 4% et perméabilisées
avec duo Triton X-100 a 0,2% sur des lames. (A) Utilisation du sérum polyclonal de lapin anti-TePRAC dilué au
1/300® révélé par des anticorps de chévre anti-Ig de lapin - Alexa 488 dilués a 2pg/ml (B) Utilisation du sémm
polyclonal d’alpaca anti-TePRAC an 1/300° révélé par des anticorps de lapin anti-Ig d'alpaca - Alexa 488 dilués
a 10pg/ml. (C) Utilisation des 8 anticorps monoclonaux de souns anti-TePRAC dilués a 10pg/ml révélés par des
anticorps de chévre anti-IgG de sournis dilués an 1/1000% Les sérums naifs de chagque espéce ont été utilisés
comme témoins négatifs. Une solution de DAPT a 1pg/ml a été otilisée pour marquer le noyau des parasites. Les
acguisitions des signaux de fluorescence de 'Alexa 488 ont été réalisées sur un microscope a fluorescence
Olympus FV1000 MPE.
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IIL.2. Utilisation de la T¢PRAC comme biomargueur pour I'efficacité post-traitement

Les méthodologies sérologiques et moléculaires, précédemment présentées, nous permettent
de détecter le parasite dans des échantillons biologiques murins prélevés aussi bien durant la
phase aigué que la phase chromique dans le modéle expénimental. En plus des contraintes
diagnostiques, toujours d’actnalité pour la Maladie de Chagas. une autre problématique
courante est la difficulté de se prononcer sur I'efficacité des traitements pour les patients
chagasiques en phase chromque. Afin de répondre a la deuxiéme partie de la premiére
hypothése de travail. nous avons testé la capacité de la TePRAC a étre utilisée en tant que
biomarqueur de ' efficacité d un traitement.

Pour cela, nous avons testé et analyse, grace a différents groupes de souris infectées, traitées
ou non avec le benzmdazole, les différentes meéthodologies permettant la détection de la
TePRAC, les génes codants pour la TePRAC ou les anticorps de souns dirigés contre cette
dermiére. Pour contourner la complexité liée a la mortalité élevée, observée au cours de la
phase aigué, due a une hyperparasitéme, nous avons également mfecté des groupes de souris
avec un nombre moins important de parasites afin que la majorité des souns entre en phase
chronique (au moins jusqu’a J100 post-infection).

Les résultats obtenus ont montré -

i Les taux de TePRAC circulante deviennent négatifs chez le groupe de sours
« traité » pendant la phase aigué et dimimuent de facon sigmficative chez le groupe
de souns « traité » pendant la phase chromique comparativement aux groupes
« non traités ».

11 Ces données sont confortées par les résultats obtenus aprés le dosage des IgG anti1-
TePRAC. Ces taux sont proches de zéro pour le groupe de souns « traité » pendant
la phase aigué et nous avons observeé une séroconversion de ces anticorps, de facon
significative, chez le groupe de souns « traité » pendant la phase chromique
environ 30 jours aprés la fin de la péniode de traitement.

111 De plus, I"'amplification des génes TePRAC par PCR en temps-réel a montré une
charge parasitaire indétectable (inféneure a 10 parasites/ml) pour les groupes
« traités » aussi bien pendant la phase aigugé que pendant la phase chromique alors
que la présence du parasite est toujours detectée chez les groupes « non traités ».

Ces résultats montrent que la TePRAC pourrait étre un biomarqueur de smvi de 1'efficacite
d’un traitement antiparasitaire. Ils confortent 1"efficacité du benzmdazole lorsqu’il est utiliseé
au debut de 1"mfection. Néanmoins, nous ne pouvons pas exclure la présence d un taux méme
faible de parasites chez les individus traités. Ces résultats sont présentés en détail dans les
pages survantes dans 1" article n®1.
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En paralléle, nous avons effectué le survi du profil cytokinique de ces mémes échantillons
pour la recherche d’autres marqueurs durant la phase aigué et la phase chromique. Pour cela,
nous avons effectué le dosage des cytokines majoritaires, impliquées dans une réponse de
type Thl (IFNy, TINFa, IL-2), de type Th2 (IL-4, IL-6, IL-10) ou de type Th17 (IL-17A). Des
serums de souris non infectées, eélevées dans les mémes conditions, ont également éte préleves
aux mémes jours afin de servir de témoins négatifs, c'est a dire en condition non
pathologique.

Les résultats de ces expénences sont montrés dans la Figure 8 (page sumivante). Nous pouvons
observer que durant la phase aign# (panel A), la majonité des cytokines exprnimées correspond
a une réponse de type Thl. Un pic de production, principalement d’IFNy et de TNFa,
caracténistique de 1'infection par T. eruzi, est observé a J15 et entre J15 et J25 post-infection
respectivement, sans différence significative entre les souris « traitées » et « non traitées ».
Cette production d’'TFNy et de TNFu persiste pendant la phase chromique de 1'infection (panel
B) a des taux plus faibles que pendant la phase aigué. A partir du 5* jour aprés la fin de la
peniode de traitement (J73). nous avons observé une différence sigmificative de I'expression
d’ IFNy ot la production diminue de facon distincte pour les souns « traitées » tandis que cette
dermiére semble perdurer pour les souris « non traitées ». Par contre, mise a part une relative
expression d’IL-6 au début de 'infection. aussi bien chez les souris « traitées » que chez les

sours « non traitées », nous n'avons pas observé d’augmentation remarquable du taux des
cytokines relatives a une réponse de type Th2 ou de type Thl7.
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Figure 8 : Dosages des cytokines sériques de souris traitées ou non par le benznidazole

Des groupes de 7 souris Balb/c miles agés de 6 semaines oni été infectés par voie intrapéritonéale avec 10% ou
10° trypomastigotes (souche CL Brener) pour 1'étude comparative du profil d’expression cytokinique lige au
traitement par le benznidazole. Durant la phase aigné, un groupe de souris a été traité pendant 10 jours avec
100mg/kg/) par gavage entre J5 et J15 post-infection (A). Un autre groupe a été traité de fagon identique pendant
la phase chronique de 'infection entre J60 et J70 post-infection (B). Les jours indigqués en abscisse sur les
graphiques de la figure correspondent aux jowrs de prélévement de sang péniphénigque utilisé pour 1'obtention des
sérums. Le dosage des cytokines a été effectué avec le kit Cytomefric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Thl7
Cytokine (BD Biosciences) en snivant les instructions du manuel. Les acquisitions ont été réalisées sur un
cytométre en flux Accuri C6 (BD Biosciences) et les analyses des données avec le logiciel FCAP Amay
Software (BD Biosciences).
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SUMMARY

Chagas disease is a neglected disease, and currently, its transmission by blood
transfusion has become a public health problem in Northern countries due to people
migration. TcPRAC is an essential parasite enzyme, not present in humans and in
other pathogenic trypanosomatids that confer a particular interest in terms of parasite
specificity for diagnosis and criteria of cure. We have previously shown that TcPRAC
gene and expression are closely related to the parasite viability. This has a particular
importance for the chronic phases of Chagas disease where the parasite is almost
exclusively intracellular and hardly detected, imposing serious difficulties for the
diagnosis and for assessing cure after treatment. Herein, we describe molecular and
serological approaches to Chagas disease diagnosis, with the TcPRAC as the main
target, in order to improve the sensitivity and specificity of the existing diagnostic
tests. In acutely and chronically T. cruzi infected mice, we have demonstrated the
potential of such tests to detect the parasites, even in low parasitaemia animals, by
the targeting of TcPRAC genes and the secreted/excreted TePRAC in peripheral
blood samples. Furthermore, after benznidazole treatment, mice diagnosed using our
combined approach tended to become negative, what would pave the way to the
development of new tests for the post-treatment evaluation and the validation of
news drugs against Chagas disease.

Keywords: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, diagnosis, benznidazole,
antibodies.
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INTRODUCTION

Chagas disease, caused by the
kinetoplastid protozoan Trypanosoma
cruzi, is a major neglected disease that
affects millions of people in South and
Central Americas [1]. No vaccine or
appropriate treatments are available for
large-scale public health interventions. In
the last decade, Chagas disease has
gained a considerable importance in
non-endemic regions and MNorthemn
countries due to progressive urbanization
and the intensive migration of infected
individuals and wvectors [2]. The
transmission of the parasite by blood
transfusion is then a key issue. T. cruziis
a hemoflagelate protozoan parasite that
infects different cell types of the
mammalian host. In the acute phase of
infection, parasites are easily found
replicating in different tissues and
organs, as well as circulating in the
blood. As adaptive immune responses
are stimulated, the high tissue parasitism
is controlled, but never eradicated [3]. T.
cruziexhibits a high degree of
intraspecific variability, as detected by
biological, biochemical, immunological
and genetic markers [4,5,6].

Current methods for the diagnosis of
Chagas disease are unsatisfactory. Thus
the diagnosis is based on the direct
microscopic demonstration of parasites
circulating in the blood or present in
biopsies [7,8]. Additionally, poor
serological tests exist and are based on
the humoral response against major
parasite antigens, or the presence of
parasitic DNA in the blood. The main
difficulty is that the parasite load is
relatively easily detectable only during
the acute phase because bloostream
forms of T. cruzi can be found in the
peripheral circulation, i.e. approximately
during the first 2 months of infection. In
contrast, during the chronic phase, very
few parasites circulate since T. cruzi is
mainly present In deep tissues.

Consequently the available tests suffer
from a good sensitivity. In endemic,
predominantly rural areas, the majority of
infected people are asymptomatic and
therefore do not consult and are not
screened. The problem is amplified by
the considerable genetic variabilities
between different strains of T. cruzi and
the frequent co-infections with other
parasites present in endemic areas for
Chagas disease, such as Trypanosoma
rangeli or Leishmania spp. Most of the
existing techniques require Invasive
sampling and lack appropriate sensitivity
and specificity, especially because of

cross-reaction with these infectious
agents [9].

Still today, WHO recommends 2-3
simultaneous  serological tests to
increase accuracy and decrease

inconclusive results to less than 2% [10].
Three tests based on the detection of
specific antibodies against the parasite
are widely used and recommended for
immunological diagnosis, in order to fill
the low predictive value of current tests:

indirect  haemagglutination, indirect
immunofluorescence, and enzyme
immunoassay. Other commercially

available diagnostic tests employ crude
antigen preparations of T. cruzi, semi-
purified fractions or recombinant
antigens. Most of these tests have a
sensitivity of 94% to 99.5% and a
specificity of 94% to 96% and, therefore,
are inconclusive and of low
reproducibility. Accurate diagnosis is
then essential for parasite detection in
patients with unclear serology, to the
follow up of the infection and to prevent
transmission by the way of blood

transfusions and organ
transplantation. The development of
molecular and serological methods

should consider the phase of infection
and is of utmost importance for better
evaluation of treatment efficacy.
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TcPRAC is an essential T. cruzi enzyme,
not present in humans and in other
human trypanosomatids [11]. The
enzyme, is expressed in different
parasite stages, independently of the T.
cruzi genotype, has a mitogenic activity
for host B cells, thus contributing for
parasite persistence and fate [12,13]. We
have previously shown that TcPRAC is a
marker of parasite viability, since
parasites submitted to genetic
inactivation of TcPRAC gene, or
functional gene knock down, are not
viable [14]. This has a particular
importance for the chronic phases of
Chagas disease where the parasite is
almost exclusively intracellular and
hardly detected, Iimposing serious
obstacles for the diagnosis and for
healing criteria after treatment.

In order to address these questions and
develop better epidemiological surveys
and diagnostic tools, we have developed
different tools and approaches using
TcPRAC as the main target. Highly
specific antibodies directed against
TcPRAC were raised in rabbit, mouse
and alpaca. Using bioinformatic tools,
TcPRAC specific oligonucleotide
sequences were also identified to be
used in real time PCR. We evaluated
groups of mouse sera and blood DNA
collected during the course of acute and
chronic infections before and after
specific chemotherapy. Antibody-capture
ELISAs were settled seeking to develop
specific and sensitive diagnosis of T.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of recombinant TcPRAC
Recombinant Trypanosoma cruzi proline
racemase (EC 5.1.1.4) was produced in
E. coli BL21 (DE3) (Invitrogen) and
purified by immobilized metal affinity
chromatography on nickel columns, as
previously described [12].

cruzi infection, even for animals showing
extremely low parasitaemias, aiming at
detecting the presence of circulating
TcPRAC or anti-TcPRAC  specific
antibodies. Highly specific and sensitive
real time PCR was set in motion to target
specific parasite TcPRAC genes. As
expected, and our combined data show
that the methodologies using TcPRAC as
target have increased specificity and
potential to further walidation using
human cohorts aiming at an improved
diagnosis of Chagas’ infection, disease
monitoring and post treatment cure. As
expected, anti-TcPRAC antibodies raised
in three different species were able to
capture parasite  secreted/excreted
circulating TcPRAC, as well as mouse
anti-TcPRAC antibodies during both the
acute and chronic phases of the
infection. In parallel, TcPRAC genes
were efficiently amplified by real time
PCR. ELISA and PCR assays have
showed high specificity against the target
since no cross reactions were obtained
when using blood samples from mice
infected with other trypanosomatids.
Moreover, serology and molecular tests
showed a tendency to be negative after
drug treatment. Altogether, our combined
data showed that the methodologies
using TcPRAC as target offer increased
specificity for a diagnostic and bear a
potential for further walidation using
human cohorts aiming at an improved
diagnosis of Chagas infection, disease
monitoring and post-treatment
evaluation.

Animal immunizations

2 months-old New Zealand white rabbit
was immunized at day 0 with 100 pg of
recombinant TcPRAC in complete
Freund adjuvant and every 15 days with
200 pg of recombinant TePRAC in
incomplete Freund adjuvant. 5 weeks-old
Balb/c mice were immunized at days 0,
14 and 28 with 10 pg of recombinant
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TcPRAC mixed with Ribi adjuvant. One
young adult male alpaca (Lama pacos)
was immunized with 100 pg of the
recombinant TcPRAC in  complete
Freund adjuvant at day 0 and 100 pg of
the recombinant TcPRAC in incomplete
Freund adjuvant at days 21 and 35.

Anti-TcPRAC sera and antibodies
Anti-TcPRAC rabbit polyclonal and
alpaca polyclonal serum were obtained
from immunized animals and tested
against TcPRAC recombinant protein. 8
mouse monoclonal antibodies anti-
TcPRAC were produced by bioMérieux
from immunized Balb/c mice immunized
as here above: clones 13C4B5 (lgG2a),
5C9D7 (lgG1), 1F3E7 (lgG1), 6E6B2
(lgG2a), 2F6E12 (IgG1), 3D5C4 (lgG1),
4B8E2 (1gG1), 9A2D8 (lgG2a).

Parasites

Epimastigote forms of CL Brener (clone
F11-F5) and Y [14] strains of
Trypanosoma cruzi constitutively

expressing luciferase, as described [15]
were maintained by weekly passage in
Liver Infusion Tryptose (LIT) medium.
Culture trypomastigote forms were
obtained from culture supernatants of
infected Vero cells maintained in
Dulbecco’'s modified Eagle's medium
(DMEM, Gibco BRL Life Technologies,
Paisley, Scotland) supplemented with
10% FCS. Bloodstream trypomastigote
forms were obtained after at least two
passages in vivo in C3H/HeJ mice and
used for infections.

Mice, infections and treatments

Animals were maintained under specific
pathogen-free conditions in individually
ventilated cages with 12h light/dark cycle
and had access to food and water ad
libitum. 6 weeks old male
C3H/HeOQuJCrl; and 6 to 8 weeks old
male BALB/cAnNRj and outbred Swiss
RjOrl mice were purchased from Charles
River laboratories  (Saint-Germain-
Muelles, France) and Janvier laboratories

(Saint-Berthevin, France) respectively.
Mice were infected intraperitonaly with
10% or 10* bloodstream forms of the CL
Brener or Y strains, to obtain blood
samples corresponding respectively to

acute or chronic phases of the
experimental model of infection and
disease. For drug treatments,

benznidazole was prepared from powder
at 10 mg ml" in PBS DMSO 5%.
Whenever indicated, groups of seven
mice were treated with 100 mg kg™ day™
for 10 consecutive days, between days 5
and 15 (for the acute phase mouse
model) or between days 60 and 70 post-
infection (for the chronic phase mouse
model). At experimental end-points mice
were euthanized under C02 gaz and
samples collected.

Mouse sera and total blood DNA
samples

Individual peripheral blood samples of
treated or untreated groups of seven or
twelve BALB/c or Swiss mice were
obtained as indicated in the figures. Sera
were obtained after centrifugation at
2500 rpm for 5 min at 4°C. Aliquots were
prepared and frozen at -20°C. Total
blood DNA were obtained individually by
using the QlAamp DNA Mini and Blood
Mini kit following the manufacter's
instructions (QIAGEN). Aliquots were
frozen at -20°C until the analysis.

Optical and
determination
Optical parasitaemias were determined
by counting 5 pl of peripheral blood in a
Malassez counting chamber. To estimate
the parasitemia by imaging, mice were
injected concomitantly with 150 mg kg™
D-luciferin (Perkin Elmer) and with 15 mg
kg xylazine (Rompun, Bayer lab., La
Garenne-Colombes France) and with
100 mg kg™ ketamine (Imalgéne, Merial
lab., Lyon France) i.p, all diluted in PBS.
To quantify the bioluminescence, mice
were placed in an IVIS Spectrum system
(Caliper Life Sciences) and images were

imaging parasitaemia
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acquired 10 minutes after d-luciferin
administration using Living Image 4.0
software. Exposure times varied between
1 second and 5 minutes depending on
signal intensity. Regions of interest,
corresponding to the whole mice body,
were determined to quantify
bioluminescence expressed as total flux
(photons/second) by using Living Image
4.0 software. Detection threshold was
obtained by using uninfected mice.

Real time PCR assays

Primers and probes were selected from
the full length TcPRAC genes sequences
(GenBank Accession numbers
AF195522 and AY140947) using the
Primer3Plus@  software from the
Whitehead |Institute for Biomedical
Research. Specificity of the primers and
probes were ascertained using
BLASTn® software from the National
Library of Medecine and sequences of T.
cruzi strains, Leishmania spp and African
trypanosomes. Unlabeled forward primer
(5-GGAAGGGATGCTCGTTGTAA-3'),
unlabeled reverse primer (5-
TACGTAGCAGCACCTGTTCG-3') and
the probe labeled in 5 with (6-)
carboxyfluorescein and in 3" with BHQ1
(black quencher) (5-
CCACACCATGCTGTTTGACC-3") were
purchased from Eurofins genomics
GmbH (Braunfels, Germany). Standard
calibration curves were obtained by 10
fold serial dilutions of CL Brener or Y
epimastigotes strains in non-infected
mouse blood to result in a range of 5.107
to 5.10° parasites per mL of reconstituted
blood. Total DNA extraction was then
performed, as mentioned above.
Reaction mix consisted of 1x Universal
TagMan®© Master  Mix (Applied
Biosystems), 0,5 pM of each forward and
reverse primer and 250 nm of probe in a
total volume of 20 pL Reaction mix was
performed in MicroAmp optical 96-well
reaction plates (ThermoFisher, France)
and PCR reactions were performed in
triplicate as follow: 2 minutes incubation

at 50°C to activate UNG degradation, 10
minutes incubation to activate the hot-
start DNA polymerase, and 40 cycles of
95°C for 15 seconds and 60°C for 1
minute. Quantitative PCR amplifications
were performed on a QuantStudio 7 Flex
Real-Time PCR system and data were
acquired on QuantStudio Software v1.3
(Applied Biosystems).

ELISA assays

All ELISA assays were performed in 96
well Maxisorb plates (Nunc, France). The
presence of circulating TcPRAC in
infected mouse sera was determined by
a sandwich ELISA assay where
immunized rabbit or lama anti-TcPRAC
serum were used for the capture diluted
in PBS (1/5000 and 1/3000,
respectively). Saturation, dilution of sera
samples and second antibodies were
done with PBS - Bovine Serum Albumin
(BSA) 1%. Reactions were developed
using anti-TcPRAC mouse monoclonal
antibodies followed by appropriate
dilution of goat anti-mouse IgG labeled

with Horseradish Peroxidase (Sigma
Aldrich). Serial dilutions of known
amounts of recombinant TcPRAC

(rTcPRAC) were used as standard. OPD
or TMB substrate was used to reveal the
HRP. Specific anti-TcPRAC antibodies in
the mouse sera were detected by indirect
ELISA, where the microplates were
coated with rTePRAC antigen (10 pg/mL
in PBS for the capture). Saturation and
dilution of sera samples and secondary
antibodies were also done in PBS - BSA
1%. Development of the ELISA reaction
was performed using HRP-goat anti-
mouse IgG antibodies followed TMB
substrate. Standard for quantification
consisted of serial dilution of known
amounts of 13C4B5 mouse anti-TcPRAC
monoclonal antibody.

Ethical statement

All animal work was carried out under
project / agreement MENESR # 795. All
protocols and procedures were
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conducted in accordance with the project
registered under number 20130047 and
approved by the Institut Pasteur Ethics
RESULTS

Generation of serological and
molecular tools to detect TcPRAC

In order to bypass the difficulties
observed with current diagnostic assays
for Chagas infection and disease, we
chose to produce different biological
tools to be used in serological and/or
molecular approaches using TcPRAC as
target, since this parasite protein has
been shown as a highly specific T. cruzi
moiety, produced throughout infection by
different parasite stages and genotypes
and which is absent in man and other
human pathogenic and non-pathogenic
trypanosomatids [12]. Thus, we used
recombinant and purified TcPRAC to
hyper-immunize rabbits, mouse and
alpaca animals to raise specific
antibodies. Rabbit and alpaca polyclonal
sera were obtained and tested by
Western  blotting against  different
concentrations of recombinant TcPRAC.
Rabbit and alpaca polyclonal antibodies
recognize a 45kDa protein corresponding
to the TcPRAC recombinant protein
(Figure 1A, left and central panels). The
same results were obtained with all the
mouse monoclonal antibodies (mAb)
produced, as shown by the
representative 13C4B5 clone (Figure 1A
right panel). To develop a sandwich
ELISA assay for the capture of the
circulating secreted/excreted TcPRAC,
different combinations were tested by
using these anti-TcPRAC antibodies.
From the eight mAbs tested as detection
antibodies, 13C4B5 mAb has shown one
of the strongest signal (Figure 1B). The
use of Horseradish peroxidase (HRP)
labeled mAb 13C4B5 for revelation of
immunoassays using anti-TcPRAC
polyclonal sera displayed high detection
threshold and very low amounts of
rTcPRAC could be quantified: SCsp

Committee (CETEA) on November 12,
2014 in accordance to the European
legislation/guidelines EU 2010/63.

obtained with alpaca or rabbit polyclonal
serum are 1,032 + 0,064 pg/ml or 0,974
+ 0,111 pg/ml with limit detection
estimated from the mean (plus 3
standard deviations) of the 12 blank
samples of 0,012 pg/ml or 0,046 pg/mi
respectively (Figure 1C). However the
use of mAbs both for TePRAC capture
and revelation has shown the best
potential in terms of sensitivity, as
presented in Figure 1D with respectively
13C4B5 and 5C9D7 mAb. The half of
saturation concentration (SCso) is 0,49
pg/ml and the limit detection estimated
from the blank value is 3,5 ng/ml. In
parallel, conventional PCR was settled
using a couple of reverse and forward
primers to amplify one specific fragment
of the TcPRAC genes, in reactions using
genomic T. cruzi DNA. The results
shown in Figure 2A reveal that an
expected fragment of 174 bp is obtained
when with genomic DNA from T. cruzi
which is absent in the negative controls
using genomic DNA from Leishmania
donovani or Trypanosoma vivax (Figure
2A, left panel). Amplification of total
blood DNA from a T. cruzi infected
mouse was performed before and during
the course of infection at days 0, 10 and
20 dpi. The results obtained showed that
the primers are able to amplify by a
conventional PCR a TcPRAC 174 bp
fragment by day 20 dpi (Figure 2A, right
panel). In order to increase the sensitivity
of the test, we developed a TagMan®
gPCR using the same couple of primers
and an internal labeled probe (Figure
2B). Data obtained with qPCR performed
with the SYBR Green® reagent showed
lesser sensitivity than TagMan® gPCR
because some fraces of amplification
were obtained in some negative controls
using T. vivax genomic DNA which
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possesses a proline racemase gene,
identical to 59% of the T. cruzi proline
racemase residues [16].

Circulating TcPRAC and anti-TcPRAC
antibodies can be detected in the
sera/blood of infected mice

We have previously showed that
TcPRAC is secreted/excreted by T. cruzi
upon infection contributing to the parasite
escape and fate in the host. We have
attempted to wverify if the antibodies
raised against the recombinant protein
were able to detect the circulating
TcPRAC produced by the parasite during
infection. Since the parasite inoculum of
the experimental model has to be
different to permit the analyses of a
significant group of individuals according
to the parasite load to avoid mortality, we
infected different groups of mice with 104
or 10° parasites, to study respectively
acute or chronic phases of murine
infection. Figures 3A and 3B present the
results obtained with the groups infected
respectively with the CL and Y strains of
T. cruzi. It can be observed that the
optical determination of the parasite
numbers in the blood is possible for mice
infected with both polar strains during the
acute phase of infection. The same is
not possible after 50-60 days, which
corresponds to the chronic stages of
infection where the parasite is circulating
in low numbers, or only present in the

host tissues. Parasitaemia values
obtained with in wvivo imaging were
similar to that obtained by optical

determination. However, the sensitivity of
those methods is lesser around <104
parasitessfmL of ©blood both by
bioluminescence counting and optical
determination.

Taking into consideration the internal
standard composed by rTcPRAC in
capture assays (see Figures 1B and 1C),
sandwich ELISAs were developed using
total rabbit or alpaca polyclonal
antibodies for coating microplates and

13C4B5 mouse mAb as developing
reagent, either directly labeled with HRP
or by using HRP-anti-mouse IgG
secondary antibodies. Considerable
amounts of circulating TcPRAC were
detected both with acute and chronic
mouse sera and not with the sera
obtained from mouse negative controls
infected with T. vivax or with L. donovani
(Figure 4A). Comparable results were
obtained when using the different eight
mAbs produced as developing agents.

Validation of those data was obtained by
gPCR of total mouse blood DNA using
specific TcPRAC primers and probe.
Parasite TcPRAC gene can be amplified
all along the infection, even in the
presence of low numbers of circulating
parasites, such as 10 parasites/ml of
blood (Figure 4B). Interestingly, while the
humoral response in acute and chronic
phases of infection is mainly composed
by polyclonal IgM (01 - 04
mg/mL/mouse) and polyclonal IgG (5- 20
mg/mL/mouse) antibodies, whose
majority is nonspecific of parasite
antigens, it is possible to detect
significant amounts of IgG antibodies
directed to recombinant TcPRAC
mitogen in all samples analyzed
individually, using indirect ELISA assays
(Figure 4C).

Potential use of TcPRAC for
monitoring post-treatment

The encouraging results obtained here
above with the present tools have prompt
us to test the presence of TcPRAC
circulating protein or its parasite
expressed genes before and after
benznidazole treatment of infected mice.
Groups of 14 mice for acute and 14 mice
for chronic phases were appropriately
infected with the CL strain of the
parasite. As indicated in the Figure 5A,
seven mice per group were treated with
benznidazole for 10 consecutive days
and monitored by serology and gPCR
before and after treatment. As expected,
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since TcPRAC is only produced by live
parasites, the decrease In parasite
numbers observed along the treatment is
concomitant with the decrease of
TcPRAC detection in the sera of treated
mice, as compared with untreated
controls. Most of the animals presented
negative results for the presence of
circulating TcPRAC when they were
treated in the acute phase of infection
(Figure 5B). In contrast, the detection of
circulating TcPRAC tends to decrease if
the ftreatment occurs in the chronic
phase of infection (Figure 5C). Similar

DISCUSSION

In the present work, we describe
serological and molecular assays using
the Trypanosoma cruzi proline racemase
(TcPRAC) as target for diagnosis and
evaluation of the efficacy of Chagas
disease treatment. Specific recognition of
parasite TcPRAC genes, of circulating
TcPRAC enzyme/mitogen and of anti-
TcPRAC antibodies was possible in the
mouse blood using specific
oligonucleotides or specific antibodies
generated in different animal species.
These data support the phylogenetic
studies demonstrating that TcPRAC
genes are only present in the human
pathogenic T. cruzi and absent in man
and in other trypanosomatids, such as
Leishmania spp and African
trypanosomes [11]. These resulis
suggest that new diagnostic tests for
Chagas disease are indeed achievable
goals and may constitute single
alternatives to the current available
methodologies that do not offer a good
specificity for testing multiparasitized
individuals living in endemic regions [17].
Our present results then contrast with old,
but stil ongoing recommendations of
WHO for the diagnosis of Chagas
disease [10] advocating for more than 2
tests to validate a concluding diagnostic.

results were obtained by gPCR using
total blood DNA obtained from mice
acutely and chronically infected (Figure
5D and 5E). Serological data to detect
specific 1gG anti-TcPRAC produced
during the infection before and after
treatment (Figures 5F and 5G)
corroborate these results, suggesting
that TcPRAC expression and production
is down-regulated after treatment
suggesting that this target is potentially
useful for monitoring the cure after
treatment.

Our results also showed that gPCR using
primers and a labeled probe specifically
designed for a TcPRAC gene fragment
offered the possibility to detect around
10" T. cruzi parasites per mL of blood
and do not amplify other sequences from
negative controls. Others studies which
have used primers to amplify nuclear
DNA repeats, or kinetoplast DNA regions
presented better sensitivity, however
they still generate false positive PCR
products, or amplify DNA material from
closer non-pathogenic trypanosomes,
e.g. T. rangeli [7,18,19]. The difficulties
related were mainly the consequence of
the high genetic variability of T. cruzi
strains. We show here that this problem
was circumvented since gPCR used in
this work was sufficiently stringent to
amplify the TcPRAC gene fragment from
both CL and Y polar strains of the
parasite. However, contrasting with other
assays using primers directed to
multicopy or tandemly repeated parasite
genes, the detection threshold for T.
cruzi numbers, limited to 10' in the
present assay, may perhaps be
increased if blood concentration methods
are applied to the samples, as suggested
by other groups [20]. consequently
enhancing sensitivity.
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Immunoassays developed here to
capture the TcPRAC protein secreted /
excreted by T. cruzi bloodstream forms,
showed a high potential to be used to
specifically detect the circulating parasite
protein in both acute and chronic phases
of infection. Thus far, preliminar studies
using a limited number of frozen sera
from chronic infected individuals has
prooved that this can be indeed the case,
since TcPRAC was detected in two out
of five samples. However, a proof of
concept using different well
characterized cohorts of Chagas’
patients is necessary to validate the
results obtained here with the
experimental model. One such a
diagnostic test would be much more
direct and conclusive of the presence of
live parasites than the indirect
methodologies which quantify antibodies
in the sera, since finally would decrease
the possibility of false positive reactions.

It is well known that the main difficulty of
a diagnosis for Chagas disease in the
chronic phase is mainly due to the low
numbers of circulating parasites and to
the unknown numbers of intracellular
parasites present in deep tissues.
Although the use of polyclonal rabbit and
alpaca sera in indirect ELISA assays
have provided sufficient sensitivity to be
used in the detection of circulating
TcPRAC in chronic phases of the
experimental infection, polyclonal sera is
not adequate for commercial diagnostic
purposes in terms of reproducibility and
traceability. Furthermore, in order to
overcome this issue and to better
increase the sensitivity of such an ELISA
test by enhancing the chance to trap the
TcPRAC during later phases of the
disease, we generated specific mouse
monoclonal antibodies, raised against
the target. The set-up of ELISA assays
using any combination of two of those
monoclonal antibodies directed to
different TcPRAC epitopes, respectively
for capture and revelation, prooved to be

ackward to detect any circulating
TcPRAC in acute or chronic phases of
infection, and was dependent on quality
of sera and its conservation. In contrast,
the detection limits of recombinant
protein serial dilutions using the same
monoclonal antibody combinations are
almost 100 fold higher than that obtained
with polyclonal sera. One explanation
concerning these discrepancies could be
that epitopes recognized by the selected
mouse mAbs are conformational,
modified by freezing or weakly
represented in the native and active
dimeric form of the TcPRAC released by
the parasite. The recognition of those
epitopes would thus be better recognized
by the utilization of polyclonal sera.

Our results have also revealed that
TcPRAC may be a good marker to be
used in evaluation of drug treatment
efficacy. Thus, we have previously
shown that the protein is just expressed
and secreted/excreted by alive parasites
[13]. Therefore, the simple detection of
TcPRAC in the blood would then
undoubtedly result from the presence of
live T. cruzi. This hypothesis seem to be
indeed the case, since we show here the
absence, or a strong reduction, of
TcPRAC gene amplification in the blood

after treatment, accompanied by a
decrease in specific anti-TcPRAC
antibody levels in the sera of

benznidazole-treated mice. These data
consolidate our hypothesis that
molecular and serological tests wusing
TcPRAC as target can be combined to
ascertain the efficacy of the treatment
against Chagas disease or yet be used
for screening of new chemotherapies.

Appropriate efforts are been deployed to
improve the present developed ELISA
assay for the TcPRAC detection using
specific recombinant single domain of
heavy chain antibodies (nanobodies)
from alpaca generated in the laboratory.
Those nanobodies, described as having
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the capacity to recognize other epitope epitopes [21] will be used to validate our
conformations than conventional results with cohorts of Chagas patients.
antibodies, such as cryptic or concave
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Fig. 1. (A) Detection of recombinant TcPRAC by Western blot analysis using polyclonal rabbit and
alpaca sera, and 13C4B5 mouse monoclonal antibody, directed against TcPRAC. Quantities are
indicated in the figure in nanogram. Molecular weights are shown (KDa). (B) ELISA assay set-up on
serial dilutions of rTcPRAC (10 pg/ml to 80 ng/ml) by using polyclonal alpaca serum for capture and
the different mouse monoclonal antibodies generates anti-TcPRAC: 6E6B2, 13C4B5, 5C9D7, 4B8E2,
1F3E7, 2F6E12, 3D5C4, 9A2D8 (indicated in the figure), followed by goat-anti mouse IgG labeled to
horseradish peroxidase for revelation. (C) ELISA assay set-up on serial dilutions of rTcPRAC (10
pg/ml to 0,1 ng/ml) by using 13C4B5 mAb for capture and 5C9D7 mAb HRP labeled for revelation. (D)
ELISA assay set-up serial dilutions of rTcPRAC (10 pg/ml to 10 ng/ml) by using polyclonal rabbit
(black circles) or alpaca (black squares) serum for capture and 13C4B5 mAb HRP labeled for
revelation. Standard curves shown in the figures are representative of at least 3 independent
experiments.
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Fig. 2. (A, left panel) Gel electrophoresis showing a 174 pb TcPRAC gene detection PCR product by
using specific forward and reverse TcPRAC primers on 50 ng of genomic DNA from T. cruzi CL Brener
strain (Tc), Trypanosoma vivax (Tv) or Leishmania donovani (Ld) infected mice. (A, right panel)
TecPRAC gene detection by PCR performed on total peripheral blood DNA from a T. cruzi infected
mouse during the course of acute infection (days 10 and 20) as compared to non-infected mouse with
the designed specific primers. Controls correspond to reactions with (+) or without T. cruzi genomic
DMA (CL Brener strain). The results shown in the figure are representative of at least 3 different
experiments. (B) T. cruzi standard calibration curve performed by gPCR with the calibration plot of
parasites concentration versus quantitative cycles. Known amounts of T. cruzi epimastigote forms
were spiked and serial diluted in normal fresh mouse blood and total DNA extraction was performed
individually for all the samples. Quantitative cycles (Cg) were obtained for each parasite concentration
ranging from 10° to 107 parasites/mL in triplicate. By plotting these averaged Cq values with the
corresponding parasites concentration values, a linear calibration curve, from the average of five
independent experiments, was obtained: y = -3,561x + 4241. y = Cqg values; x = parasites
concentration values. The dynamic range of the TcPRAC genes DNA based qPCR obtained is 107 to
10" parasites/ml. Slope = -3,561, efficiency = 90,91%, R square: 0,9931.
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Fig. 3. Representation of the individually parasitaemias obtained during the course of an acute
infection. Twelve Swiss mice infected intraperitonealy with 10* T. cruzi parasites, CL strain (A) and Y
strain (B), using optical microscopy (black circles, parasites/ml) or bioluminescence imaging (black

squares, counts/sec). The results shown are the average means +/- SD of the means.
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Fig. 4. (A) Quantification of circulating TcPRAC by sandwich ELISA assays. Rabbit anti-TcPRAC
polyclonal serum and 13C4B5 mAb were used for the capture and for the revelation respectively.
Circulating TcPRAC quantifications were obtained with a standard curve using known amounts of
rTcPRAC. Results represent individual concentration of circulating TcPRAC expressed in pg/mL.
Black squares: infected mice sera with 10* parasites/mouse for acute phase studies. Black circles:
infected mice sera with 10° parasites/mouse for chronic phase studies. Negative controls represent T.
vivax or L. donovani infected mice sera and are shown in the right panel. Results are representative of
at least 3 independent experiments. (B) TagMan gPCR analysis for TcPRAC gene fragments
amplification. Specific reverse and forward primers and an internal labeled probe were used as
indicated in the Material and Methods. Figures represent the average number of parasites per ml of
blood obtained during the course of infection of twelve BALB/c mice infected intraperitonealy with 103
T. cruzi (CL strain), as compared to a standard linear regression curve (see Figure 2B). (C)
Quantification of anti-TcPRAC IgG by indirect ELISA assays. Results are represented individually in
ng per ml. rTcPRAC and anti-mouse IgG HRP labeled were used for the capture and for the revelation
respectively. Sera were obtained from twelve individual mice infected with 10* parasites/mouse for
acute phase studies.

73



TREATMENT TREATMENT
D0 D5 Di1S D25 D50 D60 D70 D75 D80 D100
SERA AND BLOOD SAMPLES >
ACUTE CHRONIC
B C
= 154 15+
% TREATED UNTREATED TREATED UNTRESTED™
g 104 * =% % 04 * * I
l%- "= _I_ n
5 s{ o .
g T i o L L)
u] -
é o - .I =l O L
E ol amm o r r r ol B = r r r
o 15 25 50 15 60 75 GBS 60 75 65
D E
20000 20000
TREATED UNTREATED TREATED UNTREATED
= 15000 u 15000 n
P [
I'I-'I 10000 ** ¥ *x 10000 * ¥k *
g i £ =] u n
< 50004 - _Il_ 50004 o ;
" u T u-. _ i’ -
- 0 —-—J—.—!—
5 15 25 50 5 15 25 50 60 75 85 100 @ 75 B5 100
F G
800+ BDH
- TREATED UNTREATED TREATED N TREATED
é&u’n- B
o | ]
= Ed X3 E 3
Q 4001 4 0 g u % a =
[ ]
: o n T o =" g
[m] '
g oo = T 5 oo o5 a® am
T ol om o W - - L e ————
15 25 50 15 25 50 80 75 85 100 60 75 85 100
DAYS POSTINFECTION DAYS POSTANFECTION

Fig. 5. Monitoring post-treatment analysis during the acute and chronic phases of infection. (A) Seven
mice per group were infected intraperitonealy with 10? CL strain of T. cruzi, untreated or treated during
10 consecutive days with 10 mg kg’ of benznidazole and monitored during the infection. Animals were
bled at days 0, 15, 25, 50 (for acute phase studies) and at days 60, 75, 85 and 100 (for chronic phase
studies). Quantification of circulating TcPRAC in treated and untreated mice sera during the acute (B)
or the chronic (C) phases of infection are expressed in pg per mL. Detection of TcPRAC genes by
gPCR in total peripheral blood DMA obtained from treated and untreated mice during the acute (D) or
the chronic (E) phases of infection are expressed in parasites per ml. Quantification of anti-TcPRAC
IgG in treated and untreated mice sera during the acute (F) or the chronic (G) phases of infection are
expressed in ng per mL. Scatter dot plots are represented for all the data. Data are shown as the
mean +/- SEM. Unpaired parametric t test. * p < 0,05 ; ** p < 0,001.

74



IIL.3. Du modéle expérimental aux premiers essais chez ’'Homme

Nous avons pu tester, en aveugle, une cohorte restremnte constituée de 10 patients chagasiques
chroniques suivis a I'Institut de Médecine Tropicale de Sdo Paulo (IMT - Unmiversite de S&o
Paulo) et 10 sérums négatifs pour la Maladie de Chagas. De ces 10 mndivadus malades, tous
traités pendant 2 mois avec le benzmidazole, nous avons testé les sérums prélevés avant
trattement et prélevés 6 mois post-traitement. Pour ces patients, 2 tests PCR utilisant les
amorces TcZ1/TcZ2 (amplifient une région de 'ADN nucléaire) et les amorces 535/536
(amplifient une région de 'ADNK) ont été réalisés afin d’évaluer la réponse ou non au
trattement. Un tableau récapitulatif concernant 1'age. le sexe, le statut chmique et les résultats
des PCR. avant et aprés trattement pour chaque patient est représenté dans la Figure 9.

Figure 9 : Tableau d informations concerant la cohorte chagasique chromique

ID du Sexe PCR avant PCR aprés Statut TcPRACH* TcPRACH*
patient (ige) traitement  traitement* clinique avant apres

traitement traitement

8 o'(43) + = Cardiaque 250 ng/ml 150 ng/ml

11 o'(48) + = Cardiaque 250 ng/ml 150 ng/ml
12 a'(59) + = Cardiaque = =
15 ?(43) + - Indeterminé - -
16 T(52) + - Indeterminé - -
82 a'(56) r + Indetermine = -
111 o'(44) + + Indetermine = =
1 (57 + + Digestive - -
61 9T + B Mixte - -
102 a'(35) + + Mixte - -
506 nd nd nd NI IMT*** - -
509 nd nd nd NI IMT - -
517 nd nd nd NI IMT - -
537 nd nd nd NI IMT - -
539 nd nd nd NI IMT - -
540 nd nd nd NI IMT - -
541 nd nd nd NI IMT - -
550 nd nd nd NI IMT - -
553 nd nd nd NI IMT - -
567 nd nd nd NI IMT - -

* PCE réalisées a 2 mois, § mois et 12 mois post-traitement
** Détection de la TePRAC circulante par ELISA sandwich
*** Témoins non-infectés. Informations concernant 1'dge et le sexe non disponibles

Sur les 10 individus infectés et traités de la cohorte, la moitié n’aurait pas répondu au
trattement car les PCR effectuées aprés traitement sont toujours positives (surligné en gris
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dans le tableau). Au début duo traitement, 4 patients étaient dans la phase chromique
imndeterminée, 3 présentaient une cardiopathie chagasique, 1 une forme digestive et 2 une
forme mixte de la Maladie.

Pour détecter la TePRAC circulante dans ces échantillons, nous avons utilisé 2 tests ELISA
sandwich direct utilisant 2 combinaisons d’anticorps : le sérum polyclonal d’alpaca anti-
TePRAC ou I'AcM anti-TePRAC #5C9D7 pour la capture et I'AcM anti-TePRAC #13C4B5
marqué HRP pour la révélation Avec les 2 combinaisons du test, nous avons détecté la
TePRAC circulante dans les sérums correspondant aux malades #8 et #11, avant et aprés la
peniode de traitement par le benzmdazole. De plus, les 10 sérums issus des individus non
chagasiques se sont avéres negatifs avec les 2 tests. Il est important de souligner que ces deux
mdividus (#8 et #11) font partie des trois patients présentant une cardiopathie chagasique
declarée (électrocardiogramme positif et dilatation cardiaque confirmée par échographie). Par
contre, ces 2 individus appartiennent au groupe des patients considérés comme « traités »
comme I'indiquent les résultats négatifs des PCR aprés traitement.

Bien que le nombre d'mndividus testés est réduit, ces données suggérent que le parasite est
towjours present chez ces deux mndividus, car la TePRAC ne peut étre sécrétée/excrétée que
par des parasites vivants. Nous avons agencés les résultats obtenus dans un tableau de
contingence prenant en compte tous les sérums testés (voir Figure 10). Les caracténistiques
mirinséques et extrinséques obtenues ont également ét€ calculées specifiquement pour les
mdividus présentant une cardiopathie chagasique avec un méme nombre de témoins négatifs.

Figure 10 : Tablean de contingence concernant la cohorte chagasique chromque

Total de la cohorte Cohorte des cardiopathes
Prevalence m/n 50 % 50 %
Senstbilité VP /ml 20 % 66 %
Spécificité VN / m0 100 % 100 %
VPP* VP /VP+FP 100 % 100 %
VPIN** VN/VN+FN 35 % 75 %

VPP = Valeur Prédictive Positive
VPN = valeur Prédictive Négative

Par ailleurs, nous avons eu la possiblité de tester 6 plasmas (et 4 plasma négatifs pour la
Maladie de Chagas) issus d une cohorte d'enfants chagasiques en phase aigué provenant de
I'Institut Oswaldo Cruz, FIOCRUZ (Rio de Janeiro). Un tablean concernant 1'age, le sexe, le
statut climque et les résultats des tests sérologiques pour chaque enfant est représenté dans la
figure 11. Aucun des plasmas testés n’a montré une positivité pour la TePRAC circulante,
dans les tests ELISA sandwich utilisant les différentes combinaisons d anticorps anfi-
TePRAC.



Figure 11 : Tableau d mformations concernant la cohorte chagasique aigus

ID du Sexe (age) Twvpe Ig anti-T. Statut TePRAC*

patient sanguin cruzi clinigue
61 nr A nr NI* -
64 nr 8] nr NI -
71 nr 8] nr NI -
73 nr 8] nr NI -
107 2 (8) 8] [sM+/TgG+ Aign -
109 e A IeG+ Aign -
110 J(14) O [eM+/1gG- Aigu -
111 S0 8] [sM+/TgG+ Aign -
112 S0 O IeGt+ Aigu -
113 4 (11) A [sM+/TgG+ Aign -

* NI = témoins non infectés
** Détection de la TePRAC circulante par ELISA sandwich



IIL.4. Vers le développement d’un prototype permettant la détection du parasite
intracellulaire in vivo

IIT.4.1. Sélection des VgH ant1-TePRAC utilisés pour les études in vitro et in vive

Nous avons sélectionnés 3 clones VygH anti-TePRAC (voir Figure 12) présentant de fortes
affinités pour la TePRAC et des séquences différentes au nivean des régions CDR1 et CDR3
ams1 que des pl théonques basiques. condition qu semble essentielle pour permettre une
penétration de ces anticorps dans les cellules (Li et al 2012). Les clones « Tc ». #4 et #16 ont
été produits. Le clone « Tc » a été marque avec deux fluorochromes différents : 1" Alexa 488 et
I'TRDye 800 CW tandis que les clones #4 et #16 ont été marqués avec I'TRDye 800 CW.

Figure 12. Alignement des séquences en acides aminés des clones VEH anti-TePRAC,

Les séquences correspondantes aux régions conservées FR1, FR2, FR3 et FR4 (en noir) encadrent les régions
hypervariables CDE1 (en orange), CDR2 (en bleu) et CDR3 (en verf). Les clones indiqués en gras sont ceux qui
ont été choisis pour étre exprimeés et produits chez E. coli car ont présentés de fortes affinités pour 1’ antigéne et
également des séquences différentes, particuliérement au nivean des régions correspondant anx CDR1 et CDE3,
suggérant la reconnaissance d’épitopes différents de la TePRAC. Les clones encadrés en rouge sont ceux gqui ont
été choisis pour étre utilisés in vifro et in vivo car ils possédent des points i1soélectriques théoriques basiques. Les
alignements de séquences ont été réalisés a 'aide du logiciel 4Peaks.
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T4 2. Détection de la TePRAC intracellulaire et/'ou membranaire in vifro

Dans un premier temps, nous avons verifié et validé par la techmque de Western blot que le
marquage du clone VgH anti-TePRAC « Tc » avec 1"Alexa 488 n"avait pas entrainé la perte
de reconnaissance de cet anticorps pour la TePRAC (voir Figure 13).

KDa
70

55

35
25

15

Figure 13 : Western blot utilisant le VEH anti-TePRAC couplé a 1’ Alexa 488

Aprés dépot et migration de différentes quantités de TePRAC recombinamte (Ipg, 2pg et Spg) sur un gel de
polyacrylamide a 4-12% puis transfert sur une membrane de nitrocellulose, cette demiére a été saturée en TBS
lait 5% puis incubée avec le VHH anti-TePRAC marqué avec 1I’Alexa 488 a Spg/ml en TBS-lait 5%. Aprés des
lavages en TBS-Tween 0,5% puis en TBS seul, 'acquisition de la fluorescence a été directement effectuée a
I'TVIS Spectrum aux longueurs d’onde 500nm / 540nm (excitation/émission).

Afin de montrer la possibilité de détecter la TePRAC membranaire et/ou mntracellulaire du
parasite, nous avons ajouté et incubé les VyH anti-TePRAC-Alexa 488 (clone « Tc») en
présence des formes épimastigotes CL Luc-red (voir Figure 14). A partir d’une concentration
de I'anticorps de 10pg/ml, nous avons mis en évidence la possibilité de détecter la TePRAC
chez des parasites vivants griace a la détection spécifique d’émmssion de signaux fluorescents
verts au mveau du parasite c’est a dire correspondant a la fixation des anticorps VeH anti-
TePRAC-Alexa 488. Une intensité des signaux fluorescents plus élevée a été observée dans la
région cytoplasmique suggérant que ces anticorps sont capables de deétecter la forme
mtracellulaire de la TePRAC. De plus. la spécificité des signaux a été confirmée par
I'obtention d'images de co-localisation des signaux de fluorescence rouges et wveris
correspondants aux parasites CL Lucred et aux VeH anti-TePRAC-Alexa 488,
respectivement (voir Figure 14).
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Figure 14 : Détection de la I PRAC intracellulaire par microscopie a flnorescence

Des epimastigotes souche CL Luc-red en phase exponentielle ont été lavés en PBS puis incubés pendant 16h a
27°C avec les VyH anti-TePRAC-Alexad88 (10 pg/ml) en PBS-Glucose 0,5% ou dans le milien LIT. Aprés
plusienrs lavages en PBS, les acquisitions ont été effectuées sur un FLoid imaging system en confraste de phase
(A), avec le filtre de fluorescence rouge (B) et le filtre de fluorescence verte (C). La co-localisation des signaux
de fluorescence rouge et verte est montrée sur le panel D.

Nous avons tenté, avec ces mémes anticorps (clone « Tcw), de détecter les formes
amastigotes du parasite (souche CL Luc-red) dans un modéle d’ infection cellulaire décrit au
laboratoire. Différentes concentrations de VuH anti-TePRAC-Alexad88 (de 10pg/ml a 100
ug/ml) ont ét€ ajoutées soit directement dans le milieu de culture des cellules infectées par les
amastigotes CL Luc-red soit aprés fixation et permeéabilisation de ces mémes cellules.
Contrairement aux résultats obtenus précédemment sur la forme épimastigote du parasite,
aussi bien sur les cellules vivantes que sur les cellules fixées, nous n’avons pas pu mettre en
évidence de signaux de co-localisation spécifique correspondant & un marquage de la
TePRAC intracellulaire et/ou membranaire des amastigotes CL. Luc-red avec les VeH anti-
TePRAC-Alexad88.

ITT.4 3. Détection de la TePRAC intracellulaire et/'ou membranaire in vivo

Pour détecter le parasite chez des souns chromquement infectées, nous avons utilisé les 3
VeH anti-TePRAC marqués avec I'IRDye 800 CW. Ce fluorochrome émet dans 1'infra-rouge
lomntain et nous a permis de s affranchir des signaux de fluorescence « parasites »,
principalement émus par les aliments au mveau de la zone abdominale, en condition in vive

(Kwon et al 2012).

Dans une premiére expénience pilote, nous avons mjecté, par voie intraveimneuse, des VaH
ant1-TePRAC-IRDye 800 CW (clone « Tc ») a deux souris infectées chromquement avec la
souche CL Luc-red et a une souris non mfectée. Une souns non infectée et non injectée (#1)
nous a permis de controler 1'absence d’émission de signaux fluorescents non spécifiques aux
longueurs d'onde étudiées. Les acquisitions des signaux fluorescents (Figure 15) ont été
realisées 30 minutes (A) et 60 munutes (B) post-imection. Pour les 3 souris injectées avec les
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anticorps marqués, de forts signaux fluorescents ont &té localisés an mveau de la vessie, sans
difféerence sigmificative au miveau de la quantification de ces signaux (C) pour les souris
mfectées (#3 et #4) et pour la souns non mfectée (#2). Nous n’avons pas observé de zone
sigmficative susceptible de correspondre a la présence du parasite.

N non iriecite §non iInjechis
mon infiecide | injechie
| W infechtes/ njectes

—_

Figure 15 : Détection des VEH anti-TePRAC couplés a I'TRDye 800 CW in vive (I)

Catre souris Swiss males dgées de 25 semaines ont été€ utilisées pour cette expénience. Une des deux souris non
infectées (#2) et deux souris dgées de 8 semaines lors de I'infection en ip par 10° trypomastigotes de la souche
CL Luc-red (#3 et #4), ont chacune été injectées en iv. avec 40pg de VHH anti-TePRAC couplé a 1'TRDye 800
CW a J120 post-infection. Des acquisitions d'une durée de 1 seconde a I'TVIS® Spectrum™ aux longueurs
d’onde de 745nm/800nm (excitation/émission) ont été réalisées 30 minutes (panel A) et 60 minutes (panel B)
post-injection. Les moyennes des gquanfifications de fluorescence sur les régions d'intéréts (ie. ROI),
correspondant a la totalité du corps de chaque souris, sont représentées sous forme de graphique (panel C).

Dans une autre expénence in vive, afin de contemir la majonité des parasites dans un site
defimi. nous avons décide d infecter en sous-cutanée un groupe de 3 souns (#1. #2 et #3) avec
la souche CL Luc-red. 4 jours avant I'imjection en 1.v des VuH anti-TePRAC-IRDvye 800 CW
(clone « Tc »). Le site choisi pour 'infection a ét€ la partie haute du dos afin de s affranchir
des zones correspondantes aux organes d’élimunation (ex: foie, rate, reins et vessie). Un
groupe témoin de 3 souris non infectées (#4, #5 et #0) a également &té myecteé avec la méme
quantité d anticorps marqués avec I'TRDwe 800 CW. La quantité injectée a €t€ augmentee de
7.5 fois par rapport a |'expénience précédente. Les résultats sont présentés dans la figure 16.

La présence du parasite au niveau du site d’infection pour les 3 souris infectées (#1, #2 et #3)
a été confirmée par 1" obtention de signaux de bioluminescence dans la zone attendue (Fig. 16
A panel haut). Une cinétique des acquisitions des signaux fluorescents a &té réalisée a 2h, 4h,
6h, 8h, 24h et 48h post-imjection (Fig 16 A). Les régions d intérét (1.e. ROI) ont &té dessinées
autour du site d’infection pour chacune des sournis mfectée et « transposées » au méme endroat
pour le groupe de souris témoin non infecté. La moyenne des quantifications des signaux
fluorescents des ROI, pour chaque acquisition et pour chaque groupe de souris (infecté et non
mfects), est representée par un histogramme exprime en
((photons/sec/cm?/surface)/(WW/cm?)) (Fig. 16 C). Un pic d émission de signal est observé a
2h et 4h post-injection, sans différence significative entre les deux groupes.

24h post-myection, la quantité moyenne des signaux a diminué de moitié (pour les deux

groupes), suggerant qu une part importante des anticorps marqués circulants « non fixés » a
été éhiminée. Nous avons sacrifié une souns de chaque groupe (#3 et #0) afin de procéder a
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I"acquisition des signaux fluorescents sur les organes et les tissus d intérét in vivo et ex vive
(Fig. 16 B). Comme pour 'expénience précedente, une forte mtensité de signaux fluorescents
a eté retrouve au mveau de la vessie pour les 2 souns, significatif d’ une éhmination par voie
reénale des anticorps mjectés. Des signaux fluorescents ont €t€ acquis au nivean des reins et de
la rate mais également au mveau du foie des 2 souns. Concernant les biopsies de peau, nous
avons visualisé de facon significative des signaux de bioluminescence pour la souns infectée
correspondant a la présence des parasites au niveau du site d'infection. Par contre, nous
' avons pas pu observé d'images de co-localisation bioluminescence/fluorescence qui nous
auraient permis de montrer avec une grande probabilité la fixation des anticorps VeH anti-
TePRAC fluorescents sur les parasites. 48h post-injection, nous avons réalisé a nouveau les
acquisitions in vive et ex vive sur deux autres souris de chaque groupe (#2 et #3). Nous avons
observé les mémes acquisitions que celles obtenues 24h post-injection.

Cette expénience a été répétée dans les mémes conditions en utilisant les VeH anti-TePRAC-

IRDwe 800 CW (clones #4 et #16). Les résultats obtenus n'ont pas permis de montrer la
detection des parasites via ces anticorps marques (données non montrées).
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Figure 16 : Détection des VEH anti-TePRAC couplés a I'TRDye 800 CW in vive (II)

Six souris Swiss miles dgées de 7 semaines ont été utilisées. Trois souns ont été infectées par voie sous-cufanée
avec 10* trypomastigotes CL Luc-red. A J4 post-infection, les trois souris infectées et les trois souris mon
infectées (groupe témoin) ont chacune été imjectée en 1v avec 300pg de VuH anti-TePRAC-TRDye800CW. Le
contrile de 'infection et la détermination permettant le dessin des ROI (Regions of Interesf) antour du site
d’'infection, ont été réalisés par les acquisitions des signaux de biclominescence a 1'IVIS Spectrom sur les trois
souris infectées, préalablement injectées en 1.p avec la D-Lucifénne a 100mg/kg/souris, avant et aprés I'injection
des anticorps fluorescents (2h, 4h, 6h, 8h, 24h et 45h post-injection). Le dessin de chagque BOI est indiqué par
un cercle rouge ou blen (A} La quantification des signaux de fluorescence correspondant 4 chague ROL
exprimée en (photons/sec/cm/surface)/(pW/em?), aprés chaque acquisition d'une durée de 1 seconde i I'TVIS®
Spectrum™ aux longuenrs d'onde de 745nm/800nm (excitation/émission), a été réalisé avec le logiciel Living
Image v.4.0 (Caliper, LifeSciences). Les moyennes (+/- 5D) des quantifications de fluorescence des ROI du
groupe « infecté » et du groupe « témoin », pour chagoe session d’acquisition, sont représentées en histograme
(C). Les acquisitions des signanx de flnorescence in vive et ex vive sont figurées en B.
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IIL.5. Développement et optimisation de nouveaux inhibiteurs de la T¢PRAC

La TePRAC, la premiére proline racémase eucaryote décrite, a ét€ caracténisée au laboratoire
(Bemna San Martin 2000). Le géne codant pour I'enzyme est essentiel a la survie du parasite
car nous avons montré que les parasites « knock-down » n’étaient pas viables. L enzyme est
également un facteur de virulence de T. cruzi car les parasites hyper-exprimant les génes
TePRAC sont plus infectieux pour les cellules de 'hote (Chamond et al 2005). Il v a une
dizaine d’amnées, nous avons obtenu la structure cnstallographique de la TePRAC co-
cristallisée avec un mhibiteur réversible et compétitif — le 2-pyrmrole acide carboxylique (PYC)
et pu etudier le mécanisme catalytique de 1"enzyme (Buschiazzo & Goytia et al 2006). Bases
sur la racémmsation des résidus proline L- et D-. nous avons mis en évidence le rdle clé des
acides aminés cysténe présents au niveau du site catalytique de la TePRAC. Nos données sur
la diminution de la multiplication des parasites a |'inténieur des cellules en présence de PYC
nous ont permis de suggérer que la TePRAC était une cible pour le développement d une
nouvelle thérapie contre le Chagas. Des travaux multidisciplinaires ultérieurs ont pernus
d’avancer dans la recherche d’inhibiteurs solubles wisant 1'identification de nouveaux
composes pouvant inhiber 1"activité enzymatique.

Le PYC est un analogue plan de 1’acide aminé proline (Rema San Martin et al 2000). Son
caractére msoluble nous a amené a développer de nouveaux mhibiteurs pouvant étre utilisés
dans le cadre d'une chimiothérapie. Les premuéres stratégies ont utilisé la synthése de
molécules solubles a partir de la structure du PYC mais n'ont pas &té concluantes (faibles
mhibitions). En paralléle, la structure cnstallographique de la TePRAC a montré que la
TePRAC est un homodimeére dont chaque sous-unité posséde un site catalytique (Buschiazzo
& Goytia et al 2006). La structure 3D de 'enzyme co-cnistallisée avec le PYC a montré des
conformations trop petites des sites catalytiques. Cela a €t€ une contrainte pour 1 utilisation de
stratégie conventionnelle de « drug-design » car 1'identification potentielle de nouveaux
composes etait restremte a des molécules de la taille de la proline. De facon intéressante,
I"obtention fortuite d’un cristal hémi-saturé avec le PYC nous a permus de voir que le ligand
PYC mduisait une « fermeture » de la poche catalytique. et ne reflétait pas la conformation
native de I'enzyme. Des analyses par dynamuque moléculaire des états de transition entre
I'enzyme active (forme « ouverte ») et mactive (forme « fermée ») a révélé qu'un mmhibiteur
de la TePRAC n’avait pas nécessairement besomn d’induire la fermeture compléte de la poche
catalytique (voir Figure 17). Cette stratégie a permis de surpasser la contramnte de taille des
sites catalytiques et de définir des modéles par « docking » virtuels et d"identifier une centaine
de nouvelles molécules pouvant &tre des inhibiteurs de la TePRAC (Berneman et al 2013).
Deux d’entre elles, I'OxoPA et le BrOxoPA se sont avérées étre des inhabiteurs uréversibles
de I'enzyme capables d’inhiber in vifro le développement des formes intracellulaires de facon

dose dépendante.

Nous avons co-cristallisé et obtenues les structures cristallographiques de la TePRAC avec les
deux inhibiteurs : I'OxoPA et le BrOxoPA. Les données ont montré que ces deux molécules
formaient des liaisons covalentes avec les cystémmes catalytiques (Cys300 et Cys130), par
I'mtermédiaire des carbones C2 et C5, expliquant de fait leur nature wréversible. La
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visualisation des interactions des atomes clés au miveau du site catalytique a permus la
synthése et 1'optimisation de nouvelles molécules par l'introduction de différentes
substitutions et/ou additions au miveau de la chaine carbonée. De plus, ces études nous ont
permuis d identifier et de synthétiser le NG-P27 qui a montré les meilleures performances en
tant qu’mhibiteur de la TePRAC comparativement au PYC et a I'O=xoPA.

Les données de structure de la TePRAC co-cnstallisée avec le NG-P27 ont permis de mueux
caracténser la réaction chimique mise en cause dans la formation de la lhiaison covalente entre
I"'atome de soufre de la Cys300 du site catalytique de 1'enzyme avec le carbone C2 du NG-
P27. Cette réaction (ou addition) dite de Michael permet la formation d une liaison carbone -
carbone par 1"addition nucléophile d'un carbamion sur un composé carbonylé o p-insaturé
(groupements aldéhyde ou cétone par exemple). Nous avons également observé que la
formation de higand au niveau du (des) site(s) catalytique(s) affecte fortement la conformation
de la TePRAC. De plus, les six conformations de 'enzyme, obtenues par cristallographie, ont
montreé de fortes similanités avec les modéles prédictifs établis précédemment (Bermmeman et al
2013). De facon intéressante, aussi bien 1'OxoPA. le BrOxoPA et le NG-P27 comme le
benznidazole mhibent de facon dose dépendante la croissance des parasites mntracellulaires en
condition in vitre. Ces travaux ont permmus de démontrer que ces nouvelles approches de
modélisation sont prometteuses pour la synthése de nouvelles molécules inhibitrices malgré la
restriction de taille du site actif et pourraient permettre dans le contexte de la Maladie de
Chagas a la découverte de nouvelles chimiothérapies. Les résultats et les méthodologies de
ces expeniences sont présentés en détail dans 'article n®2.

Figure 17 : Structure cristallographique de la IePRAC liée ou non au PYC.

La liaison au nivean du site actif montre un protomére « fermeé » (indiqué en rouge) oi le PYC (représenté en
wvert) est complétement enfowi dans la poche catalytique. Les sphéres bleue, rouge et cyan représentent les
atomes d’azote, d'oxygéne et de carbone du PYC, respectivement. En 1'absence de PYC, le protomére présente
une stmacture ouverte plus relichée (indiqué en blew) avec un volume vacant au nivean du site actif, accessible au
solvant (indiqué en vert). Extrait de 1’article « Combined approaches for drmg design points the way to nowvel
proline racemase inhibitor candidates to fight Chagas’ disease ». Berneman et al. PLoS One 2013.
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Abstract

Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi affects milions of people in South America
and no satisfactory therapy exists, especially for its life threatening chronic phase. We tar-
geted the Proline Racemase of T. cruzi, which is present in all stages of the parasite life
cycle, to discover new inhibitors against this disease. The first published crystal structures
of the enzyme revealed that the catalytic site is too small to allow any relevant drug design.
In previous work, to break through the chemical space afforded to vintual screening and drug
design, we generated intermediate models between the open (ligand free) and closed
(ligand bound) forms of the enzyme. In the present work, we co-crystallized the enzyme with
the selected inhibitors and found that they were covalently bound to the catalytic cysteine
residuesin the active site, thus explaining why these compounds act as irreversible inhibi-
tors. These results led us to the design of a novel, more potent specific inhibitor, NG-P27.
Co-crystallization of this new inhibitor with the enzyme allowed us to confirm the predicted
protein functional mations and further characterize the chemical mechanism. Hence, the
catalytic Cys300 sulfur atom of the enzyme attacks the C2 carbon of the inhibitor in a cou-
pled, regiospecific—stereospecific Michael reaction with trans-addition of a proton on the
C3carbon. Strikingly, the six differert conformations of the catalytic site in the crystal
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structures reported in this work had key similarities to our intermediate models previously
generated by inference of the protein functional motions. These crystal structures spana
conformational interval covering roughly the first quarter of the opening mechanism, demon-
strating the relevance of modeling approaches to break through chemical space in drug
design.

Author summary

There is an urgent need to develop innovative medicines addressing neglected diseases,
multi-drug resistance and other unmet therapeutic needs. To create new drug design
oppartunities, we attempted o exploit protein functional motions by using a rational
approach to model structural intermediates of a therapeuntic target. After successfully
designing inhibitors based on modeled intermediates of T. Cruzi proline racemase, the
determination of crystal stractures of the target protein in complex with the inhibitors
revealed conformations that were strikingly close to the predicted models. Thus, beyond
the discovery of compounds establishing a novel mode of action that can lead to innova-
tive treatments of Chagas disease, we illustrate how modeling protein functional motions
can be exploited in a rational approach to create opportunities in drug design.

Introduction

Chagas disease, with nearly 10 million people infected and 100 million at risk, is the principal
cause of lethality from neglected tropical diseases in Central and South America, and aleading
one among all infectious diseases [1]. It is ofien fatal to young children and incurable in its
chronic phase, which persists for decades and inflicts 10% annual lethality [2, 3]. In addition to
its severe socioeconomic burden [1], Chagas disease is becoming a global concern as it extends
to northem countries following human migrations.

There is currently no effective vaccine, and after substantial restriction in indications for
the use of Nifurimox due to severe side effects [4, 5], Benznidazole is the only generally avail-
able drug, but still canses serious side effects [5]. Drugs can be efficient in the acute phase, but
are of questionable value in the chronic phase of the disease. Hence, it is considered a priority
to find more effective treatments [7, 2]. Unfortunately, no satisfactory compounds have been
identified so far [3] despite the identification of promising therapeutic targets [10].

Proline racemase of Trypancsoma cruzi (TcPRAC) isan enzyme present at all stages of the
parasite life cycle, contributing to immune escape and persistence of the parasite in the host
[11,12]. Gene over-expression increases virulence, while knockdown appears lethal for T.
cruzi [13]. Interestingly, a transition analog inhibitor of TdPRAC, 2-pyrrolecarboxylic acid
(PYC), reduces in vitro infection ina dose-dependent manner [14] and decreases the mean
number of parasites per cell [15]. These results, despite the poor solubility of PYC, supported
TcPRAC as a promising target to fight Chagas disease.

Co-crystallization of TcPRAC with PY C showed highly specific and tightly closed catalytic
sites of the enzyme (pdb 1We1), which left almost no space for modulation of inhibitor candi-
dates [16]. Accordingly, conventional drug design srategies based on this structure proved
unsuccessful. The structure also showed that TdPRAC crystallizes as a homodimer and bearsa
catalytic site on each subunit. Interestingly, a crystal of a hemi-saturated form (pdb 1Wé2)
showed the free subunit catalytic site in an open form. This suggested that the enzyme function
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involved an opening/closing mechanism with intermediate forms that could be used to iden-
tify and design novel types of inhibitors. To test this hypothesis, we modeled plausible interme-
diates of the functional opening/dosing motions of TAPRAC [17]. This strategy allowed an
expansion of the chemical space used in our virtual screening procedure and led us to identify
two inhibitors of the enzyme, (E)-4-Oxo-pent-2-enoic acid (OxoPA) [18] and its derivative
(E}-5-Bromo-4-oxo-pent-2-enoic acid (BrOxoPA) which were far more potent than PYC [17].

Although conventional strategies in drug design focus on competitive inhibitors, the identi-
fication of covalent inhibitors is formnate considering the growing interest in this type of enzy-
matic inhibitors [19, 20]. Indeed, a number of previously known anti-infectious agents (-
lactames, antivirals) [21, 22] or more recently the proton pump inhibitors [23], are irreversible
inhibitors that have been successfully used for therapeutic purposes. This strategy was used by
Ellmann and colleagues to design cruzipaine inhibitors for T. cruzi [24, 25]. Optimization of
irreversible inhibitors requires the development of advanced and specific methods taking pre-
and post-reaction states into account in the design of chemical chemical analogues aiming at
therapeutic use [23].

Resolution of the OxoPA and BrOxoPA co-complexes in this work turned out to be akey
step in the design of improved drug candidates, since it showed their detailed atomic interac-
tions in the catalytic site and identified atoms involved in covalent bond formation. This
enabled us to model the candidate structures and their interactions with the enzyme both
before and after the reaction, allowing the induced changes in chemical connectivity and
geometry to be taken into account in the design process. Accordingly, we could probe the
determinants for affinity and selectivity by modulation of the electrophilic moieties of design
candidates taking into account the position of the nucleophilic catalytic cysteine. The designed
candidate displaying the best TPRAC enzymatic inhibition, NG-P27, exhibited trypanostatic/
trypanocydal activity in preliminary in vitro experiments. The crystal structure of NG-P27 in
complex with the enzyme revealed the position of the inhibitor after reaction along a regiospe-
cific and stereospecific Michael mechanism. The structure also revealed that the cyclopentane
muoiety of the inhibitor could adopt multiple conformations, suggesting that space was avail-
able for further chemical modulations. Interestingly, the conformation of the active site in the
co-crystal structures with our inhibitors was highly similar to that of the transitional interme-
diate models built to identify the first inhibitors by virtual screening [17]. This could be viewed
as a demonstration of the relevance of molecular modeling in enlarging chemical space search
indrug design.

Methods
Preparation of recombinant TcPRAC

Recombinant Trypanosoma cruzi proline racemase (EC 5.1.1.4) was produced in E. coli BL21
(DE3) (Invitrogen) and purified by immobilized metal affinity chromatography on nickel col-
umns, as previously described [11].

Racemization of L-Proline and inhibition assays

Proline racemization conditions for TAPRAC were determined as previously described [12]
and L- to D- proline conversion took place in 1.0 mL reaction. The concentrations of D-pro-
line were determined by optical rotation of the solution at 365 nm with a 10 cm optical path
cell, at 37°C for 10° seconds using a polarimeter (Jasco, P-2000, Bouguenais, France). Assays
were performed as follows: 40 mM of L-Proline in 0.2 M sodium acetate pH 6.0 and 5 pgfmL
of TcPRAC were loaded into tubes with serial dilutions of PYC, OxoPA and BrOxoPA (from
0.3125 to 5 pM), or similar concentrations of potential optimized inhibitors.
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Kinetics analysis

Inactivation kinetics were performed at different inhibitor concentrations as described previ-
ously [17, 26, 27]. A program developed in-house was used to fit the data [17, 26, 27]. As global
fitting appeared difficult and was unsuccessful, single exponential models were simply fit to
the individual kinetics. Each fit was checked visually.

Crystallization, X-ray data collection, processing, and refinement

Crystallization screening trials for TcPRAC in complex with the compounds BrOxoPA,
OxoPA, and NG-P27 were carried out by the sitting drop vapor-diffusion method with a Mos-
quito automated nanoliter dispensing system (TTP Labtech, Melbourn, UK). Sitting drops of
400 nL were set up in Greiner plates for 672 commercially available screening solutions with a
1:1 mixture of protein complex at 10mg/mL equilibrated against 150 pL of reservoir solution.
The plates were stored at 18°C in a RockImager (Formulatrix, Bedford, USA) antomated imag-
ing system to monitor crystal growth. Best crystals of TcPRAC in complex with the inhibitors
in 1mM solutions were obtained with a solution of 0.2 M potassinm phosphate dibasic and
21% (wiv) PEG-3350. Crystals with dimensions of up to 0.1 mm x 0.1 mm x 0.05 mm appeared
within one week. For data collection, the crystals were flash-cooled in liquid nitrogen using a
paratone- paraffin oil mixture (50%/50%) as cryoprotectant.

H-ray diffraction data were collected on beamline PROXIMA-1 at synchrotron SOLEIL (St
Aubin, France). Diffraction images were integrated with the program XDS5 [28-32] and crys-
tallographic calculations were carried out with programs from the CCP4 program suite [28-
32]. The structures were solved by molecular replacement using Phaser [28-32] with TcPRAC
in complex with PYC (pdb 1W61) [16] asa template. Refinement was done using Refmac5

28-32] with alternating manual rebuilding in Coot [28-32]. Crystallographic data and refine-
ment statistics are shown in Table 1.

PDB deposition

The refined models and structure factors have been deposited in the Research Collaboratory
for Structural Biology Protein Data Bank (hyperlink “hitp://www.rcsb.org”) under the follow-
ing accession numbers: TePRAC-BrOxoPA (6H]F), TPRAC-OxoPA (6HJG),
TePRAC-NG-P27 (6HJE).

Synthesis

Description of the synthesis of TcPRAC inhibitors is given in "General Information on Chemi-
cal Synthesis” (51 Text), "Synthetic procedures” (52 Text) and Refs. [33-35]. The spectral char-
acterization of the compounds is given in the *'H and "*C spectra” (51 Spectra).

Conformational analysis

For conformational analysis, the atomic coordinates of the TcPRAC structures were limited to
residues 45-394 for which the electron density could be traced in all structures. Amino acids
(K152, E178, R210, P280, E281, Y294), whose side chains were not visible in all the structures,
were replaced by alanine. Symmetric structures were generated by swapping the chain names
(e.g. AtoBand B to A) before alignment. The crystal stractures, the 49 models [17], and their
symmetric forms were structurally aligned by rotation and translation minimizing the root
mean square distances for each set of atoms subjected to Principal Component Analysis
(PCA). These sets were, respectively, the dimers, the protomers, and the amino-acids (E56,
F1oz, L127, N128, M129, C130, G131, H132, G217, N218, F220, D269, C270, V288, F290,
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Table 1. Crystallographic parameters, data and refinement statistics.

TPRAC-BrOxolP A

TPRAC-OxoPA

TPRAC-NG-P2I7

Crystal parameters

Space group

2

o2

2

Unit cell dimensions (A)

a= 12066, b=90.84

a= 12024, b= 91133,

a=13323, b=.64

c=8592, f=12629"

¢ =8563, f= 126 45

c=8539, f=126.04"

Data statistics
Resolution limits (A) 427-1.70 (1.73-L70F A2.66-1.90 (1.94-1.90) 45.3-2.00 (205-200F
Mo, of unique eflections BE740 (4332) 61363 (4017) 54731 (3086)
Multiplicity 3R(35) 16 (16) IR(38)

Rmerge 0052 (0.675) 0077 (0.599) 0084 (0.758)

Rpim 0037 (0.496) 0.060 (0.480) 0058 (0.497)
Completeness (%) 985 (95.8) 97 6 (99.4) R (980)
<DsigmalT) = 120(1.7) 82 (19) TR(LT)

Coi1/2) 0,908 [ (.695) 0,995 [ (L&45) 0,994 (0.761)
Refinement

Resolution [A) 41.4-1.70 (1.72-1.70) 41.2- 190 (1.92-1.940) 45.4-2.00 (2025-2.00)
- Rvalue, working set 0171 (0.328) 0,189 (0.290) 0177 (0:254)

. Rfree 0203 (0.425) 0240 (0388) 0230 (0.331)

Mo. of reflections R4997 (3050) SO08R (2116) 52236 (903)

- Non-hydrogen atoms 5971 5939 5886

- Mo, of protein residues T T 713

. Mo. of water maolecules 540 361 403

. PO, ions - i i

R.m s deviations from ideal

- bond length (A) 0.010 0.011 0.010

- bondangles {°) 1.401 1487 1460
Ramachandran plot (%)

- Preferred regions 6.0 6.4 5.6

- Allowed regions a7 EX | a7

. Outliers 03 06 o7

*Values in parentheses are for the highest resolution shell

hittpe +/vhoi o' 10 1371 foumal poid OD06ESE. D01

G291, D296, 5298, C300, G301, T302, G303) defining the pocket used for virtual screening in

the previous study [17].

In the description of the analysis, the protomers from the crystal structures are named
according to the following scheme: Code-C, or Lig-C, with Code, the PDB code, and Lig,
OxoPA or NG-P27, the ligand present in the structure, and C the chain, A or B of the protein,
The protomers from the transitional models are designated: confNC, with N, the index of the
model intermediate in the transitional series, and C, the chain name as indicated above,

Calculation of pocket cavity volume

We used an in-house program to calculate cavity vwolumes in the pockets on a grid of voxels
[36,37]. Settings and parameters were similar to those previously reported [17], but further
refinements were incorporated to delineate cavities opened to the bulk solvent. The latter was
scooped out with a large rolling probe sphere of 10 A radius with an extra erosion shell of 3.3
A to remove the exposed part of the cavity. To discriminate the volume of the channel induced
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by opening from the volume delineated by the binding pocket, only cavity voxels that had one
of the residues of the pocket as closest neighbor were counted.

Parasite cultures

Epimastigote forms of CL Brener (clone F11-F5) and Y strains of Trypanosoma cruzi [38] con-
stitutively expressing luciferase were maintained by weekly passage in Liver Infusion Tryptose
(LIT) medium. Stock solutions (1M) of Benznidazole and NG-P27 were prepared in DMSO
and subsequently diluted in LIT medium. Trypanosomal growth inhibition was determined by
the evaluation of parasite number after 72h in triplicates. 10° epimastigotes cultured in white
microtiter plates in absence or presence of 5-1000 pM of NG-P27 were compared to results
obtained with the same concentrations of Benznidazole (added once, or every day for three
days) ina final volume of 200 pL. Luminescence signals emitted by live parasites in the micro-
plate wells were quantified by the addition of 0.3 mg/mL D-luciferin (122799, Perkin Elmer,
Villebon-sur-Yvette, France) in a TECAN lnminometer (Infinity F200 Pro, Lyon, France). IC
50 was determined by using a non-linear fitting of the percentage of inhibition calculated after
comparison to untreated controls.

Resuits
Structures of TcPRAC-BrOxoP A and TcPRAC-OxoPA complexes

BrOxoP A and OxoPA were co-crystallized with the enzyme. The crystallographic data and
refinement statistics are shownin Table 1, The complexes crystallized in the same space group
and with similar unit cell dimensions as the TAPRAC/PYC complex structure reported previ-
ously (pdb 1Wé1) [16]. The crysmllographic asymmetric unit contains two independent paly-
peptide chains (A, B) forming a homodimer.

In the TePRAC-OxoPA complex, continuous electron density was seen for residues 40-394
inchain A and 45 to 398 in chain B. The overall structure closely resembles that of the enzyme
incomplex with PYC (1Wel; Fig 1A), with an overall RMS deviation in alpha carbon positions
of0.227 A. The position and orientation of the side chains of residues in the active site region
are similar in both structures (Fig 1 B). Significant electron density for the inhibitor was
observed in the active site of both chains (Fig 1C). Atoms C2 and C5 of BrOxoPA are cova-
lently bound to the sulfur atoms of Cys300 and Cys130, respectively (Fig 1C, 51 Table). These
covalent interactions can explain the irreversible inhibition of TcPRAC by BrOxoPA. The car-
boxylate moiety of the inhibitor also forms a hydrogen-bonding network with the main poly-
peptide chain or side chains of Gly131, His132, Gly301, and Thr302 in the active site region
(Fig 1C, 51 Table). These residues are also involved in the non-covalent binding of the PYC
inhibitor as previously described [16]. No electron density was observed for the bromine atom
of the BrOxoP A inhibitor in difference Fourier maps, and X-ray fluorescence scans indicate
the absence of bromine in crystals of the complex, suggesting that the bromine atom of the
inhibitor was cleaved during the binding reaction of BrOxoPA with the enzyme.

The TcPRAC-OxoPA structure presented similar global characteristics. However, compari-
son with the other structures is less straightforward due to greater dissymmetry between the
two monomers. The impact of ligand binding on TcPRAC conformation is described below
and a more comprehensive analysis is provided in 53 Text. In both monomers, well defined
electron density is seen for the carboxylic moieties as for BrOxoPA and PYC, but the absence
of well-defined density for the ketone moiety in the OxoPA complex suggests that this part of
the ligand had more relaxation freedom, and covalent interaction was not observed. These
observations were confirmed by pharmacomodulations performed to optimize chemically
OxoPA and BrOxoPA (see below).
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Fig 1. Comparison of the TcPRAC structures in complex with BrOxoPA and PYC. (A) Superimposed TPRAC structures: the complex with PYC ( yellow);
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Modulations to identify novel potent and specific TcPRAC covalent
inhibitors

Analysis of X-ray crystallographic data of the TePRAC/BrOxoPA complex revealed two cova-
lent bonds with the catalytic cysteine residues of TcPRAC. This confirmed the high potential
ofthe ligand and prompted us to probe the available chemical space to design a more specific
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covalent inhibitor. Hence, the nature of the Michael acceptor was modified and substituents
were introduced at different positions of the skeleton (Fig 2).

About 60 compounds were synthesized following these principles and their ability to inhibit
TePRAC was evaluated by polarimetric assay. Compounds 1 to 6 are key examples of the phar-
macomodulations (Fig 2A). Their respective activities on TcPRAC (Eig 2B) are compared with
those of OxoPA and BrOxoPA (Fig 2C). Replacement of the ketone group with the highly elec-
troattractive sulfoxide (1) or a sulfone (2}, commonly used to design Michael acceptors [39],
abolished inhibition, Differences in spatial arrangement and geometry of the tetrahedral sp3
sulfoxide/sulfone as compared to the trigonal sp2 ketone could explain this unforeseen result.
Introduction of a triple bond (3) instead of the classical double bond Michael acceptor also
abolished inhibition. Further modulations were performed on the skeleton to probe possible
extension/modulation sites. Addition on the electrophilic site, C-2, (4) dlose to the Cys300
attack position, prevented inhibition. By contrast, additions at positions C-3 (5, 6), C3 and C5
(7) or C-5 only (8, 9) moderately affected or maintained inhibition (Fig 2D et 2E). Compound
6 (NG-P27), bearing a five-membered ring (reminiscent of proline) was the most active
derivative.

Kinetics of TcPRAC activity in the presence of inhibitors

Inhibition kinetics were recorded at various concentrations of PYC, OxoPA and NG-P27 (Fg
3). The kinetic curves in the absence of inhibitor were linear, validating the initial velocity
approximation. Except for PYC, the asymptotes of the single exponential fit model depended
on the inhibitor concentration and differed from the zero rotatory power line. Hence, the
enzyme appeared to reach full inactivation during the reaction. This is typical of an irreversible
inhibition mechanism and rules out a reversible competitive inhibition mechanism.

The apparent exponential kinetics constant (k.y,) varied linearly with the concentration of
OxoPA and NG-P27 as expected for an irreversible inhibition mechanism (Fig 3, inset). These
results indicate that NG-P27 is a significantly more potent inhibitor than OxoPA. By contrast,
the kg, values were neady zero for PYC, a reversible competitive inhibitor.

Structural characterization of NG-P27 in the active site of TePRAC

The NG-P27 compound was co-crystallized with TdPRAC in the same conditions as the BrOx-
oPA complex (Table 1). The overall structure of the TePRAC/NG-P27 complex and the con-
formation of residues in the active site displayed some deviation to the TdP RAC/BrOxoPA,
TePRAC/OxoPA and TePRAC/PYC complexes, but remained globally similar.

Continuous electron density was observed from residues 38-394 inchain A and 43 to 398
in chain B, Difference Fourier electron density maps indicate the presence of the inhibitor
NG-P27 covalently bound to Cys300 in the active site of both polypeptide chains in the dimer.
Electron density maps suggested possible multiple conformations of the cyclopentanone moi-
ety of the inhibitor, but no attempt was made to refine alternative conformers and we describe
here a single conformation of the ligand that best fits the electron density (Fig4). The C2 atom
of NG-P27 is covalently linked to the sulfur Sy atom of the catalytic Cys300 (Fig 4, 52 Table).
Inboth monomers the inhibitor is very tightly packed, making numerous van der Waals con-
tacts in the active site, and a hydrogen-bonding network stabilizes the carboxylate moiety of
NG-P27 as observed for the TePRAC/ BrOxoPA complex (Fig 4B and 52 Table).

Impact of ligand binding on TcPRAC conformation

Ligand binding strongly affects the conformation of the protomers. For example, the two pro-
tomers of the hemi-saturated PYC-TcPRAC complex (pdb: 1W62) deviate by 2.25 A RMS an
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Fig 2. Chemical structures and activity of potential TAPRAC inhibitors. (A) Key compounds obtained by modulation
of O PA and BriwoPA. (B, C, E) Kinetic curves of 40 mM L-proline mcemization catalyzed by 15 pg of TcPRAC in the
presence of 5 pM of compounds 1 to 6 or @ (B and E) or in the presence of 5 uM of OonPA and BrOwoP A (C); Kinetic
curves using 100 mM L-proline racemization catalized by 10 pM of TePRAC inthe presence of 10 pM of compounds 7 or

8(D).
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Co positions afier alignment. To gain a more comprehensive understanding of the relative
maotions in all the structures (5 crystal dimers, and 49 intermediate dimer models) we used

Principal Component Analysis (see 53 Text for details).
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Fig 3. Inhibition kinetics. Main panel Racemisation curvesof 40mM of L-Proline in the presence of 5 pg of TePRAC
and 0.0, 03125, 00625, 125 25and 5 pM of NG-P27 inhibitor are reported by continuous lines from top to bottom
respectively. Single exponential fits are given by underlining dashed curves. Insert: Rates of the exponential fits are
given for NG-P27 (diamonds), CxoPA (triangles), and PYC (squares). Xmgrace was used to generate the graphics
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Dimers

The dimers and their symmetric forms (chains A and B swapped) roughly projected as a trian-
gle on their first two Principal Components (Fig 5A). The samrated closed forms (1W61 and
BrOxoP A) marked the top vertex. The hemisaturated 1W62 and its symmetric form consti-
tuted the base of the triangle, approximately followed by the transition models. Interestingly,
OxoPA and NG-P27 displayed structures roughly midway between 1W61 and 1W62 in their
direct and symmetrized forms, respectively.

Protomers. Analysis performed on the oriented protomers yielded projections that were
globally aligned (Fig 5B). The transition models of chains A and B followed different paths.
Interestingly, OxoPA-B (see naming schemes in Materials and Methods) and both chains for
NG-P27 adopted intermediate conformations. Their B chains were closest to the model con-
formation 4 of chain A (conf4A), which led to the identification of BrOxoPA and OxoP A [17].

Binding site. [n the analysis of the binding site, used for the virtual screening [17], the closed
conformations were tightly clustered (Fig 5C). Strikingly, projections for confl A, conf4A, and
confl0A were closely aligned with those of both NG-P27- A and NG-P27-B and OxoPA-B (Oxo-
PA-B—confdA: 098 A NG-P27-A—conf2A: 0.82 A (090 A of confdA); NG-P27-B—confSA:
1.16 A (1.17 A of confaA)). Projections of the two B chains were almost midway between those of
models conf4A and conflOA. Fig 6 compares the stractures of the binding site for intermediates
along the transitional model with those of the TAPRAC crystal stractures when binding ligands of
increasing size. PCA showed that the conformational changes observed by crystallography were
globally well anticipated in the models (Fig 5C). Nonetheless some local traits were found either
in the "early” model, confdA (eg. residues N218 or C130; Fig 64), or in the "later” model
(confl0A; e.g. residue F290, labeled backbone traces).

Analysis of the volumes delineated by the binding site (Table 2) gave similar conclusions
and further usage perspectives. The complex with BrOxoPA, which formed two bonds within
each site, displayed the smallest volumes. Sites in OxoPA-A and NG-P27-A had similar
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Fig 4. Structure of NG-P27 after reaction in the TePRAC binding ste. (A ) Left, ligand atom numbering of NG-FX bound with
the catalytic Cys30d, cxygen atoms are shown inred, nitrogen in blue, and carbon in yellow for NG-P27 and green for the Cys300;
Right, two views of NG-P27 bound to Cys300 with a difference electron density amitmap contoured at 3a. (B) Orientation of the
inhibitor and key resddues in the catalytic site. The electron density map is calculated as in (A).
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volumes to those found with PYC in 1W61-A/B and 1W62-A. Interestingly, in B chains, the
binding sites were enlarged and had partial access to the solvent, with volumes similar o those
of conf4A and conflOA of the transitional model.

In the ligand-bound forms, residues 130-132 are folded to form up to three hydrogen
bonds with the ligand carboxylate moiety Cys130 positioned for nucleophilic attack. In the apo
form, IW62-B (and conf49A), this segment adopts a radically different fold. Despite the faidy
open conformation of the OxoPA-B and NG-P27-B complexes, this region is well folded for
interacion with the ligand (Fig 6). This difference, not apparent from the volumes (Table 2}, is
reflected by the difference between the two branches of the transition model in the binding
pocket (Fig SC).

Reactivity of inhibitors probed on cysteine proteases
One concern with Michael acceptors is their general reactivity, especially towards enzymes
with reactive cysteines [40] and thus their lack of specificity. Hence, we tested the reactivity of
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our inhibitors towards cysteine proteases. As shown in Fig 7, the compounds did not inhibit
papain or bromelain,

Effect of NG-P27 TcPRAC specific inhibitor on T. cruzi parasites

Unlike OxoPA and BrOxoPA, NG-P27 displayed effects on parasite cultures. These effects
were determined after 72h on cultures for two parasite populations and compared with the
effect of Benznidazole (Fig 8). Both compounds exhibited dose-dependent trypanocydal activ-
ity for the CL and Y parasite strains. However, while multiple additions (three times) of Bezni-
dazole increased parasite growth inhibition, no particular cumulative effect was observed after
single or multiple treatments with NG-P27.

Discussion

The search for an effective inhibitor of TcPRAC was fostered by the use of structural interme-
diates generated between the open and closed forms of the enzyme [41]. This procedure
allowed us o overcome a dead-end in the design strategy based on the PYC co-crystal struc-
tures [ 16], where the volume of the catalytic site was too small for a suitable chemical space
search for improved inhibitors. The identification of the OxoPA and BrOxoPA inhibitors vali-

dated this method [17].
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Fig 6. Close views of the binding sites showing conformational changes for (A) the crystal co-complexes with PYC (1We2-A,
pink), OmoPA (chain B, white), and NG-P27 (chain B, cyan), and for (B) for transitional model intermediates, confl A (pink),
confdA (white) and confl0A (oyan). Main chains are presented by Abbons, sidechaing, thin sticks for amino acids of the binding
site (seelistin Materials and Methods) Catalytic cysteines, the ligand and residues making hydrogen bonds(dashed lines) with the
ligand carbonylic molety (C130 G131, HI32, C300, G301, T 32) are displayed in bolder sticks, and non carbon at oms as blue, red,
and yellow spheres for nitrogen, corygen and sulfur, respectively. The crystallographic ligands are also represented with lines in the
transitional models for reference. Amine acids C130, N218, F2%0 are hibeled, and regions 127- 130 and 289-291 of the backbone are
labeled with ™ and @ signs.

hittpsfdol.or/ 0. 1371/pumal ptd DODBESS 000G

To better explore the chemical space that could be used in pharmaco-modulation, we solved
the co-crystal stracture of TcPRAC with the OxoPA and BrOxoPA inhibitors. Structural analy-
sis of the binding mode of the inhibitors and the induced conformational changes of the
enzyme allowed us to pursue the chemical design by taking into account the chemical mecha-
nism and protein environment both before and after reaction. This strategy led us to identify
NG-P27asa potent inhibitor of TcPRAC, a key enzyme for parasite development and fate.
This inhibitor could also be co-crystallized with TcPRAC, revealing further details of the reac-
tion mechanism. NG-P27 thus appeared as a promising starting point for further optimization
in the search for more effective therapies against Chagas disease.

Inhibition mechanism of TcPRAC

Inhibitor reactive sites and design. In the BrOxoPA and NG-P27 complexes, the C2 car-
bon atom of the inhibitor is located approximately 2 A from the catalytic Cys300 $y atom in

Table 2. Volume of the binding site cavities.

*Volume 1We1 1We2 BriomPA CmoPA NG-PX
Chain A 731 714 573 694 810
Chain B 735 129 630 1183 126.1
(T63.4) {330.9) (377.6)
T ransition confla confdd confl04 configa
709 874 1231 W6
[ B648)

*The volumes delineated by the catalytic pocket anly (amino-acids used in the screening) are calculated with asuite of programs developed by Desdouits etal [36, 37] as
explained in Materials and Methods and given in A%, When pockets are accessible from the bulk solvent through a channel, the sum of its volume with that of the

channel are given in brackets below.
*The pocket structures used for the virtual screening wereall from chain A of the model
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Fig 7. Activity of potential TcPRAC inhibitors with cysteine proteases. Residual activity (%) of papain (A)and bromelain (B)
after incubation with different stolchiometric ratiosof OwoP A, Br-CreoP A and NG-P2T. Data are expressed as mean + 5D,
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the active site, showing the formation ofa thio-ester bond (51and 52 Tables). The formation
ofa covalent bond is also implied by kinetic data for all inhibitors including OxoPA (although
not observed in the crystal structure of the TcPrac/OxoPA complex). Interestingly, C2 isata
position similar to that of the Co carbon of proline, the natural substrate of the enzyme, and is
at the center of a tight, highly specific network of interactions in the active site. Accordingly,
this motif appeared essential in our design, as exemplified by NG-P27, and should be impor-
tant for efficacy and selectivity in the future design of improved inhibitors. In the TdPRAC/
BrOxoP A complex, a bond is formed between Cys130 and the C5 atom of the inhibitor, as
revealed in the crystal structure, and is further supported by bromine atom departure as
revealed by X-ray fluorescence measurements. Indeed, alpha-bromoketones, as foundin
BrOxoP A, are known to be highly reactive [35]. This reactivity could result in reduced stability

A B
BNZ NG-P2T

100 —3 = CL+1x
E T & CL+3x
= 75 o - Y+ 1x
E 2 ¥+ 3x
e 501 3 ' ECS0M) |  BNZ | NG-Pir
= i \ CL+1x | 36,78 79,17
o 254 . \ CL+3x BAT 4346
= RN L ¥+ 1x 13,84 16,52

Y - N olee . & [ | 563 | 1010
10 100 1000 10 100 1000
log [BNZ], M log [NG-P27], uM

Fig 8. Determimation of Css for epimastignte forms of Trypanosoma crusd. Trypanocydal/trypanostatic effect after 72h of
incubation of bisluminescent parasites of CLand Y strains with different concentrations of the reference drug benznidazole (BNZ;
A)and the NG-P27 TePRAC inhibitor (B) added once (1x, complete lines) ar three times, once a day for three days (3x, dashed
lines).
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in biological media and lack of specificity leading to increased toxicity, both major disadvan-
tages for drug design.

Cross-linkage has been previously reported [42] for alkylating agents such as chlorambucil,
forming two bonds with its target. Furthermore, examples of double-linkage in an enzymatic
catalytic site involving two of the catalytic residues have been reported with coumarine and
iso-courmarine derivatives [43, 44]. Despite the promising potential of this feature, use of the
alpha-bromoketones would have required important efforts to decrease its reactivity, and
design in that direction was not pursued.

Regioselective attack at the C2 carbon of the inhibitor. The carbon atoms in the
2 =3 double bond of OxoPA and its derivatives bear carboxylate and ketone substitutants
respectively, allowing reaction at either position [45] (Fig 9A). Nonetheless, as revealed in the
crystal structures, the reaction was regiospecific for the C2 carbon acting as a Michael acceptor,
as often observed for cysteine enzymes [39] (Figs 1 and 4).

Stereoselectivity. Attack ona Michael acceptor leads to saturation, increased flexibility,
and depending on the reactant substitutions, to achiral products [46, 47] or products with one
or two stereocenters [48, 49]. The crystal structure with BrOxoPA shows an enantioselective
addition, 25, at C2, while C3 remains achiral. Thus, the ketone oxygen of the inhibitor is posi-
tioned oppaosite to the PYC nitrogen observed in 1W62 (Fig 10A) [16], consistent with the
larger available space in that direction. The BrOxoPA complex also shows that a second reac-
tion took place, leading to a very tightly bound complex, as indicated by the cavity volume
(Table 2). The saturation of C2 allows the folding of the molecule to position C5and its bro-
mine atom close to Cysl 30. The second attack released the bromine atom as reported for halo-
ketones [39] (Fig 10B).

NG-P27, with prochiral substiments on C3, can form a second stereocenter. According to
the crystllographic data, the 25,3R configuration prevailed. Hence, the inhibitor, with C2
positioned si-face adjacent to Cys300, allowed nudeophilic addition (5) through to a meso-
meric enolate intermediate (Fig 9B). The Sy atom of Cys300 orients the inhibitor towards con-
figuration (I} by repulsion of the lone pair orbitals preventing (1I), and allowing protonation
by Cysl30,in the 3R configuration. This anti-process mimics the proline stereo-inversion
mechanism [16]. To our knowledge, the only other reported example of a diastereoselective
Michael addition in the biological field also invalves an anti- process [50] (see 54 Text).
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Impact of ligand binding on TcPRAC conformation

The effects of ligand binding on enzyme conformation range from the displacement of a few
key residues [51] to global conformational changes [52]. The crystal structures show here a
series of stable complexes in intermediate conformations representing a significant portion of
the maolecular mechanism (projections of protomer conformations ranging from 12 to 4% of
the change on the axis between chains A and B of 1W62). This observation highlights the plas-
ticity of the protein and its binding site. Interestingly, this flexibility does not preclude asym-
metry, visible in the hemi-saturated form (1W62) and in forms bearing the same ligand in
both sites (the OxoP A and NG-P27 complexes, see Fig SA).

The protomer conformations appear to follow a mostly linear opening motion (Fig 5B).
MNonetheless, projections of the dimers do not align (Fig 5A) indicating that within dimers, the
protomer motions are not coupled ina linear fashion. This asymmetry can be related to the
described binding anti-cooperativity of the dimers [16]. Interestingly, our transitional model
[17] incorporated asymmetry compatible with the simulation force field

In the active site, significant local reorganization such as refolding of the 130-132 loop is
observed (Fig 5C). This refolding process is essential to establish interactions with the carbox-
ylate moiety of the inhibitor and to position Cys130 for catalysis. [nterestingly, in conflA to
confl0A of our transiion model (Figs 5C and 6A), the 130-132 loop of chain A is folded as
observed in the OxoPA and NG-P27 co-crystal structures (Fig 6E). The model for chain B was
different and could represent a type of relaxations in the absence ofligand. The binding site
conformation and the hydrogen bond network oriented our choice to use chain A of our tran-
sition model in our early design strategy [17].

The OxoPA and NG-P27 complex structures show that partial opening of the binding site was
an appropriate assumption in our design approach. The conformation of monomer B in the
OxoPA and NG-P27 complexes suggests that even hrger ligands could be accommodated in the
binding site (Table 2), possibly exploiting more open structures of our transitional model.

Prospects

There is an urgent need to develop innovative drugs addressing neglected diseases, multi-drug
resistance, and more broadly unmet therapeutic needs. As a new strategy for drug design, we

Fig 10. Ligand pocket in TePRAC. (A) Volume available as seen in the 1We2 structure; protein atoms, lines; key reddues, sticks;
PYC, bold sticks; and cavity volume containing PYC, mesh of transparent spheres. (B) BrOwoP A after reaction showing bonds with
the cysteines and bending of the originally flat molecule following C2 = C3 saturation.
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exploit protein functional motions to model plansible structural intermediates of a therapeutic
target. We show here that the TcPRAC protein target adopted conformations strikingly close
to those of the modeled intermediates, allowing us to design inhibitors that may lead to inno-
vative treatments for Chagas disease. These results demonstrate how modeling protein func-
tional motions can be exploited in a rational approach to create opportunities in drug design.
This method should also be useful to complement information provided by static experimental
structures for other targets involving functional molecular motions, such as GPCR, neuronal
receptors, kinase involving allostery [53].

Conclusion

Using functional intermediate models to design inhibitors proved successful with the identifi-
cation of OxoPA, BrOxoPA, and finally NG-P27, a possible starting scaffold in the search for
effective therapies against Chagas disease. The similarity between the binding site conforma-
tion in our models and in the crystallographic structures reported here demonstrates that
computational approaches can make valuable hypotheses to exploit protein functional
motions. Asa perspective, this approach could also be useful to identify cryptic pockets which
are now experimentally recognized as important in drug design [54].
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IV.]l. Vers une amélioration de la sensibilité des tests diagnostigues utilisant la TePRAC
comme biomargueur

L’'invention de la technologie des hybridomes par Kohler et Milstein, qui leur a valut le prix
Nobel de Médecine en 1984, a permus 1'obtention d’anticorps monoclonaux (AcM) c'est a
dire une population homogéne d'immunoglobulines de haute spécificité dingées contre un
épitope umque (Kohler & Milstein 1975). Une des propriétés majeures des AcM est leur haute
specificité pour un épitope donné comparativement a un sérum polyclonal contenant des
anticorps polyclonaux reconnaissant différents épitopes et pouvant entramner des problémes de
reactions croisées avec d autres antigénes (Kohler & Milstein 1976). Ainsi, de nombreux tests
pour le diagnostic de nombreuses maladies infectienses ont &té mis au poimnt. La détection
specifique d’un pathogéne, voire un sérotype particulier, est obtenu griace a la reconnaissance
d'un épitope ciblé du pathogéne par l'anticorps monoclonal. La liste des anticorps
monoclonaux développés depuis la fin des années 1970 est longue amsi que ceux développés
en tant que kits diagnostiques commercianx (Saleem & Kamal 2008 ; Ziddiqua MZ 2010).

Notre travail nous a permus de détecter et de quantifier, par la techmque ELISA. les taux de
TePRAC circulante présents dans des sérums de sourns infectées par deux souches polaires de
T. cruzi, pendant les phases aign# et chronique de 1"'mfection. Cette découverte est importante
car la TePRAC est expnmeée et produite spécifiquement par T. cruzi. Ces données pourraient
s averer capitales pour le développement d'un nouveau test pour la Maladie de Chagas. Or, 1l
e nous a pas €t€ possible d’ angmenter la sensibilité du test utilisant un sérum polyclonal anti-
TePRAC pour la capture et un AcM pour la révélation. Le test utilisant la combinaison de
deux AcM. reconnaissant des épitopes différents. pour la capture et pour la révélation ne nous
a pas permus de détecter la TePRAC circulante dans ces mémes sérums murins infectés par T.
cruzi. Au cours de notre travail, huit AcM dinigés contre la TePRAC ont été prodwts par nos
collaborateurs de chez lbioMéneux. Ces anticorps ont €té obtenus aprés trois immumnisations de
souris par une préparation « fraiche » de la TePRAC recombinante sous sa forme active et
purifiée par colonne d’affinité. Les sumageants de culture issus des différents clones
d’hybridomes obtenus ont &té testés par ELISA contre la protéine recombinante et contre la
protéine native issue des extraits totaux cytoplasmiques des formes épimastigotes de culture.
Dans les deux cas, les résultats ont montré une trés bonne reconnaissance de la TePRAC
(recombinante et native). Des études de complémentarité ont montré que les clones #13C4B5
et #3C9D7T présentatent les meillenres affinités pour la TePRAC. De plus, des tests de
compétition ont montré que ces deux AcM reconmaissaient des épitopes différents de la
TePRAC.

Plusieurs hypothéses peuvent expliquer ces résultats. Nous savons que la TePRAC
recombinante est stable et active au moins une semaine lorsqu’elle est comservée a 4°C
(Chamond et al 2003). Passe ce déla1 ou aprés congélation/décongélation, nous savons que la
protéine a tendance a se deénaturer en précipitant et en formant des agrégats. S1 les
mmmunisations sont réalisées avec une protéme dénaturée, cela pourrait expliquer que les
AcM obtenus sotent peu specifiques. Néanmoins, nous avons utilisé une préparation de
TePRAC active sous sa forme homodiménque, c’est a dire non dégradée. Pour cela. "activite
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de 'enzyme a été confirmée par un test de racémisation de la L-proline, utilisé en routine au
laboratoire extemporanément a sa purification. Une autre hypothése emvisageable est que,
malgré nos précautions. la TePRAC recombinante utilisée pour les immumnisations etait
dénaturée et donc sous une autre conformation pouvant de ce fait masquer des épitopes
conformationnels immunodominants et donc moms mmmunogéniques. Dans ce cas, les AcM
produits reconmaitraient des épitopes de la forme recombinante et non pas de la forme
circulante présente dans les sérums.

Un « épitope mapping » des AcM n’a pas pu étre réalisé. Cela nous aurait permus d’ obtenir
des informations importantes concernant quels sont les épitopes de la TePRAC reconnus par
ces anticorps. Reconnaissent-1ls des épitopes munortaires 7 Ces épitopes sont-ils moins
accessibles sur la protéine native 7 Ou encore, s agirait-1l d épitopes conformationnels 7 Notre
connaissance de la structure tndimensionnelle de la TePRAC nous aurait permis de répondre a
ces questions.

Les prenuers essais réalisés chez ' Homme n’ont pas été aussi concluants que ceux obtenus en
préclinique chez le modéle expénmental mais ont soulevé de nombreuses questions relatives a
la sensibilité du test de détection. a la possibilité d’étudier plus en détail les relations entre
posttivité du test vis a vis d autres tests diagnostiques, vis a vis du survi de Uefficacité du
traitement et vis a vis des différentes complications de la Maladie durant la phase chromique
symptomatique. Plusieurs hypothéses ont été soulevées.

D’une part, la non-détection de la TePRAC circulante chez la majonté des patients
chagasiques non « traités » peut étre expliquée par le fait que la congélation/décongélation des
serums aient pu entrainer une dégradation de la TePRAC circulante sénique et ainsi empécher
la détection de cette dermiére par les anticorps anti-TePRAC en raison d'une perte de
reconnaissance d épitopes de nature conformationnelle. Nous avons tenté de répondre a cette
question, en testant sept sérums frais (dont 2 témoins négatifs) 1ssus de patients chagasiques
chroniques asymptomatiques ne présentant pas de perturbations cardiaques et n’ayant jamais
été traités pour la Maladie de Chagas. L utilisation de deux combinaisons d’ELISA sandwich
n ont pas apporte de réponse formelle, car un sérum sur cing a été détecté positif pour la
TePRAC circulante, par rapport aux indrvidus témoins. Lors de ces tests, nous ne disposions
pas d informations sur la charge parasitaire de ces patients au moment des prélévements.

Une autre hypothése également suggérée préalablement est que les taux de TcPRAC
circulante dans les sérums de patients « chromiques » seraient inférieurs au seuil de détection
des tests, sachant que trés peu de parasites somt circulants pendant les phases tardives de
I'mfection. Des études ont montré que I'Homme s infectait, via les fécés de 1'insecte vecteur,
avec 10* ou 10° trypomastigotes métacycliques (Kollien & Schaub 1998 ; Kollien & Schaub
2000). Dans le modéle expérimental. les souris ont été infectées avec 107 trypomastigotes
pour I'étude de la phase chromique. La charge parasitaire « relative » serait donc plus
immportante dans le modéle munn, c’est & dire une concentration de TePRAC sénque
supenieure au seuil de détection des tests, et expliquerait pourquoi nous avons réussi a détecter
la TePRAC circulante dans les sérums « chromiques » de souns. Sachant que la charge
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parasitaire est plus élevée au début de I'infection. nous avons pu testé un petit échantillon de
plasmas (conservés congelés) issus dune cohorte d enfants chagasiques duramt la phase
aigué. Deux hypothéses pourrait expliquer les résultats négatifs obtenus : les tests ELISA
manquent de sensibilité pour détecter des quantités trés faibles de la protémne dans la
circulation. Pour augmenter les chances de détection, nous pourmons envisager d utiliser des
méthodes de concentrations des sérums et/ou plasma. D autre part, 1l est possible que la
detection de la TcPRAC circulante ne soit pas faisable au niveau du plasma. Nous ne pouvons
pas exclure que le test de détection de la TePRAC circulante ne soit pas idéal. Des nouveaux
essais avec des sérums frais seraient donc a envisager. La mise en place d’un test plus sensible
chez 1"'Homme, pourrait se baser sur la production et sélection d anticorps monoclonaux de
part leurs proprigtés d affimté sur la TePRAC native. Ceux que nous avons utilisés pour la
mise au point du test ELISA sandwich se sont avéreés étre 100 fois plus sensibles lorsqu’ils
sont testés sur une gamme standard utihisant des quantités connues de TePRAC recombinante
comparativement au test utilisant un sérum polyclonal pour la capture.

D’ autre part, nous avons pu détecter la présence de TePRAC circulante chez deux mdividus
présentant une cardiopathie chagasique. Le tableau de contingence (Figure 11 page 77)
prenant en compte les résultats du test obtenus umquement sur les patients ayant développés
les complications cardiaques et comparé a un nombre équivalent de témoins non mnfectés, la
specificité du test et la valeur prédictive positive (VPP) sont de 100%. Pour les tests de
depistage, plus le test est spécifique, moins le nombre de faux positifs est retrouvé et donc
meilleur est le test pour confirmer une pathologie. De fagon intéressante, ces reésultats
pourraient indiquer que la TePRAC pourrait étre un « biomarquenr » de la cardiopathie
chagasique chronique, sachant que 2 des 3 mdividus cardiopathes ont &té testés posttifs. Bien
évidemment, des études sur une cohorte comprenant un nombre plus mmportante d mdividus
seralent nécessaires pour confirmer cette hypothése et qui nécessiterait également 1'mnclusion
de patients présentant une cardiopathie non chagasique (1.e. témoins négatifs).

Par ailleurs, nos résultats ont €t€ discordants avec les résultats obtenus par PCR effectuces a
I'IMT. Notre méthodologie basée sur la détection d un « biomarqueur » présent dans le sérum
pourrait permettre dans ce cas une détection plus sensible du parasite et révélerait deux échecs
thérapeutiques supplémentaires. Cependant, nous écartons pour 1'instant cette hypothése car
parmu les autres sérums de patients testés a partir de la cohorte « chromique » considérés
comme en echec thérapeutique ou présentant d’autres statut clinique, notre test n’a pas pernus
la détection de la TePRAC circulante dans ces sérums en question. Nous n’avons pas pu avoir
accés a des échantillons sanguins de ces mémes patients afin de réaliser des tests PCR
utilisant les amorces amplifiant les génes TePRAC. Ces tests nous auraient permis d obtenir
des informations supplémentaires concemant 1'efficacité des traitements recus pour ces
patients.

Toutes ces questions soulévent I'importance d utiliser une cohorte de patients bien défime,
comportant un nombre suffisant d’échantillon dans 1'objectif d’analyser le potentiel
diagnostique de la TePRAC au cours d’études ulténieures afin de valider ou non les différentes
phases climques.
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IV.2. Améliorations du prototype pour la détection du parasite in vive

In vive, grice a leur petite taille et a leur solubilité élevée, les VeH ont démontré qu’ils
présentaient de bonnes capacités de diffusion et de pénétration dans les tissus (Van Bockstaele
et al 2009). Ils sont de plus en plus utilisés en préclimque en tant que traceur in vive par
immagerie medicale, notamment pour la détection rapide de cellules tumorales on ils ont
démontré de meilleures performances que les anticorps monoclonaux (Hu et al 2015).

Amjourd’hui, la guénson d'un patient chagasique ne peut &tre confirmeée qu’aprés la
seroconversion des tests sérologiques recommandés par I'OMS, qui mterviennent plusieurs
années post-traitement car le parasite étant plutdt mtracellulaire dans les tissus, 1l est difficile
de demontrer sa présence ou son absence. Ainsi, 1l serait important de mettre au point un test,
s1 possible non invasif, permettant la détection du parasite au mveau tissulaire.

Nous tentons de développer une méthodologie non invasive in vive utilisant les dermiéres
techmiques de pomnte d'imagenie meédicale et des VgH marqués, avec une molécule
rapporteuse, et dinges contre une protéine specifique de Trypanosoma cruzi - la TePRAC. Les
premiéres expénences, effectnées chez le modéle expénimental, ayant utihsées troas VeH anti-
TePRAC, sélectionnés en fonction de leur haute affimité pour la TePRAC et marqués avec
I'TRDye 800 CW ne nous ont pas permis de visualiser les parasites mtracellulaires in vivo par
imagerie optique. Plusieurs hypothéses peuvent expliquer ces premiers résultats negatifs.

Les mécamsmes permettant la pénétration de certains VeH dans les cellules n’ont pas été
encore clucidés. Ces mécamismes feraient appel a des phénoménes d’endocytose et/ou de
transcytose clathrine-dépendante et/ou de translocation a travers la membrane plasmique
(Abulrob et al 2005 ; Herce & Garcia 2007). Dans ce cas, on pourrait envisager que les
guantités de VgH anti-TePRAC injectées puis internalisées dans les cellules infectées n’atent
pas été suffisantes pour permettre la détection d'un signal suffisamment fort pour visualiser
les parasites an dela du signal non spécifique correspondant au bruit de fond. Pourtant. 11 a éte
montré que 1'injection de VgH a des quantités comprises entre 25 et 50ug étaient suffisantes
pour acquenr des images sigmficatives par rapport au bruit de fond qui comespondant a la
circulation des anticorps circulants qui ne se sont pas fixés a leur cible (Oliveira et al 2012).
Par ailleurs, nous avons également pris soin de sélectionner des VuH présentant des points
1soélectriques théoriques basiques, condition importante pour permettre leur mternalisation
dans les cellules, comme préalablement démontré par d autres auteurs (Li et al 2012). Malgre
cette précaution. nous n’écartons pas le fait que les points isoélectriques de ces anticorps ne
solent pas suffisamment basiques pour permettre leur pénétration.

Il est important de noter que leur petite taille et leur solubilité leur conférent de bonnes
proprietés de diffusion et de pénétration dans les tissus mais la contrepartie est que ces
anticorps sont eéliminées trés rapidement de la circulation car leur taille est inféneure au seml
de filtration glomérulaire (Schodt & Wittrup 2009 ; Kyjanka et al 2013). Une solution pour
surpasser cette difficulté serait, par exemple, de produire des VgH bivalents c’est a dire deux
VeH fusionnés, un reconnaissant la protéme d’intérét et 1'autre 1'albumine sénque, sachant
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que 1’albumine est particuliéfrement recrutée au miveau des sites d mnflammation. Il serait ainsi
envisageable de produire des VgH bivalents : un VgH reconnaissant la TePRAC, couplé a un
autre VzH reconnaissant 1"albumine pour augmenter de fagon significative le temps de
circulation de ces anticorps (Tijink et al 2008 ; Vosjan et al 2012). En augmentant la demm-vie
de ces anticorps. nous augmentons cgalement le temps de circulation de ces anticorps et
également le temps de «reconnaissance» de la TePRAC produite par les parasites
mtracellulaires. L’augmentation du temps de crcolation de ces anticorps pourrait étre
necessaire pour une accumulation suffisante de signaux fluorescents pour une deétection
signficative du parasite. Cette possibilité est confortée par les résultats positifs obtenus in
vitro on les temps d’incubation utilisés avec les VeH marqués a 1" Alexa 488 pour visualiser la
TePRAC intracellulaire des parasites de culture étaient significativement plus élevés que la
demi-vie du VgH estimée a 1,3 heures dans la circulation (Hu et al 2017).

Nous avons également émis ["hypothése d un probléme de marquage des VuH anti-TePRAC
avec I'TRDye 800 CW, qu est une molécule hydrophobe. 1" Alexa 488 et les VeH sont
hydrophiles, ce qu permet un marquage plus stable. Les résultats positifs obtenus in vitro
avec 1'utilisation des VgH anti-TePRAC couplés a 1" Alexa 488 vont dans ce sens. L efficacité
des marquages des VyH anti-TePRAC avec I'TRDye 800 CW a peut-étre été moins stable et
aurait entrainé une dissociation du fluorochrome en condition in vive. Une information
importante renforcant cette hypothése est 1'observation d un marquage élevé et mattendu au
mveau du foie, organe d’élimination des molécules hydrophobes et des corps gras. alors que
les VgH, de nature protéique, sont éliminés par voie rénale.

IV.3. Perspectives diagnostigues : des VgH pour la mise au point de tests de détection

Le développement de VxH a des fins diagnostiques pourrait permettre de mettre au point de
nouveaux tests par rapport a ceux développés jusqu'a présent avec des anticorps
« conventionnels ». La production des VgH a grande échelle peut étre réalisée a moindre coiit.
Ils présentent également des propriéteés d’affimite élevée pour la reconnaissance de 1"antigéne
(Hamers-Casterman et al 1993). [ls sont plus stables grace a leur structure monomeérnque. Le
domaine CDR3 peut étre exprimé sous forme d'une longue boucle permettant 1'accés a des
épitopes cryptiques, comcaves ou masques, ou encore difficilement accessibles par les
anticorps conventionnels (De Genst et al 2006 ; Muyldermans et al 2009 ; Garza et al 2017).

Une sélection ngoureuse de VgH a permis la mise au point de tests plus sensibles que ceux
effectués avec des anticorps « conventionnels » de nature moins stable (Dona et al 2010 ; He
et al 2014). D’autres tests de détection, utilisant des VuH, ont été mis au point avec succés
pour la détection de petites molécules telles que des toxines ou des contaminants dans des
produits agro-alimentaires (L1 et al 2014 ; Wang et al 2013). Toutefois, I'unique domaine du
VeH peut étre un désavantage pour la reconnaissance de petites molécules comme par
exemple les hapténes, recommus a ['interface des domaines Ve-Vi des anticorps
« conventionnels » (Fanning & Horn 2011 ; Bever et al 2016).

Récemment, deux tests diagnostiques (ELISA sandwich et Immuno-PCR) ont permus la
detection de 1alpha-fétoprotéine, un biomarqueur tumoral, de facon ultrasensible grice a la
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production de deux VgH « modifiés » (Chen et al 2016). Pour le développement des tests, les
VgH n'ont pas été utilisés sous leur forme « monomérique ». Adsorber des anticorps de
petites tailles sur un support plastique, pour la capture dans un test ELISA par exemple,
engendre une proximité de ces anticorps avec le support qui peut géner 1 mteraction avec
I"antigéne (Saerens et al 2005). L utilisation de VgH fusionnés avec une molécule de biotine
en position C-terminale sur un support préalablement recouvert de streptavidine permet de
« dinger» les paratopes (situés en position N-termunale) et ainsi1  d augmenter
sigmficativement 1'accessibilité et la sensibilité de détection pour l'antigéne (Wang et al
2014 ; Zhu et al 2014 ; Rossott1 et al 2013). La fusion avec d autres protéines ou peptides. une
« quene myc-histidine » ou encore un fragment Fc, a permis é€galement d angmenter les
performances de capture des tests (Saerens et al 2005 ; Even-Desrumeaux et al 2010 ;
Harmsen et al 2012). De plus, la fusion de VgH avec des molécules rapporteuses comme la
phosphatase alcaline (PA) ou I'HRP a démontré des performances de détection de 1"antigéne a
des concentrations de 1'ordre du « nmanomolaire » voire du « picomolaire » lorsqu’ils sont
utilisés pour la capture et/ou pour la révélation (Swain et al 2011 ; Rossotti et al 2015 ; Liu et
al 2015).

Dans le domaine des Maladies tropicales néghgées, quelques travaux ont permis de mettre en
avant les performances diagnostiques et/ou thérapeutiques potentielles des VeH (voir Figure
18). C’est le cas par exemple du développement d'un test diagnostique rapide sur bandelette
pour la détection du wvirus de la Dengue de type 2 (Fatima et al 2014). La production
d’anticorps monoclonaux et de VgH dingés contre le méme antigéne viral a montré des
sequences consensus au miveau des domaines CDR3. suggérant ainsi que les deux types
d anticorps produits reconnaissent les mémes épitopes. Pourtant, lors des mises en application
des tests, aprés sélection des deux meilleurs « candidats », le test effectué avec le VeH s’est
avere plus spécifique et plus sensible. Il semblerait, dans cette situation, que le domaine
CDR3 plus long et présenté sous forme de boucle par le VHH permet une meilleure
reconnaissance de I'antigéne (Fatima et al 2014).

Cette propriété propre aux VeH a également été mmse en avant dans une autre étude
concernant la Maladie du sommeil animale provoquée entre autres par Trypanosoma brucei
brucei. Que ce soit pour la Maladie du sommeil humaine ou amimale, les trypanosomes
responsables de ces pathologies ont mis au point une stratégie d’échappement au systéme
mmmunitaire de I'hdte : la vanation antigémque. Cette stratégie consiste 4 exprimer et a
renouveler a des temps réguliers une matnce dense constituée de glycoprotéines vanables
(VSG pour Fariable Surface Glyvcoprotein) hautement immunogémques exprimeées a la
surface du trypanosome permettant aimnsi la non accessibilité au systéme immunitaire de
I'Hote a des antigénes non varnables (Morrison et al 2009 ; Engstler et al 2007 ; Barry et al
2003). Stylemans et ses collaborateurs ont réussi a produre un VeH capable de reconnaitre et
d’acceéder a un épitope commun, aux différentes sous-classes des VSG, situé a la base de la
matrice extracellulaire du trypanosome permettant ainsi la muse en place dun test
diagnostique specifique et sensible pouvant étre réalisé directement sur des frottis sanguins
(Stijlemans et al 2004).
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Figure 18 : vue d’ensemble des publications utilisant des anticorps VEH contre les Maladies Tropicales
Neégligées (MTN). Extrait de Frontiers in Immunoelogy. Fernandes CFC et al (2017).

Le taux de TePRAC arculante, sécrétée/excrétée par les parasites, doit étre corrélé au nombre
de parasites circulants et donc doit étre présente en faible quantité dans les sérums de patients
chagasiques en phase chromque. Chez les patients ayant recu un traitement contre la Maladie
de Chagas (ou pour un test de confirmation diagnostique). ce sont des tests par PCR. qui sont
effectues car ils permettent de donner une appréciation « plus rapide » concernant les patients
ayant répondu on non au traitement. En effet, la séroconversion des anticorps anti I, cruzi
mdiquant que le patient est guén peut avorr lien plusieurs années aprés la fin du traitement
(Cancado JR 2002 ; Viott1 et al 2011). L amphification potentielle de ’ADN des parasites
circulants par PCR est un test direct représentatif de la parasitémie au moment du
prélévement. Pourtant, plusieurs tests sont réalisés a différents mois d'intervalle car 1l a eté
montré que la parasitémie peut étre fluctuante, ¢’est a dire que durant la phase chronique, un
certaimn nombre de parasite sont présents dans la circulation mais par mtermittence (Murcia et
al 2010). Chez le modéle expénmental murin, 1l a ét€¢ démontré que 1'infection chronique était
dynamique de fagon spatiotemporelle (Lewis et al 2014). Dans ce cas, s1 le parasite est
towours circulant méme pendant la phase chromique, 1l est concevable d émettre 1’ hypothése
qu il doit y avoir également la présence de TePRAC circulante. Dans le modéle expénmental,
nous avons démontré que le TePRAC circulante était toujours détectable dans les sérums
murins « chromques ».

Certains tests de détection mis an point avec des VyH dirigés contre les antigénes d intérét ont
démontré de hautes performances de sensibilité (Zhu et al 2014 ; Wang et al 2014 ; Rossott1 et
al 2015). 1 serait ainsi envisageable de développer des tests uiilisant des VeH anti-TePRAC
qui pourraient nous permetire d obtemir une meilleure sensibilité que celle obtenue avec les
anticorps polyclonaux et monoclonaux anti-TePRAC. Pour répondre a cette hypothése, nous
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pourrions fusionner ces VgH a une molécule de biotine in vive ou sous la forme bivalente
fusionnée a la phosphatase alcaline pour la capture de nouveaux tests ELISA (Fairhead &
Howarth 2015 ; Liu et al 2015).

IV.4. Perspectives thérapeutiques

Les anticorps monoclonaux ont démontré des résultats prometteurs en tant que potentiels
agents thérapeutiques dans le modéle amimal tels que 1'élimination de tumeurs, traitement de
maladies auto-immunes ou encore mduction de la guénson contre une toxicité aigué
declenchée par des endotoximes par la neutralisation de 'antigéne ou par 1'mnduction d une
reponse mmmunitaire chez 'hdte de type ADCC : Antibody dependent cell mediated
cytotoxicity ou CDC : Complement dependent cytotoxicity (Bell et al 2010 ; Parsons et al
2018) bien que de nombreux essais effectués chez 'Homme ont montré les limites
d utilisation de ces anticorps « en 1'état ». La prnincipale raison est I'immunogémicité de ces
anticorps qui déclenche une réaction immunitaire conduisant a 1'élimination des anticorps et
pouvant entrainer des effets indésirables graves liés a des actions directes sur les cellules du
systeme mmmumtaire (Harding et al 2010). Pourtant, grace aux avancées biotechnologiques
des premiers succés ont vu le jour comme : (1) le Trastuzumab, indiqué pour des formes
agressives et metastatiques du cancer du sem, un AcM humanisé anti-HER2 (epidermal
growth factor receptor 2) obtenu aprés insertion des séquences CDE d'un AcM anti-HER2
obtenu chez la souns dans les régions FR d'une immunoglobuline de type IgGl humaines
(Albanell et al 2003), (11) le Certolizumab, la partie Fab d’'un AcM humamsé dirigée contre le
TNF (Tumour Necrosis Factor) indiqué dans les formes modérées et sévéres de la Maladie de
Crohn (Hanauer et al 2006). Les techniques particuliérement utilisées pour « humaniser » des
AcM afin de diminuer leur immunogénicité sont la techmque de Phage Display qui permet de
cribler les séquences Vi et Vg humaines diriger contre 'antigéne d’intérét (Smath GP 1985 ;
Malher SM et al 1997) ou 1'utilisation de souns transgénmiques « humanisées » comportant
dans leurs génomes les génes codant pour les immunoglobulines humaines (Jakobowits et al
2007). Par géme génétique, la séquence en acides amines des AcM peut étre modifiée pour
augmenter leur affinité et/ou leur spécificité. Des anticorps recombinants de plus petites tailles
correspondant a des fractions reconnaissant 1'antigéne de |'immunoglobuline d mtérét (Fab,
scFv) peuvent étre élaborés et permettre amnsi (1) d angmenter leur capacité de pénétration
dans les tissus denses, (1) de les fusionner avec des molécules rapporteuses (1sotopes,
enzymes) utilisées en imagerie meédicale, a des agents cytotoxiques dans un objectif
thérapeutique ou encore fusionnes a un peptide signal (1e. transbodies) ou bien directement
expnimes de facon intracellulaire (1.e. intrabodies) permettant leur expression et action au
mveau intracellulaire (Nelson AL 2010 ; Lo et al 2008 ; Marasco 1999).

Le ViH utilisé seul peut &re un facteur limitant en tant qu’outil thérapeutique car sa petite
taille faat qu’il est rapidement éhminé de la circulation. De plus, de part le manque du
domaine Fc, 1l ne peut pas engendrer une réponse faisant intervenir d’autres cellules du
systeme immunitaire de type ADCC ou CDC (Bell et al 2010 ; Parsons et al 2018). Bien que
certames études ont montré que la fixation de VgH sous forme mono, bi ou trivalente a des
épitopes ou récepteurs membranaires permettait d mnhiber la croissance de cellules tumorales
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ou de neutraliser la réplication wvirale, des nouvelles technologies ont ét¢ développés afin
d’étre utilisées en tant qu’outils thérapeutiques (Roovers et al 2011 ; Detalle et al 20135).

Les intrabodies sont des anticorps recombinants modifiés de fagon a ce qu’ils solent exprimés
a I'mtérieur d’une cellule (cytoplasme ou noyau) afin de recomnaitre et a de se fixer sur un
antigéne intracellulaire (Chen et al 1994). Pour cela, les génes codant pour ces anticorps
modifiés peuvent étre exprimés a 'intérieur de la cellule par des techmiques de thérapie
gemique ou chez des ammmaux transgemques (Marschall et al 2014). Les premuers anticorps
recombinants a avoir &t€é générés en tant quintrabodies sont des fragments des
immunoglobulines de type scFv. Auyjourd’hui. de nombreux VeH ont été développés car a
I'mverse des scFv, la plupart conserve leur propriété de liaison a 1'antigéne méme dans un
environnement réducteur, tel que le cytoplasme dune cellule procaryote ou eucaryote (Helma
et al 2015 ; Marschall et al 2015). De nombreuses études in vitro ont démontré qu’il était
possible d'mactiver 1'expression et/ou la production d’enzymes telles que des kinases, des
protéines oncogemiques. des toxines bacténennes ou de protémes wirales au miveau
mtracellulaire grice a 1'expression de VgH spécifiques exprimés dans un compartiment des
cellules cibles aprés transfection de ces dermiéres par des vecteurs d expression contenant les
séquences des VgH d'intérét (Jimenez et al 2015 ; Summanen et al 2012 ; Alzogaray et al
2011 ; Boons et al 2014). D autres systémes, trés utilisés en thérapie génique, ont éte testes
tels que l'utilisation de lentivirus ou d’adénovirus génetiquement modifiés, c'est a dire
contenant la ségquence du VyH d'intérét, méme si leur utilisation chez I'Homme n’a pas
encore &teé approuveée (Waehler et al 2007 ; Goyvaerts et al 2012).

Récemment, des résultats prometteurs contre le virus de I'hépatite C humaine (VHC) ont eté
obtenus grice a l'utilisation de tframnsbodies. Des VyH fusionnés a une petite séguence
peptidique ont permis leur translocation a travers la membrane plasmique et leur
mternalisation dans le cytoplasme des cellules infectées par le VHC (Thueng-in et al 2012 ;
Jittavisutthikul et al 2013). Le sousclonage a &té réalisé a partir de séquences VgH
humanisées, dinigées soit contre une polymérase de ’ARN soit contre une protéase a sérine,
dans un vecteur plasmidique permettant la fusion avec une séquence peptidique de 16 acides
amnes la penetratin (Poungpair et al 2010). Les résultats ont montré une mhibition directe
et/ou une inhibition de la réplication de ces deux enzymes virales in vitro. Par ailleurs, pour
des raisons de sécunté et d éthique, les transbodies présentent 1’avantage d’avoir une durée
d’action limitée a I'mverse des infrabodies qui pourraient générer des altérations génétiques
permanentes (Heng & Cao 2003).

Par ailleurs, le développement de nanoparticules « NP » (voir Figure 19). présentant a leur
surface des VgH principalement dirigés contre des récepteurs membranaires et contenant des
molécules chimiothérapeutiques ont montré un transport et une mternalisation plus ciblés de
ces dermiéres dans les tissus cibles (Van der Meel et al 2012 ; Talelh et al 2013). De plus, le
couplage a la surface de ces NP avec des molécules PEG a montré une augmentation de la
biodispombilité concomitante a une dimmution de la rétention an mveau du foie (Suk et al
2016). En fonction du type de nanoparticules utilisés (liposomes, micelles, nanosphéres ou
nanocapsules), le contenu transporté peut étre de mature hydrophile ou hydrophobe. Les
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proprietés pharmacocinétiques et de biodistribution au miveau d’un tissu particulier peut
différer d'une NP a I’autre (Steichen et al 2013).

1l serait intéressant, d'un point de vue thérapeutique, de tester le potentiel des AcM et des
VeH développés et dinges contre la TePRAC. In vifro, par des tests de racémusation, ces
anticorps sont-ils capables d’inhiber 'activité enzymatique de la TcPRAC recombinante 7 S1
out, les épitopes reconnus sont certainement situés au miveau du site actif, on au miveau des
résidus avoismnants. S1 non, 1l serait intéressant de cnibler les différents clones VgH anfi-
TePRAC obtenus en fonction de leur capacité a mnluber 1'activité enzymatique, et non pas,
comme cela a été fait, vis a vis de leur affinité pour 1"antigéne obtenu par un test ELISA.

A partir de clone(s) VeH anti-TePRAC capable(s) d’inhiber 1"activité enzymatique, 1l serait
envisageable de réaliser de nouvelles constructions plasmidiques permettant soit leur
production et expression sous la forme d’intrabody par thérapie gémique, soit leur production
sous la forme de transbody par géme génetique. Ces deux types d anticorps pourraient ainsi
étre testés par leur capacité a mhiber la croissance, via 'mlibition de la TePRAC
mtracellulaire, du parasite de culture ou sur les formes amastigotes intracellulaires dans un
modéle d'mfection cellulaire in vifro. Il serait également possible de tester 'action de
molécules potenticllement mhibitrices (domt le NG-P27) dans un systéme utilisant des
nanoparticules et/ou pourquoi pas de meftre au point un test relevant pour le cnblage de
nouveaux inhibiteurs potentiels.

In vive, dans le modéle expénimental murin, nous pournions également tester (1) les AcM anti-
TePRAC de part leur capacité a induire une réponse de type ADCC et'ou CDC aprés leur
fixation sur la TePRAC membranaire (11) des constructions de VeH bivalents anti-TePRAC et
anti-albumine afin d’angmenter leur biodispomibilité, et fusionnés a un fragment Fc, en
sachant que la taille de ces anticorps recombinants serait moins élevée que leurs équivalents
monoclonaux et donc susceptibles de mieux peénétrer dans les tissus et/ou de recomnaitre des
épitopes moins accessibles.
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Figure 19 : Schémas représentants différents types de nanoparticules présentant a leur surface des VEH
(i.e. Nb) dirigés contre I'antigéne d’intérét. Les différentes nanoparticules sont représentées des liposomes
(100 a 400 nm), des micelles (10 & 100 nm), des dendriméres (3 a 20 nm), des nanosphéres (1 4 100 nm) et des
nanocapsules (10 a 1000 nm). Les parties blenes des nanoparticules de type polymeénque représentent la matrice
solide hydrophobe (nanosphére) présentant un ceeur acqueux pour les manocapsules. Les nanosphéres et les
nanocapsules peuvent encapsuler des molécules hydrophobes ou hydrophiles, respectivement Extrait de
Frontiers in Immmunclogy. Hu Y. et al (2017).

IV.5. Conclusion finale

Les difficultés diagnostiques pour la Maladie de Chagas sont principalement dues au fait que
le parasite est quasi-absent de la circulation périphérique pendant la phase chromique et donc
la détection directe de ce demer reste un obstacle. C'est pourquot, encore aujourd hua, les
tests sérologiques indirects restent le « standard » pour affirmer s1 une personne est infectée
ou non par Irypanesema cruzi. Pourtant, les taux d’anticorps circulants dirigés contre les
antigénes parasitaires principaux ou immunodominants sont détectables pendant plusieurs
années et ne reflétent pas 1'état d”avancement ou pas de la Maladie.

L’utilisation d’un marqueur spécifique parasitaire, telle que la TePRAC, en plus de son utilité
diagnostique, permettrait également d’apporter des informations supplémentaires importantes
telles que (1) la présence du parasite (1) 'estimation de la charge parasitaire et'oun la
localisation du parastte (1) 'apport de réponses plus précoces quant a 1'efficacité d'un
traitement antiparasitaire. Les améliorations technologiques et/ou 1'apport de techmques de
concentration ou encore la deécouverte d’antres marqueunrs parasitaires plus expnimes
pourraient permettre d’augmenter la sensibilité des tests et amnsi conforter les résultats.

Les publications scientifiques citant les manobodies sont de plus en plus nombreuses et
semblent mettre en avant un avenir prometteur concernant le diagnostique et les applications
dans le domamme de la thérapeutique en « surpassant» entre autre |'immunothérapie
« classique » qui utilise les AcM.
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RESUME

La Maladie de Chagas provoqueée par le protozoaire eucaryote Irypanosoma cruzi sévit
principalement en Aménique Latine et Centrale. On assiste anjourd hui a 1"émergence de ce
fléau, au dela des zomes d’endémue sur d'autres continents due a 1'augmentation de la
migration des populations. Cette maladie qui peut rester silenciense pendant plusieurs années
est difficilement décelable en dehors de la phase aigué de I'infection quand le parasite est
plutdt sous sa forme intracellulaire. Aujourd hm, aucun moyen diagnostique direct ou indirect
n'est fiable a 100% et ne permet la détection du parasite dans les tissus profonds. Aucun
vaccin n'est disponible et les traitements actuels ne sont pas satisfaisants. A ces difficultés se
rajoutent la haute vanabilité des souches du parasite ainsi que les importantes réactions
croisées avec d autres pathogénes.

Le laboratoire a découvert et caracténisée la premuére proline racémase eucaryote qui est
également un mitogéne pour les cellules B, excrétée/sécrétée par les formes infectantes du
parasite : la Trypanosoma cruzi proline racémase (JTePRAC). Cette enzyme est un facteur de
virulence pour le parasite et est indispensable a sa survie. Des études phylogénétiques ont
démontré que les génes codant pour la TePRAC sont présents dans tous les génotypes de T.
cruzi et sont absents chez les autres trypanosomatidés infectieux pour 'Homme amnsi que
chez les mammiféres. Par conséquent, la TePRAC pourrait étre un marqueur spécifique de la
Maladie de Chagas.

Grice a la mise au point de différents tests sérologiques et moléculaires utilisant différents
anticorps specifiques dirigés contre la TePRAC, ainsi que des amorces ciblant les génes
TePRAC, nous avons pu dépasser certaines de ces difficultés. Nous avons mis en évidence, en
utilisant le modéle expérimental, que la TePRAC est effectivement un marqueur diagnostique
specifique de I'infection mais surtout un marqueur qui permettrait d’ affirmer 1'efficacité d'un
trattement, admimstré aussi bien pendant la phase aigué que pendant la phase chromique de
I"'mnfection.

Nous avons été capables de suivre le processus infectieux en temps réel par tmagene in vive
du modéle expénmental grice a la génération de deux souches de parasites exprimant de
facon constitutive le géne de la Firefly luciferase et un géne codant pour une molécule
fluorescente (la Green Fluorescent Protein ou I'E2-Crnimson). Nous avons produits des
anticorps recombimnants VgH (ou Nanebodies) anti-TePRAC. obtenus suite au criblage par
Phage Display d une banque immune d’'un alpaca immumsé. Ces VgH. de part leur petite
taille et leur stabilité, peuvent diffuser rapidement dans les tissus. Ces anticorps ont montre
leur capacité de pénétrer et de se fixer sur la TePRAC mtracellulaire exprimée par des
parasites vivants in vifro. Avec ces outils, nous avons entrepris la mise au pomnt d’un
prototype pour la détection des parasites intracellulaires in vivo.

Par ailleurs, a partir de la structure cristallographique de la TePRAC et du développement
d'un modele virtuel générant différents états de transitions potentiels de 1'enzyme et du site
catalytique en présence ou non de son ligand, nous avons pu cibler et optimiser de nouveanx
composes trypanocides en vue d'un développement de nouvelles chimmothérapies contre la
Maladie de Chagas.





