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F R  :    Fr a m e w or k R e gi o n 
F R A  :    A nti g è n e r é p étitif d u fl a g ell e ( Fl a g ell ar R e p etiti v e A nti g e n) 
G PI  :    Gl y c os yl P h os p h ati d yl I n osit ol 
G F P  :    Gr e e n Fl u or es c e nt Pr ot ei n 
H 2 O 2  :    E a u o x y g é n é e 
H c A b  :  A n ti c or ps à c h aî n e l o ur d e ( H e a v y c h ai n A nti b o d y) 
H E R  :    R é c e pt e ur d u f a ct e ur d e cr oi ss a n c e é pi d er mi q u e h u m ai n d e t y p e 2 
H R P  :    L u cif ér as e i ss u e d e l’ h y p o c a m p e ( H ors e R a di s h L u cif er as e) 
H S P  :    Pr ot éi n e d u c h o c t h er mi q u e ( H e at S h o c k Pr ot ei n) 
I FI :    I m m u n ofl u or es c e n c e i n dir e ct e 
I g :    I m m u n o gl o b uli n e 
I H A :    I n hi biti o n d e l’ h é m a g gl uti n ati o n 
I L :    I nt erl e u ki n e 
I N F :    I nt erf ér o n 
i N O S :    I n d u cti o n d e l a s y nt h ès e d e m o n o x y d e d e c ar b o n e 
I P T G :   Is o Pr o p yl β - D- 1- T hi o G al a ct o p yr a n osi d e 
I R D y e :   C ol or a nt i nfr a-r o u g e (I nfr a R e d D y e) 
K D a  :    Kil o D alt o n 
LI T  :    Li v er I nf usi o n Tr y pt os e 
M A S P  :  Pr ot éi n es d e s urf a c e ass o ci é es a u x M u ci n es ( M u ci ns- Ass o ci at e d S urf a c e Pr ot ei n) 
M B L  :    Pr ot éi n e s e li a nt a u m a n n os e ( M a n n a n Bi n di n g Pr ot ei n) 
M L E E  :   M ulti L o c us E n z y m e El e ctr o p h or esi s 
N K T  :    N at ur al Kill er L y m p h o c yt es 
N O  :    M o n o x y d e d’ a z ot e ( Nitri c O xi d) 
N P  :    N a n o p arti c ul e 
O N O O  :  P er o x y nitrit e 
P A  :    P h os p h at as e al c ali n e 
P A M P  :  P at h o g e n Ass o ci at e d M ol e c ul ar P att er ns 
p b :    P air e d e b as es 
P E G  :    P ol y ét h yl è n e gl y c ol 
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pI :    P oi nt Is o él e ctri q u e 
P C R  :     A m plifi c ati o n e n c h aî n e p ar l a P ol y m ér as e ( P ol y m er as e C h ai n R e a cti o n) 
P Y C  :     2- p yrr ol e a ci d e c ar b o x yli q u e ( P Yr ol C ar b o x yli c a ci d) 
R A P D  :   R a n d o m A m plifi e d P ol y m or p hi c D N A 
S O D  :    Di s m ut as e d’i o ns s u p er o x y d e ( S u p er O x y d e Di s m ut as e) 
rT c P R A C  :  Pr ot éi n e r e c o m bi n a nt e d e T c P R A C  
T c P R A C  :   Pr oli n e R a c é m as e d e T. cr uzi (T. cr uzi Pr oli n e R A C e m as e) 
T E M P  :   T o m o gr a p hi e p ar é mi ssi o n m o n o p h ot o ni q u e 
T E P  :    T o m o gr a p hi e p ar é mi ssi o n d e p ositr o ns 
T G F  :    Tr a nsf or mi n g Gr o wt h F a ct or 
T L R  :    R é c e pt e urs si mil air e a u r é c e pt e ur T oll ( T oll Li k e R e c e pt or) 
T N F  :    F a ct e ur n é cr os a nt d e t u m e ur ( T u m or N e cr osi s F a ct or) 
V β  :    R é gi o n v ari a bl e d e l a c h aî n e β  d u r é c e pt e ur 
V H  :    R é gi o n v ari a bl e d es c h aî n es l o ur d es d’i m m u n o gl o b uli n es 
V H C  :    Vir us d e l’ H é p atit e C h u m ai n e 
V H H  :    D o m ai n e v ari a bl e u ni q u e d es a nti c or ps à c h aî n es l o ur d es 
V L  :     R é gi o n v ari a bl e d es c h aî n es l é g èr es d’i m m u n o gl o b uli n es 
V S G  :     Gl y c o pr ot éi n e d e s urf a c e v ari a bl e ( V ari a nt S urf a c e Gl y c o pr ot ei n) 
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R E S U M E  
 
L a  M al a di e  d e  C h a g as  pr o v o q u é e  p ar  l e  pr ot o z o air e  e u c ar y ot e T r y p a n os o m a  cr uzi   s é vit 

pri n ci p al e m e nt  e n  A m éri q u e  L ati n e  et  C e ntr al e. O n  assist e  a uj o ur d’ h ui  à  l’ é m er g e n c e  d e  c e 

fl é a u,  a u  d el à  d es  z o n es  d’ e n d é mi e  s ur  d’ a utr es  c o nti n e nts  d u e  à  l’ a u g m e nt ati o n  d e  l a 

mi gr ati o n d es p o p ul ati o ns. C ett e m al a di e q ui p e ut r est er sil e n ci e us e p e n d a nt pl usi e ur s a n n é es 

est  diffi cil e m e nt  d é c el a bl e  e n  d e h or s  d e  l a  p h as e  ai g u ë  d e  l’i nf e cti o n  q u a n d  l e  p ar asit e  est 

pl ut ôt s o us s a f or m e i ntr a c ell ul air e. A uj o ur d’ h ui, a u c u n m o y e n di a g n osti q u e dir e ct o u i n dir e ct 

n’ est  fi a bl e  à  1 0 0 % et   n e  p er m et  l a  d ét e cti o n  d u  p ar asit e  d a ns  l es  tiss us  pr of o n ds.  A u c u n 

v a c ci n n’ est dis p o ni bl e et l es tr ait e m e nts a ct u els n e s o nt p as s atisf ais a nts. A c es diffi c ult és s e 

r aj o ut e nt  l a  h a ut e  v ari a bilit é  d es  s o u c h es  d u  p ar asit e  ai nsi  q u e  l es  i m p ort a nt es  r é a cti o ns 

cr ois é es a v e c d’ a utr es p at h o g è n es. 
 

L e  l a b or at oir e  a  d é c o u v ert  et  c ar a ct éris é e  l a  pr e mi èr e  pr oli n e  r a c é m as e  e u c ar y ot e  q ui  est 

é g al e m e nt  u n  mit o g è n e  p o ur  l es  c ell ul es  B,  e x cr ét é e/s é cr ét é e  p ar  l es  f or m es  i nf e ct a nt es  d u 

p ar asit e : l a T r y p a n os o m a cr uzi  pr oli n e r a c é m as e (T c P R A C). C ett e e n z y m e est u n f a ct e ur d e 

vir ul e n c e  p o ur  l e  p ar asit e  et  est  i n dis p e ns a bl e  à  s a  s ur vi e.  D es  ét u d e s  p h yl o g é n éti q u es  o nt 

d é m o ntr é q u e l es g è n es c o d a nt p o ur l a T c P R A C s o nt pr és e nts d a ns t o us l es g é n ot y p es d e T. 

cr uzi   et  s o nt  a bs e nts  c h e z  l es  a utr es  tr y p a n os o m ati d és  i nf e cti e u x  p o ur  l’ H o m m e  ai nsi  q u e 

c h e z l es m a m mif èr es. P ar c o ns é q u e nt, l a T c P R A C p o urr ait êtr e u n m ar q u e ur s p é cifi q u e d e l a 

M al a di e d e C h a g as. 
 

Gr â c e  à  l a  mi s e  a u  p oi nt  d e  diff ér e nts  t ests  s ér ol o gi q u es  et  m ol é c ul air es  utilis a nt  diff ér e nts 

a nti c or ps  s p é cifi q u es  diri g és  c o ntr e  l a T c P R A C,  ai nsi  q u e  d es  a m or c es  ci bl a nt  l es  g è n es 

T c P R A C , n o us a v o ns p u d é p ass er c ert ai n es d e c es diffi c ult és. N o us a v o ns mis e n é vi d e n c e, e n 

utilis a nt l e m o d èl e e x p éri m e nt al, q u e l a T c P R A C est ef f e cti v e m e nt u n m ar q u e ur di a g n osti q u e 

s p é cifi q u e d e l’i nf e cti o n m ais s urt o ut u n m ar q u e ur q ui p er m ettr ait d’ affir m er l’ effi c a cit é d’ u n 

tr ait e m e nt,  a d mi nistr é  a ussi  bi e n  p e n d a nt  l a  p h as e  ai g u ë  q u e  p e n d a nt  l a  p h as e  c hr o ni q u e  d e 

l’i nf e cti o n.  
 

N o us a v o ns ét é c a p a bl e s d e s ui vr e l e pr o c ess u s i nf e cti e u x e n t e m ps r é el p ar i m a g eri e i n vi v o 

d u  m o d èl e  e x p éri m e nt al  gr â c e  à  l a  g é n ér ati o n  d e  d e u x  s o u c h es  d e  p ar asit es  e x pri m a nt  d e 

f a ç o n  c o nstit uti v e  l e  g è n e  d e  l a Fir efl y  l u cif er as e   et  u n  g è n e  c o d a nt  p o ur  u n e  m ol é c ul e 

fl u or es c e nt e  (l a Gr e e n  Fl u or es c e nt  P r ot ei n   o u  l’ E 2- Cri ms o n).  N o us  a v o ns  pr o d uits  d es 

a nti c or ps  r e c o m bi n a nts  V H H  ( o u N a n o b o di es )  a nti-T c P R A C,  o bt e n us  s uit e  a u  cri bl a g e  p ar 

P h a g e  Dis pl a y   d’ u n e  b a n q u e  i m m u n e  d’ u n  al p a c a  i m m u nis é.  C es  VH H,  d e  p art  l e ur  p etit e 

t aille  et  l e ur  st a bilit é,  p e u v e nt  diff us er r a pi d e m e nt  d a ns  l es  tiss us.  C e s  a nti c or ps  o nt  m o ntr é 

l e ur  c a p a cit é  d e  p é n étr er  et  d e  s e  fi x er  s ur  l a T c P R A C  i ntr a c ell ul air e  e x pri m é e  p ar  d es 

p ar asit es  vi v a nts i n  vitr o.  A v e c  c es  o utils,  n o u s  a v o ns  e ntr e pris  l a  mis e  a u  p oi nt  d’ u n 

pr ot ot y p e p o ur l a d ét e cti o n d es p ar asit es i ntr a c ell ul air es i n vi v o. 
 

P ar  aill e ur s,  à  p artir  d e  l a  str u ct ur e  crist all o gr a p hi q u e  d e  l a T c P R A C  et  d u  d é v el o p p e m e nt 

d’ u n  m o d èl e  virt u el  g é n ér a nt  diff ér e nts  ét ats  d e  tr a nsiti o ns  p ot e nti els  d e  l’ e n z y m e  e t d u sit e 

c at al yti q u e e n pr és e n c e o u n o n d e s o n li g a n d, n o us a v o ns p u ci bl er et o pti mis er d e n o u v e a u x 

c o m p os és  tr y p a n o ci d es  e n  v u e  d’ u n  d é v el o p p e m e nt  d e  n o u v ell es  c hi mi ot h ér a pi es  c o ntr e  l a 

M al a di e d e C h a g as. 
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A B S T R A C T  
 
C h a g as  dis e a s e  c a us e d  b y  t h e  e u k ar y oti c  pr ot o z o a n T r y p a n os o m a  cr uzi   o c c ur s  m ai nl y  i n 

L ati n a n d C e ntr al A m eri c a. T o d a y t h e e m er g e n c e of t his pl a g u e is o c c urri n g b e y o n d e n d e mi c 

ar e as o n ot h er c o nti n e nts d u e t o t h e i n cr e as e i n p o p ul ati o n mi gr ati o n. T his dis e as e, w hi c h c a n 

r e m ai n sil e nt f or s e v er al y e ar is diffi c ult t o d et e ct aft er t h e a c ut e p h as e of t h e i nf e cti o n w h e n 

t h e  p ar asit e  is  i n  its  i ntr a c ell ul ar  f or m.  T o d a y,  n o  dir e ct  or  i n dir e ct  di a g n osti c  t est  is  1 0 0 % 

r eli a bl e  a n d  all o ws  d et e cti o n  of  t h e  p ar asit e  i n  d e e p  tiss u es.  N o  v a c ci n e  is  a v ail a bl e  a n d 

c urr e nt tr e at m e nts ar e n ot s atisf a ct or y. T o t h es e diffi c ulti es ar e a d d e d t h e hi g h v ari a bilit y of 

str ai ns of t h e p ar asit e as w ell as t h e i m p ort a nt cr oss-r e a cti o n s wit h ot h er p at h o g e ns. 
 

T h e l a b or at or y h as dis c o v er e d a n d c h ar a ct eri z e d t h e fir st e u k ar y oti c pr oli n e r a c e m as e t h at is 

als o a B c ell mit o g e n, w hi c h is e x cr et e d / s e cr et e d b y t h e i nf e cti v e f or ms of t h e p ar asit e: t h e 

T r y p a n os o m a  cr uzi   pr oli n e  r a c e m as e  (T c P R A C).  T his  e n z y m e  is  a  vir ul e n c e  f a ct or  f or  t h e 

p ar asit e  a n d  is  ess e nti al  f or  its  s ur vi v al.  P h yl o g e n eti c  st u di es  h a v e  s h o w n  t h at  g e n es  c o di n g 

f or T c P R A C ar e pr es e nt i n all T. cr uzi  g e n ot y p es a n d ar e a bs e nt i n ot h er tr y p a n os o m ati ds t h at 

ar e  i nf e cti o us  t o  h u m a ns  as  w ell  as  t o  m a m m als.  T h er ef or e, T c P R A C  c o ul d  b e  o n e  of  t h e 

s p e cifi c m ar k er s of C h a g as Dis e as e. 
 

Wit h t h e s et- u p of diff er e nt s er ol o gi c al a n d m ol e c ul ar t ests usi n g diff er e nt s p e cifi c a nti b o di es 

dir e ct e d a g ai nst T c P R A C, as w ell as pri m er s t ar g eti n g t h e T c P R A C  g e n es, w e h a v e b e e n a bl e 

t o  a d dr ess  s o m e  of  t h es e  diffi c ulti es.  W e  h a v e  d e m o nstr at e d,  usi n g  t h e  e x p eri m e nt al  m o d el, 

t h at  t h e T c P R A C  is  i n d e e d  a  s p e cifi c  di a g n osti c  m ar k er  of  t h e  i nf e cti o n  b ut  es p e ci all y  a 

m ar k er w hi c h w o ul d m a k e it p ossi bl e t o affir m t h e eff e cti v e n ess of a tr e at m e nt, a d mi nist er e d 

b ot h d uri n g t h e a c ut e p h as e a n d d uri n g t h e c hr o ni c p h as e of t h e i nf e cti o n. 
 

W e  w er e  a bl e  t o  f oll o w  t h e  i nf e cti o us  pr o c ess  i n  r e al  ti m e  b y i n  vi v o  i m a gi n g  of  t h e 

e x p eri m e nt al  m o d el  t hr o u g h  t h e  g e n er ati o n  of  t w o  p ar asit e  str ai ns  c o nstit uti v el y  e x pr essi n g 

t h e Fir efl y l u cif er as e g e n e a n d a g e n e e n c o di n g a fl u or es c e nt m ol e c ul e (t h e Gr e e n Fl u or es c e nt 

Pr ot ei n or E 2- Cri ms o n). W e h a v e pr o d u c e d a nti- T c P R A C V H H ( or N a n o b o di es) r e c o m bi n a nt 

a nti b o di es, o bt ai n e d b y t h e P h a g e Dis pl a y  s cr e e ni n g of a n i m m u n e li br ar y of a n i m m u ni z e d 

al p a c a.  T h es e  n a n o b o di es,  b e c a us e  of  t h eir  s m all  si z e  a n d  st a bilit y,  s pr e a d  r a pi dl y  i n  t h e 

tiss u es.  T h es e  a nti b o di es  h a v e  s h o w n  t h eir  a bilit y  t o  p e n etr at e  a n d  bi n d  t o  i ntr a c ell ul ar 

T c P R A C  e x pr es s e d  b y  li v e  p ar asit es i n  vitr o.  Wit h  t h es e  t o ols,  w e  h a v e  b e g u n  t h e 

d e v el o p m e nt of a pr ot ot y p e f or t h e d et e cti o n of i ntr a c ell ul ar p ar asit es i n vi v o. 
 

M or e o v er,  fr o m  t h e  cr yst all o gr a p hi c  str u ct ur e  of  t h e T c P R A C  a n d  t h e  d e v el o p m e nt  of  a 

virt u al  m o d el  g e n er ati n g  diff er e nt  tr a nsiti o n  st at es  ass u m e d  b y  t h e  e n z y m e  a n d  its  c at al yti c 

sit e  i n  t h e  pr es e n c e  or  a bs e n c e  of  its  li g a n d,  w e  w er e  a bl e  t o  t ar g et  a n d  o pti mi z e  n e w 

tr y p a n o ci d al c o m p o u n ds f or t h e d e v el o p m e nt of n e w c h e m ot h er a pi es a g ai nst C h a g as Dis e a s e. 
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I. 1. L A M A L A DI E D E C H A G A S  

 

   I. 1. 1. G é n é r alit és et é pi d é mi ol o gi e 

 

L e  4 è m e   r a p p ort  d e  l’ O M S c o n c er n a nt  l es  M al a di es  Tr o pi c al es  N é gli g é es ( M T N),  s orti  e n 

2 0 1 7 , f ait ét at d e 1 0 a n n é es d’ eff orts c o n c ert és p ar l e r e gr o u p e m e nt d e pl usi e ur s p art e n air es 

m o n di a u x  c o ntr e  l es  1 9  M al a di es  Tr o pi c al es  N é gli g é es  ( O M S  2 0 1 7).  C o m m e  e x e m pl es  d e 

l’ a m pl e ur d es m al a di es n é gli g é es, 1 milli ar d d e p er s o n n es o nt e u  r e c o ur s à u n tr ait e m e nt p o ur 

a u  m oi ns  u n e  M T N  e n  2 0 1 5 . C’ est  pl us  d’ u n  milli ar d  d e  p er s o n n es  i nf e ct é es.  L es  M T N 

aff e ct e nt 1 4 9 p a ys et c o ût e nt pl usi e ur s milli ar ds d e d oll ar s c h a q u e a n n é e a u x p a ys c o n c er n és. 

 

L a M al a di e d e C h a g a s f ait p arti e d es M T N. C’ est u n e p ar asit os e pr o v o q u é e p ar l e pr ot o z o air e 

fl a g ell é T r y p a n os o m a  cr uzi   (T.  cr uzi ). E n  1 9 0 9 , l e  m é d e ci n  br ésili e n  C arl os  C h a g as a 

d é c o u v e rt et d é crit l’ a g e nt éti ol o gi q u e d e l a m al a di e, l es i ns e ct es v e ct e ur s h é m at o p h a g es q ui 

tr a ns m ett e nt l e p ar asit e à l’ H o m m e et l a p at h ol ogi e  ( C h a g as C.  1 9 0 9). L es z o n es d’ e n d é mi e 

d e  l a  M al a di e  c o n c er n e nt  2 1  p a ys  d’ A m éri q u e  d u  S u d  et  C e ntr al e .  Le  n o m br e  d e  p er s o n n es 

i nf e ct é es est esti m é e ntr e 6 à 8 milli o ns et  70 milli o ns d e p er s o n n es s o nt e x p os é e s a u ris q u e 

d’i nf e cti o n. C ett e m al a di e pr o v o q u e l a m ort d e 1 2 0 0 0 p er s o n n es p ar a n ( D N D i A n n u al R e p ort 

2 0 1 7). 

 

L a  tr a ns missi o n  « ori gi n ell e »  dit e  v e ct ori ell e,  c’ est  à  dir e  p ar  l’i nt er m é di air e  d’ u n  i ns e ct e 

h é m at o p h a g e  t o u c h e  s urt o ut  l es  p o p ul ati o ns  p a u vr es  et  r ur al es  l ati n o- a m éri c ai n es,  o ù  l es 

c o n diti o ns d’ h a bit ati o ns tr ès m o d est es s o nt f a v or a bl es à l’i m pl a nt ati o n d u v e ct e ur. L e s c h é m a 

é pi d é mi ol o gi q u e  d e  l a  M al a di e  c o m p ort e  2  c y cl es :  (i)  l e  c y cl e  d o m esti q u e  l or s q u e  l’i ns e ct e 

v e ct e ur  vit  et  s e  r e pr o d uit  d a ns  l es  h a bit ati o ns  et  p ar  c o ns é q u e nt  i nf e ct e  l’ H o m m e  ( et  l es 

a ni m a u x  d o m esti q u es)  et  (ii)  l e  c y cl e  s el v ati q u e  ( o u  s a u v a g e)  l or s q u e  l es  h ôt es m a m mif èr es 

vi v e nt  à  l’ ét at  s a u v a g e. T r y p a n os o m a cr uzi ,  p ar  l e  bi ais  d e  7 0  es p è c es  diff ér e nt es  d’i ns e ct es 

v e ct e ur s,  est  c a p a bl e  d’i nf e ct er  1 8 0  es p è c es  d e  m a m mif èr es  diff ér e nt es c e q ui  c o nstit u e  u n e 

m ultit u d e  d e  r és er v oir s  p o ur  l e  p ar asit e.  D e  c e  c o nst at,  d e  gr a n d es  c a m p a g n es  d e 

d ési ns e cti s ati o n  c o ntr e  l es i ns e ct es  v e ct e ur s  d a n s  l es  z o n es  d’ e n d é mi e  o nt  e u  li e u  et  o nt 

p er mis d e di mi n u er si g nifi c ati v e m e nt l a pr é v al e n c e d e l a M al a di e . Da ns l es a n n é es 1 9 9 0, 1 8 

milli o ns d e p er s o n n es ét ai e nt i nf e ct é e s. 

 

S uit e  a u  t a u x  d e  mi gr ati o n  él e v é  d e  c es  p o p ul ati o ns  r ur al es  v er s  l es  gr a n ds  c e ntr es  ur b ai ns 

d a ns  l es  a n n é es  1 9 7 0  et  1 9 8 0,  d’ a utr es  m o d es  d e  tr a ns missi o n  o nt  ét é  d é c rits (i) 

tr a nsf usi o n n el,  c’ est  à  dir e  p ar  tr a nsf usi o n  s a n g ui n e  d’ u n e  p er s o n n e  i nf e ct é e  à  u n e  a utr e 

p er s o n n e  s ai n e.  L’i nf e cti o n  p e ut  é g al e m e nt  a v oir  li e u  p ar  tr a ns pl a nt ati o n  d’ or g a n es o u  d e 

tiss us; (ii)  co n g é nit al  o ù  u n e  m èr e  i nf e ct é e  p ar T.  cr uzi   p e ut  tr a ns m ettr e  l e  p ar asit e  à  s o n 

e nf a nt ; (iii) or al : c as d’i nf e cti o ns r e c e ns és à c a us e d e j us d e fr uits pr ess és c o nt a mi n és p ar d es 

i ns e ct es  v e ct e ur s  i nf e ct és  o u  s es  d éj e cti o ns,  o u  e n c or e  p ar  l’i nt er m é di air e  d e  vi a n d e 

c o nt a mi n é e et c o ns o m m é e cr u e ; (i v) p ar a ér os ol : h a bit ati o ns tr ès i nf est é es p ar d es i ns e ct es 

c o nt a mi n és et m al v e ntil é es et ( v) a c ci d e nt el, e n l a b or at oir e .  
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S uit e a u x mi gr ati o ns d es p o p ul ati o ns, l a M al a di e d e C h a g as e st pr és e nt e d a n s pl usi e ur s p a y s 

n o n e n d é mi q u es ( v oir Fi g ur e 1). L’ O M S a esti m é q u e pl us d e 3 0 0 0 0 0 p er s o n n es ori gi n air es 

d e  l’ A m éri q u e  L ati n e  et  C e ntr al e  vi v a nt  a u x Et ats - U nis  s er ai e nt  i nf e ct é e s  ( B er n  & 

M o nt g o m er y  2 0 0 9). E n E ur o p e,  c e  s er ait  8 0 0 0 0  p er s o n n es  att ei nt es  d e  l a  m al a di e  d o nt 

s e ul e m e nt  4 0 0 0  c as  o nt  ét é  di a g n o sti q u és  e n  l a b or at oir e.  D e  pl us ,  qu el q u es  c as  r é c e nts 

d’i nf e cti o n  s o u p ç o n n és  d’ êtr e  d e  t y p e  v e ct ori ell e  o nt  m ê m e  ét é  r a p p ort és  a u x  Et ats- U nis 

( C a nt e y et al 2 0 1 2). 

 

E nfi n, c ert ai n e s ét u d es o nt esti m é q u e l e s c o ûts li és a u x s oi n s d e s a nt é et a u n o m br e d e j o ur s 

d’ arr êt m al a di e r e pr és e nt er ai e nt 4 0 milli o ns d’ e ur os p ar a n p o ur 1 0 0 0 0 0 p er s o n n es m al a d es . 

L e c o ût é c o n o mi q u e gl o b al d e l a M al a di e d e C h a g as d é p ass e r ait l es 7 milli ar ds d e d oll ar s/ a n. 

    

Ai nsi, pl us d’ u n si è cl e a pr ès l a d é c o u v ert e d e l a M al a di e, « L a m al a di e d e C h a g as e n d é mi q u e 

a  c o m m e n c é  c o m m e  u n e  m al a di e  n é gli g é e  d es  p o p ul ati o ns  p a u vr es,  r ur al es  et  o u bli é es.  S a 

pr o p a g ati o n  d e  l' A m éri q u e  l ati n e  v er s  l es  p a ys  n o n  e n d é mi q u es  est  u n  e n c or e  u n  d éfi 

m o n di al. » ( C o ur a & Vi n as 2 0 1 0 ; T a n o wit z et al 2 0 1 1 ). 

 

       

Fi g u r e 1 : R é p a rtiti o n m o n di al e d e s c as d e m al a di e d e C h a g as ( e sti m ati o ns offi ci ell e s 2 0 0 6- 2 0 1 5) 
D’ a pr è s l e 4 è m e R a p p ort d e l’ O M S s ur l e s M al a di e s Tr o pi c al es N é gli g é e s, 2 0 1 7. 
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I. 1. 2. L e c y cl e p a r asit ai r e 

 

L a  M al a di e  d e  C h a g as  ( o u  Tr y p a n os o mi as e  a m éri c ai n e)  est  pr o v o q u é e  p ar  l’ es p è c e 

T r y p a n os o m a  cr uzi ,  pr ot o z o air e  e u c ar y ot e  u nifl a g ell é  a p p art e n a nt  à  l’ or dr e  d es 

Ki n ét o pl asti d és  et  à  l a  f a mill e  d es T r y p a n os o m ati d a e   (r e gr o u p e  l es  g e nr es T r y p a n os o m a  et 

L eis h m a ni a ). 

 

L e  c y cl e  bi ol o gi q u e  d e T.  cr uzi   est  di g é n éti q u e c ar   n é c essit e  o bli g at oir e m e nt  u n  i ns e ct e 

v e ct e ur  i n v ert é br é  et  u n  h ôt e m a m mif èr e v ert é br é . L es  i ns e ct e s  c a p a bl es  d e  tr a ns m ettr e  l e 

p ar asit e  a p p art i e nn e nt  à  l a  f a mill e  d es R e d u vii d a e ,  s o us-f a mill e  d es T ri at o mi n a e .  L es 

pri n ci p al es es p è c es d o mi cili és d a ns l es h a bit ati o ns s o nt T ri at o m a i nf est a ns , R h o d ni us pr o xil us  

et P a nstr o n g yl us  m e gist us .  C o ur a m m e nt  n o m m és  tri at o m es  o u  r é d u v es,  c es  p u n ais es  s o nt 

h é m at o p h a g es d a ns l es d e u x s e x e s.  

 

D ur a nt s o n c y cl e, l e p ar asit e pr és e nt e a u m oi ns q u atr e st a d es m or p h ol o gi q u es ( v oir Fi g ur e 2). 

U n  i ns e ct e  v e ct e ur  s e  c o nt a mi n e  s ur  u n  h ôt e  m a m mif èr e  i nf e ct é l or s  d’ u n  r e p as  s a n g ui n 

c o nt e n a nt  l es  f or m es  tr y p o m asti g ot es  s a n g ui n es  d u  p ar asit e.  C es  f or m es  v o nt  s e  diff ér e n ci er 

d a ns l a p arti e a nt éri e ur e d u t u b e di g estif d e l’i ns e ct e e n f or m es é pi m asti g ot es n o n i nf e ct a nt es 

c a p a bl es  d e  s e  m ulti pli er  p ar  fissi o n  bi n air e.  A u  ni v e a u  p ost éri e ur  d u  t u b e  di g estif,  d es 

si g n a u x  e xtr a c ell ul air es  v o nt  p er m ettr e  l a  diff ér e n ci ati o n  d es  f or m es  é pi m asti g ot es 

r é pli c ati v es  e n  f or m e  tr y p o m asti g ot es  m ét a c y cli q u es  n o n  r é pli c ati v es  m ais  i nf e ct a nt es  p o ur 

l’ h ôt e  m a m mif èr e.  C’ est  ai nsi,  q u e l a  tr ans missi o n  n at ur ell e  à  u n  h ôt e  m a m mif èr e,  vi a  u n 

i ns e ct e  v e ct e ur  i nf e ct é,  s e  pr o d uit  l or s q u e  l es  e x cr é m e nts  c h ar g és  d e  p ar asit es  i nf e ct a nts 

tr y p o m asti g ot es  m ét a c y cli q u es  vi e n n e nt  c o nt a mi n er  s oit l es  m u q u e us es  b u c c al es  o u  n as al es, 

l a c o nj o n cti v e o u d es pl ai es a u ni v e a u d e l a p e a u ( y c o m pris l a z o n e d e pi q ûr e d e l’i ns e ct e). 

A u  ni v e a u  d u  sit e  d’i nf e cti o n, l es  tr y p o m asti g ot es  m ét a c y cli q u es  p é n ètr e nt  d a ns  l e s  c ell ul es 

d e  l’ h ôt e et s e diff ér e n ci e nt  e n  f or m es  i ntr a c ell ul air es  r é pli c ati v es :  l es  f or m es  a m asti g ot es. 

C es  d er ni èr es  s e  m ulti pli e nt  d a ns  l e  c yt o pl as m e  d e  l a  c ell ul e  i nf e ct é e , s e r ediff ér e n ci e nt  e n 

f or m e  tr y p o m asti g ot es  et  p e u v e nt êtr e r el ar g ué es   d a ns  l a  cir c ul ati o n  s a n g ui n e  s uit e  à  l a 

r u pt ur e  d es c ell ul es i nf e ct é es.  C es p ar asit es  s o nt  c a p a bl es  d’ e n v a hir  d e  n o u v ell es  c ell ul es 

s ai n es a v oi si n a nt es o u à d es sit es dist a nt s vi a l a cir c ul ati o n s a n g ui n e et/ o u l y m p h ati q u e. Bi e n 

q u e t o ut es l es c ell ul es n u cl é é e s p e u v e nt êtr e p ar asit é es p ar T.  cr uzi, e n f o n cti o n d es s o u c h es 

(li g n é es)  d e  p ar asit es,  c ell es  pr éf ér e n ci ell e m e nt  i nf e ct é es  s o nt  l es  m a cr o p h a g es,  l es  c ell ul e s 

m us c ul air es liss es et s q u el etti q u es, l es c ell ul es d u s yst è m e r éti c ul o- e n d ot h éli al et l es c ell ul es 

d u tiss u a di p e u x. Et, l es tr y p o m asti g ot es pr és e nts d a ns l e s a n g p e u v e nt al or s êtr e pr él e v és p a r 

u n i ns e ct e v e ct e ur l or s d’ u n r e p as s a n g ui n. 
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Fi g u r e 2 : L e c y cl e bi ol o gi q u e d e T r y p a n os o m a c r uzi    
L e s  f or m e s  tr y p o m a sti g ot e s  m ét a c y cli q u e s  i nf e ct a nt e s,  pr é s e nt e s  d a ns  l e s  f é c è s  d’ u n  v e ct e ur  h é m at o p h a g e 
c o nt a mi n é,  p é n ètr e nt  c h e z  l’ h ôt e  m a m mif èr e  a u  ni v e a u  d’ u n e  z o n e  d e  bl e ss ur e  ( a).  L e  tr y p o m a sti g ot e  m o bil e 
p e ut  i nf e ct er  u n e  c ell ul e  n u cl é é e  d e  l’ h ôt e  ( b).  D a ns c ett e   c ell ul e,  l e  p ar a sit e  s e  diff ér e n ci e  s o us  l a  f or m e 
a m a sti g ot e r é pli c ati v e  ( c).  A v a nt  l a  r u pt ur e  m e m br a n air e  d e  l a  c ell ul e  i nf e ct é e,  l e s  f or m e s  a m a sti g ot e s,  a pr è s 
pl usi e urs  c y cl e s  d e  r é pli c ati o n,  s e  diff ér e n ci e nt  à  n o u v e a u  s o us  l a  f or m e  tr y p o m a sti g ot e  c a p a bl e  d’i nf e ct er  d e 
n o u v ell e s c ell ul e s ( d et e). Vi a  l a cir c ul ati o n s a n g ui n e, l e s f or m e s tr y p o m a sti g ot e s i nf e ct e nt pr éf ér e n ci ell e m e nt 
l e s c ell ul e s m us c ul air e s ( g) o u p e u v e nt êtr e a bs or b é e s p ar u n i ns e ct e v e ct e ur l ors d’ u n r e p a s s a n g ui n ( h). D a ns l a 
p arti e  a nt éri e ur e  d u  t u b e  di g e stif  d e  l’i ns e ct e,  l e  tr y p o m a sti g ot e  s e  diff ér e n ci e  e n  é pi m a sti g ot e  o ù  il s  s e 
m ulti pli e nt (i) p ui s s e diff ér e n ci e nt e n tr y p o m a sti g ot e s m ét a c y cli q u e s d a ns l a p arti e p ost éri e ur e. 
D’ a pr è s E x p ert R e vi e ws i n M ol e c ul ar M e di ci n e, C a m bri d g e U ni v ersit y Pr e ss 2 0 0 2. 

 
 
   I. 1. 3. L a bi ol o gi e d u p a r asit e 

 

I.1. 3. 1. P arti c ul arit és pr o pr es a u x tr y p a n os o m es 

 

T o us  l es  tr y p a n os o m ati d és  p oss è d e nt  u n  ki n ét o pl ast e.  C’ est  u n  r és e a u  e ntr el a c é  d’ A D N 

cir c ul air es,  n o m m é  A D N  d u  ki n ét o pl ast e  ( k D N A )  pr és e nt  d a ns  l’ u ni q u e  mit o c h o n dri e  d u 

p ar asit e. L e k D N A   est  c o m p os é  d e  m a xi c er cl e s  ( 2 0  à  4 0 k b)  et  d e  mi ni c er cl es  ( 0, 5  à  2  k b) 

c o d a nt  pri n ci p al e m e nt  p o ur  l a  c h aî n e  r es pir at oir e  d u  p ar asit e  ( D e  S o u z a  et  al  2 0 0 9).  Il  est 

ass o ci é  à  l a  b as e  d u  fl a g ell e.  E n  f o n cti o n  d e  l a  p ositi o n  d u  ki n ét o pl ast e  p ar  r a p p ort  à  l a 

p ositi o n d u n o y a u et d u fl a g ell e, l a cl assifi c ati o n e n diff ér e nts st a d es d es tr y p a n os o m ati d és a 

ét é ét a bli e ( H o ar e & W all a c e 1 9 6 6). 

 

A  l a  b as e  d u  fl a g ell e  s e  tr o u v e  l a  p o c h e  fl a g ell air e,  p etit e  i n v a gi n ati o n  d e  l a  m e m br a n e 

pl as mi q u e  ass o ci é e  a u  r éti c ul u m  e n d o pl as mi q u e  et  à  l’ a p p ar eil  d e  G ol gi.  C’ est  l’ u ni q u e 

e n dr oit o ù l e p ar asit e p e ut é c h a n g er a v e c l e mili e u e xt éri e ur p ar d es pr o c ess u s d’ e n d o c yt os e et 

d’ e x o c yt os e. L a p o c h e fl a g ell air e j o u e, e ntr e a utr e, u n r ôl e i m p ort a nt d a ns l e tr afi c c ell ul air e 

( Fi el d & C arri n gt o n 2 0 0 9). 
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C h e z T.  cr uzi ,  l e  n o m br e  et  l a  t aill e  d es  c hr o m os o m es  e ntr e  l es  s o u c h es  s o nt  v ari a bl es 

( H e nri kss o n  et  al  1 9 9 6  ;  V ar g as  et  al  2 0 0 4).  L or s  d e  l a  di visi o n  c ell ul air e,  ils  s o nt  p e u 

c o n d e ns és  à l a  diff ér e n c e  d es  eu c ar y ot es  s u p éri e ur s .  Le  n o m br e  i m p ort a nt  d e  c hr o m os o m es 

é q ui v al e nts  d e  p etit es  t aill es  r e n d  diffi cil e  l e ur  q u a ntifi c ati o n  e x a ct e.  P ar  aill e ur s,  i l  a  ét é 

m o ntr é  q u e  d es  c hr o m os o m es  d e  t aill es  diff ér e nt es  p o u v ai e nt  êtr e  h o m ol o g u es.  U n e  d es 

h y p ot h ès es  e x pli q u a nt  c ett e  v ari ati o n  d e  t aill e  e ntr e  c hr o m os o m es  h o m ol o g u es  s er ait 

l' a u g m e nt ati o n pr o gr essi v e d u n o m br e d e s é q u e n c es r é p ét é es p o u v a nt r e pr és e nt er j us q u' à 5 0 % 

d e l' A D N t ot al c h e z T. cr uzi  ( H e nri kss o n et al 2 0 0 2 ; El- S a y e d et al 2 0 0 5). 

 

I.1. 3. 2. L a p h yl o g é ni e d e T. cr uzi  

 

L a cl assifi c ati o n  d e  l’ es p è c e T. cr uzi  est   c o m pl e x e  d e  p art  l a  gr a n d e  di v er sit é  g é n éti q u e  et 

p h é n ot y pi q u e  r etr o u v é e  e ntr e  l es  diff ér e nt es  s o u c h es  é v ol u a nt  s oit  d a n s  l e  c y cl e  s el v ati q u e 

s oit d a ns l e c y cl e d o m esti q u e. L es pr e mi èr es cl assifi c ati o ns, b as é es pri n ci p al e m e nt s ur l’ ét u d e 

d es c ar a ct èr es m or p h ol o gi q u es, o nt é v ol u é a v e c l es pr o gr ès d e l a bi ol o gi e m ol é c ul air e. 

 

D es  pr e mi èr es  ét u d es  o nt  c o m p ar é  l es  pr ofils  d e  diff ér e nt es  s o u c h es  is ol é e s  d e T.  cr uzi  

o bt e n us p ar l a t e c h ni q u e d e M ultil o c us E nz y m e El e ctr o p h or e sis  ( M L E E). L es s o u c h e s o nt ét é 

cl ass é es e n  3  s o us- gr o u p es  a p p el és  z y m o d è m es  ( Mil es  et  al  1 9 7 8).  Pl us  t ar d,  l’ a n al ys e  d es 

g è n es  c o d a nt  l’ A R N  ri b os o m al  et  d es  g è n es  d u  mi ni- e x o n  p ar R a n d o m  A m plifi e d 

P ol y m or p hi c  D N A   ( R A P D)  a  s u g g ér é  l’ e xist e n c e  d e  2  li g n é es  p h yl o g é n éti q u e s  m aj e ur es 

n o m m é es T. cr uzi I  et T. cr uzi II  ( St ei n d el et al 1 9 9 3 ; S o ut o et al 1 9 9 6 ; N u n es et al 1 9 9 7). 

L’ a n al ys e c o m bi n é e d e diff ér e nts m ar q u e ur s p ar M L E E et R A P D a p er mis d e disti n g u er ci n q 

s o us- di visi o ns  a u  s ei n  d e  l a  li g n é e  m aj e ur e T. cr uzi II   ( Briss e  et  al  2 0 0 0).  D a ns  l es  a n n é es 

2 0 0 0, d’ a utr es ét u d es d e g é n ot y p a g e o nt p er mis d e cl ass er T. cr uzi  e n si x g é n ot y p es ( o u D T U 

p o ur D is cr et e T y pi n g  U nits )  r éf ér e n c é es  d e T c I  à T c VI  ( Zi n g al es  et  al  2 0 0 9).  Bi e n  q u e 

l’ é v ol uti o n  iss u e  d’ u n  a n c êtr e  a n c estr al  d e T.  cr uzi   s e m bl e  êtr e  pri n ci p al e m e nt  cl o n al e, 

d’ a utr es d o n n é es o nt s u g g ér é l a p ossi bilit é d’ é c h a n g e g é n éti q u e e ntr e l es s o u c h es ( Ti b a yr e n c 

et al 1 9 8 6 ; M ess e n g er & Mil es 2 0 1 5). L es pr o c e s s us d’ é v ol uti o n a u s ei n d e c h a q u e g é n ot y p e 

n e  s o nt  p as  e n c or e  e nti èr e m e nt  c o n n us.  L es  s o u c h es  cl ass é es T c V  et T c VI  s er ai e nt  d es 

s o u c h es h y bri d es iss u es d e s o u c h e s a p p art e n a nt a u x g é n ot y p es T c II et T c III ( W est e n b er g er et 

al 2 0 0 5). L a s o u c h e d e r éf ér e n c e C L Br e n er ( T c VI) , utilis é e p o ur l e pr oj et g é n o m e, s er ait u n e 

s o u c h e  h y bri d e.  D e  pl us, l’i n v e nt air e  d e  pl us  d e  6 0 0 0  s o u c h es  d e T.  cr uzi   a  m o ntr é  u n e 

pr é d o mi n a n c e  p o ur  l e  g é n ot y p e T c I  ( 6 0  %  d es  s o u c h es),  u n e  r é p artiti o n  g é o gr a p hi q u e  s ur 

t o ut e  l a  z o n e  d’ e n d é mi e et  u n e  f ort e  v ari a bilit é  g é n éti q u e  c o m p ati bl e  a v e c  u n e  é v ol uti o n  à 

l o n g  t er m e  ( Br e ni èr e  et  al  2 0 1 6).  L es  s o u c h es  cl ass é e s  d a ns  l es  g é n ot y p es T c I, T c II, T c V  et 

T c VI s o nt r es p o ns a bl es d e l a m aj orit é d es c as d e l a M al a di e d e C h a g as a v e c u n e pr é v al e n c e 

d u g é n ot y p e T c I e n A m éri q u e C e ntr al e et d u g é n ot y p e T c II e n A m éri q u e d u S u d. 
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   I. 1. 4 . Clini q u e et I m m u n o p h ysi o p at h ol o gi e d e l a M al a di e d e C h a g as 

 

L a  m al a di e  d e  C h a g as  e st  c ar a ct éris é e  p ar  d e u x  p h as es :  u n e  p h as e  ai g u ë  s ui vi  d’ u n e  p h as e 

c hr o ni q u e. 

 

I.1. 4. 1. L a p h as e ai g u ë 

 

C ett e  p h as e  d é b ut e  l or s q u’ u n  i ns e ct e  c o nt a mi n é  p ar T. cr uzi   i nf e ct e  u n  i n di vi d u.  A pr ès  u n e 

p éri o d e  d'i n c u b ati o n  all a nt  d e  1  à  3  s e m ai n es,  s o u v e nt  p e u  s y m pt o m ati q u e,  u n e  p er s o n n e 

n o u v ell e m e nt  i n f e ct ée  p e ut  m a nif est er  di v er s  s y m pt ô m es  t els  q u e  d e  l a  fi è vr e,  d es  n a us é es, 

d es  v o miss e m e nt s,  d es  di arr h é es , u n e  ér u pti o n  c ut a n é e . O n  p e ut  o bs er v er  u n e  l ési o n 

i nfl a m m at oir e  i n d ur é e  et  g o nfl é e a u   ni v e a u  d u  sit e  d' e ntr é e  d u  p ar asit e  a p p el é  « c h a g o m e », 

u n  œ d è m e  p éri or bit air e  u nil at ér al ,  a p p el é  si g n e  d e  R o m a ñ a (l or s  d e l’i nf e cti o n  d e  l a 

c o nj o n cti v e o c ul air e). D es si g n es d’ a d é n o p at hi es et d’ h é p at o s pl é n o m é g ali e m o d ér é e p e u v e nt 

é g al e m e nt  êtr e  o bs er v és  l or s  d e  l a  p h as e  ai g u ë  d e  l’i nf e cti o n . P o urt a nt,  d a ns  l a  m aj orit é  d es 

c as, l a p h as e ai g u ë p ass e i n a p er ç u e c ar ell e p e ut êtr e cli ni q u e m e nt m u ett e o u al or s p ar c e q u e 

l es s y m pt ô m es (fi è vr e, f ati g u e …) n e s o nt p as s p é cifi q u es d’ u n e i nf e cti o n p ar T.  cr uzi. 

 

P o ur  l a  pl u p art  d es  m al a d es,  u n e  r é p o ns e  i m m u nit air e  s e  d é v el o p p e.  F ais a nt  s uit e  à  u n e 

p ar asit é mi e él e v é e, l es s y m pt ô m es ass o ci és s e r és ol v e nt e n vir o n 2 à 4 m ois  a pr ès l’i nf e cti o n. 

L a  m ort alit é (t a u x i nf éri e ur à 2 %) d ur a nt l a p h as e ai g u ë c o n c er n e s urt o ut l es e nf a nts â g és d e 

m oi ns d e 2 a ns, s o u v e nt d u e à u n e c ar di o p at hi e ai g u ë, o u d a ns q u el q u es c a s à u n e m é ni n g o-

e n c é p h alit e.  C’ est  al or s  q u e  l a  m aj orit é  d es  m al a d es  v o nt  e ntr er  d a ns  l a  p h as e  c hr o ni q u e 

( maj orit air e m e nt as y m pt o m ati q u e) q ui p e ut d ur er d es d é c e n ni es s a ns m a nif est ati o ns cli ni q u es 

d e  l’i nf e cti o n. C es m al a d es  pr és e nt e nt  u n e  s ér ol o gi e  p ositi v e  m ais  u n e  a bs e n c e  d e  p ar asit e s 

cir c ul a nts. 

 

D es ét u d es o nt d é m o ntr é l’i m p ort a n c e d u tiss u a di p e u x e n f a v e ur d u p ar asit e l or s d e l a p h as e 

ai g u ë  et  c hr o ni q u e  d e  l’i nf e cti o n.  L a  d é m o nstr ati o n  d e  l’i nf e cti o n  d es  a di p o c yt es  c h e z  l e 

m o d èl e m uri n , l’a u g m e nt ati o n si g nifi c ati v e d u n o m br e d e m a cr o p h a g es et l’ a u g m e nt ati o n d e 

l’ e xpr essi o n  d e  c yt o ki n es  et  d e  c h é m o ki n es  pr o-i nfl a m m at oir es  d a ns  l e  tiss u  a di p e u x  s o us-

c ut a n é e  a u  d é b ut  d e  l a  p h as e  ai g u ë , et  l a  m is e  e n  é vi d e n c e  d u  p ar asit e  c h e z  d es  p ati e nt s 

c h a g asi q u e s c hr o ni q u es d a ns l e tiss u a di p e u x i n di q u e nt f ort e m e nt q u e c e d er ni er est u n e ci bl e 

pr é c o c e  l or s  d e  l’i nf e cti o n  et  p o urr ait  a v oir  u n e  f o n cti o n  d e  r és er v oir  ( C o m bs  et  al  2 0 0 5 ; 

N a g aj y ot hi F et al. 2 0 1 2 ; F err eir a et al. 2 0 1 1 ). 

 

I.1. 4. 2. L a p h as e c hr o ni q u e 

 

Ell e p e ut  d ur er  d e  q u el q u es  m ois  à  pl usi e ur s  di z ai n es  d’ a n n é es  e n  l’ a bs e n c e  d e 

s y m pt o m at ol o gi e  cli ni q u e  p o ur  2/ 3  d es  p er s o n n es  i nf e ct é es.  P ar  c o ntr e,  3 0  à  4 0 % d es 

p er s o n n es i nf e ct é e s v o nt d é v el o p p er d es c o m pli c ati o ns t ar di v es d e l a m al a di e q ui p e u v e nt êtr e 

(i) u n e att ei nt e c ar di a q u e d a ns 2 0 à 3 0 % d es c as : c’ est l a c ardi o p at hi e c hr o ni q u e c h a g asi q u e 

dit a ussi « si g n e d e l a b att eri e », tr ès ar yt h m o g è n e ( e xtr as yst ol e s v e ntri c ul air es et t a c h y c ar di e 

v e ntri c ul air e), a v e c u n c œ ur q ui a u g m e nt e c o nsi d ér a bl e m e nt d e t aill e. Il y a l e d é v el o p p e m e nt 
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d’ u n e i ns uffis a n c e c ar di a q u e pr o gr essi v e et d o n c d es ris q u es d e m ort s u bit e ( e m b oli es, r u pt ur e 

d’ a n é vris m e v e ntri c ul air e g a u c h e) ; (ii) d es att ei nt es di g esti v es d a ns 6 à 1 5 % d es c as  : m é g a-

œs o p h a g e  et  m é g a- c ol o n ( si g m oï d e  et  r e ct u m) ;  (iii)  d es  att ei nt es mi xt e s  ( c ar di a q u e  et 

di g esti v e) ;  (i v)  d es  att ei nt es  n e ur ol o gi q u es  d a ns  3  %  d es  c as :  a c ci d e nt  v as c ul air e  c ér é br al 

( A V C) c h e z l es p er s o n n es c ar di a q u es, m é ni n g o- e n c é p h alit e et c h a g o m es i ntr a c ér é br a u x. 

 

L es tr ait e m e nts p o ur l a c ar di o p at hi e c h a g asi q u e s o nt l es m ê m es q u e p o ur l es a utr es t y p es d e 

c ar di o p at hi es :  p a us e  d’ u n p a c e- m a k er   j us q u’ à  l a  tr a ns pl a nt ati o n  c ar di a q u e  p o ur  l es  c as  l es 

pl us a v a n c és. C o n c er n a nt l es f or m es di g esti v es, l a r és e cti o n d es a ns es dil at é e s est pr ati q u é e. 

 

I. 1. 4. 3. L es tr ait e m e nts 

 

Il  n’ e xist e  p as  d e  v a c ci n  c o ntr e  l a  m al a di e  d e  C h a g as  et  s e ul e m e nt  d e u x  m ol é c ul e s 

tr y p a n o ci d es s o nt a ct u ell e m e nt utilis é es : l e B e n z ni d a z ol e et l e Nif urti m o x. L e tr ait e m e nt pris 

a u d é b ut d e l a p h as e ai g u ë est effi c a c e à pr ès d e 1 0 0 % et p er m et l a g u éris o n d e l a M al a di e. I l 

est  r e c o m m a n d é  d e  tr ait er :  l es  n o u v e a u- n és  i nf e ct és  (i nf e cti o n  c o n g é nit al e)  i d é al e m e nt 

p e n d a nt l es 6 pr e mi er s m ois d e vi e ; l es c as d e r é a cti v ati o n d e l’i nf e cti o n pr o v o q u é p ar u n ét at 

d’i m m u n o d é pr essi o n ; et  l es  p ati e nts  e n  d é b ut  d e  p h as e  c hr o ni q u e.  E n  2 0 1 7,  l a U S F o o d & 

Dr u g  A d mi nistr ati o n   ( F D A)  vi e nt  d’ a p pr o u v er  l e  tr ait e m e nt  d es  e nf a nts  a v e c  d es  d os es 

a d a pt é es  d u  b e n z ni d a z ol e  ( D N D i  A n n u al  R e p ort  2 0 1 7).  P ar  c o ntr e,  il est  f ort e m e nt 

d é c o ns eill é d e tr ait er l es m èr es i nf e ct é es p e n d a nt l e ur gr oss ess e c ar d es eff ets t ér at o g è n es d es 

tr ait e m e nts s o nt s us p e ct és ( C arli er et al 2 0 1 5). L’ effi c a cit é r é ell e d es tr ait e m e nts dis p o ni bl es 

p o ur l es p ati e nts i nf e ct és d e p uis d e n o m br e us es a n n é es n’ est p as c o n n u e ( Vi otti et al 2 0 0 6). 

P o urt a nt,  l es  tr ait e m e nts  a ur ai e nt  c o m m e  b é n éfi c es  p ot e nti els  d’ e nr a y er  l a  pr o gr essi o n  d e  l a 

M al a di e et, d’ é vit er l a tr a ns missi o n d e l’i nf e cti o n. L e c al c ul b é n éfi c e/ris q u e p o ur c es p ati e nts 

est , bi e n  é vi d e m m e nt,  à  pr e n dr e  e n  c o m pt e  c ar  l e  tr ait e m e nt  p e ut  pr o v o q u er  d es  eff ets 

i n d ésir a bl es c o ns é q u e nt s, p arf ois d a ns 4 0 à 5 0 % d es c as. 

 

P o urt a nt,  a uj o ur d’ h ui  m oi ns  d e  1 %  d es  p er s o n n es  i nf e ct é es  p ar T.  cr u zi   o nt  a c c ès  à  u n 

tr ait e m e nt  et  à  u n  di a g n osti q u e.  C o m m e  l e  s o uli g n e  l es  pri n ci p a u x  o bj e ctif s  d u  D N Di 

c o n c er n a nt l a M al a di e d e C h a g as, il y a u n f ort b es oi n d e d é v el o p p er d e n o u v e a u x tr ait e m e nts 

s ûr s  et  effi c a c es  p e n d a nt  l a  p h as e  c hr o ni q u e  d e  l’i nf e cti o n  ai nsi  q u e  d e  d é c o u vrir  d es 

m ar q u e ur s p er m ett a nt d e d ét er mi n er d e f a ç o n pr é c o c e l a r é p o ns e a u tr ait e m e n t ( D N Di 2 0 1 7). 

 

I.1. 4 . 4. L’i m m u n o bi ol o gi e d e l’i nf e cti o n et l es m ar q u e ur s bi ol o gi q u es d e l’ h ôt e 

 

L’i nf e cti o n p ar T.  cr uzi v a e ntr aî n er c h e z l’ h ôt e l e d é v el o p p e m e nt d’ u n e r é p o ns e i m m u nit air e 

i m pli q u a nt  a ussi  bi e n  l es  c ell ul es  d e  l’i m m u nit é  i n n é e  q u e  l es  c ell ul es  d e  l’i m m u nit é 

a d a pt ati v e. Bi e n q u e l e p ar asit e est c a p a bl e d’i nf e ct er d e n o m br e u x t y p es d e c ell ul es n u cl é é es, 

a v e c  u n  tr o pis m e  pr éf ér e nti el  e n  f o n cti o n  d es  g é n ot y p es  et  d es  s o u c h es  d e T.  cr uzi ,  l es 

m a cr o p h a g es et l es c ar di o m y o c yt es v o nt êtr e u n e ci bl e pri vil é gi é e a u c o ur s d e l’i nf e cti o n. 

 

A u  t o ut  d é b ut  d e  l a  p h as e  ai g u ë,  l’i nf e cti o n  est  c ar a ct éris é e  p ar  u n e  i nt e ns e  r é a cti o n 

i nfl a m m at oir e a u ni v e a u d u sit e d e p é n étr ati o n d u p ar asit e. L a r e c o n n aiss a n c e d u p ar asit e p ar 
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l es c ell ul es d e l’i m m u nit é i n n é e e x pri m a nt à l e ur s urf a c e l es T L R 2, T L R 4 et T L R 9 v a a v oir 

li e u  p ar  l a  r e c o n n aiss a n c e  d e  m otif s  r é p ét és  et  c o ns er v és  (i. e.  P A M P  p o ur P at h o g e n 

A ss o ci at e d  M ol e c ul ar  P att er ns )  c orr es p o n d a nt  pri n ci p al e m e nt  a u x  gl y c o pr ot éi n es et/ o u 

gl y c o p h os p h oli pi d es  t ell es  q u e  d es  m u ci n es  a n cr é es  p ar  d es  str u ct ur es G PI  (i. e. 

Gl y c os yl p h os p h ati d yli n o sit ol )  et d es  gl y c oi n osit ol p h os p h oli pi d es  ( G PI Ls)  pr és e nts  e n  tr ès 

gr a n d n o m br e a u ni v e a u d e l a m atri c e e xtr a c ell ul air e d u p ar asit e ( Oli v eir a et al 2 0 0 4 ; B afi c a 

et  al  2 0 0 6 ; S o ar es  et  al  2 0 1 2).  C es  m otif s  v o nt  e ntr ai n er,  vi a  l’ a cti v ati o n  d e  l a  v oi e  N F κ B, 

u n e r é p o ns e i nfl a m m at oir e p ar l’ e x pr essi o n d e c yt o ki n es pr o-i nfl a m m at oir es et d e m ol é c ul es 

c o -sti m ul atri c es  d es  c ell ul es  d u  s yst è m e  a d a pt atif  ( K a y a m a  et  al  2 0 1 0).  L es  m a cr o p h a g es 

a cti v és v o nt pr o d uir e l es c yt o ki n es I L- 1 2 et T N F α  ( C a m ar g o et al 1 9 9 7). L a pr o d u cti o n d’I L-

1 2 v a sti m ul er l es c ell ul es N K T q ui à l e ur t o ur v o nt s é cr ét er u n e a utr e c yt o ki n e i nfl a m m at oir e, 

l’I F Nγ ,  q ui  v a  sti m ul er  d e  n o u v e a u x  m a cr o p h a g es  et  e ntr ai n er  l a  diff ér e n ci ati o n  et  l a 

pr olif ér ati o n d e c ell ul es T C D 4 + d e t y p e T h 1. L es c ell ul es T C D 4 + v o nt al or s or c h estr er u n e 

r ép o ns e  c ell ul air e  T  C D 8 +,  q ui  a cti v é es  pr o d uis e nt  d e  l’I F N β , c yt o ki n e  ess e nti ell e  p o ur 

l’i n d u cti o n, l e m ai nti e nt et l e c o ntr ôl e d e l’i nf e cti o n ai g u ë ( C ar dill o et al 1 9 9 6 ; Ali b erti et al 

1 9 9 6).  P ar  aill e ur s,  l’I F N γ   et  d a ns  u n  d e u xi è m e  t e m ps  l e  T N Fα , v o nt  sti m ul er  l a  v oi e  d e 

l’ o x y d e nitri q u e s y nt h as e (i. e. i N O S p o ur i n d u ci bl e Nitri c O xi d S y nt h as e) et ai nsi p er m ett e nt 

l a  pr o d u cti o n  d e  m o n o x y d e  d’ a z ot e  ( N O)  p ar  l es  m a cr o p h a g es  i nf e ct és  afi n  d e  t u er  l es 

p ar asit es i ntr a c ell ul air es ( C a m ar g o et al 1 9 9 7). 

 

Bi e n q u’ u n e r é p o ns e i m m u nit air e est mis e e n pl a c e d ès l e d é b ut d e l’i nf e cti o n, T. cr uzi  arri v e 

à s ur vi vr e et à é c h a p p er d e f a ç o n pr é c o c e a u x d éf e ns es d e l’ h ôt e p ar diff ér e nts m é c a nis m es et 

à s e m ulti pli er d a ns diff ér e nt es c ell ul es d e l’ or g a nis m e ( v oir C h a pitr e 2). 

 

L es m y o c yt es c ar di a q u es r é a giss e nt à diff ér e nt es sit u ati o ns d e str ess, vi a l es r é c e pt e ur s T L Rs 

2,  3,  4  et  6,  e ntr e  a utr es  p ar  u n  m é c a nis m e  d’ h y p ertr o p hi e  à  c o urt  t er m e.  L es  c ell ul es 

c ar di a q u es  i nf e ct é es  p a r T.  cr uzi   r é a giss e nt  vi a  l e  T L R 2  e n  s é cr ét a nt  u n e  c yt o ki n e 

i nfl a m m at oir e  l’I L- 1β   ( P et er s e n  et  B url ei g h  2 0 0 3).  Si  l’ ét at  d e  str ess  ( h y p ertr o p hi e)  s e 

pr ol o n g e, l es c ell ul es c ar di a q u e é v ol u e nt v er s d es p h é n o m è n es d’ a p o pt os e et d e fi br os e, à u n 

ét at d e c ar di o p at hi e dil at é e j us q u’ a u st a d e ulti m e d’ arr êt c ar di a q u e p ar c o n g esti o n ( D e Kl eij n 

et P ast er k a m p 2 0 0 3 ; Fr e y et Ols o n 2 0 0 3). 

 

Bi e n  q u’ u n e  r é p o ns e  d e  t y p e  T h 1  est  n é c ess air e  p o ur  c o ntr ôl er  l’i nf e cti o n  ai g u ë,  p e n d a nt  l a 

p h as e  c hr o ni q u e  il  a  ét é  o bs er v é  c h e z  l’ H o m m e  q u’ u n e  r é p o ns e  i nfl a m m at oir e  d e  t y p e  T h 1 

e x a c er b é e/ dis pr o p orti o n n é e p ar r a p p ort à l a c h ar g e p ar asit air e, pri n ci p al e m e nt or c h estr é e p ar 

l es c ell ul es T C D 4 + et l es m o n o c yt e s/ m a cr o p h a g e s, s er ait r es p o ns a bl e d es l é si o ns c ar di a q u e s, 

c ar a ct éris é es p ar d es i nfiltr ats i nfl a m m at oir es c o m p os és d e m a cr o p h a g es, d e c ell ul es T C D 4 + 

et  p arti c uli èr e m e nt  d e  c ell ul es  T  C D 8 +  d ur a nt  l a  p h as e  c hr o ni q u e  ( Hi g u c hi  et  al  1 9 9 7 ).  U n 

d és é q uili br e e n f a v e ur d es c yt o ki n es d e t y p e T h 1 e ntr ai n er ait u n e fi br os e et u n e d estr u cti o n d u 

tiss u  c ar di a q u e  ( S o u z a  P E  et  al  2 0 0 7 ; G o m es  et al  2 0 0 3).  D es  t a u x  él e v és  d’I L- 1 β ,  d’I L- 6, 

d’I F N γ   et  d e  T N Fα   s o nt  r etr o u v és  c h e z  l es  p ati e nts  c h a g a si q u es  pr és e nt a nt  u n e 

c ar di o m y o p at hi e ( S o us a et al 2 0 1 4). 

D’ a utr es ét u d es o nt mis e n é vi d e n c e q u e l a b al a n c e e ntr e l es t a u x d’I F N γ  et d’I L- 1 0 ( c yt o ki n e 

a nti-i nfl a m m at oir e m aj e ur e m o d ul a nt u n e r é p o ns e d e t y p e T h 2) ét ait c orr él é e à l a pr o gr essi o n 
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d e  l a  c ar di o p at hi e  d a ns  l e  c as  o ù  d es  t a u x  él e v és  d’I F N γ   p er sist ai e nt,  ass o ci és  à  u n e 

di mi n uti o n d e pr o d u cti o n d’I L- 1 0 ( D’ A vil a et al 2 0 0 9 ; D e S o us a et al 2 0 1 4). L’I L- 1 7, a utr e 

c yt o ki n e a nti-i nfl a m m at oir e c o m p os a nt e c e ntr al e d’ u n e r é p o ns e d e t y p e T h 1 7, j o u er ait u n r ôl e 

pr ot e ct e ur. C h e z l’ H o m m e, d es t a u x él e v és d’ e x pr essi o n d e c ett e c yt o ki n e s o nt ass o ci és à u n e 

m eill e ur e  f o n cti o n  c ar di a q u e  ( M a g al h ã es  et  al  2 0 1 3).  L a  pr o d u cti o n  d’I L- 1 7  m o d ul er ait  l a 

r é p o ns e  T h 1  et  p er m ettr ait  (i)  d e  c o ntr ôl er  l a  m y o c ar dit e  i n d uit e  p ar  l a  pr és e n c e  d u  p ar asit e 

d a ns l es c ar di o m y o c yt es et (ii) l e fl u x d e c ell ul es i nfl a m m at oir es d a ns l e tiss u c ar di a q u e ( D a 

M att a  G u e d es  et  al  2 0 1 0).  L’I L- 1 0  et L’I L - 1 7  p o urr aie n t  êtr e c o nsi d ér és  c o m m e  d es 

m ar q u e ur s pr o n osti q u es d e l a pr o gr essi o n d e l a M al a di e. 

 

P ar c o ntr e , l e T G Fβ  u n e c yt o ki n e a nti-i nfl a m m at oir e f a cilit er ait l a p é n étr ati o n et l a p er sist a n c e 

d u p ar asit e d a ns l es c ell ul es et i n d uir ait d es p h é n o m è n es d e fi br os e et d e r e m o d el a g e d u tiss u 

c ar di a q u e ( Sil v a et al 1 9 9 1 ; W a g h a bi et al 2 0 0 5 ; R ossi et al 1 9 9 1 ; Ar a uj o-J or g e 2 0 0 2). C ett e 

c yt o ki n e  est  d é crit e  c o m m e  u n  p ot e nti el  bi o m ar q u e ur  pr o n osti q u e  d e  l a  c ar di o p at hi e 

c h a g asi q u e  c ar  d es  t a u x  s éri q u es  él e v és  d e  T G F β   ai nsi  q u e  s a  f or m e  a cti v e  pr és e nt e  d a ns  l e 

m y o c ar d e o nt ét é o bs er v és c h e z d es p ati e nts c h a g asi q u es c hr o ni q u es ( S ar ai v a et al 2 0 1 3). 

 

D e  pl us,  il  a  ét é  m o ntr é  q u e  c ert ai n es  c yt o ki n es  s er ai e nt  e n  li e n  a v e c  l a  pr o d u cti o n  d e 

c ert ai n es  c h é m o ki n es  c o m m e  C X C L 9,  C X C L 1 0  et  C C L 5.  C e s  d er ni èr es  s er ai e nt  pr o d uit es 

t o ut  a u  l o n g  d e  l’i nf e cti o n  et  l e ur  pr és e n c e  a  ét é  c orr él é e  a v e c  d es  i nfiltr ats  d e  c ell ul es  T 

C D 4 +  C D 8 +  ( T al v a ni  et  al  2 0 0 0).  D a ns  l e  m o d èl e  e x p éri m e nt al,  u n e  n o m br e  i m p ort a nt  d e 

c ell ul es  T  C D 8 +  e x pri m a nt  l e  r é c e pt e ur  C C R 5  a  ét é  r etr o u v é  d a ns  d es  i nfiltr ats 

i nfl a m m at oir es d e c œ ur d e s o uris i nf e ct é es p ar T. cr uzi  ( M a c h a d o et al 2 0 0 5). U n tr ait e m e nt 

a v e c d es m ol é c ul es a nt a g o nist es d es r é c e pt e ur s C C R 1 et C C R 5 a m o ntr é u n e s ur vi e a c cr u e et 

u n e di mi n uti o n d e l’i nfl a m m ati o n c ar di a q u e s a ns q u’ u n e a u g m e nt ati o n d e l a p ar asit é mi e et d u 

n o m br e d e p ar asit es n’ ai ét é r etr o u v é d a ns l e c œ ur d e s o uris i nf e ct é es et tr ait é es ( M ari n o et al 

2 0 0 4).  A  l’i n v er s e,  C X C L 9  et  C X C L 1 0  a ur ai e nt  u n  r ôl e  d a ns  l a  g é n ér ati o n  d’ u n e  r é p o ns e 

i m m u n e pr ot e ctri c e s a ns e ntr ai n er d’i nfl a m m ati o n a u ni v e a u d u tiss u c ar di a q u e ( H ar dis o n et 

al 2 0 0 6). 

 

P ar aill e ur s, l a c ar di o p at hi e c h a g asi q u e p o urr ait a ussi êtr e e x pli q u é e p ar l’ h y p err é a cti vit é d es 

c ell ul es T C D 8 + diri g és c o ntr e d es pr ot éi n es c ar di a q u es d e l’ h ôt e d u e à d es r é a cti o ns cr ois é es 

a v e c d es a nti g è n e s m aj e ur s d e T. cr uzi  ( C u n h a- N et o et al 1 9 9 5 ; M arti n et T arl et o n 2 0 0 4). U n 

n o m br e i m p ort a nt d e c ell ul es T C D 8 + est r etr o u v é d a ns l es l ési o ns c ar di a q u es ( Hi g u c hi et al 

1 9 9 7). L a fr é q u e n c e d e c ell ul es T s p é cifi q u es d e T. cr uzi  et pr o d u ctri c es d’I F Nγ  di mi n u e d a ns 

l es s ér u ms d e p ati e nts c h a g asi q u es tr ait és p ar l e b e n z ni d a z ol e ( L a u c ell a 2 0 0 9).  

 

L’ h y p ot h ès e  d’ u n  d ysf o n cti o n n e m e nt  d es  m é c a nis m es  i m m u ns  r é g ul at e ur s  d a ns  l a 

pr o gr essi o n d e l a M al a di e a ét é  d é m o ntr é e ( C ar dill o et al 2 0 1 5). D a ns l e m o d èl e e x p éri m e nt al, 

il a ét é m o ntr é q u e d es c ell ul es T r é g ul atri c es e x pri m a nt l e p h é n ot y p e C D 4 + C D 2 5 + F o x p 3 + 

ai d ai e nt à c o ntr ôl er l a r é p o ns e i nfl a m m at oir e c h e z d es s o uris c hr o ni q u e m e nt i nf e ct é es p ar T. 

cr uzi  ( Ni h ei et al 2 0 1 4). C h e z l’ H o m m e, l es p ati e nts c h a g asi q u es as y m pt o m ati q u es pr és e nt e nt 

d es  t a u x  pl us  i m p ort a nts  d e  c ell ul es  T  r é g ul atri c es  e x pri m a nt  u n  p h é n ot y p e  m aj orit air e  d e 
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t y p e C D 4 + C D 2 5 + q u e c e u x a y a nt d é v el o p p és u n e c ar di o p at hi e c h a g asi q u e ( B el k ai d Y 2 0 0 7 ; 

D e Ar a uj o et al 2 0 1 1). 

 

C o n c er n a nt l a r é p o ns e h u m or al e mis e e n pl a c e s uit e à l’i nf e cti o n p ar T. cr uzi , l a m ê m e d u alit é 

a  ét é o bs er v é e  c o m m e  p o ur  l a  r é p o ns e  c ell ul air e.  D es  a nti c or ps  a nti- g al a ct os e  n o m m és 

« a nti c or ps  l yti q u es »  s o nt  c a p a bl es  d e  r e c o n n aitr e  d es  é pit o p es  gl y c os yl és  pr és e nt s  s ur  l a 

m e m br a n e  d u  p ar asit e  et  d e  diri g er  l a  l ys e  c o ntr e  l es  f or m es  tr y p o m asti g ot es  d e T.  cr uzi  

( G a z zi n elli et al 1 9 9 1). L a d ét e cti o n d e c es a nti c or ps p ar l e ur s is ot y p es I g M et I g G p er m ettr ait 

d e diff ér e n ci er l es st a d es d e l a M al a di e ( A nt as et al 1 9 9 9). D e pl us, c es a nti c or ps s e m bl er ai e nt 

a v oir  u n  r ôl e  pr ot e ct e ur  c ar  d es  t a u x  él e v és  s o nt  r etr o u v é  c h e z  l es  p ati e nts  c h a g asi q u e s 

as y m pt o m ati q u es  ( c o m p ar ati v e m e nt  a u x  p ati e nt s  a y a nt  d é v el o p p é  u n e  c ar di o p at hi e)  et 

p o urr ai e nt êtr e u n m ar q u e ur di a g n osti c et pr o n osti q u e d e l’ effi c a cit é d es tr ait e m e nts ( C or d eir o 

et  al  2 0 0 1).  P ar  c o nt r e, d’ a utr es  ét u d es  o nt  r é v él é  q u e  d es  m al a d es  « c hr o ni q u es » 

d é v el o p p ai e nt d es a nti c or ps r é a giss a nt c o ntr e d es m ol é c ul es d u « s oi », t els q u e d es a nti c or ps 

a nti-r é c e pt e ur s  a dr é n er gi q u e β   o u  e n c or e  a nti- m y osi n e,  et  s er ai e nt  ai nsi  r es p o n s a bl es  d es 

l ési o ns tiss ul air es ass o ci é s à l a p at h ol o gi e ( B or d a et al 1 9 8 4 ; C u n h a- N et o et al 1 9 9 5 ; M ari n-

N et o et al 2 0 0 7). 

 

U n e  m eill e ur e  c o m pr é h e nsi o n  d es  m é c a nis m es  i m pli q u és  d ur a nt  l a  p h ysi o p at h ol o gi e  d e 

l’i nf e cti o n  à T. cr uzi   a  p er mis  l’i d e ntifi c ati o n  d e  m ol é c ul es  q ui  p o urr ai e nt  s’ a v ér er  êtr e  d es 

bi o m ar q u e ur s  d e  l a  pr o gr essi o n  d e  l a  p at h ol o gi e . D e  pl us,  d’ a utr es  m ar q u e ur s  « n o n 

s p é cifi q u es »  d e T.  cr uzi   ( m ar q u e ur s  m ét a b oli q u es,  m ar q u e ur s  d e  l’i nfl a m m ati o n …) 

p o urr ai e nt  é g al e m e nt  êtr e  util es  p o ur  l’ é v al u ati o n  d e  l’ ét at  d’ a g gr a v ati o n  d e  l a  p at h ol o gi e 

(R e q u e n a- M é n d e z et al 2 0 1 3 ; Pi n a z o et al 2 0 1 4 ). 

 

P o urt a nt,  d’ a utr es tr a v a u x  d oi v e nt  e n c or e  êtr e  eff e ct u és p o ur  v ali d er  c es  m ar q u e ur s  et  a u ssi 

p o ur  c o m pr e n dr e  p o ur q u oi  c ert ai n es  p er s o n n es  c h a g asi q u e s  as y m pt o m ati q u es  v o nt 

d é v el o p p er l es c o m pli c ati o ns d e l a M al a di e. A c e j o ur, a u c u n m ar q u e ur n e p er m et d e pr é v oir 

u n t el s c é n ari o a v e c c ertit u d e. 

 

   I.1. 4. 5 . L es m é c a nis m es d’ é c h a p p e m e nt d e T. cr uzi  

 

T.  cr uzi a d é v el o p p é d e m ulti pl es str at é gi es afi n d’ é c h a p p er a u s yst è m e i m m u nit air e et ai nsi 

p er sist er  c h e z  l’ h ôt e.  L or s q u e  l es  f or m es  tr y p o m asti g ot es  m ét a c y cli q u es  o nt  p é n étr é  c h e z 

l’ h ôt e vi a l es m u q u e us es o u u n e bl ess ur e a u ni v e a u d e l a p e a u, ell es p e u v e nt : 

 

   (i)  i nf e ct er  d e  f a ç o n  a cti v e  d e  n o m br e us es  c ell ul es  n o n- p h a g o c yt air es,  pr és e nt e s  a u 

ni v e a u  d u  sit e  d’i nf e cti o n,  gr â c e  à  l a  pr és e n c e  d e  gl y c o pr ot éi n es  d e  l a  f a mill e  d es  m u ci n es 

pr és e nt es à l a s urf a c e d e l a m atri c e e xtr a c ell ul air e d u p ar asit e. C es gl y c o pr ot éi n es p er m ett e nt 

l’ a d h ési o n  et  l a  p é n étr ati o n  d u  p ar asit e  d a ns  l a  c ell ul e  h ôt e  s uit e  a u  r e cr ut e m e nt  d es 

l ys os o m es, e ntr ai n a nt ai nsi l a f or m ati o n d’ u n e v a c u ol e p ar asit o p h or e iss u e d e l a f usi o n a v e c l a 

m e m br a n e pl as mi q u e d u p ar asit e ( B us c a gli a et al 2 0 0 6 ; T ar di e u x et al 1 9 9 2). L e p H a ci d e à 

l’i nt éri e ur d e l a v a c u ol e p ar asit o p h or e v a e ntr ai n er l’ a cti v ati o n d e tr a ns-si ali d a s es a n cr é e s s ur 

l a  m atri c e  e xtr a c ell ul air e,  et  l e tr a nsf ert  d es  m ol é c ul es  d’ a ci d e  si ali q u e,  pr és e nt es  e n  gr a n d e 
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q u a ntit é  a u  ni v e a u  d e  l a  m e m br a n e  i nt er n e  d u  l ys os o m e,  v er s  l a  m atri c e  e xtr a c ell ul air e  d u 

p ar asit e.  C’ est  ai nsi,  e n  pl us  d e  l a  s é cr éti o n  d e  pr ot éi n es  f or m a nt  d es  p or es,  c o m m e 

l’ h é m ol ysi n e, i n d uit e p ar l e mili e u a ci d e d e l a v a c u ol e, q u e l e p ar asit e fr a gilis e l a m e m br a n e 

d e  l a  v a c u ol e,  s’ é c h a p p e  r a pi d e m e nt  d a ns  l e  c yt o pl as m e  d e  l a  c ell ul e  h ôt e  et  s e  pr ot è g e  d e 

l’ a cti o n d es e n z y m es pr ot é ol yti q u es d e l’ h ôt e ( Al b ertti et al 2 0 1 0 ; A n dr e ws 1 9 9 0). 

 

  (ii)  êtr e  i nt er n alis é es  d e  f a ç o n  p as si v e  p ar  l es  c ell ul es  p h a g o c yt air es  d e  l’ h ôt e.  L e s 

m a cr o p h a g es  r ési d e nts  a u  ni v e a u  d u  sit e  d’i nf e cti o n  s o nt  l es  pr e mi èr es  à  i nt er a gir  a v e c  l e 

p ar asit e  ( B url ei g h  et  al  1 9 9 5).  L a  r e c o n n aiss a n c e  d e  m otif s  d e  l a  m atri c e  e xtr a c ell ul air e 

p ar asit air e v a e ntr ai n er l’i nt er n alis ati o n d e f a ç o n p assi v e d a ns l es m a cr o p h a g es et l’ a cti v ati o n 

d e  l a  v oi e  d e  l a  N A D P H  o x y d as e  p er m ett a nt  l a  pr o d u cti o n  d e  r a di c a u x  s u p er o x y d e  ( O 2 � − ) 

d a ns  l e  p h a g ol ys os o m e.  ( Fri d o vi c h  I.  1 9 9 5).  E n  p ar all èl e,  l a  pr o d u cti o n  d e  c yt o ki n es 

i nfl a m m at oir es  I F Nγ   et  T N Fα   d é cl e n c h é e  p ar  l’i nf e cti o n  v a  é g al e m e nt  sti m ul er  l es 

m a cr o p h a g es i nf e ct és e n a cti v a nt l a v oi e i N O S q ui v a c o n d uir e à l a f or m ati o n et à l a diff usi o n 

d’ o x y d e nitri q u e ( N O � ) d a ns l e p h a g ol ys os o m e ( M u n o z- F er n a n d e z  et al 1 9 9 2). L e N O �  p e ut 

r é a gir a v e c l es r a di c a u x s u p er o x y d e s O 2� −  et f or m er d u p er o x y nitrit e ( O N O O− ) u n e m ol é c ul e 

c yt ot o xi q u e  tr ès  effi c a c e  p o ur  t u er  l e  p ar asit e  ( Al v ar e z  et  al  2 0 1 1).  D e  pl us,  l’i nf e cti o n  v a 

e ntr ai n er l’ a cti v ati o n d e l a v oi e alt er n e d u c o m pl é m e nt vi a l a fi x ati o n d e l a m ol é c ul e C 3 b à l a 

s urf a c e  d e T.  cr uzi   et  p er m ettr e  ai nsi  l’ o ps o nis ati o n  (l ys e  d u  p ar asit e  p ar  l es  a nti c or ps 

l yti q u es)  et  l a  r e c o n n aiss a n c e  d u  p ar asit e  p ar  l es  m a cr o p h a g es. T. cr uzi   p oss è d e  u n  ar s e n al 

d’ e n z y m es a nti- o x y d a nt e s et d es S O D ( S u p er o xi d e dis m ut as e ), a cti v é es p ar l’ e n vir o n n e m e nt 

e xtr ê m e m e nt o x y d atif d u p h a g ol ys os o m e, p er m ett a nt a u p ar asit e d e s’ é c h a p p er v er s l e c yt os ol 

d u m a cr o p h a g e ( Pi a c e n z a et al 2 0 0 9). Ci n q p ér o xi d as es ( T c C P X,  T c M P X, T c A P X, T c G P XI et 

T c G P XII) pr o d uit es d a ns diff ér e nts c o m p arti m e nts d u p ar asit e (l e c yt os ol, l a mit o c h o n dri e et 

l e  r éti c ul u m  e n d os pl as mi q u e)  o nt  u n e  a cti o n  d e  pr ot e cti o n  c o ntr e  l es  m ol é c ul es 

h y p er o x y d a nt e s ( O 2 � − , H 2 O 2  et  O N O O − ) pr o d uit es p ar l e m a cr o p h a g e ( Pi a c e n z a et al 2 0 0 8). 

Q u atr e  S O D,  pr o d uit es  d a ns  l a  mit o c h o n dri e  o u  a u  ni v e a u  d es  gl y c os o m es,  p e u v e nt 

n e utr alis er  l es  eff ets  t o xi q u es  d es  r a di c a u x  s u p er o x y d e s  et  i n hi b er  l a  f or m ati o n  d e  O N O O −  

( Fri d o vi c h I.  1 9 9 5 ;  M at e o  2 0 0 8).  U n  m a cr o p h a g e  i nf e ct é  à  u n  r ati o  d e  5: 1  p e ut  c o ntr ôl er 

l’i nf e cti o n et t u er l es p ar asit es. P ar c o ntr e, à u n r ati o d e 1 0: 1, l e m a cr o p h a g e est d étr uit p ar l es 

p ar asit es  ( Kr ess  et  al  1 9 7 5).  Bi e n  q u e  d e  n o m br e u x  p ar asit es  s o nt  d étr uits  p ar l es 

m a cr o p h a g es a u t o ut d é b ut d e l’i nf e cti o n, c ert ai ns v o nt p o u v oir s’ é c h a p p er d u p h a g ol ys os o m e 

et s e diff ér e n ci er e n f or m es a m asti g ot es r é pli c ati v es d a ns l e c yt os ol d u m a cr o p h a g e. 

 

A pr ès pl usi e ur s t o ur s d e r é pli c ati o n d es f or m es a m asti g ot es a y a nt p u att ei n dr e l e c yt o pl as m e 

d’ u n e c ell ul e n o n p h a g o c yt air e o u l e c yt os ol d u m a cr o p h a g e, l es p ar asit es s e diff ér e n ci e nt e n 

f or m es  i nf e ct a nt es  tr y p o m asti g ot es  m o bil es  q ui  v o nt  p o u v oir,  a pr ès  r u pt ur e  d e  l a  m e m br a n e 

pl as mi q u e  d e  l a  c ell ul e  h ôt e,  à  l e ur  t o ur  i nf e ct er  d’ a utr es  c ell ul es  v oisi n es  o u  att ei n dr e  l a 

cir c ul ati o n s a n g ui n e. 

 

D ur a nt l a p h as e pr é c o c e d e l’i nf e cti o n, l es p ar asit es a y a nt att ei nts l a cir c ul ati o n s a n g ui n e v o nt 

êtr e  l a  ci bl e,  e ntr e  a utr e,  d u  s yst è m e  d u  c o m pl é m e nt,  m é c a nis m e  d e  d éf e ns e  d e  l’i m m u nit é 

i n n é e p o u v a nt êtr e a cti v é e p ar 3 v oi es : l e v oi e cl assi q u e, l a v oi e d es l e cti n es et l a v oi e alt er n e. 

P o ur  é c h a p p er  a u  s yst è m e  d u  c o m pl é m e nt, T.  cr uzi   p os s è d e nt  d e  n o m br e us es  m ol é c ul e s 
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p er m ett a nt d’i n hi b er c es 3 v oi es ( Os ori o et al 2 0 1 2). L es pri n ci p al es s o nt (i) l a c alr éti c uli n e, 

pr ot éi n e d e 4 5 K d a pr és e nt e à l a s urf a c e d u p ar asit e, p e ut s e li er à l a l e cti n e M B L ( M a n n a n 

Bi n di n g P r ot ei n ),  a u x  fi c oli n es  et  à  l a  pr ot éi n e  C 1  et  i n hi b er  l a  v oi e  d es  l e cti n es  et  l a  v oi e 

cl assi q u e d u c o m pl é m e nt, r es p e cti v e m e nt , (ii) L a C R P ( C o m pl e m e nt R e g ul at or y P r ot ei n ) o u 

G P 1 6 0  est  u n e  pr ot éi n e  d e  s urf a c e  a n cr é e- G PI  c a p a bl e  d’i n hi b er  l a  v oi e  cl assi q u e  et  l a  v oi e 

alt er n e  d u  c o m pl é m e nt  e n  s e  fi x a nt  s ur  l es  pr ot éi n es  C 3 b  et  C 4 b  ( F err eir a  et  al  2 0 0 4 ; 

S os o ni u k et al 2 0 1 4 ; N orris et al 1 9 9 1 ; B e u c h er et al 2 0 0 8). D’ a utr es pr ot éi n es p ar asit air es 

( C RI T,  T- D A F  et  g p 5 8/ 6 8)  s o nt  é g al e m e nt  c a p a bl es  d’i n hi b er  l e  s yst è m e  d u  c o m pl é m e nt 

( C est ari  I d os  et  al  2 0 0 8 ;  T a m b o ur gi  et  al  1 9 9 3 ;  Fis c h er  et  al  1 9 8 8).  Ai nsi, T.  cr uzi  est 

c a p a bl e d’i n hi b er l es éta p es d’i niti ati o n d e l a c as c a d e d u c o m pl é m e nt et l a f or m ati o n d e l a C 3 

c o n v ert as e, ét a p e cl é d es 3 v oi es d u s yst è m e d u c o m pl é m e nt. L’i n hi biti o n d e l a C 3 c o n v ert as e 

v a  e ntr ai n er  u n e  di mi n uti o n  d e  l a  f or m ati o n  d e  C 3 b  q ui  est  u n e  o ps o ni n e  p er m ett a nt 

l’i n d u cti o n d e l a p h a g o c yt os e. 

 

L a  m atri c e  e xtr a c ell ul air e  d e T.  cr uzi   pr és e nt e  à  s a  s urf a c e  u n  p ol y m or p his m e  él e v é  d e 

gl y c o pr ot éi n es  et  d e  m u ci n es  a n cr é es  p ar  u n e  str u ct ur e  G PI  à  l a  m e m br a n e  pl as mi q u e 

( B us c a gli a  et  al  2 0 0 6).  C es  pr ot éi n es  d e  s urf a c e  n o m m é es  M A S P  p o ur M u ci n- A ss o ci at e d 

S urf a c e  P r ot ei ns   s o nt  c o d é es  p ar  d es  f a mill es  m ulti g é ni q u es  r e pr és e nt a nt  e n vir o n  6 %  d es 

g è n es  p ar  g é n ô m e  di pl oï d e  ( B art h ol o m e u  et  al  2 0 0 9).  L es  M A S P  s o nt  c ar a ct éris é es  p ar  d e s 

d o m ai n es  N  et  C-t er mi n al  tr ès  c o ns er v és  et  d es  d o m ai n es  c e ntr a u x  pr és e nt a nt  d es  r é gi o ns 

v ari a bl es  et  d es  r é gi o ns  r é p ét é es.  D e  pl us,  l es  g è n es  s o nt  p arti c uli èr e m e nt  e x pri m és  p ar  l es 

f or m es  tr y p o m asti g ot es.  Ai nsi,  l a  di v er sit é  d’ a nti g è n es  pr és e nt és  « a u  m ê m e  m o m e nt »  a u 

ni v e a u  d e  l a  m atri c e  e xtr a c ell ul air e  d e T.  cr u zi   r et ar d er ait  l a  mis e  e n  pl a c e  d’ a nti c or ps 

s p é cifi q u es  n e utr alis a nts  ai nsi  q u’ u n e  r é p o ns e  c ell ul air e  c yt ot o xi q u e  d e  t y p e  T  C D 8 +  et 

p er m ettr ait  a u x  p ar asit es  d’ é c h a p p er  a u  s yst è m e  i m m u nit air e  d e  l’ h ôt e  et  d’i nf e ct er  l es 

c ell ul es ci bl es ( T arl et o n R L  2 0 0 7). 

   

U n e  a utr e  str at é gi e  mis e  e n  pl a c e  p ar  diff ér e nts mi cr o or g a nis m es  d o nt  l es  tr y p a n os o m es  est 

l’ a cti v ati o n  p ol y cl o n al e  l y m p h o c yt air e.  C h e z T. cr uzi ,  c ett e  a cti v ati o n  a  li e u  d ès  l e  d é b ut  d e 

l’i nf e cti o n. Ell e est c ar a ct éris é e p ar u n e pr olif ér ati o n m assi v e et u n e diff ér e n ci ati o n t er mi n al e 

d e t o ut es l es cl ass es l y m p h o c yt air es B et T, j us q u’ à 5 à 7 f ois l e ni v e a u n or m al, a u ni v e a u d es 

or g a n es  l y m p h oï d es  pri m air es  et  s e c o n d air es  (r at e,  g a n gli o ns)  ai nsi  q u e  d a ns  l a  cir c ul ati o n 

( Mi n o pri o et al 1 9 8 6). D a ns l e m o d èl e m uri n, il a ét é d é m o ntr é q u e l’ a cti v ati o n p ol y cl o n al e 

d es l y m p h o c yt es B est e n c or e r etr o u v é e 6 m ois a pr ès l a pri m o-i nf e cti o n ( d’I m p eri o Li m a et al 

1 9 8 6). C h e z d es p ati e nts c h a g asi q u es e n p h as e c hr o ni q u e as y m pt o m ati q u e o u m a nif est a nt u n e 

c ar di o p at hi e  c h a g asi q u e,  d es  t a u x  s éri q u es  él e v és  d e  l y m p h o c yt es  B  et  T  a cti v és  o nt  ét é 

r etr o u v és d é m o ntr a nt q u e l’ a cti v ati o n p ol y cl o n al e p er d ur e j us q u’ à l a p h as e c hr o ni q u e ( D utr a 

et al 1 9 9 4). Pl us d e 9 5 % d es l y m p h o c yt es B a cti v és n e s o nt p as s p é cifi q u es d e T. cr uzi  et l a  

m aj orit é d es a nti c or ps pr o d uits p ar l es c ell ul es s pl é ni q u es n e ci bl e nt p as l e p ar asit e ( Mi n o pri o 

et al 1 9 8 8). C o n c er n a nt l es l y m p h o c yt es T, l’ a n al ys e d u r é p ert oir e d es l y m p h o c yt es T C D 8 + a 

m o ntr é  u n e  e x pr essi o n  pr éf ér e nti ell e  d es  f a mill es  V β 5  et  V β 1 4  c ar a ct éristi q u e  d’ u n e 

a cti v ati o n p ar d es m ol é c ul es s u p er- a nti g é ni q u es ( L eit e- d e - M or a es et al 1 9 9 4). Ai nsi, l a mis e 

e n  pl a c e  t ar di v e  d’ u n e  r é p o ns e  i m m u nit air e  s p é cifi q u e  v a  p er m ettr e  l a  s ur vi e  d u  p ar asit e, 
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p oi nt cr u ci al a u d é b ut d e l’i nf e cti o n, et s o n é c h a p p e m e nt d a ns l es tiss us ci bl es ( B er m ej o et al 

2 0 1 1).  

 

Pl usi e ur s m ol é c ul es d e T. cr uzi  o nt ét é d é crit es c o m m e p o u v a nt a cti v er d e f a ç o n p ol y cl o n al e 

et  n o n  s p é cifi q u e  l es  l y m p h o c yt es  B.  C es  m ol é c ul es  s o nt  d es  mit o g è n es  B,  c’ est  à  dir e  d es 

m ol é c ul es  s o u v e nt  d e  n at ur e  pr ot éi q u e  c a p a bl es  d e  sti m ul er  l es  l y m p h o c yt es  B  e n  d é pit  d e 

l e ur  s p é cifi cit é  d e  r é c e pt e ur.  Pl usi e ur s  m ol é c ul es  p ar asit air es  o nt  ét é  d é crit es  c o m m e  d es 

mit o g è n es p o ur l es c ell ul es B. L a pr ot éi n e T c 2 4, u n a nti g è n e e x cr ét e ur s/s é cr ét e ur s ( E S A) est 

a cti v at e u r p ol y cl o n al  p o ur  l es  c ell ul es  B  ( D a  Sil v a  et  al  1 9 9 8).  U n e  m al at e  d es h y dr o g é n as e 

mit o c h o n dri al e  d e T.  cr uzi   ( m M D H),  l es  tr a ns-si ali d as e s  et  l es  st u ct ur es  G PI  (Gl y c os yl 

P h os p h ati d yl I n osit ol ) et pl us r é c e m m e nt u n e gl ut a m at e d és h y dr o g é n as e ( G D H) pr és e nt e nt a u 

ni v e a u  d e  l a  m atri c e  e xtr a c ell ul air e  d e T.  cr uzi ,  p e u v e nt  a cti v er  d e  f a ç o n  p ol y cl o n al e  l es 

c ell ul es B ( M o nt es et al 2 0 0 2 ; G a o et al 2 0 0 2 ; M o nt es et al 2 0 0 6). Et, d e f a ç o n i nt ér ess a nt e, 

u n e  e n z y m e  e x cr ét é e/ s é cr ét é e  p ar  l es  f or m es  i nf e ct a nt es  d e T. cr uzi   a  ét é  d é crit e  c o m m e  u n 

mit o g è n e B i n d é p e n d a nt d es c ell ul es T : l a T r y p a n os o m a cr uzi  pr oli n e r a c e m as e o u T c P R A C 

( R ei n a-S a n - M arti n et al 2 0 0 0). 
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I. 2. L A T R Y P A N O S O M A C R U Z I  P R O LI N E R A C E M A S E ( T c P R A C)  
 

L e l a b or at oir e a mis e n é vi d e n c e l a s é cr éti o n d’ u n mit o g è n e B p ar l es f or m es m ét a c y cli q u es 

tr y p o m asti g ot es d e c ult ur es d e l a s o u c h e d e r éf ér e n c e C L Br e n er. U n mit o g è n e B est c a p a bl e 

d’ a cti v er  d e  f a ç o n  p ol y cl o n al e  t o ut es  l es  p o p ul ati o ns  l y m p h o c yt air es  B  d o nt  l a  m aj orit é  d es 

a nti c or ps  pr o d uits  s o nt  n o n-s p é cifi q u es.  L a  c ar a ct éris ati o n  d e  c e  mit o g è n e  a  p er mis  d e 

d é m o ntr er q u’il p oss è d e é g al e m e nt u n e a cti vit é e n z y m ati q u e r a c é m as e p o ur l a pr oli n e c’ est à 

dir e  c a p a bl e  d’i nt er c o n v ertir  l es  é n a nti o m èr es  L  et  D  d e  c et  a ci d e  a mi n é.  C e  mit o g è n e  et 

e n z y m e : l a T r y p a n os o m a cr uzi  pr oli n e r a c é m as e (T c P R A C) est l a pr e mi èr e pr oli n e r a c é m as e 

d é crit e c h e z l es e u c ar y ot es ( R ei n a- S a n - M arti n et al 2 0 0 0). 
 

L es s é q u e n c es n u cl é oti di q u e et p e pti di q u e d e l a T c P R A C o nt u n e h o m ol o gi e d e 5 7 % a v e c l a 

pr oli n e r a c é m as e d e Cl ostri di u m sti c kil a n dii  (C. sti c kil a n dii ) a v e c c o ns er v ati o n d e l a s é q u e n c e 

a u ni v e a u d u sit e a ctif p o ur l es 2 r a c é m as es ( R ei n a- S a n - M arti n et al 2 0 0 0). L a pr o d u cti o n d e 

l a T c P R A C r e c o m bi n a nt e c h e z E. c oli  a m o ntr é (i) u n e a cti vit é mit o g é ni q u e p o ur l es c ell ul es 

B  i n d é p e n d a m m e nt  d’ u n e  r é p o ns e  c ell ul air e  T  (ii)  u n e  a cti vit é  r a c é m as e  i n d é p e n d a nt e  d e 

c o f a ct e ur,  u ni q u e m e nt  p o ur  l’ a ci d e  a mi n é  pr oli n e.  L’ utilis ati o n  d u  s e ul  i n hi bit e ur  c o m p étitif 

d u  s u bstr at  pr oli n e,  c o n n u  et  d é crit  p o ur  l a  pr oli n e  r a c é m as e  d e C. sti c kil a n dii ,  l e  p yr ol e- 2-

c ar b o x yli q u e  a ci d e  ( P Y C)  i n hi b e  bi e n  l’ a cti vit é  e n z y m ati q u e  d e  l a T c P R A C  ( R ei n a- S a n -

M arti n  et  al  2 0 0 0).  L a  str u ct ur e  crist all o gr a p hi q u e  d e  l a T c P R A C  a  v ali d é  l e  f ait  q u e  l a 

T c P R A C  est  u n  h o m o di m èr e  d o nt  c h a q u e  s o us- u nit é  p oss è d e  u n  sit e  a ctif  ( C h a m o n d  et  al 

2 0 0 3  ;  B us c hi a z z o,  G o yti a  et  al  2 0 0 6).  L a  pr és e n c e  d u  P Y C  a u  ni v e a u  d' u n  d es  sit es  a ctif s 

e ntr ai n e  u n  c h a n g e m e nt  d e  c o nf or m ati o n.  L e  r e m pl a c e m e nt  d' a u  m oi ns  u n e  d es  d e u x 

c yst éi n es  c at al yti q u es,  ess e nti ell es  c ar  i m pli q u é es  d a ns  l e  tr a nsf ert  d e  pr ot o ns  p er m ett a nt 

l'i nt er- c o n v er si o n d e l a f or m e L à l a f or m e D et vi c e- v er s a d e l a pr oli n e, p ar u n e s éri n e afi n 

d' é vit er  u n  c h a n g e m e nt  d e  c o nf or m ati o n  d e  l' e n z y m e,  e ntr ai n e  l a  p ert e  d e  l' a cti vit é 

e n z y m ati q u e  d e  l a T c P R A C  m ais  p as  d e l’a cti vit é  mit o g é ni q u e  ( C h a m o n d  et  al  2 0 0 3).  P ar 

c o ntr e, l a pr és e n c e d e l'i n hi bit e ur d e l a T c P R A C e ntr ai n e l a p ert e d e s o n a cti vit é mit o g é ni q u e 

c e q ui m o ntr e q u e l es é pit o p es r es p o ns a bl es d e l' a cti vit é mit o g é ni q u e d e l a T c P R A C s o nt d e 

t y p e c o nf or m ati o n n el. 
 

L’ or g a ni s ati o n g é n o mi q u e et l’ ét u d e d es tr a ns crits d e l a T c P R A C p o ur l a s o u c h e C L Br e n er 

o nt  m o ntr é  l’ e xist e n c e  d’ a u  m oi ns  2  c o pi es  d u  g è n e  p ar  g é n o m e  h a pl oï d e  sit u és  d a ns  l es 

r é gi o ns  c hr o m os o mi q u es  VII  (r é gi o n  c orr es p o n d a nt  à  a u  m oi ns  3  c hr o m os o m es  d e  t aill e s 

si mil air es) et V ( C h a m o n d et al 2 0 0 3) s el o n l a n o m e n cl at ur e d e C a n o et al. 1 9 9 5 : (i) l e g è n e 

T c P R A C A   p o u v a nt  êtr e  à  l’ ori gi n e  d’ u n e  is of or m e  d’ u n e  t aill e  d e  4 5 K D a  p oss é d a nt  u n e 

s é q u e n c e si g n al p e pti di q u e d e s é cr éti o n et d’ u n e is of or m e d’ u n e t aill e d e 3 9 K D a p o u v a nt êtr e 

g é n ér é e  gr â c e  à  u n  m é c a nis m e  d’ é piss a g e  alt er n atif  e n  tr a ns  (ii)  l e  g è n e T c P R A C B   c o d a nt 

p o ur  u n  is of or m e  m o n o m éri q u e  d e  3 9 K d a  pr és e nt a nt  7  a ci d es  a mi n és  diff ér e nts  a v e c 

l’is of or m e d e 3 9 K D a iss u d u g è n e T c P R A C A . L es 2 g è n es p ar al o g u es s o nt bi e n tr a ns crits à 

t o us  l es  st a d es  d e  d é v el o p p e m e nt  d u  p ar asit e.  D e  pl us,  l a  l o c alis ati o n  d e  l a T c P R A C  est 

m aj orit air e m e nt  c yt o pl as mi q u e  p o ur  l es  f or m es  n o n  i nf e ct a nt es  d u  p ar asit e  al or s  q u' ell e  est 

pl ut ôt  c o n c e ntr é e  a u  ni v e a u  d e  l a  p o c h e  fl a g ell air e  et  d e  l a  m e m br a n e  p o ur  l es  f or m es 

i nf e ct a nt es ( R ei n a-S a n -M art i n et al 2 0 0 0 ; C h a m o n d et al 2 0 0 3, C h a m o n d et al 2 0 0 5). 
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D es  a n al ys es  p h yl o g é n éti q u es  r é c e nt es  s ur  diff ér e nt es  s o u c h es  r e pr és e nt ati v es  d es  6 

g é n ot y p es  d e T. cr uzi   o nt  m o ntr é  q u e  l es  s o u c h es  d es  g é n ot y p es T c I  à T c I V  p oss è d e nt  u n e 

c o pi e d u g è n e T c P R A C  p ar g é n o m e h a pl oï d e al or s q u e l es s o u c h es h y bri d es cl ass é e s d a ns l es 

g é n ot y p es T c V et T c VI, d o nt l a s o u c h e C L Br e n er ( T c VI), p oss è d e nt l es g è n es T c P R A C A  et 

T c P R A C B   iss us  d es  s o u c h e s  p ar e nt al es  d e s  g é n ot y p es T c II  ( g è n e T c P R A C A )  et T c III  ( g è n e 

T c P R A C B ) ( C a ball er o et al 2 0 1 5). E x c e pt é p o ur l a s o u c h e C L Br e n er, a u c u n e s é q u e n c e si g n al 

d e s é cr éti o n n' a ét é mis e e n é vi d e n c e p ar mi l es diff ér e nt es s o u c h es ét u di é e s. 
 

L a T c P R A C e st u n f a ct e ur d e vir ul e n c e p o ur T. cr uzi  c ar l' o bt e nti o n d e m ut a nts f o n cti o n n els 

st a bl es  h y p er e x pri m a nts  s oit  l e  g è n e T c P R A C A  o u  T c P R A C B   a  m o ntr é  q u e  c es  d er ni er s  s e 

diff ér e n ci e nt pl us e n f or m es i nf e ct a nt es m ét a c y cli q u es et pr és e nt e nt u n e i nf e cti vit é a c cr u e i n 

vitr o .  L'i m p ossi bilit é  d' o bt e nir  d es  m ut a nts  n' e x pri m a nt  pl us  l e  g è n e T c P R A C B   s u g g ère 

f ort e m e nt l e c ar a ct èr e ess e nti el d e l’ e n z y m e p o ur l a s ur vi e d u p ar asit e ( C h a m o n d et al 2 0 0 5). 
 

L es  d o n n é e s  m o ntr a nt  u n e  di mi n uti o n  d e  l a  m ulti pli c ati o n  d es  p ar asit es  à  l’i nt éri e ur  d es 

c ell ul es i n vitr o e n pr és e n c e d e l’i n hi bit e ur P Y C s u g g èr e nt q u e l a T c P R A C p o urr ait êtr e u n e 

ci bl e  p o ur  l e  d é v el o p p e m e nt  d’ u n e  n o u v ell e  t h ér a pi e  c o ntr e  l a  M al a di e  d e  C h a g as.  P ar  bi o-

i nf or m ati q u e,  u n  m o d èl e  virt u el  r e pr és e nt a nt  l es  diff ér e nts  ét ats  d e  tr a nsiti o n  p ossi bl e  d e 

l’ e n z y m e d e s a f or m e « li br e » o u « li é e », c’ est à dir e pr és e n c e d e l’i n hi bit e ur a u ni v e a u d u 

sit e c at al yti q u e a p er mis l’i d e ntifi c ati o n d e n o u v e a u x i n hi bit e ur s ( B er n e m a n et al 2 0 1 3). 
 

L e  l a b or at oir e  a  mis  e n  é vi d e n c e  u n e  si g n at ur e  d es  pr oli n e  r a c é m as es  p ar  l a  pr és e n c e 

i n dis p e ns a bl e  d e  2  m otif s  p e pti di q u es  q ui  s o nt  l e  m otif  M C G H  et  l e  m otif  III  ( e n c a dr a nt  l a 

s é q u e n c e d u sit e a ctif S P C G T) et q ui p oss è d e nt l es 2 r ési d us c yst éi n e c at al yti q u es i nt er v e n a nt 

d a ns l a r é a cti o n d e r a c é mis ati o n ( C h a m o n d et al 2 0 0 3). D e pl us, 3 r ési d us n o m m és R 1, R 2 et 

R 3  p er m ett e nt  d e  dis cri mi n er  l a  s p é cifi cit é  d u  s u bstr at  e ntr e  l es  pr oli n e  r a c é m as es  et  l es 

h y dr o x y pr oli n e é pi m ér as es c o m m e p ar e x e m pl e l e r ési d u m aj e ur R 1 q ui s e tr o u v e êtr e l' a ci d e 

a mi n é ar o m ati q u e P h é n yl al a ni n e d a ns l es s é q u e n c es d es Pr oli n e R a c é m as e et q ui e n g e n dr e nt 

d es  c o ntr ai nt es  d e  c h ar g es  s ur  l' a c c e ssi bilit é  d u  s u bstr at  a u  ni v e a u  d u  sit e  a ctif  et  p er m et 

u ni q u e m e nt l' a c c ès à l a Pr oli n e et n o n à l' h y dr o x y- Pr oli n e ( G o yti a et al 2 0 0 7). U n e ét u d e s ur 

l a r e c h er c h e d es g è n es h o m ol o q u es d es Pr oli n e r a c é m as e s a m o ntr é q u e l es m otif s M C G H et 

MIII  et  l es  r ési d us  R 1,  R 2  et  R 3,  p ar mi  l es  diff ér e nt es  s o u c h es  d e T.  cr uzi   ét u di é es, 

r e pr és e nt ati v es d es 6 g é n ot y p e s (T c I à T c VI), ét ai e nt p arf ait e m e nt c o ns er v és ( C a b all er o et al 

2 0 1 5). 
 

E nfi n,  l a  pr és e n c e  d e  g è n es  h o m ol o g u es  f o n cti o n n els  d e  l a T c P R A C  r etr o u v és  u ni q u e m e nt 

d a ns  l e  g e nr e T r y p a n os o m a c h e z  l es  E u c ar y ot es  ( a bs e nts  d e s  es p è c es  d u  g e nr e L eis h m a ni a ) 

s er ait d u e à u n tr a nsf ert d e g è n e h ori z o nt al d' ori gi n e b a ct éri e n n e d e l a cl ass e d es B a cill es à u n 

a n c êtr e  c o m m u n  a u  g e nr e T r y p a n os o m a .  L' a bs e n c e  d e  Pr oli n e  R a c é m as e  c h e z  l es  a utr es 

tr y p a n os o m es  p at h o g è n es  p o ur  l' H o m m e  (T.  br u c ei s p p)  s er ait  d u e  à  u n e  p ert e  d u  g è n e  a u 

c o ur s  d e  l e ur  é v ol uti o n  ( C a b all er o  et  al  2 0 1 5).  D e  f a ç o n  i nt ér ess a nt e,  c h e z  l e  p ar asit e  n o n-

p at h o g é ni q u e T. r a n g eli , pr és e nt d a ns l es m ê m es z o n es d' e n d é mi e q u e T. cr uzi  et pl us pr o c h e 

g é n éti q u e m e nt  d e  c e  d er ni er  q u e  d es  es p è c es  d e T.  br u c ei ,  l es  s é q u e n c es  h o m ol o g u es  d e 

pr oli n e  r a c é m as es  s o nt  d es  ps e u d o g è n es  c ar  c es  d er ni èr es  s o nt  i nt err o m p u es  p ar  d es  c o d o ns 

st o p. 
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I. 3 . L E S T E S T S DI A G N O S TI Q U E S  P O U R L A M A L A DI E D E C H A G A S  

 

D e n o m br e us es m ét h o d es di a g n osti q u es e xist e nt p o ur m ettr e e n é vi d e n c e, d e f a ç o n dir e ct e o u 

i n dir e ct e,  l a  pr és e n c e  d u  p ar asit e.  P o urt a nt,  e n c or e  a uj o ur d’ h ui  d es  diffi c ult és  s u bsist e nt.  Le 

p ar asit e est r etr o u v é e n q u a ntit é si g nifi c ati v e d a ns l a cir c ul ati o n s a n g ui n e s e ul e m e nt p e n d a nt 

l a p h as e ai g u ë, c’ est à dir e e n vir o n p e n d a nt l es d e u x pr e mi er s m ois d e l’i nf e cti o n. D ur a nt l a 

p h as e  c hr o ni q u e  tr ès  p e u  d e  p ar a sit es  s o nt  cir c ul a nts,  c’ est  p o ur  c el a  q u e  b e a u c o u p  d e  t e sts 

s o uffr e nt  d’ u n e  b o n n e  s e nsi bilit é  d e  d ét e cti o n.  D a ns  l es  z o n es  d’ e n d é mi e,  pri n ci p al e m e nt 

r ur al es, l es c e ntr es d e s a nt é s o nt p e u n o m br e u x et/ o u f o n cti o n n e nt a v e c d e f ai bl es m o y e ns. L a 

m aj orit é d es p er s o n n es i nf e ct é es  s o nt as y m pt o m ati q u es et/ o u n e c o ns ult e nt p as. D e pl us, l es 

v ari a bilit és g é n éti q u es e ntr e l es diff ér e nt es s o u c h es d u p ar asit e et l a p ossi bilit é d e c oi nf e cti o n 

p ar  d’ a utr es  p ar asit es  pr és e nts  d a ns  l es  z o n es  d’ e n d é mi e  d e  l a  M al a di e  d e  C h a g as  t els  q u e 

T r y p a n os o m a  r a n g eli   ( p ar asit e  n o n  p at h o g è n e  p o ur  l’ H o m m e)  o u L eis h m a ni a   s p p  p os e nt 

e n c or e d es pr o bl è m es d e s p é cifi cit é p o ur l es t ests e xist a nt s. 

 

   I. 3. 1 L es t ests di a g n osti q u es dir e cts 

 

L’ e x a m e n  dir e ct  d’ u n  pr él è v e m e nt  d e  s a n g  p ar  mi cr os c o pi e  e ntr e  l a m e  et  l a m ell e,  o u  p ar 

fr ottis  o u  g o utt e  é p aiss e  a pr ès  fi x ati o n  et  c ol or ati o n,  p er m et  d e  d ét er mi n er  l a  pr és e n c e  d u 

p ar asit e gr â c e à s es c ar a ct éristi q u es m or p h ol o gi q u es : t aill e, f or m e, pr és e n c e d’ u n fl a g ell e et 

d’ u n ki n ét o pl ast e. D es t e c h ni q u es d e c o n c e ntr ati o n p ar c e ntrif u g ati o n o u p ar c e ntrif u g ati o n e n 

t u b e c a pill air e afi n d e r e c h er c h er l e p ar asit e a u ni v e a u d e l’i nt erf a c e gl o b ul es bl a n cs / gl o b ul es 

r o u g es, p er m ett e nt d’ a u g m e nt er l es c h a n c es d e d ét e cti o n d u p ar asit e ( F eilij et al 1 9 8 3). Ai nsi, 

l a mi cr os c o pi e o pti q u e r est e l e st a n d ar d d e r éf ér e n c e p o ur p os er l e di a g n osti c d e l a M al a di e 

d ur a nt l a p h as e ai g u ë o u e n c as d e s us pi ci o n d’i nf e cti o n c o n g é nit al e ( Fr eilij et al 1 9 9 5) . Les 

t a u x  d e  s e n si bilit é  o bt e n us  p ar  c es  m ét h o d ol o gi es  s o nt  c e p e n d a nt  d e  l’ or dr e  d e  8 0  à  9 0  % 

( G o m es et al 2 0 0 9). 

 

Il  e xist e  d es  t e c h ni q u es  d’ a m plifi c ati o n i n  vitr o et i n  vi v o  p o ur  a u g m e nt er  l e  n o m br e  d e 

p ar asit es cir c ul a nts pr él e v és, s o u v e nt f ai bl e d ur a nt l a p h as e c hr o ni q u e. L’ h é m o c ult ur e p er m et 

l a m ulti pli c ati o n i n vitr o d u p ar asit e. Tr ois mili e u x s o nt c o ur a m m e nt utilis és (i) l e mili eu B HI 

(i nf usi o n c œ ur- c er v ell e), (ii) l e mili e u LI T (Li v er I nf usi o n T r y pt os e ) q ui est é g al e m e nt utilis é 

p o ur l a c ult ur e d es f or m es é pi m asti g ot es n o n i nf e ct a nt es r etr o u v é e s d a ns l’i ns e ct e v e ct e ur et 

(iii) l e  mili e u  d e  W arr e n  ( m él a n g e  d e  mili e u  LI T,  R P MI  1 6 4 0  et  mili e u  1 9 9).  L es 

h é m o c ult ur es p er m ett e nt d’ a u g m e nt er l a s e nsi bilit é d e 3 0 à 6 0 % a pr ès 1 2 0 j o ur s d e mis e e n 

c ult ur e  ( L u z  et  al  1 9 9 4).  L e  x é n o di a g n osti c,  pr o p os é  p ar  E mil e  Br u m pt,  est  u n e  t e c h ni q u e 

d’ a m plifi c ati o n i n vi v o pr ati q u é e u ni q u e m e nt d a ns l a z o n e d’ e n d é mi e ( Br u m pt E. 1 9 1 4). D es 

tri at o m es  n o n  i nf e ct és,  c o nt e n us  d a ns  d es  p etit es  b oit es,  s o nt  a p pli q u és  s ur  pl usi e ur s  z o n es 

c ut a n é es d e l’i n di vi d u ( ess e nti ell e m e nt s ur l es br as). L a r e c h er c h e d u p ar asit e s e f ait e ns uit e 

d a ns  l es  d éj e cti o ns  d es  i n s e ct e s  1  à  2  m ois  a pr ès  l a  p a us e  s ur  l’i n di vi d u.  L’ a v a nt a g e  d e  c et 

e x a m e n,  bi e n  q u e  d e  m oi ns  e n  m oi ns  pr ati q u é  c ar  ass e z  c o ntr ai g n a nt  et  m al  s u p p ort é  p ar  l e 

p ati e nt, est l e s e ul ( a v e c l es h é m o c ult ur es) q ui p er m et d e r e c u eillir l e p ar asit e vi v a nt c h e z u n 

p ati e nt c h a g asi q u e e n p h as e c hr o ni q u e. L e s i n c o n v é ni e nts m aj e ur s d e c es d e u x m ét h o d e s s o nt 

l e t e m ps d’ o bt e nti o n d es r és ult ats et l e m a n q u e d e s e nsi bilit é. 
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Il  n’ e xist e  p as  a uj o ur d’ h ui  d e  tr o uss e  c o m m er ci al e  utilis a nt  l a  t e c h ni q u e  d e  P C R  p o ur  l e 

di a g n osti c  d e  l a  M al a di e  d e  C h a g as  c ar  a u c u n  « g ol d  st a n d ar d »  n’ a  ét é  d éfi ni e  p o ur  c ett e 

t e c h ni q u e.  Diff ér e nts  c o u pl es  d’ a m or c es,  utilis és  d a ns  diff ér e nts  l a b or at oir es  d e  R e c h er c h e, 

ci bl a nt  s oit  l’ A D N  g é n o mi q u e  d u  p ar asit e  ( T c Z 1/ T c Z 2,  B P 1/ B P 2,  O 1/ O 2,  T c a 1/ T c a 2)  s oit 

l’ A D N d u ki n ét o pl ast e ( 1 2 1/ 1 2 2, S 3 5/ S 3 6) o nt ét é t est é es et c o m p ar é es ( Virr eir a et al 2 0 0 3). 

L e c o u pl e d’ a m or c es T c Z 1/ T c Z 2 q ui r e c o n n aît u n e s é q u e n c e r é p ét é e d e 1 9 5 p b c orr es p o n d a nt 

a u  g è n e  d u  mi ni- e x o n  pr és e nt  d a ns  l’ A D N  g é n o mi q u e  n u cl é air e  d e T r y p a n os o m a  cr uzi  

p er m et l’ a m plifi c ati o n d’ u n e b a n d e d e 1 8 8 p b a v e c u n t a u x d e s e nsi b ilit é pl us él e v é q u e c el ui 

o bt e n u  p ar  l es  t e c h ni q u es  mi cr os c o pi q u es,  p e n d a nt  l a  p h as e  ai g ü e  ( M os er  et  al  1 9 8 9 ; 

Kir c h h off  et  al  1 9 9 6).  P o urt a nt,  d’ a utr es  ét u d es  o nt  m o ntr é  q u e  c es  a m or c es  p o u v ai e nt 

a m plifi er d u m at éri el g é n éti q u e a utr e q u e c el ui d e T. cr uzi  o u pr o d uir e d e f a u x p ositif s ( M os er 

et  al  1 9 8 9  ;  C astr o  et  al  2 0 0 2  ;  Q v ar nstr o m  et  al  2 0 1 2).  L es  a m or c es  ci bl a nt  l’ A D N  d u 

ki n ét o pl ast e n e p er m ett e nt p as l’ a m plifi c ati o n d e t o ut es l es li g n é es d e T. cr uzi et c ell es ci bl a nt 

l’ A D N g é n o mi q u e o nt m o ntr é d es t a u x d e s p é cifi cit é i nf éri e ur s c ar p e u v e nt a m plifi er l’ A D N 

d’ a utr es p ar asit es t els q u e T. r a n g eli  et L eis h m a ni a s p p ( Q v ar nstr o m et al 2 0 1 2 ; V all ej o et al 

1 9 9 9).  P ar  P C R  e n  t e m ps  r é el,  l a  d ét e cti o n  d’ u n e  s é q u e n c e  s at ellit e  r é p ét é e  pr és e nt e  d a ns 

l’ A D N n u cl é air e d u p ar asit e p er m ettr ait d e d ét e ct er et q u a ntifi er l’ é q ui v al e nt d e 0, 1 p ar asit e 

p ar  millilitr e  d e  s a n g  ( D uff y  et  al  2 0 0 9).  U n e  r é visi o n  c o n c er n a nt  2 6  m ét h o d es  d e  P C R  e n 

t e m ps  r é el  utilis a nt  d es  s é q u e n c es  s at ellit es  r é p ét é es  d e  l’ A D N  n u cl é air e  o u  d es  s é q u e n c es 

pr és e nt es  d a ns  l’ A D N  d u  ki n ét o pl ast e  o nt  v ali d é  l e  p ot e nti el  d e  c ett e  t e c h ni q u e  p o ur  l a 

q u a ntifi c ati o n  d u  p ar asit e  c h e z  d es m al a d es   i nf e ct és  e n  p h as e  ai g u e  et  e n  p h as e  c hr o ni q u e 

( R a mir e z  et  al  2 0 1 5).  P o urt a nt,  d es  a m éli or ati o ns  d e  c es t est s s o nt  n é c e ss air es  afi n 

d’ a u g m e nt er l e t a u x d e s e nsi bilit é q ui est a ct u ell e m e nt d e 8 0 % p o ur l a p a us e d’ u n di a g n osti c 

d’ u n  i n di vi d u  as y m pt o m ati q u e  e n  p h as e  c hr o ni q u e  ( R a mir e z  et  al  2 0 1 5).  L es  pri n ci p a u x 

f a ct e ur s li mit a nts s o nt l a q u a ntit é d e s a n g i m p ort a nt e à pr él e v er et c el a à pl usi e ur s r e pris es à 

c a us e d’ u n e p ar asit é mi e tr ès fl u ct u a nt e d ur a nt l a p h as e c hr o ni q u e d e l a M al a di e. D e pl us, c’ est 

u n e t e c h ni q u e o n ér e us e n é c es sit a nt d u m at éri el s p é cifi q u e, et diffi cil e à m ettr e e n pl a c e d a ns 

l es c e ntr es d e S a nt é s ur le t err ai n.  

 

   I.3. 2. L es t ests s ér ol o gi q u es i n dir e cts 

 

L a m aj orit é d es p er s o n n es i nf e ct é e s p ar T. cr uzi  d é v el o p p e a u c o ur s d e l’i nf e cti o n u n e r é p o ns e 

i m m u nit air e  a d a pt ati v e,  e n  p arti c uli er  d es  a nti c or ps  diri g és  c o ntr e  l e  p ar asit e.  Ai nsi,  l a 

d ét e cti o n  d e  c es  a nti c or ps  d é m o ntr e  l e  c o nt a ct  d’ u n  i n di vi d u  a v e c  l’ a g e nt  éti ol o gi q u e  d e  l a 

M al a di e  d e  C h a g as.  C’ est  p o ur q u oi,  pl usi e ur s  tr o uss es  c o m m er c i alis é es pr o p os e nt  d es 

t e c h ni q u es  f a cil es  à  m ettr e  e n  pl a c e  à  d es  c o ûts  r el ati v e m e nt  f ai bl es  t ell es  q u e 

l’I m m u n ofl u or es c e n c e  i n dir e ct e  (I FI),  l e  t est  d’i n hi biti o n  d e  l’ h é m a g gl uti n ati o n  (I H A)  et  l e 

t est E LI S A p o ur l e di a g n osti c d e l a M al a di e. 

 

L es  pr e mi er s  t ests  di a g n osti c s  s ér ol o gi q u es  à  a v oir  ét é  mis  a u  p oi nt  utilis e nt  d es  e xtr aits 

pr ot éi q u es  t ot a u x  pr o v e n a nt  d e  diff ér e nts  st a d es  d e  d é v el o p p e m e nt  d u  p ar asit e  o u  d es 

fr a cti o ns  a nti g é ni q u es  p urifi é es.  L e  t est  utilis a nt  l es  a nti g è n es  e x cr ét és/s e cr ét és  d es  f or m es 

tr y p o m asti g ot es  (T r y p o m asti g ot e  E x cr et e d/ S e cr et e d  A nti g e ns   T E S A)  s e m bl e  l e  pl us 

p erf or m a nt p o ur l e di a g n osti c d e l a M al a di e d ur a nt l a p h as e c hr o ni q u e ( U m e z a w a et al 1 9 9 6). 
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L es  l a b or at oir es  bi ol a b- M éri e u x  S. A  o nt  c o m m er ci alis é  u n  t est  n o m m é  T E S A- bl ot, 

r e c o m m a n d é p ar l’ O M S c o m m e t est d e c o nfir m ati o n ( W H O R e p ort 2 0 1 0). 

 

L e  cri bl a g e  d e  b a n q u es  d e  p h a g es  pr o d uit es  à  p artir  d’ A D N  g é n o mi q u es  o u  à  p artir  d’ A D N 

c o m pl é m e nt air es ( g é n ér és p ar r étr otr a ns cri pti o n d es A R N m t ot a u x d e s f or m es é pi m asti g ot es 

et  tr y p o m asti g ot es  d e T.  cr uzi ) iss us  d e  s ér u ms  d e  m al a d es  o u  d e  s ér u ms  d’ a ni m a u x  d e 

l a b or at oir e  i nf e ct és,  a  p er mis  l e  cl o n a g e  et  l a  pr o d u cti o n  d e  s é q u e n c es    p e pti di q u es 

c orr es p o n d a nt  à  d es  a nti g è n es  e x pri m és  p ar T.  cr uzi .  C ert ai ns  g è n es  ai nsi  i d e ntifi és  o nt 

m o ntr é  q u ’ils c o d ai e nt  p o ur  d es  p e pti d es  r é p ét és  or g a nis és  e n  t a n d e m.  C es  g è n es  s o nt  tr ès 

c o ns er v és e ntr e l es diff ér e nt es s o u c h es et li g n é es d e T. cr uzi  c o m m e p ar e x e m pl e l e p e pti d e d e 

6 8  a ci d es  a mi n és  F R A  ( fl a g ell ar r e p etiti v e a nti g e n) et   l e  p e pti d e  d e  1 4  a ci d es  a mi n és  C R A 

(c yt o pl as mi c r e p etiti v e a nti g e n)  ( C otri m et al 1 9 9 5). C es a nti g è n es o nt d a ns u n pr e mi er t e m ps 

ét é  t est és  e n i n di vi d u el  s ur  diff ér e nt es  c o h ort es  bi e n  ét a bli es,  s o us  f or m es  r e c o m bi n a nt es  o u 

s o us  f or m es  d e  p e pti d es  s y nt h éti q u es.  L es  r és ult ats  o bt e n us  o nt  m o ntr é  d e  tr ès  b o n  t a u x  d e 

s p é cifi cit é p o ur c ert ai ns a nti g è n es t est és, j us q u’ à 1 0 0 % p o ur c ert ai ns. P ar c o ntr e, l es t a u x d e 

s e nsi bilit é o bt e n us ét ai e nt i nf éri e ur s a u x t ests utilis a nt d es pr é p ar ati o ns pr ot éi q u es t ot al es d u 

p ar asit e (I b a n e z et al 1 9 8 7 ; C otri m et al 1 9 9 0 ; B ur ns et al 1 9 9 2). L’ utilis ati o n si m ult a n é e d e 

diff ér e nts  a nti g è n es  r e c o m bi n a nts  et/ o u  p e pti d es  s y nt h éti q u es  a  p er mis  d’ a u g m e nt er  l a 

s e nsi bilit é  d e  d ét e cti o n  d e  c ert ai ns  t est s  ( H o u g ht o n  et  al  1 9 9 9 ;  D a  Sil v eir a  et  al  2 0 0 1 ; 

H er n a n d e z  et  al  2 0 1 0).  P ar  e x e m pl e,  l e  t est  E LI S A  utilis a nt  l e  m él a n g e  d es  2  a nti g è n es 

r e c o m bi n a nts r é p ét és C R A + F R A t est é s ur 5 2 4 s ér u ms h u m ai ns a m o ntr é 1 0 0 % d e s p é cifi cit é 

et 9 8, 3 % d e s e nsi bilit é ( C ar v al h o et al 1 9 9 3). Pl us r é c e m m e nt, u n n o u v e a u t est n o m m é M u lti-

cr u zi  e n  p h as e fi n al e  d e  d é v el o p p e m e nt,  q ui  utilis e  1 2  a nti g è n es  diff ér e nts  « i m pri m és »  s ur 

d es p uits d e pl a q u es E LI S A et u n e a n al ys e al g orit h mi q u e vi a u n ar br e d é cisi o n n el p er m et d e 

d ét er mi n er  l es  s ér u ms  n é g atif s  o u  p ositif s  t o ut  e n  dis cri mi n a nt  l es  s ér u ms  « f a u x- p ositif s » 

( Gr a nj o n et al 2 0 1 6). 

 

   I. 3. 3. L es c rit èr es d’ é v al u ati o n d’ u n t est di a g n osti q u e 

 

U n  t est est   c o nsi d ér é  c o m m e  a p pr o pri é  p o ur  u n  di a g n osti c  q u a n d  il  p er m et  d e  di mi n u er  l e 

t a u x  d’i n c ertit u d e  l or s  d’ u n  j u g e m e nt  cli ni q u e. L a  m aî tris e pr é cis e  d es  c ar a ct éristi q u e s  d’ u n 

t est d oit p er m ettr e u n e i nt er pr ét ati o n c orr e ct e d’ u n c as d e p ati e nt et d’i nstr uir e l e m é d e ci n s ur 

l es s uit es à d o n n er. Il p e ut êtr e diffi cil e d e r é p o n dr e f or m ell e m e nt à l a q u esti o n : « u n i n di vi d u 

est -il  m al a d e  o u  n o n ?  » .  D a ns  c ett e  o pti q u e,  l’ utilis ati o n  d’ u n  « bi o m ar q u e ur »  bi e n  d éfi ni 

p o urr ait p er m ettr e d’ é v al u er u n pr o c ess us p h ysi o p at h ol o gi q u e, u n e p at h ol o gi e o u l’ effi c a cit é à 

u n  tr ait e m e nt  d o n n é.  L e  d os a g e  pr é cis  d’ u n  bi o m ar q u e ur  d a ns  u n  é c h a ntill o n  bi ol o gi q u e 

p o urr ait  d o n c  p er m ettr e  d e  p os er  u n  di a g n osti c,  d e  s ui vr e  l e  d é v el o p p e m e nt  d’ u n  pr o c ess u s 

i nf e cti e u x et/ o u p at h ol o gi q u e ai nsi q u e d’ esti m er u n pr o n osti c et d e s ur v eill er l es r é p o ns es à 

u n e c hi mi ot h ér a pi e. 

 

C o m m e nt  é v al u er  l es  p erf or m a n c es  d’ u n  t est  di a g n osti q u e  ?  Pl usi e ur s  ét a p es 

m ét h o d ol o gi q u es  o nt  ét é  d éfi ni es  p o ur  v ali d er  u n  t est  d e  f a ç o n effi c a c e   ( S a c k ett  &  H a y n es 

2 0 0 2). D a ns u n pr e mi er t e m ps, si l es r és ult ats d u t est diff èr e nt e ntr e l es i n di vi d us « m al a d es » 

et  l es  i n di vi d us  « n o n  m al a d es »  et  s o nt  e n  a c c or d  a v e c  l a  pr o b a bilit é  q u’ u n  i n di vi d u  s oit 
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att ei nt  d e  l a  p at h ol o gi e  al or s  il  y  a  u n  i nt ér êt  à  é v al u er  c e  t est  d a ns  u n e  p o p ul ati o n  d o n n é e . 

C’ est à dir e, d’ u n e p art a p pr é ci er l a v al e ur d u t est p ar l a d ét er mi n ati o n d u n o m br e d’i n di vi d us 

« m al a d es »  et  d’ a utr e  p art  a n al ys er  l es  p erf or m a n c es  d u  t est  d a ns  u n  c o nt e xt e  i d é al o ù  l a 

p o p ul ati o n s él e cti o n n é e est bi e n d éfi ni e. D a ns u n d e u xi è m e t e m ps, il est i m p ort a nt d e s a v oir 

si  l e  t est  est  c a p a bl e  d e  bi e n  disti n g u er  l es  i n di vi d us  « m al a d es »  p ar mi l es  « n o n  m al a d es » 

d a ns u n gr o u p e d’i n di vi d u d o nt l es si g n es cli ni q u es s us p e ct e nt l a p at h ol o gi e e n q u esti o n. D e 

pl us,  il  est  r e c o m m a n d é  d e  pr e n dr e  e n  c o m pt e  l es  a v a nt a g e s  d u  t est  di a g n osti q u e  d a n s 

l’ a m éli or ati o n d e l’ ét at g é n ér al d u p ati e nt s uit e à u n tr ait e m e nt a d a pt é. C e q u esti o n n e m e nt f ait 

a p p el à l a n oti o n « d’ utilit é » c ar p er m et é g al e m e nt d e v ali d er l’i m p a ct d es r és ult ats d u t est s ur 

l’ a m éli or ati o n d e l’ ét at d e s a nt é d u p ati e nt. 

 

C o m m e  d é crit  ci- d ess u s,  pl usi e ur s  c ar a ct éristi q u es  s o nt  d o n c  à  pr e n dr e  e n  c o m pt e  d a ns 

l’é v al u ati o n  d u  t est  di a g n osti q u e  vis a nt  s o n  a ut oris ati o n  d e  mis e  s ur  l e  m ar c h é ( A M M) :  l e 

r es p e ct d es b o n n e s pr ati q u es et l a c o m p ar ais o n d es r és ult ats o bt e n us p ar l e n o u v e a u t est p ar 

r a p p ort à u n e m ét h o d e di a g n osti q u e d e  r éf ér e n c e e xi st a nt e i. e. l e « g ol d st a n d ar d ». Ai nsi, l es  

c ar a ct éristi q u es i ntri ns è q u es d u t est s o nt esti m é es t ell es q u e l a s e nsi bilit é et l a s p é cifi cit é, l es 

r a p p orts d e vr aiss e m bl a n c e et l e t est d e r é p o ns e q u a ntit ati v e q ui p er m et l a d ét er mi n ati o n d’ u n 

s e uil gr â c e à l a r e pr és e nt ati o n gr a p hi q u e s o us l a f or m e d e c o ur b e R O C ( R e c ei v er O p er ati n g 

C h ar a ct e risti cs ). D’ a utr es  i nf or m ati o ns,  c ett e  f ois- ci   e xtri ns è q u es,  s o nt  d ét er mi n é es : l es 

v al e ur s pr é di cti v es r el ati v es à l a « p ositi vit é » et à l a «  n é g ati vit é » ai nsi q u e l a pr é v al e n c e. U n 

t a bl e a u dit d e « c o nti n g e n c e » ( v oir Fi g ur e 3) p e ut êtr e c o n ç u a v e c l es r és ult ats d u t est o bt e n us 

s ur  d es  é c h a ntill o ns  d o nt  l e  n o m br e  d oit  r es p e ct er  l es  crit èr es  d éfi nis  p o ur  c h a c u n e  d es 

p h as es : 

 

i. P h as es pr é- cli ni q u e s : d o n n é es i n vitr o p uis i n vi v o  s ur l e m o d èl e e x p éri m e nt al. 

ii. P h as es cli ni q u es c h e z l’ h o m m e :  

- P h as e I : d e 2 0 à 8 0 i n di vi d us 

- P h as e II : ét u d e  pil ot e,  s ur  u n  é c h a ntill o n  i nf éri e ur  à  5 0 0  i n di vi d us,  q ui 

d ét er mi n e l es p erf or m a n c es « p ositi vit é / n é g ati vit é » d u t est 

- P h as e  III :  ét u d e  pi v ot,  s ur  a u  m oi ns  1 0 0 0  i n di vi d us,  q ui  c o m p ar e  l’ effi c a cit é 

d u t est p ar r a p p ort à c el ui d e r éf ér e n c e 

- P h as e I V : d er ni èr e p h as e a v a nt l’ A M M 

 

L e  r és u m é d es crit èr es et  d es d o n n é es p er m ett a nt d e c o nfir m er o u d’ i nfir m er l a p erti n e n ce et 

l a fi a bilit é d’ u n e ét u d e pil ot e o u pi v ot est pr és e nt é d a ns l e t a bl e a u d e c o nti n g e n c e : 

 

Fi g ur e 3 : T a bl e a u d e c o nti n g e n c e 
 

E x a m e n d e R éf ér e n c e *  

 M al a d e N o n- m al a d e N o m br e 

T est ( +)  V P  F P  n 1 

T est ( -) F N  V N  n 0 

S o m m e m 1  m 0  n 
*  V P = vr ais p ositif s ; V N = vr ais n é g atif s ; F P = f a u x p ositif s et F N = f a u x n é g atif s. 
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A  p artir  d e  l’ a g e n c e m e nt  d es  r és ult ats  o bt e n us  d a ns  l e  t a bl e a u  d e  c o nti n g e n c e, il  est d o n c 

p ossi bl e  d e  c al c ul er  l a  « pr é v al e n c e »  d éfi ni e  c o m m e  m/ n,  l a  « s e nsi bilit é » d éfi ni e  c o m m e 

V P/ m 1 et l a « s p é cifi cit é » é g al e à V N/ m 0. L e r a p p ort d e vr aiss e m bl a n c e p er m et d’ o bt e nir d es 

i nf or m ati o ns  pr é di cti v es  i m p ort a nt es,  n ot a m m e nt  l es  v al e ur s  pr é di cti v es  p ositi v es  ( V P P) et 

n é g ati v es ( V P N) c’ est à dir e l a pr o b a bilit é d’ êtr e m al a d e s a c h a nt q u e l e t est est p ositif o u q u e 

l e t est est n é g atif r es p e cti v e m e nt. C es v al e ur s s o nt c al c ul é es à p artir d es f or m ul es s ui v a nt es : 

 

V P P = V P/( V P + n 1) 

et  

V P N = V N/( V N/ n 0) 

 

   I. 3. 4.  V er s  l e  d é v el o p p e m e nt  d e  n o u v e a u x  m ar q u e ur s  di a g n osti q u es  et  d e  s ui vi  p ost-

tr ait e m e nt 

 

Bi e n  q u e  d’ é n or m es  eff orts  o nt  ét é  f o ur nis  d a ns  l e  b ut  d’ o bt e nir  u n  t est  s ér ol o gi q u e  1 0 0 % 

s p é cifi q u e et 1 0 0 % s e nsi bl e p o ur l e di a g n osti c d e l a M al a di e d e C h a g as, d es tr a v a u x r est e nt 

e n c or e  à  f air e  p o ur  l’ o bt e nti o n  d’ u n t el  t est.  L es  t ests  di a g n osti cs  c o m m er ci alis é s  o nt  f ait 

l’ o bj et d’ u n r a p p ort d e l’ O M S ( W H O R e p ort 2 0 1 0). L es t a u x d e  s e n si bilit é et d e s p é cifi cit é 

é n o n c és  p ar  l es  f a bri c a nts  d es  diff ér e nts  t ests  c o m m er ci alis és  s o nt  s u p éri e ur s  à  9 8 %  -  9 9 %. 

P o urt a nt  ils  n e r efl èt e nt  p as  t o uj o ur s  l a  r é alit é  di a g n osti q u e  s ur  l e  t err ai n  o ù  l’ o n  est  e n c or e 

c o nfr o nt é  à  d es  pr o bl è m es  d e  f a u x  p ositif s  o u  d e  f a u x  n é g atif s,  pri n ci p al e m e nt  p o ur  d es 

r ais o ns  d e  r é a cti o ns  cr ois é es  a v e c  d’ a utr es  tr y p a n os o m ati d és  (T. r a n g eli  et L eis h m a ni a s p p ) 

m ais a ussi à c a u s e d e l a di v er sit é g é n éti q u e d es m ulti pl es s o u c h es d e T. cr uzi  r é p arti es s ur t o ut 

l e  c o nti n e nt  s u d  a m éri c ai n.  P o ur  c es  r ais o ns,  l es  r e c o m m a n d ati o ns  d e  l’ O M S,  pr é c o nis a nt 

l’ utilis ati o n  d’ a u  m oi ns  d e u x  t e c h ni q u es  diff ér e nt es  p o ur  l e  di a g n osti c  d’ u n e  s us pi ci o n 

cli ni q u e,  d’ u n e  i nf e cti o n  c o n g é nit al e  o u  p o ur  l’ é v al u ati o n  d’ u n e  g u éris o n  p ost- tr ait em e nt, 

r est e nt i n c h a n g é es ( v oir Fi g ur e 4). 

 

              

Fi g u r e 4 : T a bl e a u d e s r e c o m m a n d ati o ns d e l’ O M S p o u r l e di a g n osti c d e l a M al a di e d e C h a g as.  
C o ntr ol of C h a g a s Di s e a s e. S e c o n d r e p ort of t h e W H O E x p ert C o m mitt e e, 2 0 0 2. 
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D u e  à l a  c o m pl e xit é  p h ysi o p at h ol o gi q u e  d e  l a  M al a di e  d e  C h a g as,  l a  r e c h er c h e  et  l a 

v ali d ati o n d e m ar q u e ur s q ui p er m ettr ai e nt (i) d e pr é v oir q u els s er o nt l es p ati e nts c h a g asi q u es 

as y m pt o m ati q u es q ui d é v el o p p er o nt l es c o m pli c ati o ns s é v èr es d e l a M al a di e, (ii) d’ é v al u er à 

c o urt t er m e l’ effi c a cit é d’ u n tr ait e m e nt (iii) o u e n c or e d e d ét e ct er d e f a ç o n pr é c o c e l e d é b ut d e 

l a  p h as e  c hr o ni q u e  s y m pt o m ati q u e  ( c ar di o p at hi e,  m a nif esti o ns  di g esti v es)  est  u n  c h all e n g e 

é vi d e nt.  A  c e  j o ur ,  l e  « g ol d  st a n d ar d » p er m ett a nt  d e  s e  pr o n o n c er  s ur  l a  b o n n e  v oi e  d e  

g u éris o n  d’ u n  m al a d e r est e  l a  n é g ati v ati o n  d es  t ests  s ér ol o gi q u es  c o n v e nti o n n els  é g al e m e nt 

utilis és  p o ur  l e  di a g n osti q u e  d e  l a  M al a di e.  Or,  il  a  ét é  d é m o ntr é  q u e  l a  s ér o c o n v er si o n  d es 

a nti c or ps  diri g és  c o ntr e  l e  p ar asit e  p o u v ait  pr e n dr e  pl usi e ur s  a n n é es  a pr ès  l a  fi n  d’ u n 

tr ait e m e nt, p o ur d es r ais o ns e n c or e m al ét a bli es ( C a n ç a d o J R 2 0 0 2 ; Vi otti et al 2 0 1 1). 

 

L’ é v al u ati o n d es titr es d’ a nti c or ps d é v el o p p és c o ntr e c ert ai ns a nti g è n es p ar asit air es a mis  e n 

é vi d e n c e  q u e  c es  d er ni er s  pr és e nt er ai e nt  d e  m eill e ur es  p erf or m a n c es  pr o n osti q u es  q u e  c e u x 

utilis és  p o ur  l es  t ests  s ér ol o gi q u es  c o n v e nti o n n els.  D es  a nti c or ps  dits  « l yti q u es »  (i. e. l yti c 

a nti b o di es ) e ntr ai n e nt l a l ys e d es f or m es tr y p o m asti g ot es vi a l’ a cti o n d u c o m pl é m e nt ( Kr ettli 

et  Br e n er  1 9 7 6).  Ils  s o nt  r etr o u v és  à  u n  t a u x  p arti c uli èr e m e nt  él e v és  c h e z  l es  p ati e nts 

c h a g asi q u e s  c hr o ni q u es  as y m pt o m ati q u es  et  a ur ai e nt  u n  r ôl e  s ur  l e  c o ntr ôl e  d e  l’i nf e cti o n. 

C h e z  d es  p ati e nts  tr ait és,  l es  titr es  d e  c es  a nti c or ps  d e vi e n n e nt  n é g atif s  al or s  q u e  l es  t ests 

s ér ol o gi q u es  c o n v e nti o n n els  r est e nt  p ositif s  ( G al v a o  et  al  1 9 9 3 ;  Kr ettli  A U  2 0 0 9).  C ett e 

s ér o c o n v er si o n  s e m bl er ait  i n di q u é  l’ ér a di c ati o n  d u  p ar asit e  et  d e  f ait  p o urr ait  êtr e  utilis é 

c o m m e m ar q u e ur d e « c ur e » ( Z ul a nt a y et al 1 9 9 8) .  

 

U n e  b aiss e  si g nifi c ati v e  et  pl us  pr é c o c e  d u  titr e  d’ a nti c or ps  s p é cifi q u e m e nt  diri g és  c o ntr e 

c ert ai n es  pr ot éi n es  p ar asit air es  r e c o m bi n a nt e s  t ell es  q u e  l a  r T c 2 4, l a r C R P  (C o m pl e m e nt 

R e g ul at or y P r ot ei n )  o u  e n c or e  d es  a nti g è n es  c o nsi d ér és  c o m m e  « i m m u n o d o mi n a nts », t els 

q u e  K M P 1 1/ P F R 2/ H S P 7 0/ T g p 6 3,  a  ét é  d é m o ntr é e  d a ns  d es  s ér u ms  d e  p ati e nts  « tr ait és » 

( Kr a ut z et al 1 9 9 5 ; M eir a et al 2 0 0 4 ; F er n a n d e z- Vill e g as et al 2 0 1 1). D’ a utr es é q ui p es o nt 

d é m o ntr é  q u e  d es  is ot y p es  p arti c uli er s  I g G 2   et/ o u  d es  I g A  diri g és  c o ntr e  l es  a nti g è n es  F R A 

et/ o u C R A ét ai e nt r etr o u v és e n pl us gr a n d e q u a ntit é et d e f a ç o n si g nifi c ati v e c h e z d es p ati e nts 

pr és e nt a nt u n e c ar di o m y o p at hi e o u d es c o m pli c ati o ns di g esti v es d e l a M al a di e r es p e cti v e m e nt 

( V er ç os a et al 2 0 0 7 ; V as c o n c el os et al 2 0 1 1). C es a nti c or ps p o urr ai e nt s er vir d e m ar q u e ur s 

p o ur d ét er mi n er l a pr o gr essi o n d e l a M al a di e. 

 

E nfi n, p o ur d ét er mi n er l’ effi c a cit é d es tr ait e m e nts c h e z d es p ati e nts c h a g asi q u es c hr o ni q u es, 

l es  t e c h ni q u es  d e  P C R  p er m ett a nt  l’i d e ntifi c ati o n  dir e ct e  d u  p ar asit e  p ar  l’ a m plifi c ati o n  d e 

g è n es s p é cifi q u es o nt d é m o ntr é l es m eill e ur es p erf or m a n c es a u ni v e a u s e nsi bilit é et t e m ps d e 

r é p o ns e  ( Britt o  et  al  1 9 9 9 ;  F er n a n d es  et  al  2 0 0 9).  T o ut ef ois,  s a c h a nt  q u e  l a  p ar asit é mi e 

p e n d a nt  l a  p h as e  c hr o ni q u e  est  fl u ct u a nt e  et  tr è s  p e u  él e v é e,  u n e  P C R  n é g ati v e  n e  p e ut 

si g nifi er à 1 0 0 % q u e l e p ati e nt a ét é g u éri. Ai nsi, il est r e c o m m a n d é d’ eff e ct u er pl usi e ur s t ests 

à diff ér e nts t e m ps d’i nt er v all e p o ur v ali d er l’ effi c a cit é d es tr ait e m e nts ( M ur ci a et al 2 0 1 0). 
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   I.3 . 5. D é v el o p p e m e nt d e n o u v e a u x o utils : a nti c or ps c o n v e nti o n n els « v er s us » VH H 

 

L es a nti c or ps as s ur e nt l a r é p o ns e i m m u nit air e a d a pt ati v e d e t y p e h u m or al e c h e z l es v ert é br és 

s u p éri e ur s  e n  ass ur a nt,  e ntr e  a utr e,  l a  r e c o n n aiss a n c e  s p é cifi q u e  d’ u n  a nti g è n e.  C h e z  l es 

m a m mif èr es, l a m aj orit é d es a nti c or ps r etr o u v és d a ns l e s ér u m s o nt l es i m m u n o gl o b uli n es d e 

t y p e I gG  q ui  s o nt  d es  gl y c o pr ot éi n es,  pr o d uit es  e x cl u si v e m e nt  p ar  l es  c ell ul es  B,  r etr o u v és 

s oi t à l a s urf a c e d u l y m p h o c yt e B s oit s o us f or m e s ol u bl e, s é cr ét és p ar l es pl as m o c yt es.  

 

E n f or m e d’ Y, l es I g G s o nt c o m p os é es d e q u atr e s o us- u nit é s p ol y p e pti di q u es i d e nti q u es d e u x 

à d e u x : d e u x c h aî n es l o ur d es n o m m é es H ( h e a v y c h ai n ) et d e u x c h aî n es l é g èr es n o m m é es L 

(li g ht c h ai n). Au ni v e a u N-t er mi n al d es c h aî n es l o ur d es et l é g èr es, o n r etr o u v e d es d o m ai n es 

pr és e nt a nt  d es  s é q u e n c e s  v ari a bl es  n o m m és   VH  et  V L .  L a  r é gi o n  i m pli q u é e  d a ns  l a 

r e c o n n aiss a n c e  et  l a fi x ati o n  d e  l’ a nti g è n e : l e F a b  ( fr a g m e nt a nti g e n bi n di n g)  est  c o nstit u é e 

p ar l a c o m bi n ais o n d’ u n d o m ai n e V H  a v e c u n d o m ai n e VL . C h a q u e d o m ai n e VH  et V L  p oss è d e 

tr oi s  b o u cl es  h y p er v ari a bl es  n o m m é es  C D R 1,  C D R 2  et  C D R 3  (c o m pl e m e nt ar y d et er mi ni n g 

r e gi o ns)  as s ur a nt  l a  c o m pl é m e nt arit é  a v e c  l’ é pit o p e  d e  l’ a nti g è n e.  C es  tr ois  r é gi o ns  s o nt 

e n c a dr é es  p ar  q u atr e  r é gi o ns  pl us  c o ns er v é es  n o m m é es  F R  ( fr a m e w or k r e gi o ns)  as s ur a nt  l a 

st a bilit é d es d o m ai n es v ari a bl es. A u ni v e a u C-t er mi n al, o n r etr o u v e tr ois d o m ai n es c o nst a nts 

p o ur l es c h aî n es l o ur d es n o m m és C H 1 , CH 2  et C H 3  et u n d o m ai n e c o nst a nt n o m m é CL  p o ur l es 

c h ai n es l é g èr es. C es d o m ai n e s c o nst a nt s s o nt i m pli q u és d a ns l es f o n cti o ns eff e ctri c es c o m m e 

l a fix ati o n d u c o m pl é m e nt. 

 

L es I g G s o nt l e s pr ot éi n es l es pl u s ét u di é e s et l es mi e u x c ar a ct éris é es.  Ell es s o nt tr ès utilis é es 

d a ns  l es  d o m ai n es  d u  di a g n osti q u e  et  d e  l a  t h ér a p e uti q u e.  L’i m m u nis ati o n  d’ a ni m a u x  d e 

l a b or at oir e a v e c u n a nti g è n e p er m et l’ o bt e nti o n d’ a nti c or ps p ol y cl o n a u x ( pl usi e ur s a nti c or ps 

r e c o n n aiss a nt diff ér e nts é pit o p es d e l’ a nti g è n e) o u d’ a nti c or ps m o n o cl o n a u x r e c o n n ais s a nt u n 

é pit o p e u ni q u e. L es pr o gr ès e n g é ni e g é n éti q u e o nt p er mis d e s’ affr a n c hir d e l a c o ntr ai nt e d e 

t aill e  d’ u n e  I g G  c o n v e nti o n n ell e  ( 1 5 0  K D a)  e n  él a b or a nt  d es  a nti c or ps  r e c o m bi n a nts 

c orr es p o n d a nt  à  diff ér e nts  fr a g m e nts  p ol y p e pti di q u es  iss u s  d’ u n e  I g G  c o n v e nti o n n ell e,  d e 

pl us p etit es t aill es m ais t o uj o ur s c a p a bl es d e r e c o n n aîtr e l’ a nti g è n e t els q u e l es F a b ( 5 7 K D a) 

p o ur fr a g m e nt a nti g e n bi n di n g et l es s c F v ( 2 7 K D a) p o ur si n gl e- c h ai n v ari a bl e fr a g m e nt  q ui 

c orr es p o n d e nt u ni q u e m e nt a u x d o m ai n es v ari a bl es V H  et V L  d u F a b ( N el s o n A L 2 0 1 0). 

 

P ar aill e ur s , des a nti c or ps c o m p os és u ni q u e m e nt d e c h aî n es l o ur d es : l es H c A bs  (h e a v y- c h ai n 

o nl y  a nti b o di es )  c o e xist e nt  a v e c  d es  i m m u n o gl o b uli n es  « c o n v e nti o n n ell es »  c h e z  les 

C a m éli d és  ( H a m er s- C ast er m a n  et  al.  1 9 9 3).  L’ ori gi n alit é  d e  c es H c A bs   est  q u e  l a  z o n e 

c orr es p o n d a nt  a u  p ar at o p e  est  c o nstit u é e  d’ u n  d o m ai n e  v ari a bl e  u ni q u e  n o m m é  V H H 

(v ari a bl e d o m ai n of h e a v y- c h ai n o nl y )  pr és e nt a nt  l es  m ê m es  c ar a ct éristi q u es  d e  di v er sit é  d e 

r é p ert oir e q u e l es a nti c or ps « cl assi q u es » des m a m mif èr es. L e V H H d’ u n e t aill e d’ e n vir o n 1 5 

K D a est l e pl us p etit fr a g m e nt i nt a ct d’ a nti c or ps n at ur el c o n n u c a p a bl e d e s e li er à u n a nti g è n e 

( M u yl d er m a ns  et  al  1 9 9 4).  E n  r ais o n  d e  l e ur  p etit e  t aill e, ils  s o nt  é g al e m e nt  n o m m és 

N a n o b o di es . Ils s o nt d e pl us e n pl us utilis és d a ns d e n o m br e u x d o m ai n es, e n p arti c uli er d a ns 

l e d o m ai n e d e l a C a n c ér ol o gi e et l’i m a g eri e m é di c al e. 
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O n r etr o u v e d a ns l e s a n g d es C a m éli d és tr ois is ot y p es d’I g G : l es I g G 1  h ét ér ot étr a m éri q u es d e 

t y p e  « c o n v e nti o n n el »  et  l es  I g G2   et  I g G3   q ui  s o nt  d es  h o m o di m èr es  d e  c h aî n e s  l o ur d es 

(H c A bs ). L a t aill e d e l’H c A b  est d’ e n vir o n 9 0 K D a c ar n e pr és e nt e p as d e d o m ai n e c o nst a nt 

C H 1   et  d e  c h aî n es  l é g èr e s.  L’ a bs e n c e  d u  d o m ai n e  c o nst a nt  CH 1   e x pli q u er ait  p o ur q u oi  c es 

a nti c or ps  n’ arri v e nt  p as  à  ass o ci er  d e  c h aî n es  l é g èr es  d ur a nt  l e ur  s y nt h ès e.  P ar  c o ns é q u e nt, 

l’ H c A b pr és e nt e u n u ni q u e d o m ai n e v ari a bl e : l e VH H. 

 

L e  V H H  est  c o d é  p ar  u n  g è n e  u ni q u e  d’ e n vir o n  3 6 0  p b  ( M u yl d er m a ns  et  al  2 0 1 3) . L e VH H 

pr és e nt e  u n e  s urf a c e  r e m o d el é e  dir e ct e m e nt  r eli é  a u x  d o m ai n es  c o nst a nt s  p ar  u n e  r é gi o n 

c h ar ni èr e  pl us  fl e xi bl e,  d’ u n e  l o n g u e ur  d e  1 5  à  3 5  a ci d es  a mi n és  o u  d e  1 2  a ci d es  a mi n és, 

d éfi niss a nt  ai nsi  l’ a p p art e n a n c e  à  l’is ot y p e  I g G 2   o u  I g G3   r es p e cti v e m e nt  ( Vi n c k e  & 

M u yl d er m a ns  2 0 1 2)  ( v oir  Fi g ur e  5 A ). S o n  or g a nis ati o n  g é n éti q u e,  si mil air e  a u  V H   d es  I g G 

cl assi q u e s,  c o m p ort e  é g al e m e nt  q u atr e  r é gi o ns  F R  c o ns er v é es  e n c a dr a nt  tr ois  r é gi o ns 

h y p er v ari a bl es  c orr es p o n d a nt  a u x  r é gi o ns  c o m pl é m e nt air es  d ét er mi n a nt es  a v e c  l’ é pit o p e 

( C D Rs). L e VH H f ait u n e t aill e d e 1 1 0 a ci d es a mi n és e n vir o n. S a str u ct ur e tri di m e nsi o n n ell e 

est or g a nis é e p ar d e u x e ns e m bl es a g e n c és d e q u atr e et ci n q f e uill ets b et a a nti p ar all èl es o ù s o nt 

i m bri q u é es l es r é gi o ns h y p er v ari a bl es e n f or m e d e b o u cl es. C es b o u cl es, a u n o m br e d e tr ois, 

s o nt  ori e nt é es  e n  p ositi o n  N-t er mi n al e  d u  d o m ai n e  et  f or m e nt  ai nsi  u n e  s urf a c e  c o nti n u e 

c orr es p o n d a nt a u p ar at o p e c’ est à dir e l a z o n e d e r e c o n n aiss a n c e à l’ é pit o p e ( v oir Fi g ur e 5 B ). 

 

                
 

Fi g u r e 5. C o m p a r ai s o n e nt r e u n e I g G c o n v e nti o n n ell e et u n H c A b  d e C a m éli d é s.  
( A)  Le s   i m m u n o gl o b uli n e s  d e  t y p e  I g G  s o nt  c o m p os é e s  d e  d e u x  c h ai n e s  l o ur d e s  et  d e u x  c h ai n e s  l é g èr e s 
(i n di q u é e s  e n  vi ol et). A u  ni v e a u  N-t er mi n al  s e  tr o u v e nt  l e s  c h ai n e s  l é g èr e s  q ui  a ss o ci é e s  a v e c  l e s  r é gi o ns 
v ari a bl e s d e s c h ai n e s l o ur d e s c o nstit u e nt l a z o n e d e r e c o n n ai ss a n c e d e l’ a nti g è n e. L e s h o m o di m èr e s d e c h aî n e s 
l o ur d e s  ( o u H c A b )  c o m pr e n n e nt  d e u x  d o m ai n e s  c o nst a nt s  ( C H 2  et  C H 3)  et  u n  d o m ai n e  v ari a bl e  (i n di q u é  e n 
r o u g e).  C e  d o m ai n e  v ari a bl e  u ni q u e  r e pr é s e nt a nt  l a  z o n e  d e  r e c o n n ai ss a n c e  a v e c  l’ a nti g è n e  e st  é g al e m e nt 
n o m m é V H H o u n a n o b o d y . ( B) L a z o n e d e r e c o n n ai ss a n c e d e l’ a nti g è n e d u VH H e st or g a ni s é e c o m m e l a r é gi o n 
V H   d’ u n e  i m m u n o gl o b uli n e  c o n v e nti o n n ell e  a v e c  l a  pr é s e n c e  d e  4 r é gi o ns c o ns er v é e s  F R  e n c a dr a nt  3  r é gi o ns 
h y p er v ari a bl e s C D R a g e n c é e s e n p ositi o n N-t er mi n al e d e l’ a nti c or ps d a ns s a str u ct ur e tri di m e nsi o n n ell e.  
Is a b el V a n A u d e n h o v e & J a n G ett e m a ns. E Bi o M e di ci n e 2 0 1 6. 
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C o m p ar ati v e m e nt a u x V H  c o n v e nti o n n ell e s, o n p e ut n ot er d es diff ér e n c es si g nifi c ati v es. L es 

d o m ai n es  C D R 1  et  C D R 3  s o nt  pl us  l o n gs  et  p er m ett e nt  ai nsi  l e  m ai nti e nt  d’ u n e  s urf a c e 

« s atisf ais a nt e » d u p ar at o p e. D e pl us, l e d o m ai n e C D R 1 p os s è d e d e u x p oi nts s u p pl é m e nt air es 

d’ h y p er m ut ati o n  s o m ati q u e  et  e x pli q u er ait  ai nsi  l a  c o m p e ns ati o n  d e  li mit ati o n  d u  r é p ert oir e 

p ar  r a p p ort  a u x  i m m u n o gl o b uli n es  cl assi q u es  p o ur  l es q u ell es  l a  di v er sit é  d u  p ar at o p e  est  e n 

gr a n d e  p arti e  d u e  à  l a  c o m bi n ais o n  d’ u n  V L   et  d’ u n  VH   ( M u yl d er m a ns  et  al  2 0 0 9).  P ar 

aill e ur s, l e ur c o nf or m ati o n t erti air e pl us ét e n d u e d e f or m e c o n v e x e p er m ettr ait d’ att ei n dr e d es 

c a vit és a nti g é ni q u es c o n c a v es t els q u e l e sit e a ctif d’ u n e e n z y m e o u l a z o n e d’ u n r é c e pt e ur à 

s o n li g a n d ( L a u w er e ys et al 1 9 9 8 ; D e G e nst et al 2 0 0 6 ; M u yl d er m a ns et al 2 0 0 9). L a r é gi o n 

h a ut e m e nt  c o ns er v é e  F R 2  est  c o nstit u é e  pri n ci p al e m e nt  d’ a ci d es  a mi n és  d e  n at ur e 

h y dr o p h o b e p o ur l es a nti c or ps c o n v e nti o n n els. D a ns l e c as d es V H H, n o us tr o u v o ns d es a ci d es 

a mi n és d e n at ur e h y dr o p hil es et/ o u d e p etit es t aill es, c e q ui e x pli q u er ait l e ur s ol u bilit é él e v é e 

et é vit er ait l e ur a gr é g ati o n e n l’ a bs e n c e d e c h aî n e l é g èr e ( M u yl d er m a ns et al 2 0 0 9). 

 

1. 3. 5. 1 . L es pr o pri ét és bi ol o gi q u es et p h ysi c o- c hi mi q u es d es V H H 

 

L es V H H s o nt p e u i m m u n o g è n es c ar l e ur s s é q u e n c es pr és e nt e nt d e f ort es h o m ol o gi es a v e c l es 

g è n es V H  d e l a f a mill e 3 d e l’ H o m m e f o nt q u’ils s o nt p e u i m m u n o g è n es ( B a n n as et al 2 0 1 7). 

L e ur  str u ct ur e  m o n o m éri q u e  si m plifi e  l e ur  cl o n a g e .  De  p etit e  t aill e  et  d e  n at ur e  h y dr o p hil e 

( e n  p arti c uli er  l e  d o m ai n e  F R 2),  l e  VH H  p e ut  êtr e  pr o d uit  d a ns  diff ér e nts  s yst è m es 

d’ e x pr es si o n c ar c o ns er v e s es pr o pri ét és d e r e c o n n aiss a n c e d e l’ a nti g è n e m al gr é l’ a bs e n c e d e 

f or m ati o n d e p o nt dis ulf ur e l or s q u’il est pr o d uit s o us s a f or m e r e c o m bi n a nt e d a ns u n s yst è m e 

d’ e x pr es si o n b a ct éri e n d e t y p e c yt o pl as mi q u e ( D e M e y er et al 2 0 1 4 ; T a n a k a et al 2 0 0 3 ; Li et 

al 2 0 1 2).  

 

Il  a  ét é  m o ntr é  q u e  l e  VH H  p oss è d e  d es  pr o pri ét és  d’ affi nit é  et  d e  s p é cifi cit é  él e v é e  d a ns  l a 

r e c o n n aiss a n c e  d e  l’ a nti g è n e  ( H a mer s - C ast er m a n  et  al  1 9 9 3).  L e  d o m ai n e  C D R 3  d u  VH H, 

r e pr és e nt a nt e ntr e 6 0 à 8 0 % d e l a s urf a c e d e r e c o n n aiss a n c e a v e c l’ é pit o p e, p e ut êtr e e x pri m é 

s o us  f or m e  d’ u n e  l o n g u e  b o u cl e  p er m ett a nt  l' a c c ès  à  d es  é pit o p es  cr y pti q u es,  c o n c a v es  o u 

m as q u és, n o n a c c essi bl e s a u x a nti c or ps c o n v e nti o n n els ( D e G e nst et al 2 0 0 6 ; M u yl d er m a ns 

et al 2 0 0 9 ; G ar z a et al 2 0 1 7 ). I n vi v o, gr â c e à l e ur p etit e t aill e et à l e ur s ol u bilit é él e v é e, ils 

pr és e nt e nt d e b o n n es c a p a cit és d e diff usi o n et d e p é n étr ati o n d a ns l es tiss us ( V a n B o c kst a el e 

et  al  2 0 0 9).  Il  a  ét é  d é m o ntr é  q u e  c ert ai ns  V H H  p o u v ai e nt  s e  fi x er  s ur  d es  ci bl es  e xtr a  o u 

i ntr a c ell ul air es  a u  ni v e a u  d u  c er v e a u  et  d e  f ait,  a v ai e nt  l a  c a p a cit é  d e  tr a v er s er  l a  b arri èr e 

h é m at o- e n c é p h ali q u e i n vitr o et i n vi v o et ai nsi s e fi x er s ur d es a nti g è n es c o nsi d ér és j us q u e l à 

c o m m e « i n a c c essi bl es » ( A b ulr o b et al 2 0 0 5 ; L af a y e et al 2 0 0 9 ; Li et al 2 0 1 2 ; N a b u ur s et al 

2 1 0 2 ; C alj o n et al 2 0 1 2 ; Li et al 2 0 1 6). 

 

Gr â c e  à  l e ur s  pr o pri ét és  p h ysi c o c hi mi q u es  p arti c uli èr es,  l e  V H H  p e ut  pr és e nt er  u n e  gr a n d e 

st a bilit é et u n e gr a n d e r ésist a n c e à d es c o n diti o ns p h ysi c o c hi mi q u es e xtr ê m es ( M u yl d er m a ns 

et al 2 0 1 3). Il p e ut êtr e f a cil e m e nt c o n c e ntr é p ar ultr afiltr ati o n et c o ns er v é d a ns d es t a m p o ns 

p h os p h at e  o u  Tris  c o n v e nti o n n els  p e n d a nt  d es  m ois  à  4 ° C  o u  pl us  l o n gt e m ps  à  - 2 0 ° C 

( M u yl d er m a ns  et  al  2 0 1 3).  C ert ai ns  VH H  o nt  m o ntr é  d es  r ésist a n c es  e x c e pti o n n ell es  à  d es 

t e m p ér at ur es all a nt j us q u’ à 9 0 ° C, à d es c o n diti o ns d e p H e xtr ê m e ai nsi q u’ a u x pr ot é as es ( V a n 
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d er  Li n d e n  et  al  1 9 9 9 ;  L a n d e ns o n  et  al  2 0 0 6).  L’ e x e m pl e  d e  V H H s él e cti o n n és  et  diri g és 

c o ntr e  u n e  ur é as e  d’ H eli c o b a ct er p yl ori ( b a ct éri e  i m pli q u é e  d a ns  l’ ul c èr e  d e  l’ est o m a c)  o nt 

d é m o ntr é  u n e  a cti vit é  i n hi bitri c e  d e  l a  b a ct éri e  e n  pr és e n c e  d’ a ci d e  c hl or h y dri q u e  et  d e 

l’ e n z y m e di g esti v e p e psi n e ( Ar d e k a ni et al 2 0 1 3). D’ a utr es ét u d es o nt d é m o ntr é l a r ésist a n c e 

d es  V H H  a u x  a g e nt s  d é n at ur a nts  et  a u x  s ol v a nts  t els  q u e  l e  m ét h a n ol,  l’ a c ét o n e  o u  e n c or e 

l’ a c ét o nitril e ( D o n a et al 2 0 1 0 ; H e et al 2 0 1 4).  

 

1. 3. 5. 2 . L’ o bt e nti o n d e V H H r e c o m bi n a nt s 

 

L e ur pr o d u cti o n n é c essit e e n g é n ér al l’i m m u nis ati o n d’ u n C a m eli d a e a v e c l’ a nti g è n e d’i nt ér êt 

afi n  d e  p o u v oir  cl o n er  l’ e ns e m bl e  d u  r é p ert oir e  d u  s e g m e nt  g é ni q u e  V  o bt e n u  a pr ès 

p urifi c ati o n d es l y m p h o c yt es B s a n g ui ns p éri p h éri q u es. L a r é gi o n d u g è n e c orr es p o n d a nt a u 

V H H  a  u n e  t aill e  d’ e n vir o n  3 6 0  p b  ( s oit  1 2 0  a ci d es  a mi n és)  et  p e ut  êtr e  ai nsi  f a cil e m e nt 

o bt e n u e  p ar  P C R.  E n  pr ati q u e,  5 0  m L  d e  s a n g  p éri p h éri q u e  d’ u n  a ni m al  i m m u nis é 

c orr es p o n d a nt à 1 0 6  cl o n es s uffi s e nt p o ur o bt e nir l’ u ni q u e e x o n m at ur é d u VH H r e c h er c h é. L e 

pri n ci p al i n c o n v é ni e nt est d e d e v oir cr é er u n e b a n q u e p o ur c h a q u e a nti g è n e. 

 

Il  est  é g al e m e nt  p ossi bl e  d e  tr a v aill er  à  p artir  d’ u n e  b a n q u e  n aï v e.  C ett e  str at é gi e  p e ut  êtr e 

utilis é e p o ur o bt e nir diff ér e nts V H H diri g és c o ntr e diff ér e nts a nti g è n es, o u l or s q u e l’ a nti g è n e 

est  p e u  o u  p as  i m m u n o g è n e.  C’ est  l e  c as  p ar  e x e m pl e  d es  h a pt è n es.  P o urt a nt,  l’ a bs e n c e  d e 

c h ai n e  l é g èr e  d a ns  l e  V H H  (l es  h a pt è n es  s o nt  r e c o n n us  à  l’i nt erf a c e  V H - VL   d es  a nti c or ps 

c o n v e nti o n n els) p e ut êtr e u n d és a v a nt a g e ( W a n g et al 2 0 1 6 ; G o n z al es- S a pi e n z a et al 2 0 1 7). 

Tr a v aill er  à  p artir  d’ u n e  b a n q u e  n aï v e  n é c essit e  l’ o bt e nti o n  d e  mill e f ois  pl us  d e  cl o n e s. E n 

pr ati q u e,  c el a  c orr es p o n d  à  tr a v aill er  à  p artir  d e  u n  litr e  d e  s a n g  p éri p h éri q u e  ( S a bir  et  al 

2 0 1 4 ; W a n g et al 2 0 1 6). U n e a utr e alt er n ati v e p ossi bl e est d’ utilis er u n e b a n q u e s y nt h éti q u e 

o u s e mi-s y nt h éti q u e. L’ o bj e ctif r est e l e m ê m e q u e p o ur l’ utilis ati o n d’ u n e b a n q u e n aï v e, c’ est 

à  dir e  c o ns er v er  l’i nt é grit é  str u ct ur al e  d u  V H H  t o ut  e n  di v er sifi a nt  d e  f a ç o n  al é at oir e  l es 

s é q u e n c e s  c orr es p o n d a nt  a u x  C D R  et  p arti c uli èr e m e nt  l a r é gi o n  c o d a nt  p o ur  l e  C D R 3. C el a 

n é c essit e l’ utilis ati o n d’ a m or c es P C R d é g é n ér é es p o ur i ntr o d uir e d es v ari ati o ns d e s é q u e n c e. 

Q u ell e  q u e  s oit  l a  b a n q u e  utilis é e  p o ur  o bt e nir  l es  V H H  d’i nt ér êt,  l es  str at é gi es  p o ur  l e 

cri bl a g e d e l a b a n q u e et p o ur l a pr o d u cti o n r est e nt l es m ê m es. 

 

D a ns l e c as d’ u n e b a n q u e i m m u n e, l’i m m u nis ati o n p ar u n e i nj e cti o n i niti al e s ui vi d e pl usi e ur s 

i nj e cti o ns d e r a p p el v a sti m ul er et e nri c hir l e r é p ert oir e d u s yst è m e i m m u nit air e d e l’ a ni m al 

e n  a nti c or ps  s p é cifi q u es  c orr es p o n d a nt  à  pl usi e ur s  s é q u e n c es  c o d a nt es  d’ affi nit és  v ari é es. 

Bi e n é vi d e m m e nt, l a q u alit é i m m u n o g é ni q u e d e l’ a nti g è n e est i m p ort a nt e p o ur l’ o bt e nti o n d e 

f ut ur s  VH H  d e  b o n n es  affi nit és . A pr ès l’i m m u nis ati o n  d’ u n  C a m éli d é,  l e  pr él è v e m e nt  d e  5 0 

m L  d e s a n g p éri p h éri q u e c o nti e nt t h é ori q u e m e nt s uffis a m m e nt d e l y m p h o c yt es B, c’ est à dir e 

d e H c A bs   e x pri m és  d e  h a ut e  affi nit é  c o ntr e  l’ a nti g è n e  d’i nt ér êt  p o ur  c o nstit u er  l a  b a n q u e. 

A pr ès  p urifi c ati o n  d es  l y m p h o c yt es  B,  l es  A D N  c o m pl é m e nt air es ( A D N c) p e u v e nt  êtr e 

s y nt h étis és p ar r étr otr a ns cri pti o n à p artir d es A R N m ess a g er s ( A R N m) t ot a u x. U n e pr e mi èr e 

P C R utilis a nt d es a m or c es c o m m u n es à t o us l es is ot y p es d es I g G p er m et d’ a m plifi er l a r é gi o n 

sit u é e e ntr e l es V H  ( d es I g G1 ) o u l es VH H ( d es I g G2  et I g G3 ) et l a r é gi o n c o nst a nt e c o ns er v é e 

C H 2.  L es  a m pli c o ns  c orr es p o n d a nt  a u x  s é q u e n c es  V H H,  d e  t aill es  pl us  p etit es  c ar  n e 



3 9 	

p oss è d e nt  p as  l a  r é gi o n  C H 1,  s o nt  s é p ar és  a pr ès mi gr ati o n  et  p urifi c ati o n  s ur  g el  d’ a g ar os e. 

U n e  d e u xi è m e  P C R  est  e n s uit e  r é alis é e  s ur  c es  a m pli c o ns  p urifi és  a v e c  d es  a m or c es 

s p é cifi q u es d e l a r é gi o n V H H.  

 

L e v e ct e ur d e cl o n a g e l e pl u s utilis é p o ur c o nstit u er u n e b a n q u e d e V H H est l e p h a g é mi d e c ar 

il pr és e nt e l es a v a nt a g es d e p o u v oir êtr e e x pri m é p ar l e p h a g e et  p ar l a b a ct éri e. L’ o bt e nti o n 

d’ u n e  b a n q u e  d e  V H H  r e pr és e nt a nt  l a  di v er sit é  d u  r é p ert oir e  d es H c A bs   est  r é alis é e  p ar 

l’i ns erti o n d es a m pli c o ns d a ns l e p h a g é mi d e. L a s él e cti o n d es VH H d’i nt ér êt est r é alis é e p ar l a 

t e c h ni q u e  d e P h a g e Dis pl a y   ( S mit h  G P  1 9 8 5).  D a ns  l e  p h a g é mi d e,  l es  s é q u e n c es  VH H  s o nt 

i ns ér é es e n p h as e a v e c l e g è n e gIII d u p h a g e c o d a nt p o ur u n e d es pr ot éi n es d e l a c a psi d e. D es  

b a ct éri es  s e nsi bl e s  à  l’i nf e cti o n  p ar  l es  b a ct éri o p h a g es  t el  q u e  l e  b a ct éri o p h a g e  fil a m e nt e u x 

M 1 3  s o nt  tr a nsf or m é es  a v e c  c es  p h a g é mi d es.  C es  d er ni er s  s o nt  a ut o-r é pli c atif s  c h e z E. c oli . 

P ar c o ntr e, ils s o nt d é p o ur v us d es g è n es l e ur p er m ett a nt l a f or m ati o n d e p arti c ul es vir al es. L a 

c o -i nf e cti o n  est  al or s  r é alis é e  a v e c  l e  p h a g e  h el p er  M 1 3,  p er m ett a nt  d’ a p p ort er  l es  g è n es 

s u p pl é m e nt air es  n é c e ss air es  à  l a  f or m ati o n  d e  viri o ns.  C es  d er ni er s  v o nt  ai nsi  e x pri m er  a u 

ni v e a u d e l e ur c a psi d e l a pr ot éi n e d e f usi o n V H H- gIII et êtr e s é cr ét er d a ns l e mili e u d e c ult ur e 

s uit e  à  u n  pr o c ess us  i nf e cti e u x  n o n  l yti q u e.  L or s  d u  cl o n a g e,  u n  c o d o n  st o p  a m br e  ( T G A) 

sit u é e n a v al d e l a s é q u e n c e V H H i ns ér é e et e n a m o nt d u g è n e gIII p er m et l’ e x pr essi o n d e l a 

s é q u e n c e V H H s e ul e d a n s u n e s o u c h e b a ct éri e n n e n o n s u p pr essi v e d u c o d o n st o p a m br e. D a ns 

u n e  s o u c h e  s u p pr essi v e,  l’ e x pr es si o n  d e  l a  s é q u e n c e  V H H s er a  f usi o n n é e  à  l a  pr ot éi n e  gIII. 

Ai nsi,  d es  s o u c h es  s u p pr e ssi v e s  p e u v e nt  êtr e  utilis é es  p o ur  l a  s él e cti o n  d es  V H H  et  d es 

s o u c h es n o n s u p pr essi v es p o ur l a pr o d u cti o n d es V H H. 

 

L e  cri bl a g e  d es  p h a g es  e x pri m a nt  à  l e ur  s urf a c e  l es  s é q u e n c e s  V H H  d ’i nt ér êt s e  f ait 

g é n ér al e m e nt  p ar  pl usi e ur s  c y cl es  d’ e nri c hiss e m e nt  p ar  affi nit é  a p p el és bi o p a n ni n g .  L es 

p h a g es pr o d uits, s uit e à l a c o-i nf e cti o n a v e c l e p h a g e h el p er, s o nt s él e cti o n n és vis à vis d e l e ur 

affi nit é  à  r e c o n n aitr e  l’ a nti g è n e.  C ett e  s él e cti o n  p e ut  êtr e  r é alis é e  s ur  u n  s u p p ort  s oli d e 

pr és e nt a nt l’ a nti g è n e fi x é. L es p h a g es ai nsi s él e cti o n n és s o nt a m plifi és à p artir d’ u n n o u v e a u 

c y cl e  d’i nf e cti o n  s ur  u n e  n o u v ell e  c ult ur e  b a ct éri e n n e.  P o ur  c h a q u e  c y cl e,  u n  a g e nt  s at ur a nt 

diff ér e nt est utilis é. G é n ér al e m e nt, l’ o bt e nti o n d e V H H tr ès affi ns p o ur l’ a nti g è n e s o nt o bt e n us 

a u b o ut d e tr ois c y cl es. 

 
1. 3. 5. 3 . E x e m pl es d e V H H utili s és e n t a nt q u e tr a c e ur s i n vi v o p ar i m a g eri e m é di c al e 

 

L es V H H s o nt d e pl us e n pl us utilis é s e n pr é cli ni q u e e n t a nt q u e tr a c e ur i n vi v o p ar i m a g eri e 

m é di c al e,  n ot a m m e nt  p o ur  l a  d ét e cti o n  r a pi d e  d e  c ell ul es  t u m or al es  o ù  ils  o nt  d é m o ntr é  d e 

m eill e ur es p erf or m a n c es q u e l es a nti c or ps m o n o cl o n a u x ( H u et al 2 0 1 5).  

 

E n o n c ol o gi e, l’ h y p er- e x pr essi o n d e c ert ai ns r é c e pt e ur s m e m br a n air es a ét é v ali d é e p o ur êtr e 

d es m ar q u e ur s d e c ell ul es t u m or al es. C’ est l e c a s n ot a m m e nt p o ur l es r é c e pt e ur s d es f a ct e ur s 

d e  cr oiss a n c e s  é pi d er mi q u es :  l’E pi d er m al  Gr o wt h  F a ct or  R e c e pt or  ( E G F R )  et l e H u m a n 

E pi d er m al Gr o wt h F a ct or R e c e pt or 2   (H E R - 2)  o ù  u n e  h y p er- e x pr es si o n  a  ét é  m o ntr é e  d a ns 

1 5 à 3 0 % d es c a n c er s d u s ei n et 1 0 à 3 0 % d es c a n c er s d es v oi es di g esti v es s u p éri e ur es (I q b al 

et al 2 0 1 4). A ct u ell e m e nt, l e tr ait e m e nt p ar i m m u n ot h ér a pi e d e c es t y p es d e c a n c er s uti lis e l es 
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a nti c or ps  m o n o cl o n a u x C et u xi m a b ,  diri g és  c o ntre  l’ E G F R   et  Tr ast u z u m a b,  diri g és  c o ntr e 

l’ H E R- 2 ( H ar di n g J et al 2 0 0 5 ; N a mi B et al 2 0 1 8).  

 

Pl usi e ur s  ét u d es  pr é cli ni q u es i n  vi v o,  s ur  d es  m o d èl es  d e  x é n o gr eff es  d e  t u m e ur s  c h e z  l a 

s o uris,  o nt  c o m p ar és  l es  c a p a cit és  d e  d ét e cti o n  d es  c ell ul es  t u m or al es  p ar  d es  V H H  diri g és 

c o ntr e l’ E G F R  o u l’H E R - 2 a v e c l e ur s é q ui v al e nts m o n o cl o n a u x ( C et u xi m a b et Tr ast u z u m a b) 

p ar  d es  t e c h ni q u es  d’i m a g eri e  m é di c al e :  l a t o m o gr a p hi e  p ar  é missi o n  m o n o p h ot o ni q u e 

( T E M P), l a t o m o gr a p hi e p ar é missi o n d e p ositr o ns ( T E P) et l’i m a g eri e o pti q u e. 

 

D es V H H a nti- E G F R, f usi o n n és a u x r a di o él é m e nts 9 9 m T c o u 6 8 G a,  o nt p er mi s d e g é n ér er d es 

cli c h és a v e c u n b o n r ati o t u m e ur / tiss u s ai n e ntr e 4 5 mi n ut es et 1 h e ur e p ost-i nj e cti o n, s ur l es 

x é n o gr eff es i n vi v o, a ussi bi e n p ar T E M P q u e p ar T E P . D es cli c h és si mil air es o nt ét é o bt e n us 

a v e c l e 9 9 m T c  C et u xi m a b  2 4  h e ur es  p o st-i nj e cti o n  ( V osj a n  et  al  2 0 1 1 ; Kr u w el  et  al  2 0 1 6). 

U n e a utr e ét u d e a c o m p ar é l’ a c c u m ul ati o n d’ u n V H H a nti- H E R 2  a v e c l’ a nti c or ps m o n o cl o n al 

Tr ast u z u m a b,  m ar q u és  a v e c  l’I R D y e  8 0 0 C W,  a u  ni v e a u  d e  x é n o gr eff es  d e  t u m e ur s  d u  s ei n 

p ar  i m a g eri e  o pti q u e.  E ntr e  1 h  à  4 h  p ost-i nj e cti o n,  l e  V H H  a nti- H E R 2 -I R D y e  8 0 0 C W  a 

p er mis d e d éli mit er l a t u m e ur a v e c u n tr ès b o n r ati o t u m e ur / tiss u s ai n al or s q u e d es i m a g es 

si mil air es o nt s e ul e m e nt ét é o bt e n u es 7 2 h p ost-i nj e cti o n a v e c l e Tr ast u z u m a b-I R D y e 8 0 0 C W. 

Pl usi e ur s or g a n es o nt ét é a n al ys és e x vi v o  à 4 h o u à 7 2 h p ost-i nj e cti o n p o ur l e VH H et p o ur l e 

Tr ast u z u m a b r es p e cti v e m e nt. L es r és ult ats o nt m o ntr é u n e a c c u m ul ati o n d e si g n al fl u or es c e nt 

u ni q u e m e nt  a u  ni v e a u  d es  r ei ns  p o ur  l es  s o uris  i nj e ct é es  a v e c  l e  V H H  a nti- H E R 2 -

I R D y e 8 0 0 C W al or s q u e d es si g n a u x fl ur o es c e nts ét ai e nt e n c or e e mis d a ns l e s a n g et d a ns d es 

or g a n es  tr ès  v as c ul aris és  t els  q u e  l es  p o u m o ns  et  l a  r at e,  ai nsi  q u’ u n e  a c c u m ul ati o n 

p arti c uli èr e  d’ é missi o n  d e  si g n al  a u  ni v e a u  d u  F oi e  p o ur  l es  s o uris  i nj e ct é es  a v e c  l e 

Tr ast u z u m a b-I R D y e 8 0 0 C W ( Kij a n k a et al 2 0 1 3). 

 

C es r és ult ats o nt m o ntr é q u e l es V H H ét ai e nt c a p a bl es i n vi v o d e d ét e ct er s p é cifi q u e m e nt e n 

q u el q u e( s)  h e ur e( s)  d es  a nti g è n es  t u m or a u x  d a n s  l es  tiss u s.  L es  V H H  «  n o n  fi x és »  s o nt 

r a pi d e m e nt  éli mi n és  d e  l a  cir c ul ati o n  s a n g ui n e  et  p er m ett e nt  ai nsi  l’ o bt e nti o n  d e  cli c h és  o u 

d’i m a g es  d e  b o n n e  q u alit é  (r ati o  t u m e ur  /  tiss u  s ai n)  p o ur  l’i nt er pr ét ati o n.  C ett e 

c ar a ct éristi q u e  pr és e nt e  a ussi  l’ a v a nt a g e  d e  p o u v oir  utilis er  d es  r a di o él é m e nts  à  d e mi- vi es 

c o urt es  ( e x :  6 8  mi n  p o ur  l e 6 8 G a)  q ui  p er m et  d e  di mi n u er  l e  t e m ps  d’ e x p ositi o n  d u  p ati e nt 

a u x  r a y o ns  i o nis a nts.  P ar  c o ntr e,  l es  a nti c or ps  m o n o cl o n a u x  n e  s e m bl e nt  p as  êtr e  d e  b o ns 

c a n di d ats p o ur d es ét u d e s à c o urt t er m e c ar ils p oss è d e nt u n e d e mi e- vi e l o n g u e ( 2 à 4 j o ur s) et 

u n t a u x d e diff usi o n l e nt d a ns l es tiss us. 

 

D’ a utr es ét u d es o nt c o nf ort é l e p ot e nti el d es V H H e n t a nt q u e tr a c e ur i n vi v o p o ur l a d ét e cti o n 

d’ a utr es  m ar q u e ur s  t u m or a u x  ( c a n c er  d e  l a  pr ost at e,  c a n c er  d u  c ol o n)  et  d es  m ar q u e ur s  d e 

l’i nfl a m m ati o n  i nt er v e n a nt  d a ns  l es  p h é n o m è n es  d’ at h ér os cl ér os e  et  d’ art hrit e  r h u m at oï d e 

( C h at ali c et al 2 0 1 5 ; C ort e z- R et a m o z o et al 2 0 0 8 ; B al a et al 2 0 1 2 ; R as hi di a n et al 2 0 1 5). 
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I. 4. H Y P O T H E S E S D E T R A V AI L 

 

L es b e s oi ns  d’ a m éli or ati o n  di a g n osti q u e et   pr o n osti q u e,  ai nsi  q u e  l a  r e c h er c h e  d e  n o u v ell es 

m ol é c ul es  t h ér a p e uti q u es  p o ur  c ett e  m al a di e  n é gli g é e  s o nt  t o uj o ur s  d’ a ct u alit é.  A u  c o ur s  d e 

s o n  é v ol uti o n, T.   cr uzi a mis  e n  pl a c e  d e  m ulti pl es  str at é gi es  p o ur  d éj o u er  l e  s yst è m e 

i m m u nit air e d e l’ h ôt e et ai nsi p er sist er c h e z c e d er ni er afi n d e m ai nt e nir s o n c y cl e bi ol o gi q u e. 

L a  pri n ci p al e  diffi c ult é  p o ur  l utt er  c o ntr e  c e  p ar asit e est   s a  c a p a cit é  à  s e  m ai nt e nir  d a ns  l es 

tiss us d e l’ h ôt e, « à l’ a bri  » d u s yst è m e i m m u nit air e d ur a nt l a p h as e c hr o ni q u e d e l a M al a di e. 

A  c el a  s’ aj o ut e  l a  diffi c ult é  d e  pris e  e n  c h ar g e  pr é c o c e  d es  p er s o n n es  i nf e ct é es  vi v a nt 

m aj orit air e m e nt  d a ns  l es  z o n es  r ur al es  et  p a u vr es  d e s z o n es  e n d é mi q u es  li é e  a u  m a n q u e  d e 

s y m pt ô m es c ar a ct éristi q u es d e l’i nf e cti o n, a u f ai bl e m o y e n d es c e ntr es d e s a nt é pr és e nts d a ns 

c es  z o n e s  et  a u  m a n q u e  d e  s e n si bilit é  et  d e  s p é cifi cit é  d es  t ests  di a g n o sti cs  e xist a nts . 

A uj o ur d’ h ui,  l a  pr o bl é m ati q u e  c o n c er n e  é g al e m e nt  d e  n o m br e u x  p a ys  h or s  d e s z o n e s 

d’ e n d é mi e  o ù  d es  p er s o n n es  i nf e ct é es  vi e n n e nt  s’i nst all er  et  g é n ér al e m e nt  n e  s o nt  p as 

di a g n osti q u é e s  et d o n c  n e  s o nt  p as  m é di c al e m e nt  s ui vi es.  P ar  aill e ur s,  l es  d e u x  s e ul es 

m ol é c ul es  tr y p a n o ci d es  utilis é e s  c o ntr e T.  cr uzi :  l e b e n z ni d a z ol e  et  l e  nif urti m o x  o nt 

s e ul e m e nt  pr o u v é  u n e  r é ell e  effi c a cit é  d ur a nt  l a  p h as e  ai g u ë ( Vi otti  et  al  2 0 0 6).  D e  pl us, 

c ert ai ns  m al a d es  n e  r é p o n d e nt  p a s  a u x  tr ait e m e nts  o u  e n c or e  il  est  diffi cil e  d’ é v al u er 

l’ effi c acit é p ost-tr ait e m e nt . C e c o nst at c o nf ort e d o n c l a n é c essit é d e d é v el o p p er d e n o u v e a u x 

t ests di a g n osti cs et d es tr ait e m e nts pl us effi c a c es. 

 

U n e d es str at é gi es utilis é e p ar T r y p a n os o m a cr uzi  p o ur é c h a p p er a u s yst è m e i m m u nit air e d e 

l’ h ôt e d e f a ç o n pr é c o c e et p er sist a nt e est  s a c a p a cit é à s e cr ét er/ e x cr ét er d es mit o g è n es et d es 

s u p er a nti g è n es ( Mi n o pri o et al 1 9 8 9 ; R ei n a- S a n - M arti n et al 2 0 0 0 ; B er m ej o et al 2 0 1 1 ). C es 

m ol é c ul es p ar asit air es pr o v o q u e nt u n e a cti v ati o n p ol y cl o n al e d es l y m p h o c yt es B et T d o nt l a 

m at ur ati o n  t er mi n al e  est  c ar a ct éris é e  p ar  u n e f ort e  n o n  s p é cifi cit é  d e  l a r é p o ns e. E n  pl us  d u 

b é n éfi c e é vi d e nt d’ é c h a p p e m e nt p o ur l e p ar asit e et ai nsi p o u v oir i nf e ct er s es c ell ul es ci bl es, l a 

h a ut e  p ert ur b ati o n  d u  s yst è m e  i m m u nit air e  c o n c o mit a nt e  à  l’i nf e cti o n  p e ut  é g al e m e nt  à  ell e 

s e ul e  e ntr aî n er  l es  c o m pli c ati o ns  s é v èr es  d e  l a  M al a di e  pl usi e ur s  a n n é e s  a pr ès  l a  pri m o-

i nf e cti o n, n ot a m m e nt  p ar  d es  m é c a nis m es  d’ a ut o-i m m u nit é  ( T ei x eir a  et  al  2 0 1 1) . L a 

T r y p a n os o m a  cr u zi  pr oli n e  r a c e m as e   f ait  p arti e  d e  c es  mit o g è n es  p o ur  l es  c ell ul es  B, 

s é cr ét é e/ e x cr ét é e  p ar  l e  p ar a sit e  a u  c o ur s  d e  l’i nf e cti o n .  C’ est  é g al e m e nt  u n e  e n z y m e 

ess e nti ell e  p o ur  l a  s ur vi e  et  l a  vir ul e n c e  d u  p ar asit e   ( C h a m o n d et  al   2 0 0 5).  D e  pl us, il  a  ét é 

d é m o ntr é  r é c e m m e nt  q u e  l es  g è n es  d e  l a T c P R A C s o nt  pr és e nts  d a ns  t o us  l es  g é n ot y p es  d u 

p ar asit e et s o nt a bs e nt s c h e z l’ H o m m e et c h e z l es a utr es tr y p a n os o m ati d és p at h o g è n e s p o ur c e 

d er ni er ( C a b all er o et al 2 0 1 5). 

 

A u d el à d e l a M al a di e d e C h a g as, l a c o m m u n a ut é s ci e ntifi q u e s’ est e n g a g é e s ur l a r e c h er c h e 

d e  m ar q u e ur s  s p é cifi q u es  d u  p at h o g è n e  pl ut ôt  q u e  c e u x  c orr es p o n d a nt  à  l a  r é p o ns e 

i m m u nit air e  d e  l’ h ôt e.  L es  a v a nt a g es  s o nt  c ert ai ns  c o n c er n a nt  l e  p ot e nti el  d e  c es  m ar q u e ur s 

d a ns  l’ él a b or ati o n  d e  n o u v e a u x t ests  di a g n osti q u es  et  d e  t ests  p er m ett a nt  l e  cri bl a g e  d e 

m ol é c ul es  p ot e nti ell es  p o ur  l’ él a b or ati o n  d e  n o u v ell e( s)  c hi mi ot h ér a pi e( s)  q ui  m a n q u e nt 

e n c or e  p o ur  d e  n o m br e us es  m al a di es  i nf e cti e us es . D’ a pr ès  l a  d éfi niti o n  d e  l’ O M S,  l a 

d é c o u v ert e  d e  n o u v e a u x  « bi o m ar q u e ur s » , c’ est  à  dir e « t o ut e  s u bst a n c e,  str u ct ur e  o u 
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pr o c ess us p o u v a nt êtr e m es ur é d a ns l e c or ps p er m ett a nt d e pr é dir e l'i n ci d e n c e o u l'iss u e d’ u n e 

p at h ol o gi e » est u n d éfi é vi d e nt p o ur c o nti n u er à f air e pr o gr ess er l a M éd e ci n e. 

 

Q u el q u es q u esti o ns si m pl es p e u v e nt êtr e f or m ul é es n ot a m m e nt s ur l es t e c h ni q u es dis p o ni bl es 

p o ur l e di a g n osti c et l e pr o n osti c d e l a M al a di e d e C h a g as : 

 

i. L es  m ét h o d es  dis p o ni bl es  d a ns  l es  b a n q u es  d e  s a n g  et  l es  c e ntr es  d e  s a nt é  p o ur  l es 

p ati e nts i nf e ct és, o u e n c or e p o ur l es i nf e cti o ns c o n g é nit al es s o nt- ell e s s atisf ais a nt es ?  

ii. L es m ét h o d es utilis é es p o ur l e pr o n osti c et l e s ui vi p ost-tr ait e m e nt d e l a m al a di e s o nt-

ell es s atisf ais a nt e s ? 

iii. L a s e nsi bilit é et l a pr é cisi o n d e c es t ests s o nt- ell es a d é q u at es ? 

 

N o us n e p o u v o ns p as r é p o n dr e p ar l’ affir m ati v e à c es q u esti o ns . D a ns c e c o nt e xt e, n o us a v o ns 

v o ul u  v ali d er  o u  i nfir m er si  l a T c P R A C p o urr ait  êtr e  u n  m ar q u e ur  p ar asit air e stri ct o  s e ns u, 

p erti n e nt et s p é cifi q u e d e l’i nf e cti o n et d e l a M al a di e d e C h a g as . P e n d a nt m o n pr oj et d o ct or al, 

j e m e s uis e n g a g é à r é p o n dr e p arti c uli èr e m e nt à 2 h y p ot h ès es pri n ci p al es : 

 

1.  L a T c P R A C  p e ut- ell e  êtr e  u n  m ar q u e ur  di a g n osti q u e  et  d e  s ui vi  s p é cifi q u e  d e 

l’i nf e cti o n à T. cr uzi ? 

2.  P o u v o ns  n o us,  p ar  l e  bi ais  d e  c e  m ar q u e ur,  d é v el o p p er  u n  pr ot ot y p e  p er m ett a nt  l a 

d ét e cti o n d u p ar asit e i ntr atiss ul air e i n vi v o ? 

  

P o ur r é p o n dr e à c es h y p ot h ès es , n o us a v o ns d é v el o p p é d es o utils bi ol o gi q u es et m ol é c ul air es 

gr â c e  à  l a  g é n ér ati o n  d e  diff ér e nts  a nti c or ps  diri g és  c o ntr e  l a T c P R A C  et  d es  a m or c es 

s p é cifi q u es d es g è n es T c P R A C . N o us a v o ns utilis é l e m o d èl e e x p éri m e nt al m uri n, bi e n d éfi ni 

a u  l a b or at oir e , q ui  n o us  a  p er mis  d’ o bt e nir  et  d e t est er  d es  é c h a ntill o ns  bi ol o gi q u es  p ar  d es 

m ét h o d ol o gi es i n vitr o.  N o us  a v o ns  g é n ér é  d es  p ar asit es  e x pri m a nt  d e  f a ç o n  c o nstit uti v e  l e 

g è n e d e l a Fir efl y l u cif er as e  et d es g è n es t els q u e l a G F P et  l’E 2 - Cri ms o n q ui n o us o nt p er mis 

d e s ui vr e i n vi v o et e n t e m ps r é el l’i nf e cti o n gr â c e à l’i m a g eri e. L es r és ult ats d e c es tr a v a u x 

o nt  p er mis  l’ é crit ur e  d’ u n  arti cl e  s ci e ntifi q u e  s o u mis  à  p u bli c ati o n  d a ns  l e  j o ur n al  P L o S 

N e gl e ct e d  Tr o pi c al  Dis e as es : S p e cifi c  s e r ol o gi c al  a n d  m ol e c ul ar  t o ols  f or  di a g n osi s  of 

e x p eri m e nt al  C h a g as  i nf e cti o n  a n d  dis e as e :  t o w ar ds  a  r eli a bl e  t est  f or  di a g n osis  a n d 

m o nit ori n g of tr e at m e nt effi c a c y  ( Arti cl e n ° 1). 

 

M o n i m pli c ati o n d a ns l es pr é c é d e nts tr a v a u x d u l a b or at oir e , n ot a m m e nt c e u x d é m o ntr a nt q u e 

l a T c P R A C est   i m pli q u é e  d a ns  l a  vir ul e n c e  d u  p ar asit e  et  c e u x  d é cri v a nt  l e  m é c a nis m e 

c at al yti q u e d e l’ e n z y m e ( C h a m o n d et al 2 0 0 5 ; B us c hi a z z o, G o yti a et al 2 0 0 6), m’ o nt p er mis 

d e  tr a v aill er  s ur  l’ o pti mis ati o n  d e  n o u v e a u x  i n hi bit e ur s  afi n  d e  r é p o n dr e  à  u n e  q u esti o n 

s u p pl é m e nt air e :  l a T c P R A C  est - ell e  u n e  ci bl e  p o ur  l e  d é v el o p p e m e nt  d e  n o u v ell es 

c hi mi ot h ér a pi es ? et d’ êtr e c o- a ut e ur d’ u n arti cl e p u bli é d a ns d a ns l e j o ur n al P L o S N e gl e ct e d 

Tr o pi c al  Dis e as es : D esi g n e d  m o n o  a n d  di- c o v al e nt  i n hi bit ors  tr a p  m o d el e d  f u n cti o n al 

m oti o ns f or T r y p a n os o m a cr uzi  pr oli n e r a c e m as e » (Arti cl e  n ° 2). 
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P r é p a r ati o n d e l a p r ot éi n e r e c o m bi n a nt e T c P R A C  

 

L a  pr oli n e  r a c é m as e  d e T.  cr uzi   r e c o m bi n a nt e  a  ét é  pr o d uit e  c h e z  l a  s o u c h e E.  c oli   B L 2 1 

( D E 3)  et  p urifi é e  a v e c  u n e  c ol o n n e  d’ affi nit é  I M A C  (I m m o biliz e d- M et al  Affi nit y 

C hr o m at o gr a p h y ) c o m m e d é crit d a ns l’ arti cl e R ei n a-S a n - M arti n et al 2 0 0 0. 

 

P r o d u cti o n d e s é r u m s p ol y cl o n a u x et d’ a nti c o r p s m o n o cl o n a u x a nti- T c P R A C  

 

L e s ér u m p ol y cl o n al d e l a pi n a nti- T c P R A C a ét é o bt e n u a pr ès l’i m m u nis ati o n d’ u n l a pi n â g é 

d e 2 m ois a v e c 1 0 0  µ g  d e T c P R A C r e c o m bi n a nt e m él a n g é e à l’ a dj u v a nt c o m pl et d e Fr e u n d à 

J 0.  L’ a ni m al  a  e ns uit e  ét é  i m m u nis é  a v e c  pl usi e ur s  i nj e cti o ns  d e  2 0 0 µ g   d e T c P R A C 

r e c o m bi n a nt e  m él a n g é e  à  l’ a dj u v a nt  i n c o m pl et  d e  Fr e u n d  à  1 5  j o ur s  d’i nt er v all e.  L e  s ér u m 

p ol y cl o n al d’ al p a c a a ét é o bt e n u a pr ès l’i m m u nis ati o n d’ u n j e u n e al p a c a m âl e a v e c 1 0 0  µ g  d e 

T c P R A C  r e c o m bi n a nt e  m él a n g é  à  l’ a dj u v a nt  c o m pl et  d e  Fr e u n d  à  J 0  p uis  a v e c 1 0 0  µ g   d e 

T c P R A C r e c o m bi n a nt e m él a n g é à l’ a dj u v a nt i n c o m pl et d e Fr e u n d à J 2 1 et J 3 5. L es a nti c or ps 

m o n o cl o n a u x  d e  s o uris  a nti- T c P R A C,  pr o d uits  p ar  l es  l a b or at oir es  bi o M éri e u x,  o nt  ét é 

o bt e n us a pr ès l’i m m u nis ati o n d e s o uris B al b/ c â g é es d e 5 s e m ai n e s a v e c 1 0  µ g  d e T c P R A C 

r e c o m bi n a nt e m él a n g é e à l’ a dj u v a nt Ri bi à J 0, J 1 4 et J 2 8. 

 

P r o d u cti o n d e s V H H a nti- T c P R A C  

 

   i. C o nstr u cti o n d e l a b a n q u e i m m u n e d e V H H a nti- T c P R A C  

 

U n  al p a c a  ( L a m a  p a c os)  m âl e  â g é  d e  2  a ns  a  ét é  i m m u nis é  a v e c  1 0 0 µ g  d e T c P R A C  

r e c o m bi n a nt e à J 0, J 2 1 et J 3 5 ( R ei n a S a n M arti n et al 2 0 0 0). L a pr e mi èr e i m m u nis ati o n a ét é 

r é alis é e a v e c l’a dj u v a nt c o m pl et d e Fr e u n d et l es d e u x s ui v a nt e s a v e c l’ a dj u v a nt i n c o m pl et. A 

J 5 2, l e s ér u m a ét é t est é p ar E LI S A c o ntr e l a T c P R A C  r e c o m bi n a nt e. L a r é v él ati o n d u t est a 

ét é r é alis é e  a v e c u n s ér u m d e l a pi n p ol y cl o n al a nti- al p a c a ( B o a d o et al 2 0 1 3). L es A D N c o nt 

ét é s y nt h étis és  p ar  r étr otr a ns cri pti o n  à  p artir  d es  A R N m  t ot a u x  iss u s  d e  l a  p urifi c ati o n  d es 

l y m p h o c yt es B p éri p h éri q u es d e l’ a ni m al i m m u nis é ( L af a y e et al 1 9 9 5). A p artir d es A D N c, 

l es  fr a g m e nts  c orr es p o n d a nt  a u x  r é gi o ns  V H- C H 2  o nt  ét é  a m plifi és  et  p urifi és  s ur  g el.  U n e 

d e u xi è m e  P C R  a  ét é  r é alis é e  p o ur  a m plifi er  u ni q u e m e nt  l es  fr a g m e nts  c orr es p o n d a nt  a u x 

r é gi o ns  VH H  e n  utili s a nt  d es  a m or c es  p er m ett a nt  l’ aj o ut  d e  sit es  d e  r estri cti o ns  p o ur 

l’i ns erti o n  d a ns  l e  v e ct e ur  d e  cl o n a g e  p H E N 1  ( L af a y e  et  al  1 9 9 9).  L a  c o nstr u cti o n  d e  l a 

b a n q u e  i m m u n e a  ét é   o bt e n u e  a pr ès  tr a nsf or m ati o n  d e  b a ct éri es E.  c oli   T G 1  a v e c  l es 

p h a g é mi d es p H E N 1 r e c o m bi n a nts ( Li et al 2 0 1 6). 

 

   ii. Cri bl a g e et e nri c hiss e m e nt d e l a b a n q u e i m m u n e p ar P h a g e dis pl a y et bi o p a n ni n g 

 

L es s é q u e n c e s V H H f usi o n n é es a v e c l a s é q u e n c e d e l a pr ot éi n e gIII d a ns l es p h a g é mi d es o nt 

ét é e x pri m é es  à  l a  s urf a c e  d es  p h a g es  a pr ès  i n d u cti o n et  c o -i nf e cti o n  d es  b a ct éri es  p ar  l e 

p h a g e h el p er  M 1 3 ( Li et al 2 0 1 6). L es p h a g e s e x pri m a nt l es s é q u e n c e s VH H d’i nt ér êt o nt é t é 

s él e cti o n n é e s vis à vis d e l’ a nti g è n e fi x é s ur u n s u p p ort s oli d e ( E LI S A). L’ e nri c hiss e m e nt p ar 

bi o p a n ni n g  d es p h a g es d’i nt ér êt a ét é r é alis é s ur tr ois c y cl es ( Li et al 2 0 1 6). 
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   iii. S él e cti o n d es p h a g es l es pl us affi ns vis à vis d e l’ a nti g è n e p ar E LI S A 

 

U n e  c e nt ai n e  d e  cl o n es  b a ct éri e ns,  c h a c u n  c o m p ort a nt  u n  cl o n e  u ni q u e  d e  V H H , o nt  ét é 

i n d uits  et  c oi nf e ct és  afi n  d e  pr o d uir e  l es  p h a g es  e x pri m a nt  à  l e ur  s urf a c e  l es  VH H  a nti-

T c P R A C. C es d er ni er s o nt ét é dir e ct e m e nt t est é s p ar E LI S A i ndir e ct e n utilis a nt l a T c P R A C 

r e c o m bi n a nt e  p o ur  l a  c a pt ur e  d u  t est.  L es  cl o n es  p ositif s  o nt  e ns uit e  ét é  a m plifi és  p ar  P C R 

p uis s é q u e n c é s. L’ a n al ys e d e s ali g n e m e nts d e s é q u e n c es c orr es p o n d a nts a u x cl o n e s p ositif s a 

p er mis  l a  s él e cti o n  d e  cl o n es  V H H  a nti- T c P R A C  pr és e nt a nt  d es  s é q u e n c es  diff ér e nt es 

p arti c uli èr e m e nt a u ni v e a u d es r é gi o ns C D R 1 et C D R 3. C es cl o n es pr o d uits et p urifi és e n pl us 

gr a n d e q u a ntit é a pr ès c oi nf e cti o n p ar l e p h a g e M 1 3. L es pl us affi ns p o ur l’ a nti g è n e d’i nt ér êt 

o nt ét é s él e cti o n n és p ar E LI S A i ndir e ct utilis a nt l a T c P R A C r e c o m bi n a nt e p o ur l a c a pt ur e d u 

t est. 

 

   i v. S o us- cl o n a g e, e x pr es si o n et p urifi c ati o n d es cl o n es V H H a nti- T c P R A C s él e cti o n n é s 

 

L es  s é q u e n c es  c o d a nt e s  d es  V H H  s él e cti o n n é s  o nt  ét é  s o us- cl o n é es  d a ns  l e  v e ct e ur 

d’ e x pr es si o n  b a ct éri e n  p E T 2 3 d  ( N o v a g e n).  C e  v e ct e ur  p er m et  l’ a d diti o n  d’ u n e  q u e u e  h e x a-

histi di n e  e n  C-t er mi n al e  d e  l a  s é q u e n c e  i ns ér é e.  S o n  e x pr essi o n est   c yt o pl as mi q u e  ( Li  et  al 

2 0 1 6). P o ur l e s o us- cl o n a g e, n o us a v o ns utilis é l a str at é gi e d e R estri cti o n F r e e Cl o ni n g  (V a n 

D e n  E nt  &  L o w e  2 0 0 6).  C ett e  t e c h ni q u e  est  b as é e  s ur  l a  s y nt h ès e  p ar  P C R  d’ u n e  m é g a-

a m or c e  ( m e g a- pri m er ) o bt e n u e  gr â c e  à  u n e  p air e  d’ a m or c es  h y bri d es  p er m ett a nt 

l’ a m plifi c ati o n d es s é q u e n c es d’i nt ér êt e n c a dr é es p ar d es s é q u e n c es c orr es p o n d a nt a u v e ct e ur 

d e  d esti n ati o n  ( v oir  Fi g u r e  6). D es b a ct éri es  D H 5 α   c o m p ét e nt es  (I n vitr o g e n)  o nt  ét é 

tr a nsf or m é es  a v e c  l es  pl as mi d es  d’i nt ér êt  et  s él e cti o n n é es  s ur  d es  b oit es  d e  p étri  c o nt e n a nt 

l’ a nti bi oti q u e  d e  s él e cti o n  ( a m pi cilli n e).  Pl usi e ur s  cl o n es  b a ct éri e ns  o nt  ét é  v érifi és  p ar 

s é q u e n ç a g e gr â c e à l’ utilis ati o n d’ a m or c es s p é cifi q u es d u pl as mi d e p et 2 3 e n c a dr a nt l a r é gi o n 

d’i ns erti o n d es s é q u e n c e s V H H. L e s pr é p ar ati o ns pl as mi di q u es d es c o nstr u cti o ns v ali d é e s p ar 

s é q u e n ç a g e o nt ét é eff e ct u é és et o nt ét é utilis é es p o ur tr a nsf or m er d es b a ct éri es c o m p ét e nt es 

E.  c oli   B L 2 1  ( D E 3)  E x pr ess  D u o  ( L u ci g e n).  L’ e x pr es si o n  c yt o pl as mi q u e  d es  VH H  a nti-

T c P R A C  a ét é o bt e n u e p ar i n d u cti o n d es c ult ur es b a ct éri e n n es a v e c d e l’I P T G (I s o pr o p yl β -

D- 1-t hi o g al a ct o p yr a n osi d e ) à 0, 5 m M fi n al. A pr ès c ass a g e d e s c ul ots b a ct éri e ns à l a pr ess e d e 

Fr e n c h  à  u n e  pr essi o n  d e  1, 4  k b ar,  l a  p urifi c ati o n  d es  e xtr aits  b a ct éri e ns a  ét é  r é alis é e p ar 

c hr o m at o gr a p hi e  d’ affi nit é  ( c ol o n n es  I M A C i m m o biliz e d- m et al  affi nit y  c hr o m at o gr a p h y) 

s ui vi d’ u n e c hr o m at o gr a p hi e d’ e x cl usi o n d e t aill e ( Li et al 2 0 1 6). 

 

   v . M ar q u a g e a v e c l es fl u or o c hr o m es Al e x a 4 8 8 et I R D y e 8 0 0 C W 

 

L es V H H a nti- T c P R A C r e c o m bi n a nts p urifi és o nt ét é t est és p ar E LI S A i ndir e ct s ur l’ a nti g è n e 

d’i nt ér êt. L a pr o d u cti o n d es s é q u e n c e s s y nt h éti q u e s c orr es p o n d a nt es a ét é r é alis é e e n aj o ut a nt 

(i) u n c o d o n c orr es p o n d a nt à l’ a ci d e a mi n é c yst éi n e à l’ e xtr é mit é C-t er mi n al e d es s é q u e n c e s 

V H H p o ur n e p as i nt erf ér er a v e c l a z o n e d e r e c o n n aiss a n c e d e l’ é pit o p e s e tr o u v a nt e n d a ns l a 

r é gi o n N-t er mi n al e (ii) l es s é q u e n c es d es sit es d e r estri cti o n N otI et X h oI a u x e xtr é mit és d es 

p e pti d es  s y nt h éti q u es  p o ur  l e  f ut ur  cl o n a g e  d a ns  l e  v e ct e ur  p E T 2 3 d  ( E ur ofi ns  g e n o mi cs, 

All e m a g n e).  L’ e x pr essi o n,  l a  pr o d u cti o n  et  l a  p urifi c ati o n  d es  p e pti d es  s y nt h éti q u es 
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c orr es p o n d a nts  a u x  V H H  a nti- T c P R A C o nt  ét é  r é alis é es  c o m m e  d é crit  pr é c é d e m m e nt. L a 

c o nj u g ais o n  a u  ni v e a u  d e  l a  c yst éi n e  e n  p ositi o n  C-t er mi n al e  a v e c  l e s  fl u or o c hr o m es Al e x a 

4 8 8- m al éi mi d e et I R D y e 8 0 0 C W- m al éi mi d e ( Li- C or C or p or at e, U S A) a ét é r é alis é e c o m m e 

d é crit d a ns l es d o n n é es s u p pl é m e nt air es d e l’ arti cl e d e Li et al 2 0 1 6. 

 

 

 
 

Fi g u r e 6 : P ri n ci p e d e cl o n a g e « s a ns l’ utili s ati o n d e sit e s d e r e st ri cti o n ».  
D e s a m or c e s h y bri d e s s o nt d e ssi n é e s afi n d’ êtr e c o m pl é m e nt air e a v e c l a s é q u e n c e à i ns ér er ( v ert) et l e pl a s mi d e 
d e d e sti n ati o n ( bl e u). U n e 1 èr e P C R p er m et l a f or m ati o n d’ u n e m é g a- a m or c e c o m pr e n a nt l a s é q u e n c e d e l’i ns ert 
e n c a dr é e  p ar  d e s  s é q u e n c e s  c o m pl é m e nt air e s  a u  v e ct e ur  d e  d e sti n ati o n.  D ur a nt  l a  2 è m e  P C R,  l a  m é g a- a m or c e 
i niti e l a r é pli c ati o n d u pl a s mi d e d e d e sti n ati o n (r os e). P ui s q u e l e pl a s mi d e d e d e sti n ati o n e st r é pli q u é e n e nti er 
d ur a nt l a r é a cti o n, l a m é g a- a m or c e s e li a nt à u n e m ol é c ul e fill e n e p ar vi e nt p a s à e x p os er u n e e xtr é mit é 3’ li br e 
p o ur l' él o n g ati o n p ar l a p ol y m ér a s e, d e s ort e q u e l’ a m plifi c ati o n d e n o u v e a u pr o d uit e st li n é air e. L e pl a s mi d e d e 
d e sti n ati o n  d oit  êtr e  p urifi é  à  p artir  d’ u n e  s o u c h e  b a ct éri e n n e  D A M  +,  c ar  l’ e n z y m e  D p nI  e st  utili s é  p o ur 
d é gr a d er s él e cti v e m e nt l’ A D N p ar e nt al a pr è s l a d e u xi è m e r é a cti o n d e P C R, e n l ai ss a nt ai nsi i nt a ct s l e s pr o d uit s 
d éri v é s n o n m ét h yl é s. L a r é a cti o n p e ut ai nsi êtr e utili s é e p o ur tr a nsf or m er d e s b a ct éri e s c o m p ét e nt e s.  
E xtr ait d e N u cl ei c A ci ds R e s e ar c h ; 2 0 1 2 ( 4 0): 2 0 9- 2 0 1 3. 

 

G é n é r ati o n  d e  p a r asit es  g é n éti q u e m e nt  m o difi és  e x p ri m a nt  l e  g è n e  d e  l a Fir efl y 

l u cif er as e et l e g è n e d’ u n e m ol é c ul e fl u o r es c e nt e Gr e e n Fl u or e s c e nt P r ot ei n  ( G F P) o u E 2-

C ri m s o n 

 

L es s é q u e n c e s a m plifi é es p ar P C R d es g è n es d e l a G F P  et d e l a m ol é c ul e E 2- Cri ms o n o nt ét é 

i ns ér é es, e n a v al et e n p h as e d u c a dr e d e l e ct ur e a v e c l e g è n e d e l a Fir efl y l u cif er as e  pr és e nt 

a u ni v e a u d u sit e d e cl o n a g e d u v e ct e ur p T R E X-l u ci ( A d d g e n e), a v e c l a str at é gi e d e Gi bs o n 

ass e m bl y   ( Li  et  Ell e d g e  2 0 0 7).  L e  pl as mi d e  p T R E X- n  p er m et  u n e  i nt é gr ati o n  st a bl e  d a ns  l e 

g é n o m e  d e T.  cr uzi   ( V a z q u e z  &  L e vi n  1 9 9 9).  L es  d e u x  c o nstr u cti o ns  p T R E X-l u ci-G F P  et 

p T R E X-l u ci- E 2 - Cri ms o n, a pr ès tr a nsf or m ati o n d a ns d es b a ct éri es c o m p ét e nt e s D H 5α , o nt ét é 

a m plifi é es  p ar  Mi ni pr e p  pl as mi di q u e.  L es  s é q u e n c es  d e s  v e ct e ur s  pl as mi di q u e s  o nt  ét é 
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c o nfir m é es p ar s é q u e n ç a g e ( E ur ofi ns C o c hi n, Fr a n c e). L es f or m es é pi m asti g ot es d es s o u c h es 

p ol air es,  C L  Br e n er  et  Y,  o nt  ét é  tr a nsf e ct é es  a v e c  l es  pl as mi d es  li n é aris és  p ar  l’ e n z y m e  d e 

r estri cti on  N h eI,  a v e c  l a  t e c h n ol o gi e  A m a x a ™  N u cl e of e ct or ™  II  ( L o n z a,  All e m a g n e).  L es 

p ar asit es  tr a nsf e ct és  o nt  ét é  s él e cti o n n és  d a ns  d u  mili e u  LI T  ( Li v er  I nf usi o n  T r y pt os e 

m e di u m ), c o nt e n a nt l’ a nti bi oti q u e d e s él e cti o n G 4 1 8, p ar l a t e c h ni q u e d e dil uti o n li mit e afi n 

d’is ol er l es tr a nsf e ct a nts iss us d’ u n cl o n e u ni q u e. L es p ar asit es q ui e x pri m e nt l es g è n es d e l a 

Fir efl y l u cif er as e  et d e l a G F P o u d e l a m ol é c ul e E 2- Cri ms o n o nt ét é n o m m és r es p e cti v e m e nt 

L u c- gr e e n et L u c-r e d. 

 

T est d e d ét e cti o n p a r i m m u n ofl u o r es c e n c e di r e ct e  

 

D es  l a m es  8  p uits  L P X 5  ( L a b o  M o d er n e,  Fr a n c e)  o nt  ét é  pr é al a bl e m e nt  tr ait é es  a v e c  d e  l a 

p ol y- L-l ysi n e  à  0, 0 1 %.  1 0 5   e pi m asti g ot es  pr o v e n a nt  d e  c ult ur es  s y n c hr o nis é es  et  e n  p h as e 

e x p o n e nti ell e  d e  cr ois s a n c e  s o nt  pr é al a bl e m e nt  ri n c é es  pl usi e ur s  f ois  d a ns  d u  P B S  a v a nt 

d’ êtr e  d é p os és  s ur  l es  p uits.  L es  p ar asit es  s o nt  s é c h és  à  l’ air  s o us  u n e  h ott e,  p uis  fi x és  a v e c 

u n e  s ol uti o n  d e  p ar af or m al d é h y d e  à  4 %  e n P B S et  p er m é a bilis és  a v e c  u n e  s ol uti o n  d e  P B S 

c o nt e n a nt d e l a s ér u m al b u mi n e b o vi n e ( S A B) à 1 % et d u Trit o n X- 1 0 0 à 0, 2 %. L es p uits s o nt 

e ns uit e bl o q u és a v e c u n e s ol uti o n d e P B S c o nt e n a nt d e l’ S A B à 3 %. L es diff ér e nts a nti c or ps 

a nti- T c P R A C  (l es  s ér u ms  p ol y cl o n a u x  d e  l a pi n  et  d’ al p a c a  a nti- T c P R A C  et  l es  s ér u ms 

t é m oi ns  n aïf s  d e  c h a q u e  es p è c e  s o nt  dil u és  a u  1/ 3 0 0e ;  l es  a nti c or ps  m o n o cl o n a u x  a nti-

T c P R A C  s o nt  d é p os és  à  1 0 µ g/ ml)  p uis  l es  a nti c or ps  s e c o n d air es  m ar q u é s  à  l’ Al e x a  4 8 8, 

dil u és e n P B S A S B 3 %, s o nt d é p os és s ur l es p uits c orr es p o n d a nts. L es a nti c or ps s e c o n d air es 

m ar q u és à l’ Al e x a 4 8 8 s o nt utilis é es a u x c o n c e ntr ati o ns s ui v a nt es : I g G d e c h è vr e a nti-l a pi n 

Al e x a  4 8 8  à  2 µ g/ ml  ;  a nti c or ps  d e  l a pi n  a nti-I g  t ot al es  d’ al p a c a  à  1 0µ g/ ml ;  a nti c or ps  d e 

c h è vr e  a nti-I g G  d e  s o uris  a u  1/ 1 0 0 0 e).  U n e  s ol uti o n  d e  D A Pi  à  1µ g/ ml  est  utilis é e  p o ur 

m ar q u er  l es  n o y a u x  d es  p ar asit es.  A pr ès  s é c h a g e,  l e  m o nt a g e  e ntr e  l a m e  et  l a m ell e  est 

eff e ct u é  a v e c  u n e  s ol uti o n  d e  m o nt a g e Sl o w F a d e  Di a m o n d  A ntif a d e  M o u nti n g  ( Lif e 

T e c h n ol o gi es, Fr a n c e). T o us l es l a v a g es, e ntr e l es diff ér e nt es i n c u b ati o ns, o nt ét é eff e ct u és e n 

P B S T w e e n 2 0 à 0, 2 %. L es a c q uisiti o ns d e s si g n a u x d e fl u or es c e n c e o nt ét é r é alis é e s s ur u n 

mi cr os c o p e à fl u or es c e n c e Ol y m p us F V 1 0 0 0 M P E. 

 

I nf ecti o n s et t r ait e m e nt s d es s o u ris 

 

D es s o uris S wis s et B al b/ c m âl es a g é es e ntr e 5 et 6 s e m ai n es o nt ét é i nf e ct é e s p ar v oi e i ntr a-

p érit o n é al e  a v e c  1 0 4   o u  1 03   tr y p o m asti g ot es  d u  s a n g  d es  s o u c h es  C L- L u c- Gr e e n,  C L-L u c -

R e d,  Y- L u c- Gr e e n  o u  Y- L u c- R e d.  U n e  i nf e cti o n  a v e c  1 0 3   p ar asit es  p er m et  d e  di mi n u er  l a 

m ort alit é  d es  s o uris  p e n d a nt  l a  p h as e  ai g u ë  et  d’ a u g m e nt er  l e  n o m br e  d e  s o uris  q ui  v o nt 

p ass er e n p h as e c hr o ni q u e. L es s o uris o nt ét é tr ait é es p ar v oi e or al e p e n d a nt 1 0 j o ur s a v e c u n e 

d os e q u oti di e n n e d e b e n z ni d a z ol e ( R o c h a g a n, R o c h e) à 1 0 0 m g/ k g dil u é e n P B S- D M S O 5 %.  

 

P r é p a r ati o n d es s é r u m s et d es A D N t ot a u x à p a rti r d u s a n g p é ri p h é ri q u e 

 

E ntr e  1 0 0 µ l  à  2 0 0 µ l  d e  s a n g  p éri p h éri q u e  o nt  ét é  pr él e v és  s ur  d es  gr o u p es  d e  s o uris 

i nf e ct é es  à  diff ér e nts j o ur s  p ost-i nf e cti o n.  L es  s ér u ms  o nt  ét é  o bt e n us  a pr ès  l a  f or m ati o n  d u 
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c aill a u x s a n g ui n à 4 ° C et u n e c e ntrif u g ati o n à 2 5 0 0 r p m p e n d a nt 5 mi n ut es p o ur s é p ar er l es 

s ér u ms  d es  gl o b ul e s  r o u g es.  L e s  A D N  t ot a u x  d u  s a n g  p éri p h éri q u e  o nt  ét é  e xtr aits 

dir e ct e m e nt a pr ès pr él è v e m e nt o u a pr ès c o ns er v ati o n à - 2 0 ° C a v e c l e kit d’ e xtr a cti o n Qi a g e n 

QI A a m p D N A Mi ni a n d Bl o o d Mi ni e n s ui v a nt l es i nstr u cti o ns d u m a n u el. 

 

T est E L I S A i ndi r e ct p o u r l a d ét e cti o n d es a nti c o r p s a nti- T c P R A C s é ri q u es  

 

1 0 u g/ ml d e T c P R A C r e c o m bi n a nt e dil u é e n P B S o nt ét é a d osr b és d a ns d es pl a q u es M a xis or b 

9 6 p uits ( N u n c) p e n d a nt 1 6 h à 4 ° C. L a s at ur ati o n d es p uits a ét é eff e ct u é e e n P B S c o nt e n a nt 

1 % d e s ér u m al b u mi n e b o vi n e ( S A B) p e n d a nt 1 h à t e m p ér at ur e a m bi a nt e. L es s ér u ms m uri ns 

s o nt e ns uit e dil u és a u 1/ 5 0 e  p ui s d e ½  e n ½  p ar dil uti o ns s éri é es e n P B S-S A B 1 % p uis i n c u b és 

p e n d a nt 1 h à t e m p ér at ur e a m bi a nt e. L a r é v él ati o n d es t ests a ét é eff e ct u é e,  a pr ès l’i n c u b ati o n 

d’ a nti c or ps d e c h è vr e a nti-I g G d e s o uris m ar q u és à l’ H ors er a dis h p e r o xi d as e ( H R P) p e n d a nt 

1 h à t e m p ér at ur e a m bi a nt e, a v e c l e s u bstr at T M B. L a l e ct ur e d es d e nsit és o pti q u es ( D. O) à l a 

l o n g u e ur d’ o n d e d e 4 5 0 n m a ét é r é alis é e a v e c u n s p e ctr o p h ot om ètr e.  

 

T est  E LI S A  s a n d wi c h ( di r e ct  et  i n di r e ct) p o u r  l a  d ét e cti o n  d e  l a T c P R A C  ci r c ul a nt e 

s é ri q u e  

 

P o ur  l a  c a pt ur e,  l es  s ér u ms  p ol y cl o n a u x  d e  l a pi n  et  d’ al p a c a  a nti- T c P R A C  et  l es  a nti c or ps 

m o n o cl o n a u x d e s o uris a nti- T c P R A C o nt ét é dil u és a u 1/ 3 0 0 0 e et a u 1/ 7 0 0 0e r es p e cti v e m e nt 

e n  P B S  et  a ds or b és  d a ns  d es  pl a q u es  M a xi s or b  9 6  p uits  ( N u n c)  p e n d a nt  1 6 h  à  4 ° C. L a 

s at ur ati o n d es p uits a ét é eff e ct u é e e n P B S – B S A 1 % p e n d a nt 1 h à t e m p ér at ur e a m bi a nt e. L es 

s ér u ms m uri ns s o nt e ns uit e dil u és a u 1/ 1 0 e  p ui s d e ½  e n ½  p ar dil uti o ns s éri é es e n P B S-S A B 

1 % p uis i n c u b és p e n d a nt 2 h à t e m p ér at ur e a m bi a nt e. L a r é v él ati o n d es t ests a v e c l e s u bstr at 

T M B  a  ét é  eff e ct u é e  (i)  s oit  dir e ct e m e nt  a pr ès  l’i n c u b ati o n  d’ u n  a nti c or ps  m o n o cl o n al  a nti-

T c P R A C  d e  s o uris  m ar q u és  à  l’ H R P  utilis é  a u  1/ 3 0 0 0 e   o u  (ii)  s oit  a pr ès  l’ utilis ati o n  d’ u n 

a nti c or ps s e c o n d air e d e c h è vr e a nti-I g G d e s o uris m ar q u é à l’ H R P utilis é a u 1/ 6 0 0 0 e , p e n d a nt 

1 h  à  t e m p ér at ur e  a m bi a nt e.  L a  l e ct ur e  d es  d e nsit és  o pti q u es  ( D. O)  à  l a  l o n g u e ur  d’ o n d e  d e 

4 5 0 n m a ét é r é alis é e a v e c u n s p e ctr o p h ot o m ètr e. 

 

P C R q u a ntit ati v e T a q M a n p o u r l a d ét e cti o n d es g è n es T c P R A C  

 

L es a m or c es et l a s o n d e o nt ét é d essi n é es a v e c l e l o gi ci el Pri m er 3 Pl us ( W hit e h e a d I nstit ut e) 

afi n d’ a m plifi er s p é cifi q u e m e nt u n e r é gi o n d e l a s é q u e n c e d es g è n es T c P R A C  d’ u n e t aill e d e 

1 9 4  p b :  a m or c e  s e ns  5’- G G A A G G G A T G C T C G T T G T A A - 3’  ;  a m or c e  a nti-s e ns  5’-

T A C G T A G C A G C A C C T G T T C G - 3’  ;  s o n d e  m ar q u e e  e n  5’  a v e c  l e  fl u or o c hr o m e  6-

c ar b o x yfl u or es c éi n e  et  f usi o n n é e  e n  3’  a v e c  l e q u e n c h er   B H Q 1  5’-

C C A C A C C A T G C T G T T T G A C C - 3’ ( E ur ofi ns g e n o mi cs). L es r é a cti o ns P C R o nt ét é r é alis é es 

d a ns d es pl a q u es 9 6 p uits Mi cr o A m p o pti c al ( T h er m ofis h er) s ur 1 0 0 n g d’ A D N t ot al d a ns l e 

t a m p o n  r é a cti o n n el  U ni v er s al  T a q M a n  M ast er  Mi x  c o nt e n a nt  0, 5 µ M  d es  a m or c es  s e ns  et 

a nti-s e n s et 2 5 0 n m d e l a s o n d e p o ur u n v ol u m e fi n al d e 2 0 µ l. A pr ès 1 0 mi n ut es à 5 0 ° C afi n 

d’ a cti v er  l a h ot- st art D N A p ol y m er as e , 4 0  c y cl es  d e  1 5  s e c  à  9 5 ° C  et  1  mi n  à  6 0 ° C  o nt  ét é 

r é alis és s ur l e s yst è m e d e P C R e n t e m ps r é el Q u a nt St u di o 7 Fl e x ( A p pli e d Bi os yst e ms). P o ur 
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c h a q u e é c h a ntill o n, l es r é a cti o ns d’ a m plifi c ati o n o nt ét é eff e ct u é es e n tri pli c at e. U n e c o ur b e 

st a n d ar d p er m ett a nt l a q u a ntifi c ati o n d es é c h a ntill o ns e x pri m é e e n p ar asit es/ ml a ét é o bt e n u e 

à p artir d’ u n e g a m m e st a n d ar d d e q u a ntit é c o n n u e d’ A D N iss u e d e l’i nf e cti o n artifi ci ell e d e 

s a n g  d e  s o uris  n aï v e  p ar  l es  f or m es  é pi m asti g ot es  C L  et  Y  d u  p ar asit e.  L es  a n al y s es  d e s 

d o n n é es o nt ét é eff e ct u é es a v e c l e l o gi ci el Q u a nt St u di o v 1. 3 ( A p pli e d Bi os yst e ms). 

 

A c q uisiti o n s i n vitr o d es si g n a u x d e fl u o r es c e n c e p a r i m a g e ri e 

 

L es  p ar a sit es  g é n éti q u e m e nt  m o difi és,  e x pri m a nt  s oit  l a  G F P  s oit  l’ E 2- Cri ms o n,  o nt  ét é 

vis u alis és  a v e c  u n e  st ati o n  d’i m a g e  F L oi d ™  I m a gi n g  St ati o n  ( M ol e c ul ar  Pr o b es  Lif e 

T e c h n ol o g y,  Fr a n c e)  q ui  p er m et  l’ a c q uisiti o n  d’i m a g es  d e  h a ut e  r és ol uti o n  e n  c o ntr ast e  d e 

p h as e  et  e n  é pifl u or es c e n c e  d a ns  3  c a n a u x  d e  fl u or es c e n c e :  v ert  ( G F P,  Al e x a  4 8 8 …),  bl e u 

( D A Pi)  et  r o u g e  ( E 2- Cri ms o n,  T e x as R e d …)  gr â c e  à  u n  s yst è m e  d’ill u mi n ati o n  L E D,  u n e 

c a m ér a et d es o pti q u es d e h a ut e q u alit é. 

 

A c q uisiti o n s i n vi v o d es si g n a u x d e bi ol u mi n es c e n c e et d e fl u o r es c e n c e p a r i m a g e ri e 

 

A v a nt  c h a q u e  a c q uisiti o n,  l es  s o uris  o nt  ét é  a n e st h ési é e s  a v e c  u n  m él a n g e  d e  x yl a zi n e  à 

1 5 m g/ k g ( R o m p u n, B a y er L a b) et d e k ét a mi n e à 1 0 0 m g/ k g (I m al g è n e, M eri al L a b) dil u é e n 

P B S.  P o ur  l es  a c q uisiti o ns  d es  si g n a u x  d e  bi ol u mi n es c e n c e,  l es  s o uris  s o nt  pr é al a bl e m e nt 

i nj e ct é es  a v e c  d e  l a  d-l u cif éri n e  à  1 5 0 m g/ k g  ( P er ki n  El m er).  L es  c a pt ur es  d e  si g n a u x  d e 

bi ol u mi n es c e n c e et d e fl u or es c e n c e ( e n é pi- o u e n tr a ns-ill u mi n ati o n) o nt ét é r é alis é es a v e c l e 

s yst è m e  d’i m a g eri e  o pti q u e  I VI S ®   S p e ctr u m ™  ( C ali p er  Lif e  S ci e n c es) c o m p ort a nt  u n e 

c a m ér a o pti q u e d e h a ut e s e nsi bilit é c a p a bl e d e c a pt er u n l ar g e s p e ctr e d e si g n a u x fl u or es c e nts 

j us q u’ à l’i nfr a-r o u g e l oi nt ai n. L a vis u alis ati o n et l a q u a ntifi c ati o n d es r é gi o ns d’i nt ér êt ( R OI) 

d es  si g n a u x  d e  bi ol u mi n es c e n c e  e x pri m és  e n  p h ot o ns/s e c  et  d es  si g n a u x  d e  fl u or es c e n c e 

e x pri m és  e n  ( p h ot o ns/s e c/ c m 2 / s urf a c e)/( µ W/ c m2 )  o nt  ét é  r é alis é es  a v e c  l e  l o gi ci el  Li vi n g 

I m a g e 4. 0 ( C ali p er Lif e S ci e n c es). 
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III. 1. L a T c P R A C et l es a nti c o r p s a nti- T c P R A C p e u v e nt êt r e d ét e ct és  d a n s l a ci r c ul ati o n 

p é ri p h é ri q u e  d e s o u ris i nf e ct é es p a r T. cr u zi  

 

C o m m e n o us l’ a v o ns pr és e nt é, l es f or m es tr y p o m asti g ot es i nf e ct a nt es d e T r y p a n os o m a cr u zi  

s é cr èt e nt/ e x cr èt e nt  a u  c o ur s  d e  l’i nf e cti o n  ai g u ë  et  c hr o ni q u e,  u n e  e n z y m e/ mit o g è n e 

s pé cifi q u e  d u  p ar asit e  : l a T c P R A C.  Ai nsi,  il  s er ait  p ossi bl e  d e  d é m o ntr er  l a  pr és e n c e  d u 

p ar asit e  gr â c e  à  l a  d ét e cti o n  d e  c ett e  m ol é c ul e  s o us  s a  f or m e  cir c ul a nt e,  m e m br a n air e  o u 

c yt o pl as mi q u e,  o u  e n c or e  p ar  l a  d ét e cti o n  d’ a nti c or ps  s p é cifi q u e m e nt  diri g és  c o ntr e  l a 

m ol é c ul e. C e p e n d a nt, il est i m p ort a nt d e n ot er q u e c ett e h y p ot h ès e est c o n diti o n n é e p ar l e f ait 

q u e l e n o m br e d e p ar asit es cir c ul a nts est tr ès v ari a bl e s el o n l e st a d e d e l a m al a di e. L or s d e l a 

p h as e  ai g u ë,  l a  p ar asit é mi e  est  si g nifi c ati v e,  t a n dis  q u e  p e n d a nt  l a  p h as e  c hr o ni q u e  d e 

l’i nf e cti o n l e n o m br e d e p ar asit es q ui cir c ul e est tr ès f ai bl e, v oir e n ul. C ett e diffi c ult é p o urr ait 

êtr e d é p ass é e p ar l’ a m plifi c ati o n d es g è n es T c P R A C . N o us p o urri o ns ai nsi m ettr e e n é vi d e n c e 

d e f a ç o n s p é cifi q u e l a pr és e n c e d u p ar asit e d a ns l a cir c ul ati o n. 

 

P o ur r é p o n dr e à l a pr e mi èr e h y p ot h ès e d e n otr e tr a v ail et d’ attri b u er à l a T c P R A C u n r ôl e d e 

bi o m ar q u e ur p o ur l’i nf e cti o n à T. cr uzi , n o us a v o ns : 

 

i. Pr o d uit diff ér e nts a nti c or ps diri g és c o ntr e l a T c P R A C  ; 

ii. S y nt h étis é d es p air es d’ a m or c es s p é cifi q u es p o ur l’ a m plifi c ati o n d es g è n es T c P R A C  ;  

iii. G é n ér é  à  p artir  d e  d e u x  s o u c h e s  p ol air es  d e T.   cr uzi ( C L  Br e n er et  Y)   d es  p ar asit es 

g é n éti q u e m e nt  m o difi és  c a p a bl es  d’ e x pri m er  c o nstit uti v e m e nt  l e  g è n e  d e  l a Fir efl y 

l u cif er as e, l e g è n e d e l a G F P o u d e l’ E 2- Cri ms o n ; 

i v. Mis  a u  p oi nt  d es  t ests  s ér ol o gi q u es  i n dir e cts p o ur  d ét e ct er  et  q u a ntifi er  l a T c P R A C 

cir c ul a nt e s éri q u e ai nsi q u e l es i m m u n o gl o b uli n es d e t y p e I g G a nti- T c P R A C  ; 

v.  Mis  a u  p oi nt  d es t ests  dir e cts  p o ur  d ét e ct er  l e  p ar asit e  s oit  p a r  P C R s oit  p ar  u n  t est 

d’i m m u n ofl u or es c e n c e. 

 

N o us a v o ns d’ a b or d v ali d é l a r e c o n n aiss a n c e d e l a T c P R A C p ar l es diff ér e nts a nti c or ps p ar l a 

t e c h ni q u e  d e  W est er n  bl ot.  Diff ér e nt es  c o m bi n ais o ns  d’ a nti c or ps  a nti-T c P R A C  o nt  ét é 

utilis é es p o ur m ettr e a u p oi nt d es t ests E LI S A. L a s p é cifi cit é d e c e s t ests a ét é v ali d é e à p artir 

d e  s ér u ms  m uri ns  i nf e ct és  p ar   T.  cr uzi, L. d o n o v a ni  et T.   vi v a x,  d es  tr y p a n os o m ati d és 

i nf e cti e u x p o ur l’ H o m m e et p o ur l es a ni m a u x. 

 

P o ur  l a  d ét e cti o n  et  l a  q u a ntifi c ati o n  d e  l a T c P R A C  cir c u l a nt e  d a ns  l es  s ér u ms  d e  s o uris 

i nf e ct é es p ar T. cr uzi , l es d e u x c o m bi n ais o ns q ui n o us o nt d o n n é l es m eill e ur es p erf or m a n c es 

o nt  ét é  c ell es  a y a nt  utilis é  l e  s ér u m  p ol y cl o n al  a nti- T c P R A C  d e  l a pi n  o u  d’ al p a c a  p o ur  l a 

c a pt ur e  et  u n  a nti c or ps  m o n o cl o n al  a nti- T c P R A C  d e  s o uris,  m ar q u é  à  l a H ors er a dis h 

P er o xi d as e  ( H R P) o u bi e n r é v él é p ar u n a nti c or ps s e c o n d air e : u n a nti-I g G d e s o uris m ar q u é 

H R P   p o ur  l a  r é v él ati o n.  Gr â c e  à  u n e  c o ur b e  st a n d ar d  utilis a nt  d es  dil uti o ns  s éri é es  d e 

T c P R A C  r e c o m bi n a nt e,  l es  li mit es  d e  d ét e cti o n  d e  c es  E LI S A  s a n d wi c h  o nt  ét é  esti m é es, 

e ntr e 1 2 et 4 6 n g/ ml, l or s q u e l es s ér u ms p ol y cl o n a u x a nti- T c P R A C d’ al p a c a o u d e l a pi n s o nt 

utilis és p o ur l a c a pt ur e, r es p e cti v e m e nt et à 1 n g/ ml l or s q u e l’ a nti c or ps m o n o cl o n al d e s o uris 

( # 5 C 9 D 7)  est  utilis é  p o ur  l a  c a pt ur e.  A v e c  c e  t est,  il  n o us  a  ét é  p ossi bl e  d e  d ét e ct er  et  d e 
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q u a ntifi er  d e  f a ç o n  s p é cifi q u e  l es  t a u x  d e T c P R A C  cir c ul a nts  d a ns  d es  s ér u ms  « ai g us »  et 

« c hr o ni q u es » d e s o uris i nf e ct é es p ar l es s o u c h es C L Br e n er et Y d u p ar asit e d e J 1 5 à J 1 2 0 

p ost-i nf e cti o n, à d es t a u x all a nt d e 1 0 0 n g/ ml à pl usi e ur s µ g/ ml. 

 

U n  t est E LI S A i ndir e ct, utilis a nt l a T c P R A C r e c o m bi n a nt e c o m m e a nti g è n e d e c a pt ur e, n o us 

a p er mis d e d ét e ct er et d e q u a ntifi er l es t a u x d’I g G s éri q u es diri g é es c o ntr e l a T c P R A C d a ns 

d es s ér u ms « ai g us » et « c hr o ni q u es » d e s o uris i nf e ct é es à d es t a u x d e l’ or dr e d u n g/ m L a v e c 

u n f e n êtr e d e d ét e cti o n all a nt d e J 2 0 à a u m oi ns J 1 0 0 p ost-i nf e cti o n. 

 

D e  f a ç o n  i nt ér ess a nt e,  d ur a nt  l a  p h as e  c hr o ni q u e,  bi e n  q u e  l es  p ar asit es  s oi e nt  tr ès  p e u 

d ét e ct a bl es d a ns l a cir c ul ati o n, l es t ests E LI S A o nt ét é s uffis a m m e nt s e nsi bl es p o ur  d ét e ct er 

l a T c P R A C  cir c ul a nt e  d a ns  l es  s ér u ms  « c hr o ni q u es ».  C es  r és ult ats  s o nt  c o m p ati bl es  a v e c 

n otr e  h y p ot h ès e  q u e  l a  d ét e cti o n  d e  l a T c P R A C  cir c ul a nt e est  c o rr él é e  a v e c  l a  pr és e n c e  d e 

p ar asit es vi v a nts.  

 

D e  m a ni èr e  à  c o nfir m er  c es  d o n n é es,  n o us  a v o ns  t est é  l a  p os si bilit é  d’ a m plifi er  l es  g è n es 

T c P R A C   à  p artir  d’ A D N  t ot a u x  iss us  d u  s a n g  d e  s o uris  i nf e ct é es. D a ns  u n  pr e mi er  t e m ps, 

n o us a v o ns v ali d é l a s p é cifi cit é d es a m or c es utilis é es p o ur l’ a m plifi c ati o n d es g è n es T c P R A C  

p ar P C R c o n v e nti o n n ell e s ur d es A D N g é n o mi q u es d e diff ér e nts tr y p a n os o m ati d és : T. cr uzi , 

T.  vi v a x , L.  d o n o v a ni  et T.  br u c ei .  D a ns  u n  d e u xi è m e  t e m p s,  p o ur  q u a ntifi er  l a  c h ar g e 

p ar asit air e,  n o us  a v o ns  c o m p ar é  d e u x  t e c h ni q u es  d e  P C R  e n  t e m ps  r é el :  S Y B R  Gr e e n  et 

T a q M a n. U n e h a ut e s p é cifi cit é et u n e m eill e ur e s e nsi bilit é d e l’ or dr e d e 1 0 p ar asit es/ m L o nt 

ét é  o bt e n u es  e n  utilis a nt  l a  t e c h n ol o gi e  T a q M a n  a v e c  u n e  d es  ci n q  p air es  d’ a m or c es 

s y nt h étis é e s. C e tt e  m ét h o d ol o gi e  n o us  a  p er mis  d’ a m plifi er  d e  f a ç o n  s p é cifi q u e  l es  g è n es 

T c P R A C  s ur d es é c h a ntill o ns s a n g ui ns iss u s d e pl usi e ur s gr o u p es d e s o uris i nf e ct é es, d ur a nt l a 

p h as e ai g u ë et l a p h as e c hr o ni q u e d e l a M al a di e d a ns l e m o d èl e e x p éri m e nt al.  

 

C es r és ult ats c o nfir m e nt q u e l a T c P R A C est bi e n u n bi o m ar q u e ur di a g n osti q u e d e l a pr és e n c e 

d u p ar asit e c h e z l’ h ôt e m a m mif èr e. Ils s o nt pr és e nt és e n d ét ail d a ns l es p a g es s ui v a nt es d a ns 

l’ arti cl e n ° 1. 

 

P ar aill e ur s, n o us a v o ns mis a u p oi nt u n t est d’i m m u n ofl u or es c e n c e dir e ct c a p a bl e d e d ét e ct er 

l es f or m es n o n i nf e ct a nt es d e T. cr uzi  p ar l’ utilis ati o n d es a nti c or ps a nti-T c P R A C ( Fi g ur e 7 ). 

L es  s ér u ms  p ol y cl o n a u x  a nti- T c P R A C  d e  l a pi n  ( A)  et  d’ al p a c a  ( B)  o nt  m o ntr é  u n e  f ort e 

r é a cti vit é  s ur  l es  p ar asit es  d e  c ult ur e  fi x és.  Mis  à  p art  u n e  f ai bl e  r é a cti vit é  d e  l’ a nti c or ps 

m o n o cl o n al  # 1 3 C 4 B 5,  c e  t est  n’ a  p as  f o n cti o n n é  l or s q u e  n o us  a v o ns  utilis é l es  7  a utr es 

a nti c or ps  m o n o cl o n a u x  a nti- T c P R A C  d e  s o uris  ( C ).  M al gr é  u n e  b o n n e  r e c o n n aiss a n c e  d es 

f or m es  é pi m asti g ot es  p ar  l es  s ér u ms  p ol y cl o n a u x  a nti-T c P R A C ,  l a  d ét e cti o n  dir e ct e  d es 

f or m es  tr y p o m asti g ot es  s ur  d es  fr ottis  s a n g ui ns  utilis a nt  u n  t est  d’i m m u n ofl u or es c e n c e  n’ a 

p as ét é p ossi bl e ( d o n n é es n o n m o ntr é es). 
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Fi g u r e 7 : D ét e cti o n d u p a r asit e a v e c diff é r e nts a nti c o r ps a nti- T c P R A C p a r i m m u n ofl u o r e s c e n c e di r e ct e 
D e s f or m e s é pi m a sti g ot e s d e T. c r uzi  o nt ét é fi x é e s p ar u n e s ol uti o n d e p ar af or m al d é h y d e à 4 % et p er m é a bili s é es 
a v e c d u Trit o n X- 1 0 0 à 0, 2 % s ur d e s l a m e s. ( A) Utili s ati o n d u s ér u m p ol y cl o n al d e l a pi n a nti- T c P R A C  dil u é a u 
1/ 3 0 0 e r é v él é p ar d e s a nti c or ps d e c h è vr e a nti-I g d e l a pi n - Al e x a 4 8 8 dil u é s à 2 µ g/ ml . ( B) Utili s ati o n d u s ér u m 
p ol y cl o n al d’ al p a c a a nti- T c P R A C a u 1/ 3 0 0 e  r é v él é p ar d e s a nti c or ps d e l a pi n a nti- I g d’ al p a c a - Al e x a 4 8 8 dil u é s 
à 1 0 µ g/ ml . ( C) Utili s ati o n d e s  8 a nti c or ps m o n o cl o n a u x d e s o uri s a nti-T c P R A C dil u é s à 1 0 µ g/ ml r é v él é s p ar d e s 
a nti c or ps  d e  c h è vr e  a nti-I g G  d e  s o uri s  dil u é s  a u  1/ 1 0 0 0 e. L e s  s ér u ms  n aïfs  d e  c h a q u e  e s p è c e  o nt  ét é  utili s é s 
c o m m e t é m oi ns n é g ati fs. U n e s ol uti o n d e D A PI à 1 µ g/ ml a ét é utili s é e p o ur m ar q u er l e n o y a u d e s p ar a sit e s. L e s 
a c q ui siti o ns  d e s  si g n a u x  d e  fl u or e s c e n c e  d e  l’ Al e x a  4 8 8  o nt  ét é  r é ali s é e s  s ur  u n  mi cr os c o p e  à  fl u or e s c e n c e 
Ol y m p us F V 1 0 0 0 M P E. 
 

 

 

 

 

 

S ér u m p ol y cl o n al  d e l a pi n a nti-T c P R A C S ér u m d e l a pi n n aïf 

S ér u m p ol y cl o n al  d’ al p a c a a nti-T c P R A C S ér u m d’ al p a c a n aïf 

A	

B	

A C m o n o cl o n al a nti- T c P R A C # 1 3 C 4 B 5  A C m o n o cl o n al a nti- T c P R A C # 3 D 5 C 4  A C m o n o cl o n al a nti- T c P R A C # 4 B 8 E 2 A C m o n o cl o n al a nti- T c P R A C # 9 A 2 D 8 

A C m o n o cl o n al a nti- T c P R A C # 1 F 3 E 7 A C m o n o cl o n al a nti- T c P R A C # 2 F 6 E 1 2 A C m o n o cl o n al a nti- T c P R A C # 5 C 9 D 7  A C m o n o cl o n al a nti- T c P R A C # 6 E 6 B 2 

S ér u m d e s o uri s n aï v e 

C	



5 4 	

III. 2. Utilis ati o n d e l a T c P R A C  c o m m e bi o m a r q u e u r p o u r l’ effi c a cit é p ost-t r ait e m e nt  

 

L es  m ét h o d ol o gi es  s ér ol o gi q u es  et  m ol é c ul air es,  pr é c é d e m m e nt  pr és e nt é es,  n o us  p er m ett e nt 

d e d ét e ct er l e p ar asit e d a ns d es é c h a ntill o ns bi ol o gi q u es m uri ns pr él e v és a ussi bi e n d ur a nt l a 

p h as e  ai g u ë  q u e  l a  p h as e  c hr o ni q u e  d a ns  l e  m o d èl e  e x p éri m e nt al.  E n  pl us  d es  c o ntr ai nt es 

di a g n osti q u es,  t o uj o ur s  d’ a ct u alit é  p o ur  l a  M al a di e  d e  C h a g as,  u n e  a utr e  pr o bl é m ati q u e 

c o ur a nt e  est  l a  diffi c ult é  d e  s e  pr o n o n c er  s ur  l’ effi c a cit é  d es  tr ait e m e nts  p o ur  l es  p ati e nts 

c h a g asi q u e s  e n  p h as e  c hr o ni q u e.  Afi n  d e  r é p o n dr e  à  l a  d e u xi è m e  p arti e  d e  l a  pr e mi èr e 

h y p ot h ès e  d e  tr a v ail,  n o us  a v o ns  t est é  l a  c a p a cit é  d e  l a T c P R A C  à  êtr e  utilis é e  e n  t a nt  q u e 

bi o m ar q u e ur d e l’ effi c a cit é d’ u n tr ait e m e nt. 

 

P o ur c el a, n o us a v o ns t est é et a n al ys é, gr â c e à diff ér e nts gr o u p es d e s o uris i nf e ct é es, tr ait é es 

o u  n o n  a v e c  l e  b e n z ni d a z ol e,  l es  diff ér e nt es  m ét h o d ol o gi es  p er m ett a nt  l a  d ét e cti o n  d e l a 

T c P R A C, l es  g è n es  c o d a nts  p o ur  l a T c P R A C o u  l es  a nti c or ps  d e  s o uris  diri g és  c o ntr e  c ett e 

d er ni èr e.  P o ur  c o nt o ur n er  l a  c o m pl e xit é  li é e  à  l a  m ort alit é  él e v é e,  o bs er v é e  a u  c o ur s  d e  l a 

p h as e ai g u ë, d u e à u n e h y p er p ar asit é mi e, n o us a v o ns é g al e m e nt i nf e ct é d es gr o u p es d e s o uris 

a v e c  u n  n o m br e  m oi ns  i m p ort a nt  d e  p ar asit es  afi n  q u e  l a  m aj orit é  d es  s o uris  e ntr e  e n  p h as e 

c hr o ni q u e ( a u m oi ns j us q u’ à J 1 0 0 p ost-i nf e cti o n). 

 

L es r és ult ats o bt e n us o nt m o ntr é : 

 

i. L es  t a u x  d e T c P R A C  cir c ul a nt e  d e vi e n n e nt  n é g atif s  c h e z  l e  gr o u p e  d e  s o uris 

« tr ait é » p e n d a nt l a p h as e ai g u ë et di mi n u e nt d e f a ç o n si g nifi c ati v e c h e z l e gr o u p e 

d e  s o uris  « tr ait é »  p e n d a nt  l a  p h as e  c hr o ni q u e  c o m p ar ati v e m e nt  a u x  gr o u p es 

« n o n tr ait és ». 

ii. C es d o n n é es s o nt c o nf ort é es p ar l es r és ult ats o bt e n us a pr ès l e d os a g e d es I g G a nti-

T c P R A C . C es t a u x s o nt pr o c h e s d e z ér o p o ur l e gr o u p e d e s o uris « tr ait é » p e n d a nt 

l a p h as e ai g u ë et n o us a v o ns o bs er v é u n e s ér o c o n v er si o n d e c es a nti c or ps, d e f a ç o n 

si g nifi c ati v e,  c h e z  l e  gr o u p e  d e  s o uris  « tr ait é »  p e n d a nt  l a  p h as e  c hr o ni q u e 

e n vir o n 3 0 j o ur s a pr ès l a fi n d e l a p éri o d e d e tr ait e m e nt. 

iii. D e  pl us,  l’ a m plifi c ati o n  d es  g è n es T c P R A C   p ar  P C R  e n  t e m ps-r é el  a  m o ntr é  u n e 

c h ar g e  p ar asit air e  i n d ét e ct a bl e  (i nf éri e ur e  à  1 0  p ar asit es/ ml)  p o ur  l es  gr o u p es 

« tr ait és » a ussi bi e n p e n d a nt l a p h as e ai g u ë q u e p e n d a nt l a p h as e c hr o ni q u e al or s 

q u e l a pr és e n c e d u p ar asit e est t o uj o ur s d ét e ct é e c h e z l es gr o u p es « n o n tr ait és ». 

 

C es  r és ult ats  m o ntr e nt  q u e l a T c P R A C   p o urr ait  êtr e  u n  bi o m ar q u e ur  d e  s ui vi  d e l’ effi c a cit é 

d’ u n tr ait e m e nt a nti p ar asit air e. Ils c o nf ort e nt l’ effi c a cit é d u b e n z ni d a z ol e l or s q u’il est utilis é 

a u d é b ut d e l’i nf e cti o n . N é a n m oi ns, n o us n e p o u v o ns p as e x cl ur e l a pr és e n c e d’ u n t a u x m ê m e 

f ai bl e  d e  p ar asit es  c h e z  l es  i n di vi d us  tr ait és.  C es  r és ult ats  s o nt  pr és e nt és  e n  d ét ail  d a ns  l es 

p a g es s ui v a nt es d a n s l’ arti cl e n ° 1. 
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E n  p ar all èl e,  n o us  a v o ns  eff e ct u é  l e  s ui vi  d u  pr ofil  c yt o ki ni q u e  d e  c es  m ê m es  é c h a ntill o ns 

p o ur l a r e c h er c h e d’ a utr es m ar q u e ur s d ur a nt l a p h as e ai g u ë et l a p h as e c hr o ni q u e. P o ur c el a, 

n o us  a v o ns  eff e ct u é  l e  d os a g e  d es  c yt o ki n es  m aj orit air es,  i m pli q u é es  d a ns  u n e  r é p o ns e  d e 

t y p e T h 1 (I F Ng , T N Fa , I L- 2), d e t y p e T h 2 (I L- 4, I L- 6, I L- 1 0) o u d e t y p e T h 1 7 (I L- 1 7 A). D es 

s ér u ms d e s o uris n o n i nf e ct é es, él e v é es d a ns l es m ê m es c o n diti o ns, o nt é g al e m e nt ét é pr él e v és 

a u x  m ê m es  j o ur s  afi n  d e  s er vir  d e  t é m oi ns  n é g atif s,  c’ est  à  dir e  e n  c o n diti o n  n o n 

p at h ol o gi q u e. 

 

L es r és ult at s d e c es e x p éri e n c e s s o nt m o ntr és d a ns l a Fi g ur e 8 ( p a g e s ui v a nt e). N o us p o u v o ns 

o bs er v er q u e d ur a nt l a p h as e ai g u ë ( p a n el A), l a m aj orit é d es c yt o ki n es e x pri m é e s c orr es p o n d 

à  u n e  r é p o ns e  d e  t y p e  T h 1.  U n  pi c  d e  pr o d u cti o n,  pri n ci p al e m e nt  d’I F N γ   et  d e  T N Fα , 

c ar a ct ér isti q u e d e l’i nf e cti o n p ar T. cr uzi , est o bs er v é à J 1 5 et e ntr e J 1 5 et J 2 5 p ost-i nf e cti o n 

r es p e cti v e m e nt,  s a ns  diff ér e n c e  si g nifi c ati v e  e ntr e  l es  s o uris  « tr ait é es »  et  « n o n  tr ait é es ». 

C ett e pr o d u cti o n d’I F N γ  et d e T N Fα  p er sist e p e n d a nt l a p h as e c hr o ni q u e d e l’i nf e cti o n ( p a n el 

B) à d es t a u x pl us f ai bl es q u e p e n d a nt l a p h as e ai g u ë. A p artir d u 5 è m e  j o ur a pr ès l a fi n d e l a 

p éri o d e  d e  tr ait e m e nt  ( J 7 5),  n o us  a v o ns  o bs er v é u n e  diff ér e n c e  si g nifi c ati v e  d e  l’ e x pr essi o n 

d’I F N γ  o ù l a pr o d u cti o n di mi n u e d e f a ç o n disti n ct e p o ur l es s o uris « tr ait é es » t a n dis q u e c ett e 

d er ni èr e s e m bl e p er d ur er p o ur l es s o uris « n o n tr ait é es ». P ar c o ntr e, mis e à p art u n e r el ati v e 

e x pr es si o n d’I L- 6 a u d é b ut d e l’i nf e cti o n, a ussi bi e n c h e z l es s o uris « tr ait é es » q u e c h e z l es 

s o uris  « n o n  tr ait é es »,  n o us  n’ a v o ns  p as  o bs er v é  d’ a u g m e nt ati o n  r e m ar q u a bl e  d u  t a u x  d es 

c yt o ki n es r el ati v es à u n e r é p o ns e d e t y p e T h 2 o u d e t y p e T h 1 7. 
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Fi g u r e 8 : D os a g e s d e s c yt o ki n e s s é ri q u e s d e s o u ri s t r ait é e s o u n o n p a r l e b e n z ni d a z ol e 
D e s gr o u p e s d e 7 s o uri s B al b/ c m âl e s a g é s d e 6 s e m ai n e s o nt ét é i nf e ct é s p ar v oi e i ntr a p érit o n é al e a v e c 1 0 4  o u 
1 0 3   tr y p o m a sti g ot e s  (s o u c h e  C L  Br e n er)  p o ur  l’ ét u d e  c o m p ar ati v e  d u  pr ofil  d’ e x pr e ssi o n  c yt o ki ni q u e  li é e  a u 
tr ait e m e nt  p ar  l e  b e n z ni d a z ol e.  D ur a nt  l a  p ha s e ai g u ë,  u n  gr o u p e  d e  s o uri s  a  ét é  tr ait é  p e n d a nt  1 0  j o urs  a v e c 
1 0 0 m g/ k g/j p ar g a v a g e e ntr e J 5 et J 1 5 p ost-i nf e cti o n ( A). U n a utr e gr o u p e a ét é tr ait é d e f a ç o n i d e nti q u e p e n d a nt 
l a  p h a s e  c hr o ni q u e  d e  l’i nf e cti o n  e ntr e  J 6 0  et  J 7 0  p ost-i nf e cti o n  ( B).  L e s  j o urs  i n di q u é s  e n  a bs ci ss e  s ur  l e s 
gr a p hi q u e s d e l a fi g ur e c orr e s p o n d e nt a u x j o urs d e pr él è v e m e nt d e s a n g p éri p h éri q u e utili s é p o ur l’ o bt e nti o n d e s 
s ér u ms. L e d os a g e d e s c yt o ki n e s a ét é eff e ct u é a v e c l e kit C yt o m et ri c B e a d A rr a y  ( C B A) M o us e T h 1/ T h 2/ T h 1 7 
C yt o ki n e  ( B D  Bi os ci e n c e s)  e n  s ui v a nt  l e s  i nstr u cti o ns  d u  m a n u el.  L e s  a c q ui siti o ns  o nt  ét é  r é ali s é e s  s ur  u n 
c yt o m ètr e  e n  fl u x  A c c uri  C 6  ( B D  Bi os ci e n c e s)  et  l e s  a n al ys e s  d e s  d o n n é e s  a v e c  l e  l o gi ci el  F C A P  Arr a y 
S oft w ar e ( B D Bi os ci e n c e s).  
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f or di a g n o si s a n d m o nit ori n g of tr e at m e nt effi c a c y. 
 
 

Ni c ol a s C o at n o a n, G uil h er m e Di a s d e M el o, Al ai n C o s s o n, Pi err e 
L af a y e, M ar c B o s s u s, Gl a u ci a P ar a n h o s B a c c al a, E mili o Bri g n oli  

a n d P a ol a Mi n o pri o . S u b mitt e d. 
	
	
	
	
	
	 	



5 8 	

S p e cifi c s e r ol o gi c al a n d m ol e c ul a r t o ol s f or di a g n o si s of e x p e ri m e nt al C h a g a s 

i nf e cti o n a n d di s e a s e: t o w a r d s a r eli a bl e t e st f o r di a g n o si s a n d m o nit o ri n g of  

t r e at m e nt effi c a c y. 

 

Ni c ol a s C o at n o a n 1 , G uil h er m e Di a s d e M el o1 & , Al ai n C o s s o n1 , Pi err e L af a y e2 , M ar c 

B o s s u s 3 , Gl a u ci a P ar a n h o s B a c c al a3 , E mili o Bri g n oli3  a n d P a ol a Mi n o pri o 1*  

 

1 Tr y p a n o s o m ati d s I nf e cti o u s Pr o c e s s e s L a b or at or y, I nf e cti o n a n d E pi d e mi ol o g y 

D e p art m e nt, I n stit ut P a st e ur, 2 8 R u e d u Dr. R o u x, 7 5 7 2 4 P ari s, Fr a n c e 

2 Pl at ef or m e I n g é ni eri e d e s A nti c or p s, I n stit ut P a st e ur, 2 8 R u e d u Dr. R o u x, 7 5 7 2 4 

P ari s, Fr a n c e 

3  bi o M éri e u x, 3 7 6 C h e mi n d e L’ Or m e, M ar c y l’ Et oil e, 6 9 2 8 0, Fr a n c e 

 

Pr e s e nt a d dr e s s e s : 

&  U nit é d e D y n a mi q u e d e s l y s s a vir u s et a d a pt ati o n à l' h ôt e, I nf e cti o n a n d 

E pi d e mi ol o g y D e p art m e nt, I n stit ut P a st e ur, 2 8 R u e d u Dr. R o u x, 7 5 7 2 4 P ari s, Fr a n c e 

 

*  C orr e s p o n di n g A ut h or 

S ci e ntifi c Pl atf or m P a st e ur – U S P, R u a Pr of. L u ci o M arti n s R o dri g u e s, 3 7 0 , Ci d a d e 

U ni v er sit ari a, S a o P a ul o, S P, C E P 0 5 5 0 8 - 0 1 2, Br a zil 

p a ol a. mi n o pri o @ p a st e ur.fr  

  



5 9 	

S U M M A R Y  

 

C h a g a s  di s e a s e  i s  a  n e gl e ct e d  di s e a s e,  a n d  c urr e ntl y,  it s  tr a n s mi s si o n  b y  bl o o d 

tr a n sf u si o n h a s b e c o m e a p u bli c h e alt h pr o bl e m i n N ort h er n c o u ntri e s d u e t o p e o pl e 

mi gr ati o n. T c P R A C  i s  a n  e s s e nti al  p ar a sit e  e n z y m e,  n ot  pr e s e nt  i n  h u m a n s  a n d  i n 

ot h er p at h o g e ni c tr y p a n o s o m ati d s t h at c o nf er a p arti c ul ar i nt er e st i n t er m s of p ar a sit e 

s p e cifi cit y f or di a g n o si s a n d crit eri a of c ur e. W e h a v e pr e vi o u sl y s h o w n t h at T c P R A C 

g e n e a n d e x pr e s si o n ar e cl o s el y r el at e d t o t h e p ar a sit e vi a bilit y. T hi s h a s a p arti c ul ar 

i m p ort a n c e  f or  t h e  c hr o ni c  p h a s e s  of  C h a g a s  di s e a s e  w h er e  t h e  p ar a sit e  i s  al m o st 

e x cl u si v el y  i ntr a c ell ul ar  a n d  h ar dl y  d et e ct e d,  i m p o si n g  s eri o u s  diffi c ulti e s  f or  t h e 

di a g n o si s a n d f or a s s e s si n g c ur e aft er tr e at m e nt.  H er ei n, w e d e s cri b e m ol e c ul ar a n d 

s er ol o gi c al a p pr o a c h e s t o C h a g a s di s e a s e di a g n o si s , wit h t h e T c P R A C a s t h e m ai n 

t ar g et, i n  or d er  to  i m pr o v e  t h e  s e n siti vit y  a n d  s p e cifi cit y  of  t h e  e xi sti n g  di a g n o sti c 

t e st s.  I n  a c ut el y  a n d  c hr o ni c all y T.  cr u zi   i nf e ct e d  mi c e,  w e  h a v e  d e m o n str at e d  t h e 

p ot e nti al of s u c h t e st s t o d et e ct t h e p ar a sit e s, e v e n i n l o w p ar a sit a e mi a a ni m al s, b y 

t h e  t ar g eti n g  of T c P R A C   g e n e s  a n d  t h e  s e cr et e d/ e x cr et e d T c P R A C  i n  p eri p h er al 

bl o o d s a m pl e s. F urt h er m or e, aft er b e n z ni d a z ol e tr e at m e nt, mi c e di a g n o s e d u si n g o ur 

c o m bi n e d  a p pr o a c h  t e n d e d  t o  b e c o m e  n e g ati v e,  w h at  w o ul d  p a v e  t h e  w a y  t o  t h e 

d e v el o p m e nt  of  n e w  t e st s  f or  t h e  p o st-tr e at m e nt  e v al u ati o n  a n d  t h e  v ali d ati o n  of 

n e w s dr u g s a g ai n st C h a g a s di s e a s e.  

 

K e y w o r d s :  C h a g a s  di s e a s e, Tr y p a n o s o m a  cr u zi ,  di a g n o si s,  b e n z ni d a z ol e, 
a nti b o di e s. 
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I N T R O D U C TI O N 
 
C h a g a s  di s e a s e , c a u s e d  b y  t h e 
ki n et o pl a sti d  pr ot o z o a n Tr y p a n o s o m a 
cr u zi,   i s  a  m aj or  n e gl e ct e d  di s e a s e  t h at 
aff e ct s  milli o n s  of  p e o pl e  i n  S o ut h  a n d 
C e ntr al  A m eri c a s [ 1].  N o  v a c ci n e  or 
a p pr o pri at e tr e at m e nt s  ar e  a v ail a bl e  f or 
l ar g e- s c al e p u bli c h e alt h i nt er v e nti o n s. I n 
t h e  l a st  d e c a d e,  C h a g a s  di s e a s e  h a s 
g ai n e d  a  c o n si d er a bl e  i m p ort a n c e  i n 
n o n - e n d e mi c  r e gi o n s  a n d  N ort h er n 
c o u ntri e s d u e t o pr o gr e s si v e ur b a ni z ati o n 
a n d  t h e  i nt e n si v e  mi gr ati o n  of  i nf e ct e d 
i n di vi d u al s  a n d  v e ct or s  [ 2].  T h e 
tr a n s mi s si o n  of  t h e  p ar a sit e  b y  bl o o d 
tr a n sf u si o n i s t h e n a k e y i s s u e. T. cr u zi i s 
a  h e m ofl a g el at e  pr ot o z o a n  p ar a sit e  t h at 
i nf e ct s  diff er e nt  c ell  t y p e s  of  t h e 
m a m m ali a n  h o st.  I n  t h e  a c ut e  p h a s e  of 
i nf e cti o n,  p ar a sit e s  ar e  e a sil y  f o u n d 
r e pli c ati n g  i n  diff er e nt  ti s s u e s  a n d 
or g a n s,  a s  w ell  a s  cir c ul ati n g  i n  t h e 
bl o o d.  A s  a d a pti v e  i m m u n e  r e s p o n s e s 
ar e sti m ul at e d, t h e hi g h ti s s u e p ar a siti s m 
i s c o ntr oll e d, b ut n e v er er a di c at e d [ 3]. T. 
cr u zi  e x hi bit s  a  hi g h  d e gr e e  of 
i ntr a s p e cifi c  v ari a bilit y,  a s  d et e ct e d  b y 
bi ol o gi c al,  bi o c h e mi c al,  i m m u n ol o gi c al 
a n d g e n eti c m ar k er s [ 4, 5, 6].  
 
C urr e nt  m et h o d s  f or  t h e  di a g n o si s  of 
C h a g a s di s e a s e ar e u n s ati sf a ct or y. T h u s 
t h e  di a g n o si s  i s  b a s e d  o n  t h e  dir e ct 
mi cr o s c o pi c  d e m o n str ati o n  of  p ar a sit e s 
cir c ul ati n g  i n  t h e  bl o o d  or  pr e s e nt  i n 
bi o p si e s  [ 7, 8]. A d d iti o n all y,  p o or 
s er ol o gi c al  t e st s  e xi st  a n d  ar e  b a s e d  o n 
t h e  h u m or al  r e s p o n s e  a g ai n st  m aj or 
p ar a sit e  a nti g e n s , or  t h e  pr e s e n c e  of 
p ar a siti c  D N A  i n  t h e  bl o o d.  T h e  m ai n 
diffi c ult y  i s  t h at  t h e  p ar a sit e  l o a d  i s 
r el ati v el y  e a sil y  d et e ct a bl e  o nl y d uri n g 
t h e  a c ut e  p h a s e  b e c a u s e  bl o o str e a m 
f or m s of T.  cr u zi  c a n  b e  f o u n d  i n  t h e 
p eri p h er al  cir c ul ati o n, i. e.  a p pr o xi m at el y 
d uri n g  t h e  fir st  2  m o nt h s  of  i nf e cti o n.  I n 
c o ntr a st,  d uri n g  t h e  c hr o ni c  p h a s e,  v er y 
f e w  p ar a sit e s  cir c ul at e  si n c e T.  cr u zi  i s 
m ai nl y  pr e s e nt  i n  d e e p  ti s s u e s. 

C o n s e q u e ntl y t h e a v ail a bl e  t e st s  s uff er 
fr o m  a  g o o d  s e n siti vit y.  I n  e n d e mi c, 
pr e d o mi n a ntl y r ur al ar e a s, t h e m aj orit y of 
i nf e ct e d  p e o pl e  ar e  a s y m pt o m ati c  a n d 
t h er ef or e  d o  n ot  c o n s ult  a n d  ar e  n ot 
s cr e e n e d.  T h e  pr o bl e m  i s  a m plifi e d  b y 
t h e  c o n si d er a bl e  g e n eti c  v ari a biliti e s 
b et w e e n  diff er e nt  str ai n s of T.  cr u zi  a n d 
t h e  fr e q u e nt  c o-i nf e cti o n s  wit h  ot h er 
p ar a sit e s  pr e s e nt  i n  e n d e mi c  ar e a s  f or 
C h a g a s  di s e a s e,  s u c h  a s Tr y p a n o s o m a 
r a n g eli or L ei s h m a ni a s p p.  M o st  of  t h e 
e xi sti n g  t e c h ni q u e s  r e q uir e  i n v a si v e 
s a m pli n g a n d l a c k a p pr o pri at e s e n siti vit y 
a n d  s p e cifi cit y,  e s p e ci all y  b e c a u s e  of 
cr o s s-r e a cti o n  wit h  t h e s e  i nf e cti o u s 
a g e nt s [ 9]. 
 
Still  t o d a y ,  W H O  r e c o m m e n d s  2-3 
si m ult a n e o u s  s er ol o gi c al  t e st s  t o 
i n cr e a s e  a c c ur a c y  a n d  d e cr e a s e 
i n c o n cl u si v e r e s ult s t o l e s s t h a n 2 % [ 1 0]. 
T hr e e  t e st s  b a s e d  o n  t h e  d et e cti o n  o f 
s p e cifi c  a nti b o di e s  a g ai n st  t h e  p ar a sit e 
ar e  wi d el y  u s e d  a n d  r e c o m m e n d e d  f or 
i m m u n ol o gi c al  di a g n o si s, i n  or d er  t o  fill 
t h e  l o w  pr e di cti v e  v al u e  of  c urr e nt  t e st s: 
i n dir e ct  h a e m a g gl uti n ati o n,  i n dir e ct 
i m m u n ofl u or e s c e n c e,  a n d  e n z y m e 
i m m u n o a s s a y.  Ot h er  c o m m er ci all y 
a v ail a bl e  di a g n o sti c  t e st s  e m pl o y  cr u d e 
a nti g e n  pr e p ar ati o n s  of T.  cr u zi ,  s e mi-
p ur ifi e d  fr a cti o n s  or  r e c o m bi n a nt 
a nti g e n s.  M o st  of  t h e s e  t e st s  h a v e  a 
s e n siti vit y  of  9 4 %  t o  9 9. 5 %  a n d  a 
s p e cifi cit y of 9 4 % t o 9 6 % a n d, t h er ef or e, 
ar e  i n c o n cl u si v e  a n d  o f  l o w 
r e pr o d u ci bilit y.  A c c ur at e di a g n o si s i s 
t h e n  e s s e nti al  f or  p ar a sit e  d et e cti o n  i n 
p ati e nt s  wit h  u n cl e ar  s er ol o g y ,  t o  t h e 
f oll o w  u p  of  t h e  i nf e cti o n  a n d  t o  pr e v e nt 
tr a n s mi s si o n  b y  t h e  w a y  of  bl o o d 
tr a n sf u si o n s  a n d  or g a n 
tr a n s pl a nt ati o n. T h e  d e v el o p m e nt of 
m ol e c ul ar  a n d  s er ol o gi c al  m et h o d s 
s h o ul d  c o n si d er  t h e  p h a s e  of  i nf e cti o n 
a n d i s  of  ut m o st  i m p ort a n c e  f or  b ett er 
e v al u ati o n of tr e at m e nt effi c a c y. 
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T c P R A C i s a n e s s e nti al T. cr u zi  e n z y m e, 
n ot  pr e s e nt  i n  h u m a n s  a n d  i n  ot h er 
h u m a n   tr y p a n o s o m ati d s  [ 1 1].  T h e 
e n z y m e, i s  e x pr e s s e d  i n  diff er e nt 
p ar a sit e  st a g e s,  i n d e p e n d e ntl y  of  t h e T. 
cr u zi   g e n ot y p e,  h a s  a  mit o g e ni c  a cti vit y 
f or  h o st  B  c ell s,  t h u s  c ontri b uti n g  f or 
p ar a sit e p er si st e n c e a n d f at e [ 1 2, 1 3]. W e 
h a v e pr e vi o u sl y s h o w n t h at T c P R A C i s a 
m ar k er  of  p ar a sit e  vi a bilit y , si n c e 
p ar a sit e s  s u b mitt e d  t o  g e n eti c 
i n a cti v ati o n  of T c P R A C  g e n e , or 
f u n cti o n al g e n e   k n o c k  d o w n, ar e  n ot 
vi a bl e [ 1 4].  T hi s  h a s  a  p arti c ul ar 
i m p ort a n c e  f or  t h e  c hr o ni c  p h a s e s  of 
C h a g a s  di s e a s e  w h er e  t h e  p ar a sit e  i s 
al m o st  e x cl u si v el y  i ntr a c ell ul ar  a n d 
h ar dl y  d et e ct e d,  i m p o si n g  s eri o u s 
o b st a cl e s  f or  t h e  di a g n o si s  a n d  f or 
h e ali n g crit eri a aft er tr e at m e nt. 
 
I n  or d er  t o  a d dr e s s  t h e s e  q u e sti o n s  a n d 
d e v el o p  b ett er  e pi d e mi ol o gi c al  s ur v e y s 
a n d di a g n o sti c t o ol s, w e h a v e d e v el o p e d 
diff er e nt   t o ol s  a n d  a p pr o a c h e s  u si n g 
T c P R A C  a s  t h e  m ai n  t ar g et.  Hi g hl y 
s p e cifi c  a nti b o di e s  dir e ct e d  a g ai n st 
T c P R A C  w er e  r ai s e d  i n  r a b bit,  m o u s e 
a n d al p a c a.  U si n g  bi oi nf or m ati c  t o ol s, 
T c P R A C  s p e cifi c  oli g o n u cl e oti d e 
s e q u e n c e s  w er e  al s o  i d e ntifi e d  t o  b e 
u s e d  i n  r e al  ti m e  P C R.  W e  e v al u at e d 
gr o u p s  of  m o u s e  s er a  a n d  bl o o d  D N A 
c oll e ct e d  d uri n g  t h e  c o ur s e  of  a c ut e  a n d 
c hr o ni c  i nf e cti o n s  b ef or e  a n d  aft er 
s p e cifi c  c h e m ot h er a p y.  A nti b o d y -c a pt ur e 
E LI S A s  w er e  s ettl e d  s e e ki n g  t o  d e v el o p 
s p e cifi c  a n d  s e n siti v e  di a g n o si s  of T. 

cr u zi i nf e cti o n, e v e n f or a ni m al s s h o wi n g 
e xtr e m el y  l o w  p ar a sit a e mi a s, ai mi n g  at  
d et e cti n g  t h e  pr e s e n c e  of  cir c ul ati n g 
T c P R A C  or  a nti -T c P R A C  s p e cifi c 
a nti b o di e s.  Hi g hl y  s p e cifi c  a n d  s e n siti v e 
r e al ti m e P C R w a s  s et i n m oti o n t o t ar g et 
s p e cifi c  p ar a sit e T c P R A C   g e n e s.  A s 
e x p e ct e d,  a n d  o ur  c o m bi n e d  d at a  s h o w 
t h at t h e m et h o d ol o gi e s u si n g T c P R A C a s 
t ar g et  h a v e  i n cr e a s e d  s p e cifi cit y  a n d 
p ot e nti al  t o  f urt h er  v ali d ati o n  u si n g 
h u m a n  c o h ort s  ai mi n g  at  a n  i m pr o v e d 
di a g n o si s  of  C h a g a s’  i nf e cti o n,  di s e a s e 
m o nit ori n g  a n d  p o st  tr e at m e nt  c ur e.  A s 
e x p e ct e d, a nti- T c P R A C a nti b o di e s r ai s e d 
i n  t hr e e  diff er e nt  s p e ci e s  w er e  a bl e  t o 
c a pt ur e  p ar a sit e  s e cr et e d/ e x cr et e d 
cir c ul ati n g T c P R A C,  a s  w ell  a s  m o u s e 
a nti -T c P R A C  a nti b o di e s  d uri n g  b ot h  t h e 
a c ut e  a n d  c hr o ni c  p h a s e s  of  t h e 
i nf e cti o n.  I n  p ar all el, T c P R A C  g e n e s 
w er e  effi ci e ntl y  a m plifi e d  b y  r e al  ti m e 
P C R.  E LI S A  a n d  P C R  a s s a y s  h a v e 
s h o w e d hi g h s p e cifi cit y a g ai n st t h e t ar g et 
si n c e  n o  cr o s s  r e a cti o n s  w er e  o bt ai n e d 
w h e n  u si n g  bl o o d  s a m pl e s  fr o m  mi c e 
i nf e ct e d  wit h  ot h er  tr y p a n o s o m ati d s. 
M or e o v er,  s er ol o g y  a n d  m ol e c ul ar  t e st s 
s h o w e d  a  t e n d e n c y  t o  b e  n e g ati v e  aft er 
dr u g tr e at m e nt. Alt o g et h er, o ur c o m bi n e d 
d at a  s h o w e d  t h at  t h e  m et h o d ol o gi e s 
u si n g T c P R A C  a s  t ar g et  off er  i n cr e a s e d 
s p e cifi cit y  f or  a  di a g n o sti c  a n d  b e ar  a 
p ot e nti al  f or  f urt h er  v ali d ati o n  u si n g 
h u m a n  c o h ort s  ai mi n g  at  a n  i m pr o v e d 
di a g n o si s  of  C h a g a s  i nf e cti o n,  di s e a s e 
m o nit ori n g  a n d  p o st- tr e at m e nt 
e v al u ati o n. 

 
M A T E RI A L S A N D M E T H O D S  
 
Pr e p a r ati o n of r e c o m bi n a nt T c P R A C  
R e c o m bi n a nt Tr y p a n o s o m a  cr u zi  pr oli n e 
r a c e m a s e  ( E C  5. 1. 1. 4)  w a s  pr o d u c e d  i n 
E.  c oli   B L 2 1  ( D E 3)  (I n vitr o g e n)  a n d 
p urifi e d  b y  i m m o bili z e d  m et al  affi nit y 
c hr o m at o gr a p h y  o n  ni c k el  c ol u m n s,  a s 
pr e vi o u sl y d e s cri b e d [ 1 2 ]. 
 
 

A ni m al i m m u ni z ati o n s 
2  m o nt h s -ol d N e w  Z e al a n d  w hit e  r a b bit 
w a s  i m m u ni z e d  at  d a y 0  wit h  1 0 0   µg  of 
r e c o m bi n a nt T c P R A C  i n  c o m pl et e 
Fr e u n d  a dj u v a nt  a n d  e v er y  1 5  d a y s  wit h 
2 0 0   µ g  of  r e c o m bi n a nt T c P R A C  i n 
i n c o m pl et e Fr e u n d a dj u v a nt. 5 w e e k s-ol d 
B al b/ c  mi c e  w er e  i m m u ni z e d  at  d a y s  0, 
1 4  a n d  2 8  wit h  1 0   µ g  of  r e c o m bi n a nt 
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T c P R A C  mi x e d  wit h  Ri bi  a dj u v a nt.  O n e 
y o u n g  a d ult  m al e  al p a c a  ( L a m a  p a c o s ) 
w a s  i m m u ni z e d  wit h  1 0 0  µ g  of  t h e 
r e c o m bi n a nt T c P R A C  i n  c o m pl et e 
Fr e u n d  a dj u v a nt  at  d a y 0  a n d  1 0 0  µ g of 
t h e  r e c o m bi n a nt T c P R A C  i n  i n c o m pl et e 
Fr e u n d a dj u v a nt at d a y s 2 1 a n d 3 5. 
 
A nti -T c P R A C s e r a a n d a nti b o di e s  
A nti -T c P R A C  r a b bit  p ol y cl o n al  a n d 
al p a c a  p ol y cl o n al  s er u m  w er e  o bt ai n e d 
fr o m  i m m u ni z e d  a ni m al s  a n d  t e st e d 
a g ai n st T c P R A C  r e c o m bi n a nt  pr ot ei n.  8 
m o u s e  m o n o cl o n al  a nti b o di e s  a nti-
T c P R A C  w er e  pr o d u c e d  b y  bi o M éri e u x 
fr o m  i m m u ni z e d  B al b/ c  mi c e  i m m u ni z ed 
a s  h er e  a b o v e:  cl o n e s  1 3 C 4 B 5  (I g G 2 a), 
5 C 9 D 7  (I g G 1),  1 F 3 E 7  (I g G 1),  6 E 6 B 2 
(I g G 2 a),  2 F 6 E 1 2  (I g G 1),  3 D 5 C 4  (I g G 1), 
4 B 8 E 2 (I g G 1), 9 A 2 D 8 (I g G 2 a).  
 
P a r a sit e s   
E pi m a sti g ot e  f or m s  of  C L  Br e n er  ( cl o n e 
F 1 1 -F 5)  a n d  Y [ 1 4]  str ai n s  of 
Tr y p a n o s o m a  cr u zi   c o n stit uti v el y 
e x pr e s si n g  l u cif er a s e,  a s  d e s cri b e d [ 1 5] 
w er e  m ai nt ai n e d  b y  w e e kl y  p a s s a g e  i n 
Li v er  I nf u si o n  Tr y pt o s e  ( LI T)  m e di u m. 
C ult ur e  tr y p o m a sti g ot e  f or m s  w er e 
o bt ai n e d  fr o m  c ult ur e  s u p er n at a nt s  of 
i nf e ct e d  V er o  c ell s  m ai nt ai n e d  i n 
D ul b e c c o’ s  m o difi e d  E a gl e’ s  m e di u m 
( D M E M,  Gi b c o  B R L  Lif e  T e c h n ol o gi e s, 
P ai s l e y,  S c otl a n d)  s u p pl e m e nt e d  wit h 
1 0 %  F C S.  Bl o o d str e a m  tr y p o m a sti g ot e 
f or m s  w er e  o bt ai n e d  aft er  at  l e a st  t w o 
p a s s a g e s i n  vi v o  i n  C 3 H/ H e J  mi c e a n d 
u s e d f or i nf e cti o n s. 
 
Mi c e, i nf e cti o n s a n d t r e at m e nt s  
A ni m al s  w er e  m ai nt ai n e d  u n d er  s p e cifi c 
p at h o g e n -fr e e  c o n diti o n s  i n  i n di vi d u all y 
v e ntil at e d c a g e s wit h 1 2 h li g ht/ d ar k c y cl e 
a n d  h a d  a c c e s s  t o  f o o d  a n d  w at er a d 
li bit u m.  6  w e e k s  ol d  m al e 
C 3 H/ H e O u J Crl;  a n d  6  t o  8  w e e k s  ol d 
m al e  B A L B/ c A n N Rj  a n d  o ut br e d  S wi s s 
Rj Orl mi c e w er e p ur c h a s e d fr o m C h arl e s 
Ri v er  l a b or at ori e s  ( S ai nt- G er m ai n -
N u ell e s, Fr a n c e) a n d J a n vi er l a b or at ori e s 

( S ai nt- B ert h e vi n,  Fr a n c e)  r e s p e cti v el y. 
Mi c e  w er e  i nf e ct e d  i ntr a p erit o n al y  wit h 
1 0 3  or  1 0 4   bl o o d str e a m  f or m s  of  t h e  C L 
Br e n er  or  Y  str ai n s,  t o o bt ai n  bl o o d 
s a m pl e s  c orr e s p o n di n g  r e s p e cti v el y  t o 
a c ut e  or  c hr o ni c  p h a s e s  of  t h e 
e x p eri m e nt al  m o d el  of  i nf e cti o n  a n d 
di s e a s e.  F or  dr u g  tr e at m e nt s, 
b e n z ni d a z ol e w a s pr e p ar e d fr o m p o w d er 
at  1 0  m g  ml - 1 i n  P B S  D M S O  5 %. 
W h e n e v er  i n di c at e d,  gr o u p s  of  s e v e n 
mi c e w er e tr e at e d wit h 1 0 0 m g k g - 1 d a y - 1 
f or 1 0 c o n s e c uti v e d a y s, b et w e e n d a y s 5 
a n d  1 5  (f or  t h e  a c ut e  p h a s e  m o u s e 
m o d el) or b et w e e n d a y s 6 0 a n d 7 0 p o st-
i nf e cti o n  (f or  t h e  c hr o ni c  p h a s e  m o u s e 
m o d el).  At e x p eri m e nt a l e n d- p oi nt s  mi c e 
w er e  e ut h a ni z e d  u n d er  C 0 2   ga z  a n d 
s a m pl e s c oll e ct e d. 
 
M o u s e  s e r a  a n d  t ot al  bl o o d  D N A 
s a m pl e s  
I n di vi d u al  p eri p h er al  bl o o d  s a m pl e s  of 
tr e at e d  or  u ntr e at e d  gr o u p s  of  s e v e n  or 
t w el v e  B A L B/ c  or  S wi s s  mi c e  w er e 
o bt ai n e d a s i n di c at e d i n t h e fi g ur e s. S er a 
w er e  o bt ai n e d  aft er  c e ntrif u g ati o n at 
2 5 0 0 r p m f or 5 mi n at 4 ° C. Ali q u ot s w er e 
pr e p ar e d  a n d  fr o z e n  at - 2 0 ° C.  T ot al 
bl o o d D N A w er e o bt ai n e d i n di vi d u all y b y 
u si n g  t h e  QI A a m p  D N A  Mi ni  a n d  Bl o o d 
Mi ni  kit  f oll o wi n g  t h e  m a n uf a ct er’ s 
i n str u cti o n s  ( QI A G E N).  Ali q u ot s  w er e 
fr o z e n at - 2 0 ° C u ntil t h e a n al y si s. 
 
O pti c al  a n d  i m a gi n g  p a r a sit a e mi a 
d et e r mi n ati o n  
O pti c al  p ar a sit a e mi a s w er e  d et er mi n e d 
b y  c o u nti n g  5 µ l  of  p eri p h er al  bl o o d  i n a 
M al a s s e z c o u nti n g c h a m b er. T o e sti m at e 
t h e  p ar a sit e mi a  b y  i m a gi n g,  mi c e  w er e 
i nj e ct e d  c o n c o mit a ntl y  wit h  1 5 0  m g  k g- 1 
D-l u cif eri n ( P er ki n El m er) a n d wit h 1 5 m g 
k g - 1  x yl a zi n e  ( R o m p u n,  B a y er  l a b.,  L a 
G ar e n n e -C ol o m b e s  Fr a n c e)  a n d  wit h 
1 0 0  m g  k g -1 k et a mi n e  (I m al g è n e,  M eri al 
l a b., L y o n Fr a n c e) i. p, all dil ut e d i n P B S . 
T o  q u a ntif y  t h e  bi ol u mi n e s c e n c e,  mi c e 
w er e pl a c e d i n a n I VI S S p e ctr u m s y st e m 
( C ali p er Lif e S ci e n c e s) a n d i m a g e s w er e 
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a c q uir e d  1 0  mi n ut e s  aft er  d-l u cif eri n 
a d mi ni str ati o n  u si n g  Li vi n g  I m a g e  4. 0 
s oft w ar e. E x p o s ur e ti m e s v ari e d b et w e e n 
1  s e c o n d  a n d  5  mi n ut e s  d e p e n di n g  o n 
si g n al  i nt e n sit y.  R e gi o n s  of  i nt er e st, 
c orr e s p o n di n g  t o  t h e  w h ol e  mi c e  b o d y, 
w er e d et er mi n e d   t o  q u a ntif y 
bi ol u mi n e s c e n c e  e x pr e s s e d  a s  t ot al  fl u x 
( p h ot o n s/ s e c o n d)  b y  u si n g  Li vi n g  I m a g e 
4. 0  s oft w ar e.  D et e cti o n  t hr e s h ol d  w a s 
o bt ai n e d b y u si n g u ni nf e ct e d mi c e. 
 
R e al ti m e P C R a s s a y s  
Pri m er s  a n d  pr o b e s  w er e  s el e ct e d  fr o m 
t h e f ull l e n gt h T c P R A C  g e n e s s e q u e n c e s 
( G e n B a n k  A c c e s si o n  n u m b er s 
A F 1 9 5 5 2 2  a n d  A Y 1 4 0 9 4 7)  u si n g  t h e 
Pri m er 3 Pl u s ©  s oft w ar e  fr o m  t h e 
W hit e h e a d  I n stit ut e  f or  Bi o m e di c al 
R e s e ar c h.  S p e cifi cit y  of  t h e  pri m er s  a n d 
pr o b e s  w er e  a s c ert ai n e d  u si n g 
B L A S T n ©  s oft w ar e  fr o m  t h e  N ati o n al 
Li br ar y of M e d e ci n e a n d s e q u e n c e s of T. 
cr u zi  str ai n s, L ei s h m a ni a s p p a n d Afri c a n 
tr y p a n o s o m e s. U nl a b el e d f or w ar d pri m er 
( 5’-G G A A G G G A T G C T C G T T G T A A -3’), 
u nl a b el e d  r e v er s e  pri m er  ( 5’-
T A C G T A G C A G C A C C T G T T C G -3’ )  a n d 
t h e  pr o b e  l a b el e d  i n  5’  wit h  ( 6-) 
c ar b o x yfl u or e s c ei n  a n d  i n  3’  wit h  B H Q 1 
( bl a c k  q u e n c h er)  ( 5’-
C C A C A C C A T G C T G T T T G A C C -3’)  w er e 
p ur c h a s e d  fr o m  E ur ofi n s  g e n o mi c s 
G m b H  ( Br a u nf el s,  G er m a n y).  St a n d ar d 
c ali br ati o n  c ur v e s  w er e  o bt ai n e d  b y  1 0 
f ol d  s eri al  dil uti o n s  of  C L  Br e n er  or  Y 
e pi m a sti g ot e s  str ai n s  i n  n o n-i nf e ct e d 
m o u s e bl o o d t o r e s ult i n a r a n g e of 5. 1 0 7  
t o 5. 1 00  p ar a sit e s p er m L of r e c o n stit ut e d 
bl o o d.  T ot al  D N A  e xtr a cti o n  w a s t h e n 
p erf or m e d,  a s  m e nti o n e d  a b o v e. 
R e a cti o n  mi x  c o n si st e d  of  1 x  U ni v er s al 
T a q M a n ©  M a st er  Mi x  ( A p pli e d 
Bi o s y st e m s), 0, 5 µ M of e a c h f or w ar d a n d 
r e v er s e pri m er a n d 2 5 0 n m of pr o b e i n a 
t ot al  v ol u m e  of  2 0  µ L  R e a cti o n  mi x  w a s 
p erf or m e d  i n  Mi cr o A m p  o pti c al  9 6- w ell 
r e a cti o n  pl at e s  ( T h er m o Fi s h er,  Fr a n c e) 
a n d  P C R  r e a cti o n s  w er e  p erf or m e d  i n 
tri pli c at e a s  f oll o w :  2  mi n ut e s  i n c u b ati o n 

at 5 0 ° C t o a cti v at e U N G d e gr a d ati o n, 1 0 
mi n ut e s  i n c u b ati o n  t o  a cti v at e  t h e  h ot-
st art  D N A  p ol y m er a s e,  a n d  4 0  c y cl e s  of 
9 5 ° C  f or  1 5  s e c o n d s  a n d  6 0 ° C  f or  1 
mi n ut e. Q u a ntit ati v e  P C R  a m plifi c ati o n s 
w er e p erf or m e d o n a Q u a nt St u di o 7 Fl e x 
R e al - Ti m e  P C R  s y st e m  a n d  d at a  w er e 
a c q uir e d  o n  Q u a nt St u di o  S oft w ar e  v 1. 3 
( A p pli e d Bi o s y st e m s). 
 
E LI S A a s s a y s  
All  E LI S A  a s s a y s  w er e  p erf or m e d  i n  9 6 
w ell M a xi s or b pl at e s ( N u n c, Fr a n c e). T h e 
pr e s e n c e  of  cir c ul ati n g T c P R A C  i n 
i nf e ct e d  m o u s e  s er a  w a s  d et er mi n e d  b y 
a  s a n d wi c h  E LI S A  a s s a y  w h er e 
i m m u ni z e d  r a b bit  or  l a m a  a nti-T c P R A C 
s er u m  w er e  u s e d  f or  t h e  c a pt ur e  dil ut e d 
i n  P B S  ( 1/ 5 0 0 0  a n d  1/ 3 0 0 0, 
r e s p e cti v el y).  S at ur ati o n,  dil uti o n  of  s er a 
s a m pl e s  a n d  s e c o n d  a nti b o di e s  w er e 
d o n e wit h  P B S -  B o vi ne  S er u m  Al b u mi n  
( B S A)  1 %.  R e a cti o n s  w er e  d e v el o p e d 
u si n g  a nti- T c P R A C  m o u s e  m o n o cl o n al 
a nti b o di e s  f oll o w e d  b y  a p pr o pri at e 
dil uti o n  of  g o at  a nti -m o u s e  I g G  l a b el e d 
wit h  H or s er a di s h  P er o xi d a s e  ( Si g m a 
Al dri c h).  S eri al  dil uti o n s  of  k n o w n 
a m o u nt s  of  r e c o m bi n a nt T c P R A C 
(rT c P R A C) w er e u s e d a s st a n d ar d. O P D 
or T M B s u b str at e w a s u s e d t o r e v e al t h e 
H R P. S p e cifi c a nti- T c P R A C a nti b o di e s i n 
t h e m o u s e s er a w er e d et e c t e d b y i ndir e ct 
E LI S A,  w h er e  t h e  mi cr o pl at e s  w er e 
c o at e d wit h r T c P R A C a nti g e n ( 1 0 µ g/ m L 
i n  P B S  f or  t h e  c a pt ur e).  S at ur ati o n  a n d 
dil uti o n  of  s er a  s a m pl e s  a n d  s e c o n d ar y 
a nti b o di e s w er e al s o d o n e i n P B S - B S A 
1 %.  D e v el o p m e nt  of  t h e  E LI S A  r e a cti o n 
w a s  p erf or m e d  u si n g  H R P- g o at  a nti -
m o u s e  I g G  a nti b o di e s  f oll o w e d  T M B 
s u b str at e.  St a n d ar d  f or  q u a ntifi c ati o n 
c o n si st e d  of  s eri al  dil uti o n  of  k n o w n 
a m o u nt s of 1 3 C 4 B 5 m o u s e a nti- T c P R A C 
m o n o cl o n al a nti b o d y. 
 
Et hi c al st at e m e nt  
All  a ni m al  w or k  w a s  c arri e d  o ut  u n d er 
pr oj e ct  /  a gr e e m e nt  M E N E S R  #  7 9 5.  All 
pr ot o c ol s  a n d  pr o c e d ur e s  w er e 
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c o n d u ct e d i n a c c or d a n c e wit h t h e pr oj e ct 
r e gi st ere d u n d er n u m b er 2 0 1 3 – 0 0 4 7 a n d 
a p pr o v e d  b y  t h e  I n stit ut  P a st e ur  Et hi c s 

C o m mitt e e  ( C E T E A)  o n  N o v e m b er  1 2, 
2 0 1 4  i n  a c c or d a n c e  t o  t h e  E ur o p e a n 
l e gi sl ati o n/ g ui d eli n e s E U 2 0 1 0/ 6 3. 

 
R E S U L T S  
 
G e n e r ati o n  of s e r ol o gi c al  a n d 
m ol e c ul a r t o ol s t o d et e ct T cP R A C  
I n  or d er  t o  b y p a s s  t h e  diffi c ulti e s 
o b s er v e d  wit h  c urr e nt  di a g n o sti c  a s s a y s 
f or  C h a g a s  i nf e cti o n  a n d  di s e a s e, w e 
c h o s e  t o  pr o d u c e  diff er e nt  bi ol o gi c al 
t o ol s  t o  b e  u s e d  i n  s er ol o gi c al  a n d/ or 
m ol e c ul ar a p pr o a c h e s u si n g T c P R A C a s 
t ar g et,  si n c e  t hi s  p ar a sit e  pr ot ei n  h a s 
b e e n s h o w n  a s a  hi g hl y  s p e cifi c T.  cr u zi  
m oi et y, pr o d u c e d t hr o u g h o ut i nf e cti o n b y 
diff er e nt  p ar a sit e  st a g e s a n d g e n ot y p e s 
a n d  w hi c h  i s  a b s e nt  i n m a n  a n d ot h er 
h u m a n  p at h o g e ni c a n d  n o n - p at h o g e ni c 
tr y p a n o s o m ati d s [ 1 2].  T h u s,  w e  u s e d 
r e c o m bi n a nt  a n d  p urifi e d T c P R A C  t o 
h y p er-i m m u ni z e  r a b bit s,  m o u s e  a n d 
al p a c a  a ni m al s  t o  r ai s e  s p e cifi c 
a nti b o di e s.  R a b bit  a n d  al p a c a  p ol y cl o n al 
s er a  w er e  o bt ai n e d  a n d  t e st e d  b y 
W e st er n  bl otti n g  a g ai n st  diff er e nt 
c o n c e ntr ati o n s  of  r e c o m bi n a nt T c P R A C. 
R a b bit  a n d  al p a c a  p ol y cl o n al  a nti b o di e s 
r e c o g ni z e a 4 5 k D a pr ot ei n c orr e s p o n di n g 
t o  t h e T c P R A C  r e c o m bi n a nt  pr ot ei n 
( Fi g ur e  1 A,  l eft  a n d  c e ntr al  p a n el s).  T h e 
s a m e  r e s ult s  w er e  o bt ai n e d  wit h all  t h e 
m o u s e  m o n o cl o n al  a nti b o di e s    ( m A b) 
pr o d u c e d,  a s  s h o w n  b y  t h e 
r e pr e s e nt ati v e  1 3 C 4 B 5  cl o n e  ( Fi g ur e  1 A 
ri g ht  p a n el).  T o  d e v el o p  a  s a n d wi c h 
E LI S A  a s s a y  f or  t h e  c a pt ur e  of  t h e 
cir c ul ati n g  s e cr et e d/ e x cr et e d T c P R A C, 
diff er e nt  c o m bi n ati o n s  w er e  t e st e d  b y 
u si n g  t h e s e  a nti- T c P R A C  a nti b o di e s. 
Fr o m  t h e ei g ht m A b s t e st e d a s d et e cti o n 
a nti b o di e s, 1 3 C 4 B 5 m A b h a s s h o w n o n e 
of  t h e  str o n g e st  si g n al  ( Fi g ur e  1 B).  T h e 
u s e  of  H or s er a di s h  p er o xi d a s e  ( H R P) 
l a b el e d  m A b  1 3 C 4 B 5  f or  r e v el ati o n  of 
i m m u n o a s s a y s  u si n g  a nti-T c P R A C 
p ol y cl o n al  s er a  di s pl a y e d  hi g h  d et e cti o n 
t hr e s h ol d  a n d  v er y  l o w  a m o u nt s  of 
rT c P R A C  c o ul d  b e  q u a ntifi e d:  S C 5 0  

o bt ai n e d  wit h al p a c a  or  r a b bit  p ol y cl o n al 
s er u m  ar e  1, 0 3 2 ±  0, 0 6 4  μ g/ ml  or  0, 9 7 4 
±   0, 1 1 1  μ g/ ml  wit h  li mit  d et e cti o n 
e sti m at e d  fr o m  t h e  m e a n  ( pl u s  3 
st a n d ar d  d e vi ati o n s)  of  t h e  1 2  bl a n k 
s a m pl e s  of  0, 0 1 2  μ g/ ml  or  0, 0 4 6  μ g/ ml 
r e s p e cti v el y  ( Fi g ur e  1 C).  H o w e v er  t h e 
u s e  of  m A b s  b ot h  f or T c P R A C  c a pt ur e 
a n d  r e v el ati o n  h a s  s h o w n  t h e  b e st 
p ot e nti al  i n  t er m s  of  s e n siti vit y,  a s 
pr e s e nt e d  i n  Fi g ur e  1 D  wit h  r e s p e cti v el y 
1 3 C 4 B 5  a n d  5 C 9 D 7  m A b.  T h e  h alf  of 
s at ur ati o n  c o n c e ntr ati o n  ( S C 5 0 )  i s  0, 4 9 
μ g/ ml  a n d  t h e  li mit  d et e cti o n  e sti m at e d 
fr o m  t h e  bl a n k  v al u e  i s  3, 5  n g/ ml.  I n 
p ar all el,  c o n v e nti o n al  P C R  w a s  s ettl e d 
u si n g  a  c o u pl e  of  r e v er s e  a n d  f or w ar d 
pri m er s  t o  a m plif y  o n e  s p e cifi c  fr a g m e nt 
of t h e T c P R A C  g e n e s, i n r e a cti o n s u si n g 
g e n o mi c T.  cr u zi D N A.  T h e  r e s ult s 
s h o w n  i n  Fi g ur e  2 A  r e v e al  t h at  a n 
e x p e ct e d fr a g m e nt of 1 7 4 b p i s o bt ai n e d 
w h e n  wit h  g e n o mi c  D N A  fr o m T.  cr u zi  
w hi c h  i s  a b s e nt  i n  t h e  n e g ati v e  c o ntr ol s 
u si n g  g e n o mi c  D N A  fr o m L ei s h m a ni a 
d o n o v a ni  or Tr y p a n o s o m a  vi v a x  ( Fi g ur e 
2 A,  l eft  p a n el) . A m plifi c ati o n  of  t ot al 
bl o o d  D N A  fr o m  a T.  cr u zi   i nf e ct e d 
m o u s e w a s p erf or m e d b ef or e a n d d uri n g 
t h e c o ur s e of i nf e cti o n at d a y s 0, 1 0 a n d 
2 0 d pi. T h e r e s ult s o bt ai n e d s h o w e d t h at 
t h e  pri m er s  ar e  a bl e  t o  a m plif y  b y a 
c o n v e nti o n al  P C R  a T c P R A C  1 7 4  b p 
fr a g m e nt  b y  d a y  2 0  d pi  ( Fi g ur e  2 A,  ri g ht 
p a n el). I n or d er t o i n cr e a s e t h e s e n siti vit y 
of  t h e  t e st,  w e  d e v el o p e d  a  T a q M a n â  
q P C R  u si n g  t h e  s a m e  c o u pl e  of  pri m er s 
a n d  a n  i nt er n al  l a b el e d  pr o b e  ( Fi g ur e 
2 B). D at a o bt ai n e d wit h q P C R p erf or m e d 
wit h  t h e  S Y B R  Gr e e n ®  r e a g e nt  s h o w e d 
l e s s er  s e n siti vit y  t h a n  T a q M a n ®  q P C R 
b e c a u s e  s o m e  tr a c e s  of  a m plifi c ati o n 
w er e o bt ai n e d i n s o m e n e g ati v e c o ntr ol s 
u si n g T.  vi v a x   g e n o mi c  D N A  w hi c h 
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p o s s e s s e s  a  pr oli n e  r a c e m a s e  g e n e, 
i d e nti c al  t o  5 9 %  of  th e T.   cr u zi pr oli n e 
r a c e m a s e r e si d u e s [ 1 6]. 
 
Cir c ul ati n g  T c P R A C a n d  a nti -T c P R A C 
a nti b o di e s  c a n  b e  d et e ct e d  i n  t h e 
s e r a / bl o o d of i nf e ct e d mi c e  
W e  h a v e  pr e vi o u sl y  s h o w e d  t h at 
T c P R A C i s s e cr et e d/ e x cr et e d b y T. cr u zi  
u p o n i nf e cti o n c o ntri b uti n g t o t h e p ar a sit e 
e s c a p e  a n d  f at e  i n  t h e  h o st.  W e  h a v e 
att e m pt e d  t o  v erif y  if  t h e  a nti b o di e s 
r ai s e d  a g ai n st  t h e  r e c o m bi n a nt  pr ot ei n 
w er e  a bl e  t o  d et e ct  t h e  cir c ul ati n g 
T c P R A C pr o d u c e d b y t h e p ar a sit e d uri n g 
i nf e cti o n.  Si n c e  t h e  p ar a sit e  i n o c ul u m  of 
t h e  e x p eri m e nt al  m o d el  h a s  t o  b e 
diff er e nt  t o  p er mit  t h e  a n al y s e s  of  a 
si g nifi c a nt gr o u p of i n di vi d u al s a c c or di n g 
t o t h e p ar a sit e l o a d t o a v oi d m ort alit y, w e 
i nf e ct e d diff er e nt gr o u p s of mi c e wit h 1 04  
or  1 0 3   p ar a sit e s,  t o  st u d y  r e s p e cti v el y 
a c ut e  or  c hr o ni c  p h a s e s  of  m uri n e 
i nf e cti o n. Fi g ur e s 3 A a n d 3 B pr e s e nt t h e 
r e s ult s o bt ai n e d wit h t h e gr o u p s i nf e ct e d 
r e s p e cti v el y wit h t h e C L a n d Y str ai n s of 
T.  cr u zi .  It  c a n  b e  o b s er v e d  t h at  t h e 
o pti c al  d et er mi n ati o n  of  t h e  p ar a sit e 
n u m b er s i n t h e bl o o d i s p o s si bl e f or mi c e 
i nf e ct e d wit h b ot h p ol ar str ai n s d uri n g t h e 
a c ut e  p h a s e  of  i nf e cti o n.    T h e  s a m e  i s 
n ot  p o s si bl e  aft er  5 0- 6 0  d a y s,  w hi c h 
c orr e s p o n d s  t o  t h e  c hr o ni c  st a g e s  of 
i nf e cti o n w h er e t h e p ar a sit e i s cir cul ati n g 
i n  l o w  n u m b er s,  or  o nl y  pr e s e nt  i n  t h e 
h o st  ti s s u e s.  P ar a sit a e mi a  v al u e s 
o bt ai n e d  wit h i n  vi v o i m a gi n g  w er e 
si mil ar  t o  t h at  o bt ai n e d  b y  o pti c al 
d et er mi n ati o n. H o w e v er, t h e s e n siti vit y of 
t h o s e  m et h o d s  i s  l e s s er  ar o u n d  <1 0 4 

p ar a sit e s/ m L  of  bl o o d  b ot h  b y 
bi ol u mi n e s c e n c e  c o u nti n g  a n d  o pti c al 
d et er mi n ati o n.  
 
T a ki n g  i nt o  c o n si d er ati o n  t h e  i nt er n al 
st a n d ar d  c o m p o s e d  b y  r T c P R A C  i n 
c a pt ur e a s s a y s ( s e e Fi g ur e s 1 B a n d 1 C), 
s a n d wi c h  E LI S A s  w er e  d e v el o p e d  u si n g 
t ot al  r a b bit  or  al p a c a  p ol y cl o n al 
a nti b o di e s  f or  c o ati n g  mi cr o pl at e s  a n d 

1 3 C 4 B 5  m o u s e  m A b  a s  d e v el o pi n g 
r e a g e nt, eit h er dir e ctl y l a b el e d wit h H R P 
or  b y  u si n g  H R P- a nti - m o u s e  I g G 
s e c o n d ar y  a nti b o di e s.  C o n si d er a bl e 
a m o u nt s  of  cir c ul ati n g T c P R A C  w er e 
d et e ct e d  b ot h  wit h  a c ut e  a n d  c hr o ni c 
m o u s e  s er a  a n d  n ot  wit h  t h e  s er a 
o bt ai n e d  fr o m  m o u s e  n e g ati v e  c o ntr ol s 
i nf e ct e d wit h T.  vi v a x or wit h L.  d o n o v a ni 
( Fi g ur e  4 A).  C o m p ar a bl e  r e s ult s  w er e 
o bt ai n e d  w h e n  u si n g  t h e  diff er e nt  ei g ht 
m A b s pr o d u c e d a s d e v el o pi n g a g e nt s.  
 
V ali d ati o n of t h o s e d at a w a s o bt ai n e d b y 
q P C R  of  t ot al  m o u s e  bl o o d  D N A  u si n g 
s p e cifi c T c P R A C  pri m er s  a n d  pr o b e. 
P ar a sit e T c P R A C  g e n e c a n b e a m plifi e d 
all  al o n g  t h e  i nf e cti o n,  e v e n  i n  t h e 
pr e s e n c e  of  l o w  n u m b er s  of  cir c ul ati n g 
p ar a sit e s,  s u c h  a s  1 0  p ar a sit e s/ ml  of 
bl o o d ( Fi g ur e 4 B). I nt er e sti n gl y, w hil e t h e 
h u m or al  r e s p o n s e  i n  a c ut e  a n d  c hr o ni c 
p h a s e s  of  i nf e cti o n  i s  m ai nl y  c o m p o s e d 
b y  p ol y cl o n al  I g M  ( 0, 1  - 0, 4 
m g/ m L/ m o u s e) a n d p ol y cl o n al I g G ( 5- 2 0 
m g/ m L/ m o u s e)  a nti b o di e s,  w h o s e 
m aj orit y  i s  n o n s p e cifi c  of  p ar a sit e 
a nti g e n s,  it  i s  p o s si bl e  t o  d et e ct 
si g nifi c a nt  a m o u nt s  of  I g G  a nti b o di e s 
dir e ct e d  t o  r e c o m bi n a nt T c P R A C 
mit o g e n  i n  all  s a m pl e s  a n al y z e d 
i n di vi d u all y,  u si n g i ndir e ct  E LI S A  a s s a y s 
( Fi g ur e 4 C). 
 
P ot e nti al  u s e  of  T c P R A C  f o r 
m o nit o ri n g p o st -t r e at m e nt 
T h e  e n c o ur a gi n g  r e s ult s  o bt ai n e d  h er e 
a b o v e wit h t h e pr e s e nt t o ol s h a v e pr o m pt 
u s  t o  t e st  t h e  pr e s e n c e  of T c P R A C 
cir c ul ati n g  pr ot ei n  or  it s  p ar a sit e 
e x pr e s s e d  g e n e s  b ef or e  a n d  aft er 
b e n z ni d a z ol e tr e at m e nt of i nf e ct e d mi c e. 
Gr o u p s of 1 4 mi c e f or a c ut e a n d 1 4 mi c e 
f or  c hr o ni c  p h a s e s  w er e  a p pr o pri at el y 
i nf e ct e d  wit h  t h e  C L  str ai n  of  t h e 
p ar a sit e.  A s  i n di c at e d  i n  t h e  Fi g ur e  5 A, 
s e v e n  mi c e  p er  gr o u p  w er e  tr e at e d  wit h 
b e n z ni d a z ol e  f or  1 0  c o n s e c uti v e  d a y s 
a n d  m o nit or e d  b y  s er ol o g y  a n d  q P C R 
b ef or e a n d aft er tr e at m e nt. A s e x p e ct e d, 
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si n c e T c P R A C  i s  o nl y  pr o d u c e d  b y  li v e 
p ar a sit e s,  t h e  d e cr e a s e  i n  p ar a sit e 
n u m b er s o b s er v e d al o n g t h e tr e at m e nt i s 
c o n c o mit a nt  wit h  t h e  d e cr e a s e  of 
T c P R A C  d et e cti o n  i n  t h e  s er a  of  tr e at e d 
mi c e,  a s  c o m p ar e d  wit h  u ntr e at e d 
c o ntr ol s.  M o st  of  t h e  a ni m al s  pr e s e nt e d 
n e g ati v e  r e s ult s  f or  t h e  pr e s e n c e  of 
cir c ul ati n g T c P R A C  w h e n  t h e y  w er e 
tr e at e d  i n  t h e  a c ut e  p h a s e  of  i nf e cti o n 
( Fi g ur e  5 B).  I n  c o ntr a st,  t h e  d et e cti o n  of 
cir c ul ati n g T c P R A C  t e n d s  t o  d e cr e a s e  if 
t h e  tr e at m e nt  o c c ur s  i n  t h e  c hr o ni c 
p h a s e  of  i nf e cti o n  ( Fi g ur e  5 C).    Si mil ar 

r e s ult s  w er e  o bt ai n e d  b y  q P C R  u si n g 
t ot al  bl o o d  D N A  o bt ai n e d  fr o m  mi c e 
a c ut el y  a n d  c hr o ni c all y    i nf e ct e d  ( Fi g ur e 
5 D  a n d  5 E).  S er ol o gi c al  d at a  t o  d et e ct 
s p e cifi c  I g G  a nti- T c P R A C  pr o d u c e d 
d uri n g  t h e  i nf e cti o n  b ef or e  a n d  af t er 
tr e at m e nt  ( Fi g ur e s  5 F  a n d  5 G) 
c orr o b or at e  t h e s e  r e s ult s,  s u g g e sti n g 
t h at T c P R A C  e x pr e s si o n  a n d  pr o d u cti o n 
i s  d o w n-r e g ul at e d  aft er  tr e at m e nt 
s u g g e sti n g  t h at  t hi s  t ar g et  i s  p ot e nti all y 
u s ef ul  f or  m o nit ori n g  t h e  c ur e  aft er 
tr e at m e nt. 

 
DI S C U S SI O N  
 
I n  t h e  pr e s e nt  w or k,  w e  d e s cri b e 
s er ol o gi c al  a n d  m ol e c ul ar  a s s a y s  u si n g 
t h e Tr y p a n o s o m a cr u zi  pr oli n e r a c e m a s e 
(T c P R A C) a s  t ar g et  f or  di a g n o si s  a n d 
e v al u ati o n  of  t h e  effi c a c y of C h a g a s 
di s e a s e tr e at m e nt. S p e cifi c r e c og ni ti o n of 
p ar a sit e T c P R A C g e n e s, of   cir c ul ati n g 
T c P R A C e n z y m e/ mit o g e n a n d of a nti -
T c P R A C a nti b o di e s  w a s  p o s si bl e  i n  t h e 
m o u s e  bl o o d  u si n g  s p e cifi c 
oli g o n u cl e oti d e s  or  s p e cifi c  a nti b o di e s 
g e n er at e d i n  diff er e nt  a ni m al  s p e ci e s. 
T h e s e  d at a  s u p p ort  t h e  p h yl o g e n eti c 
st u di e s  d e m o n str ati n g t h at T c P R A C  
g e n e s  ar e  o nl y  pr e s e nt  i n  t h e  h u m a n 
p at h o g e ni c T.  cr u zi  a n d a b s e nt  i n  m a n 
a n d  i n ot h er  t r y p a n o s o m ati d s,  s u c h  a s 
L ei s h m a ni a   s p p  a n d  Afri c a n 
tr y p a n o s o m e s [ 1 1].  T h e s e r e s ult s 
s u g g e st  t h at  n e w  di a g n o sti c  t e st s  f or 
C h a g a s  di s e a s e ar e  i n d e e d a c hi e v a bl e 
g o al s  a n d  m a y  c o n stit ut e  si n gl e 
alt er n ati v e s  t o  t h e  c urr e nt  a v ail a bl e 
m et h o d ol o gi e s  t h at d o  n ot  off er  a  g o o d 
s p e cifi cit y  f or  t e sti n g  m ulti p ar a siti z e d 
i n di vi d u al s li vi n g i n e n d e mi c r e gi o ns [ 1 7]. 
O ur pr e s e nt r e s ult s t h e n c o ntr a st wit h ol d, 
b ut  still  o n g oi n g  r e c o m m e n d ati o n s of 
W H O f or  t h e  di a g n o si s  of  C h a g a s 
di s e a s e  [ 1 0]  a d v o c ati n g  f or  m or e  t h a n  2 
t e st s t o v ali d at e a c o n cl u di n g di a g n o sti c. 
 

O ur r e s ult s al s o s h o w e d t h a t qP C R u si n g 
pri m er s  a n d  a  l a b el e d  pr o b e  s p e cifi c all y 
d e si g n e d  f or  a T c P R A C  g e n e  fr a g m e nt 
off er e d t h e  p o s si bilit y  t o  d et e ct ar o u n d  
1 0 1  T.  cr u zi   p ar a sit e s  p er  m L of  bl o o d 
a n d d o n ot a m plif y ot h er s e q u e n c e s fr o m 
n e g ati v e  c o ntr ol s .  Ot h er s  st u di e s  w hi c h 
h a v e  u s e d  pri m er s  t o  a m plif y  n u cl e ar 
D N A r e p e at s, or ki n et o pl a st D N A r e gi o n s 
pr e s e nt e d  b ett er  s e n siti vit y,  h o w e v er 
t h e y  still  g e n er at e f al s e p o siti v e P C R 
pr o d u ct s,  or  a m plif y  D N A  m at eri al fr o m 
cl o s er  n o n- p at h o g e ni c  tr y p a n o s o m e s, 
e. g . T.  r a n g eli  [ 7, 1 8, 1 9].  T h e di ffi c ulti e s 
r el at e d  w er e  m ai nl y  t h e  c o n s e q u e n c e  of 
t h e hi g h   g e n eti c  v ari a bilit y  of T.  cr u zi  
str ai n s.  W e  s h o w  h er e  t h at  t hi s  pr o bl e m 
w a s  cir c u m v e nt e d  si n c e  q P C R  u s e d  i n 
t hi s  w or k  w a s  s uffi ci e ntl y  stri n g e nt  t o 
a m plif y t h e T c P R A C g e n e fr a g m e nt fr o m 
b ot h  C L  a n d   Y  p ol ar  str ai n s  of  t h e 
p ar a sit e. H o w e v er, c o ntr a sti n g wit h ot h er 
a s s a y s  u si n g  pri m er s  dir e ct e d  t o 
m ulti c o p y  or  t a n d e ml y  r e p e at e d  p ar a sit e 
g e n e s,  t h e  d et e cti o n  t hr e s h ol d  f or T. 
cr u zi   n u m b er s,  li mit e d  t o  1 01  i n  t h e 
pr e s e nt  a s s a y,  m a y  p er h a p s  b e 
i n cr e a s e d if bl o o d c o n c e ntr ati o n m et h o d s 
ar e a p pli e d t o t h e s a m pl e s, a s s u g g e st e d 
b y  ot h er  gr o u p s  [ 2 0],  c o n s e q u e ntl y 
e n h a n ci n g s e n siti vit y. 
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I m m u n o a s s a y s  d e v el o p e d h er e t o 
c a pt ur e t h e T c P R A C  pr ot ei n   s e cr et e d  / 
e x cr et e d b y  T.  cr u zi  bl o o d str e a m  f or m s, 
s h o w e d  a hi g h  p ot e nti al  t o b e  u s e d  t o 
s p e cifi c all y d et e ct t h e cir c ul ati n g p ar a sit e 
pr ot ei n i n b ot h a c ut e a n d c hr o ni c p h a s e s 
of  i nf e cti o n.  T h u s  f ar,  pr eli mi n ar  st u di e s 
u si n g  a  li mit e d  n u m b er  of  fr o z e n  s er a 
fr o m  c hr o ni c  i nf e ct e d  i n di vi d u al s  h a s 
pr o o v e d t h at t hi s c a n b e i n d e e d t h e c a s e, 
si n c e T c P R A C  w a s  d et e ct e d  i n  t w o  o ut 
of  fi v e  s a m pl e s.  H o w e v er,  a  pr o of  of 
c o n c e pt  u si n g  diff er e nt  w ell 
c h ar a ct eri z e d  c o h ort s  of  C h a g a s’ 
p ati e nt s  i s  n e c e s s ar y  t o  v ali d at e  t h e 
r e s ult s  o bt ai n e d  h er e wit h  t h e 
e x p eri m e nt al  m o d el.  O n e  s u c h  a 
di a g n o sti c  t e st  w o ul d  b e  m u c h  m or e 
dir e ct  a n d  c o n cl u si v e  of  t h e  pr e s e n c e  of 
li v e  p ar a sit e s t h a n  t h e  i n dir e ct 
m et h o d ol o gi e s  w hi c h  q u a ntif y a nti b o di e s  
i n  t h e  s er a,  si n c e  fi n all y  w o ul d  d e cr e a s e 
t h e p o s si bilit y of f al s e p o siti v e r e a cti o n s.  
 
It is w ell k n o w n t h at t h e m ai n diffi c ult y of 
a  di a g n o si s  f or  C h a g a s  di s e a s e  i n t h e 
c hr o ni c  p h a s e  i s  m ai nl y d u e  t o  t h e  l o w 
n u m b er s  of  cir c ul ati n g  p ar a sit e s  a n d  t o 
t h e  u n k n o w n  n u m b er s  of  i ntr a c ell ul ar 
p ar a sit e s  pr e s e nt  i n  d e e p  ti s s u e s. 
Alt h o u g h t h e u s e of p ol y cl o n al r a b bit a n d 
al p a c a  s er a  i n  i n dir e ct  E LI S A  a s s a y s 
h a v e  pr o vi d e d  s uffi ci e nt  s e n siti vit y  t o  b e 
u s e d  i n  t h e  d et e cti o n  of  cir c ul ati n g 
T c P R A C  i n  c hr o ni c  p h a s e s  of  t h e 
e x p eri m e nt al i nf e cti o n, p ol y cl o n al s er a i s 
n ot  a d e q u at e  f or  c o m m er ci al  di a g n o sti c 
p ur p o s e s  i n  t er m s of r e pr o d u ci bilit y a n d 
tr a ce a bilit y .  Furt h er m or e,  i n  or d er  t o 
o v er c o m e  t hi s  i s s u e  a n d  t o b ett er 
i n cr e a s e t h e s e n siti vit y of s u c h a n E LI S A 
t e st b y e n h a n ci n g t h e c h a n c e t o tr a p t h e 
T c P R A C  d uri n g l at er  p h a s e s  of  t h e 
di s e a s e, w e g e n er at e d   s p e cifi c  m o u s e 
m o n o cl o n al  a nti b o di e s,  r ai s e d  a g ai n st 
t h e  t ar g et. T h e  s et- u p  of  E LI S A  a s s a y s 
u si n g  a n y  c o m bi n ati o n  of  t w o  of  t h o s e 
m o n o cl o n al  a nti b o di e s  dir e ct e d  t o 
diff er e nt T c P R A C  e pit o p e s,  r e s p e cti v el y 
f or c a pt ur e a n d r e v el ati o n, pr o o v ed t o b e 

a c k w ar d  t o  d et e ct  a n y  cir c ul ati n g 
T c P R A C  i n  a c ut e  or  c hr o ni c  p h a s e s  of 
i nf e cti o n,  a n d  w a s  d e p e n d e nt  o n  q u alit y 
of  s er a  a n d  it s  c o n s er v ati o n.  I n  c o ntr a st , 
t h e  d et e cti o n  li mit s  of  r e c o m bi n a nt 
pr ot ei n s eri al  dil uti o n s  u si n g  t h e  s a m e 
m o n o cl o n al  a nti b o d y  c o m bi n ati o n s  ar e 
al m o st 1 0 0 f ol d hi g h er t h a n t h at o bt ai n e d 
wit h  p ol y cl o n al  s er a . O n e  e x pl a n ati o n  
c o n c er ni n g t h e s e di s cr e p a n ci e s c o ul d b e 
t h at e pit o p e s r e c o g ni z e d b y t h e s el e ct e d 
m o u s e m A b s  ar e c o nf or m ati o n al, 
m o difi e d  b y  fr e e zi n g  or  w e a kl y 
r e pr e s e nt e d  i n  t h e  n ati v e  a n d  a cti v e 
di m eri c f or m of t h e T c P R A C  r el e a s e d b y 
t h e  p ar a sit e.  T h e  r e c o g niti o n  of  t h o s e 
e pit o p e s w o ul d t h u s b e b ett er r e c o g ni z e d 
b y t h e utili z ati o n of p ol y cl o n al s er a. 
 
O ur  r e s ult s  h a v e  al s o  r e v e al e d  t h at 
T c P R A C  m a y  b e  a  g o o d  m ar k er  t o  b e 
u s e d  i n  e v al u ati o n  of  dr u g  tr e at m e nt 
effi c a c y.  T h u s,  w e  h a v e  pr e vi o u sl y 
s h o w n  t h at  t h e  pr ot ei n  i s  j u st  e x pr e s s e d 
a n d  s e cr et e d/ e x cr et e d  b y  ali v e p ar a sit e s 
[ 1 3].  T h er ef or e,  t h e  si m pl e  d et e cti o n  of 
T c P R A C  i n  t h e  bl o o d  w o ul d  t h e n 
u n d o u bt e dl y  r e s ult  fr o m  t h e  pr e s e n c e  of 
li v e T. cr u zi . T hi s h y p ot h e si s s e e m t o b e 
i n d e e d t h e c a s e, si n c e w e s h o w h er e t h e 
a b s e n c e, or a  str o n g  r e d u cti o n, of  
T c P R A C  g e n e   a m plifi c ati o n i n  t h e  bl o o d 
aft er  tr e at m e nt , a c c o m p a ni e d  b y  a 
d e cr e a s e  i n  s p e cifi c  a nti- T c P R A C 
a nti b o d y  l e v el s  i n  t h e  s er a  of 
b e n z ni d a z ol e-tr e at e d  mi c e.  T h e s e  d at a 
c o n s oli d at e  o ur  h y p ot h e si s  t h at 
m ol e c ul ar  a n d  s er ol o gi c al  t e st s  u si n g 
T c P R A C  a s  t ar g et  c a n  b e  c o m bi n e d  t o 
a s c ert ai n  t h e  effi c a c y of  t h e tr e at m e nt 
a g ai n st  C h a g a s  di s e a s e  or  y et  b e  u s e d 
f or s cr e e ni n g of n e w c h e m ot h er a pi e s. 
 
A p pr o pri at e eff ort s ar e b e e n d e pl o y e d t o 
i m pr o v e  t h e  pr e s e nt  d e v el o p e d  E LI S A 
a s s a y  f or  t h e T c P R A C  d et e cti o n  u si n g 
s p e cifi c  r e c o m bi n a nt  si n gl e  d o m ai n  of 
h e a v y  c h ai n  a nti b o di e s ( n a n o b o di e s) 
fr o m al p a c a g e n er at e d  i n  t h e  l a b or at or y. 
T h o s e  n a n o b o di e s,  d e s cri b e d  a s  h a vi n g 
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t h e  c a p a cit y  t o  r e c o g ni z e  ot h er  e pit o p e 
c o nf or m ati o n s  t h a n  c o n v e nti o n al 
a nti b o di e s,  s u c h  a s  cr y pti c  or  c o n c a v e 

e pit o p e s [ 2 1] will b e u s e d t o v ali d at e o ur 
r e s ult s wit h c o h ort s of C h a g a s p ati e nt s. 

 
 
 
A c k n o wl e d g m e nt s  
W e t h a n k I s a b ell e C a s a d e m o nt at P a st e ur I n stit ut e of P ari s ( Fr a n c e) f or h er h el p wit h 
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Dr L e a C a m p o s d e Oli v eir a at t h e Tr o pi c al M e di ci n e I n stit ut e of S a o P a ul o ( Br a zil) f or 
pr eli mi n ar y st u di e s o n s er a of C h a g a s' p ati e nt s. 
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Fi g. 2.  ( A, l eft p a n el) G el el e ctr o p h or e si s s h o wi n g a 1 7 4 p b T c P R A C  g e n e d et e cti o n P C R pr o d u ct b y 
u si n g s p e cifi c f or w ar d a n d r e v er s e T c P R A C pri m er s o n 5 0 n g of g e n o mi c D N A fr o m T. cr u zi C L Br e n er 
str ai n  ( T c), Tr y p a n o s o m a  vi v a x   ( T v)  or L ei s h m a ni a  d o n o v a ni   ( L d)  i nf e ct e d  mi c e. ( A,  ri g ht  p a n el) 
T c P R A C  g e n e   d et e cti o n  b y  P C R  p erf or m e d  o n  t ot al  p eri p h er al  bl o o d  D N A  fr o m  a T.  cr u zi   i nf e ct e d 
m o u s e d uri n g t h e c o ur s e of a c ut e i nf e cti o n ( d a y s 1 0 a n d 2 0) a s c o m p ar e d t o n o n-i nf e ct e d m o u s e wi t h 
t h e  d e si g n e d  s p e cifi c  pri m er s.  C o ntr ol s  c orr e s p o n d  t o  r e a cti o n s  wit h  ( +)  or  wit h o ut T.  cr u zi  g e n o mi c 
D N A  ( C L  Br e n er  str ai n). T h e  r e s ult s  s h o w n  i n  t h e  fi g ur e  ar e  r e pr e s e nt ati v e  of  at  l e a st  3  diff er e nt 
e x p eri m e nt s. ( B) T.  cr u zi   st a n d ar d  c ali br ati o n  c ur v e  p erf or m e d  b y  q P C R  wit h  t h e  c ali br ati o n  pl ot  of 
p ar a sit e s  c o n c e ntr ati o n  v er s u s  q u a ntit ati v e  c y cl e s.  K n o w n  a m o u nt s  of T.  cr u zi   e pi m a sti g ot e  f or m s 
w er e  s pi k e d  a n d  s eri al  dil ut e d  i n  n or m al  fr e s h  m o u s e bl o o d  a n d  t ot al  D N A  e xtr a cti o n  w a s  p erf or m e d 
i n di vi d u all y f or all t h e s a m pl e s. Q u a ntit ati v e c y cl e s ( C q) w er e o bt ai n e d f or e a c h p ar a sit e c o n c e ntr ati o n 
r a n gi n g  fr o m  1 00  t o  1 07   p ar a sit e s/ m L  i n  tri pli c at e.  B y  pl otti n g  t h e s e  a v er a g e d  C q  v al u e s  wit h  t h e 
c orr e s p o n di n g  p ar a sit e s  c o n c e ntr ati o n  v al u e s,  a  li n e ar  c ali br ati o n  c ur v e,  fr o m  t h e  a v er a g e  of  fi v e 
i n d e p e n d e nt  e x p eri m e nt s,  w a s  o bt ai n e d:  y  =  - 3, 5 6 1 x  +  4 2, 4 1.  y  =  C q  v al u e s;  x  =  p ar a sit e s 
c o n c e ntr ati o n v al u e s. T h e d y n a mi c r a n g e of t h e T c P R A C g e n e s D N A b a s e d q P C R o bt ai n e d i s 1 0 7  t o 
1 0 1  p ar a sit e s/ ml. Sl o p e = - 3, 5 6 1, effi ci e n c y = 9 0, 9 1 %, R s q u ar e: 0, 9 9 3 1. 
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Fi g.  3. R e pr e s e nt ati o n  of  t h e  i n di vi d u all y  p ar a sit a e mi a s  o bt ai n e d  d uri n g  t h e  c o ur s e  of  a n  a c ut e 
i nf e cti o n. T w el v e S wi s s mi c e i nf e ct e d i ntr a p erit o n e al y wit h 1 04  T. cr u zi p ar a sit e s, C L str ai n ( A) a n d Y 
str ai n ( B),  u si n g  o pti c al  mi cr o s c o p y  ( bl a c k  cir cl e s,  p ar a sit e s/ ml)  or  bi ol u mi n e s c e n c e  i m a gi n g  ( bl a c k 
s q u ar e s, c o u nt s/ s e c). T h e r e s ult s s h o w n ar e t h e a v er a g e m e a n s +/- S D of t h e m e a n s.  
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2 0 0 0 0

D A Y S P O S T-I N F E C TI O N

P
A

R
A

SI
T

E
S 
/ 

M
L

T R E A T E D U N T R E A T E D 

T R E A T E D U N T R E A T E D T R E A T E D U N T R E A T E D 

T R E A T E D U N T R E A T E D T R E A T E D U N T R E A T E D 

�������������������������� � � � �� � � �� � � � � �� � � � � � � ��

� ��  � � ��  � � ��  � � ��  � � ��� �� � � ��� � �� � � � ��

� � � � � � � � ��

� � �� � � �� � �� � � �� � � �� � ��

� � ��

� � � � � � � � ��

1 5 2 5 5 0 1 5 2 5 5 0
0

5

1 0

1 5

D A Y S P O S T-I N F E C TI O N

CI
R

C
U
L

A
TI

N
G 

Tc
P

R
A

C 
(

µ
g/

m
L)

5  1 5 2 5 5 0 5 1 5 2 5 5 0
0

5 0 0 0

1 0 0 0 0

1 5 0 0 0

2 0 0 0 0

D A Y S P O S T-I N F E C TI O N

P
A

R
A

SI
T

E
S 
/ 

M
L

6 0 7 5 8 5 1 0 0 6 0 7 5 8 5 1 0 0
0

5 0 0 0

1 0 0 0 0

1 5 0 0 0

2 0 0 0 0

D A Y S P O S T-I N F E C TI O N

P
A

R
A

SI
T

E
S 
/ 

M
L

* * * * *  *  

* *  *  * * * *  *  

* * * * 
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III. 3. D u m o d èl e e x p é ri m e nt al a u x p r e mi e rs ess ais c h e z l’ H o m m e 

 

N o us a v o ns p u t est er, e n a v e u gl e, u n e c o h ort e r estr ei nt e c o nstit u é e d e 1 0 p ati e nts c h a g asi q u es 

c hr o ni q u es s ui vis à l’I nstit ut d e M é d e ci n e Tr o pi c al e d e S ã o P a ul o ( I M T - U ni v er sit é d e S ã o 

P a ul o)  et  1 0  s ér u ms  n é g atif s  p o ur  l a  M al a di e  d e C h a g as.  D e  c es  1 0  i n di vi d us  m al a d es,  t o us 

tr ait és  p e n d a nt  2  m ois  a v e c  l e  b e n z ni d a z ol e,  n o us  a v o ns  t est é  l es  s ér u ms  pr él e v és  a v a nt 

tr ait e m e nt  et  pr él e v és  6  m ois  p ost-tr ait e m e nt.  P o ur  c es  p ati e nts,  2  t ests  P C R  utilis a nt  l es 

a m or c es  T c Z 1/ T c Z 2  ( a m plifi e nt  u n e  r é gi o n  d e  l’ A D N  n u cl é air e)  et  l es  a m or c es  S 3 5/ S 3 6 

( a m plifi e nt  u n e  r é gi o n  d e  l’ A D N k)  o nt  ét é  r é alis és  afi n  d’ é v al u er  l a  r é p o ns e  o u  n o n  a u 

tr ait e m e nt. U n t a bl e a u r é c a pit ul atif c o n c er n a nt l’ â g e, l e s e x e, l e st at ut cli ni q u e et l es r és ult ats 

d es P C R a v a nt et a pr ès tr ait e m e nt p o ur c h a q u e p ati e nt est r e pr és e nt é d a ns l a Fi g ur e 9. 

 

Fi g ur e 9 : T a bl e a u d’i nf or m ati o ns c o n c er n a nt l a c o h ort e c h a g asi q u e c hr o ni q u e 

 

I D d u  

p ati e nt  
S e x e 

( â g e) 
P C R a v a nt 

t r ait e m ent  
P C R a p r ès 

t r ait e m e nt * 
St at ut 

cli ni q u e  
T c P R A C * * 

a v a nt 

t r ait e m e nt 

T c P R A C * * 

a p r ès 

t r ait e m e nt 

8  ♂ ( 4 3) +  - C ar di a q u e 2 5 0 n g/ ml 1 5 0 n g/ ml 

1 1  ♂ ( 4 8) +  - C ar di a q u e 2 5 0 n g/ ml 1 5 0 n g/ ml 

1 2  ♂ ( 5 9) +  - C ar di a q u e - - 

1 5  ♀ ( 4 3) +  - I n d et er mi n é - - 

1 6  ♀ ( 5 2) +  - I n d et er mi n é - - 

8 2  ♂ ( 5 6) +  +  I n d et er mi n é - - 

1 1 1  ♂ ( 4 4) +  +  I n d et er mi n é - - 

1  ♀ ( 5 7) +  +  Di g esti v e - - 

6 1  ♂ ( 5 7) +  +  Mi xt e  - - 

1 0 2  ♂ ( 3 5) +  +  Mi xt e  - - 

5 0 6 n d n d n d NI I M T * * * - - 

5 0 9 n d n d n d NI I M T  - - 

5 1 7 n d n d n d NI I M T  - - 

5 3 7 n d n d n d NI I M T  - - 

5 3 9 n d n d n d NI I M T  - - 

5 4 0 n d n d n d NI I M T  - - 

5 4 1 n d n d n d NI I M T  - - 

5 5 0 n d n d n d NI I M T  - - 

5 5 3 n d n d n d NI I M T  - - 

5 6 7 n d n d n d NI I M T  - - 

* P C R r é ali s é e s à 2 m oi s, 6 m oi s et 1 2 m oi s p ost- tr ait e m e nt 

* * D ét e cti o n d e l a T c P R A C cir c ul a nt e  p ar E LI S A s a n d wi c h 

* * * T é m oi ns n o n-i nf e ct é s. I nf or m ati o ns c o n c er n a nt l’ â g e et l e s e x e n o n di s p o ni bl e s  

 

S ur  l es  1 0  i n di vi d us  i nf e ct és  et  tr ait és  d e  l a  c o h ort e,  l a  m oiti é  n’ a ur ait  p as  r é p o n d u  a u 

tr ait e m e nt c ar  l es  P C R eff e ct u é es  a pr ès  tr ait e m e nt  s o nt  t o uj o ur s  p ositi v es  ( s urli g n é  e n  gris 
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d a ns  l e  t a bl e a u).  A u  d é b ut  d u  tr ait e m e nt,  4  p ati e nts  ét ai e nt  d a ns l a  p h as e  c hr o ni q u e 

i n d et er mi n é e,  3  pr és e nt ai e nt  u n e  c ar di o p at hi e  c h a g asi q u e,  1  u n e  f or m e  di g esti v e  et  2  u n e 

f or m e mi xt e d e l a M al a di e. 

 

P o ur  d ét e ct e r  l a T c P R A C  cir c ul a nt e  d a ns  c es  é c h a ntill o ns,  n o us  a v o ns  utilis é  2 t ests E LI S A 

s a n d wi c h  dir e ct  utilis a nt  2  c o m bi n ais o ns  d’ a nti c or ps : l e  s ér u m  p ol y cl o n al  d’ al p a c a  a nti-

T c P R A C  o u l’ A c M a nti-T c P R A C  # 5 C 9 D 7 p o ur l a c a pt ur e et l’ A c M a nti-T c P R A C # 1 3 C 4 B 5 

m ar q u é H R P   p o ur  l a  r é v él ati o n.  A v e c  l es  2  c o m bi n ais o ns  d u  t est,  n o us  a v o ns  d ét e ct é  l a 

T c P R A C  cir c ul a nt e  d a ns  l es  s ér u ms  c orr es p o n d a nt  a u x  m al a d es  # 8  et  # 1 1,  a v a nt  et  a pr ès  l a 

p éri o d e  d e  tr ait e m e nt  p ar  l e  b e n z ni d a z ol e.  D e  pl us,  l es  1 0  s ér u ms  iss us  d es  i n di vi d us  n o n 

c h a g asi q u e s s e so nt a v ér és n é g atif s a v e c l es 2 t ests. Il est i m p ort a nt d e s o uli g n er q u e c es d e u x 

i n di vi d us  ( # 8  et  # 1 1)  f o nt  p arti e  d es  tr ois  p ati e nts  pr és e nt a nt  u n e  c ar di o p at hi e  c h a g asi q u e 

d é cl ar é e ( él e ctr o c ar di o gr a m m e p ositif et dil at ati o n c ar di a q u e c o nfir m é e p ar é c h o gr a p hi e). P ar 

c o ntr e , c es  2  i n di vi d us  a p p arti e n n e nt  a u  gr o u p e  d es  p ati e nts  c o nsi d ér és  c o m m e  « tr ait és » 

c o m m e l'i n di q u e nt l es r és ult ats n é g atif s d es P C R a pr ès tr ait e m e nt. 

 

Bi e n  q u e  l e  n o m br e  d’i n di vi d us  t est és est   r é d uit,  c es  d o n n é es  s u g g èr e nt  q u e  l e  p ar asit e  est 

t o uj o ur s  pr és e nt  c h e z  c es  d e u x  i n di vi d us, c ar  l a T c P R A C  n e  p e ut  êtr e  s é cr ét é e/ e x cr ét é e  q u e 

p ar  d es  p ar asit es  vi v a nts.  N o us  a v o n s  a g e n c é s  l es  r és ult ats  o bt e n us  d a n s  u n  t a bl e a u  d e 

c o nti n g e n c e  pr e n a nt  e n  c o m pt e  t o us  l es  s ér u ms  t est és  ( v oir  Fi g ur e  1 0).  L es  c ar a ct éristi q u es 

i ntri ns è q u es  et  e xtri ns è q u es  o bt e n u es  o nt  é g al e m e nt  ét é  c al c ul é es  s p é cifi q u e m e nt  p o ur  l es 

i n di vi d us pr és e nt a nt u n e c ar di o p at hi e c h a g asi q u e a v e c u n m ê m e n o m br e d e t é m oi ns n é g atif s. 

 

Fi g ur e 1 0 : T a bl e a u d e c o nti n g e n c e c o n c er n a nt l a c o h ort e c h a g asi q u e c hr o ni q u e 

 

  T ot al d e l a c o h ort e C o h ort e d es c ar di o p at h es 

Pr e v al e n c e m / n  5 0 % 5 0 % 

S e nsi bilit é V P / m 1  2 0 % 6 6 % 

S p é cifi cit é V N / m 0  1 0 0 % 1 0 0 % 

V P P *  V P / V P + F P  1 0 0 % 1 0 0 % 

V P N * * V N / V N + F N  5 5 % 7 5 % 

V P P = V al e ur Pr é di cti v e P ositi v e 

V P N = v al e ur Pr é di cti v e N é g ati v e 

 

P ar  aill e ur s,  n o us  a v o ns  e u  l a  p ossi blit é  d e  t est er  6  pl as m as  ( et  4  pl as m a  n é g atif s  p o ur  l a 

M al a di e  d e  C h a g as)  iss us  d’ u n e  c o h ort e  d' e nf a nts  c h a g asi q u es  e n  p h as e  ai g u ë  pr o v e n a nt  d e 

l’I nstit ut Os w al d o Cr u z, FI O C R U Z ( Ri o d e J a n eir o). U n t a bl e a u c o n c er n a nt l’ â g e, l e s e x e, l e 

st at ut cli ni q u e et l es r és ult ats d es t e sts s ér ol o gi q u e s p o ur c h a q u e e nf a nt est r e pr és e nt é d a ns l a 

fi g ur e  1 1.  A u c u n  d es  pl as m as  t est és  n’ a  m o ntr é  u n e  p ositi vit é  p o ur  l a T c P R A C  cir c ul a nt e, 

d a ns l es t ests E LI S A   s a n d wi c h  utilis a nt  l es  diff ér e nt es  c o m bi n ais o ns  d’ a nti c or ps  a nti-

T c P R A C.  
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Fi g ur e 1 1 : T a bl e a u d’i nf or m ati o ns c o n c er n a nt l a c o h ort e c h a g asi q u e ai g u ë 

 

I D d u  

p ati e nt 

S e x e ( â g e) T y p e 

s a n g ui n 

I g a nti- T. 

c r u zi  

St at ut 

cli ni q u e  

T c P R A C * *  

 

6 1 nr A nr NI *  - 

6 4 nr O nr NI  - 

7 1 nr O nr NI  - 

7 3 nr O nr NI  - 

1 0 7 ♂  ( 8) O I g M +/I g G + Ai g u - 

1 0 9 ♂  ( 7) A I g G + Ai g u - 

1 1 0 ♂ ( 1 4) O I g M +/I g G- Ai g u - 

1 1 1 ♂ ( 7) O I g M +/I g G + Ai g u - 

1 1 2 ♂ ( 7) O I g G + Ai g u - 

1 1 3 ♂  ( 1 1) A I g M +/I g G + Ai g u - 

* NI = t é m oi ns n o n i nf e ct é s 

* * D ét e cti o n d e l a T c P R A C cir c ul a nt e  p ar E LI S A s a n d wi c h 
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III. 4.  V e rs  l e  d é v el o p p e m e nt  d’ u n  p r ot ot y p e  p e r m ett a nt  l a  d ét e cti o n  d u  p a r asit e 

i nt r a c ell ul ai r e i n vi v o  

 

    

   III. 4. 1. S él e cti o n d es VH H a nti- T c P R A C utilis és p o ur l es ét u d es i n vitr o et i n vi v o 

  

N o us  a v o ns  s él e cti o n n és  3  cl o n es  V H H  a nti- T c P R A C  ( v oir  Fi g ur e  1 2)  pr és e nt a nt  d e  f ort es 

affi nit és p o ur l a T c P R A C et d es s é q u e n c es diff ér e nt es a u ni v e a u d es r é gi o ns C D R 1 et C D R 3 

ai nsi  q u e  d es  pI  t h é ori q u es  b asi q u es,  c o n diti o n  q ui  s e m bl e  ess e nti ell e  p o ur  p er m ettr e  u n e 

p é n étr ati o n d e c es a nti c or ps d a ns l es c ell ul es ( Li et al 2 0 1 2). L es cl o n es « T c  », # 4 et # 1 6 o nt 

ét é pr o d uits. L e cl o n e « T c  » a ét é m ar q u é a v e c d e u x fl u or o c hr o m es diff ér e nts : l’ Al e x a 4 8 8 et 

l’I R D y e 8 0 0 C W t a n dis q u e l es cl o n es # 4 et # 1 6 o nt ét é m ar q u és a v e c l’I R D y e 8 0 0 C W. 

  

 
 
Fi g u r e 1 2. Ali g n e m e nt d e s s é q u e n c e s e n a ci d e s a mi n é s d es cl o n e s V H H a nti- T c P R A C.   
L e s  s é q u e n c e s c orr e s p o n d a nt e s  a u x  r é gi o ns  c o ns er v é e s  F R 1,  F R 2,  F R 3 et  F R 4  ( e n  n oir) e n c a dr e nt  l e s  r é gi o ns 
h y p er v ari a bl e s C D R 1 ( e n or a n g e), C D R 2 ( e n bl e u) et C D R 3 ( e n v ert). L e s cl o n e s i n di q u é s e n gr a s s o nt c e u x q ui 
o nt ét é c h oi si s p o ur êtr e e x pri m é s et pr o d uit s c h e z E. c oli  c ar o nt pr é s e nté s d e f ort e s affi nit é s p o ur l’ a nti g è n e et 
é g al e m e nt d e s s é q u e n c e s diff ér e nt e s, p arti c uli èr e m e nt a u ni v e a u d e s r é gi o ns c orr e s p o n d a nt a u x C D R 1 et C D R 3, 
s u g g ér a nt l a r e c o n n ai ss a n c e d’ é pit o p e s diff ér e nt s d e l a T c P R A C . L e s cl o n e s e n c a dr é s e n r o u g e s o nt c e u x q ui o nt 
ét é c h oi si s p o ur êtr e utili s é s i n vit r o et i n vi v o c ar il s p oss è d e nt d e s p oi nt s i s o él e ctri q u e s t h é ori q u e s b a si q u e s. L es 
ali g n e m e nt s d e s é q u e n c e s o nt ét é r é ali s é s à l’ ai d e d u l o gi ci el 4 P e a ks. 

 

 

 

 

 

 

 

S él e c & o n	 d e s	 p h a g e s	 e x pri m a nt	l e s	 V H H	 a n &- T c P R A C	

	
0 1 >  M A Q V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S M Y P I R R V P R D E R K D A E F V T Y I A S N T G N A Y S A N A R F G L F R V S T D N M E N L V L H R L K P E D P D D Y D C Y Y C A R M N L - - - - I I T G A E D A Y W G Q G S Q V T - - - - - - - - - - - - - - -  
0 2 >  M A E V Q L V E F G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S N N A M G W F R Q A P G K E R E F V A S I T G S R N V K Y Y A D S V K G R F T I S G D N A K N T V Y L Q T N A L K P E D T A D Y Y C A A R S S P Y I S - G Y L R E Y D Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
0 3 >  M A D V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S S Y A M G W F R Q A P G K E R E F V A T I S G S G G V K Y Y A D S V K G R F T I S R G N A K N T V Y L Q T N A L K P E D T A D Y Y C A A R S S P Y I S - G Y L R E Y D Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
0 4 >  M A E V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F - - - G M G W F R Q V P G K E R E A A A L I S W S G D K T W Y A D S V K G R F T I S R D N T K N M V Y L Q M D S L K P E D T A V Y Y C A A S P R M I L - S I L G A E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
0 5 >  M A Q V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S S N A M G W F R Q A P G K E R E F V A V I S W T G R T T Y Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K L E D T A V Y Y C A A R S D G Y I G A G R V H E Y D Y W G Q G T Q V T V S S E P K T P K P Q P A A A  
0 6 >  M A Q L Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S T Y A M G W F R Q A P G K Q R E F V A A I S R T G D I T Y Y A D S V K G R F T I S R D N A E N T V Y L Q M N S L E P E D T A V Y Y C A A D S R S G R S I K N T G I A D Y W G Q G T Q V T V S S E P K T P K P Q P A A A   
0 7 >  M A E V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S C Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A G I P S R A G R T Y Y G D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K S E D T A V Y Y C A A K H P N F T - I Y S D H D S A Y C G Y G T Q V T V A S V A A - - - - - - - - -    
0 8 >  M A D V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S S G G I T Y Y A D S V K G R F T I S R D N A E N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A K Y R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S S A A - - - - - - - - -    
0 9 >  M A Q V Q L V E S G G G L V Q P G G S L R L S C A A S G R T F S W Y P M G W F R Q A P G K E R D F V A D I T S S G G S T Y Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S E P K T P K P Q P A A A    
1 0 >  M A Q V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T K Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S E P K T P K P Q P A A A    
1 1 >  M A Q V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T K Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S E P K T P K P Q P A A A    
1 2 >  M A Q V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T K Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S E P K T P K P Q P A A A    
1 3 >  M A D V Q L Q A S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S W Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T * Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
1 4 >  M A Q V Q L Q A S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T Y Y A D S V K G R F T I S R N N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S E A A - - - - - - - - -  
1 5 >  M A E V Q L Q A S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T Y Y A D S V K G R F T I S R N N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
1 6 >  M A D V Q L Q A S G G G L V Q A G D S L R L S C V V S G L S T S T Y Y M G W F R Q A P G T E R E F V A S T S P S G A Y T W Y G D S V K G R F T I S R D N A K N T V A L Q M N S L N P E D T A V Y Y C S L L R T S G H - H Y R E G D F G Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
1 7 >  M A D V Q L Q A S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A Y I T S Y G G S T K Y A D S V K G R F T I S R D N A Q N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
1 8 >  M A D V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T Y Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S E A A - - - - - - - - -    
1 9 >  M A E V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T Y Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I Y S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
2 0 >  M A D V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T Y Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I Y S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
2 1 >  M A D V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T Y Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I Y S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
2 2 >  M A D V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T Y Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I Y S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
2 3 >  M A E V Q L Q A S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T K Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
2 4 >  M A E V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T K Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
2 5 >  M A E V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T K Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
2 6 >  M A E V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T K Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
2 7 >  M A E V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T K Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
2 8 >  M A Q V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S S N A M G W F R Q A P G K E R E F V A V I S W T G R T T Y Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K L E D T A V Y Y C A A R S D G Y I G A G R V H E Y D Y W G Q G T Q V T V S S E P K T P K P Q P A A A   
2 9 >  M A E V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T K Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
3 0 >  M A E V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T K Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
3 1 >  M A E V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T * Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
3 2 >  M A E V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T Y Y A D S V K G R F T I S R N N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
3 3 >  M A E V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T Y Y A D S V K G R F T I S R N N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
3 4 >  M A E V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P I G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T Y Y A D S V K G R F T I S R N N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
3 5 >  M A E V Q L I E S G G G L V Q P G G S L R L S C A A S G R T F S W Y P M G W F R Q A P G K E R E F A A D I T S S G G S T Y Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L R P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I Y S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
3 6 >  M A D V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S W Y P M G W F R Q T P G K E R E F A A D I T S S G G S T Y Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L R P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I Y S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
3 7 >  M A D V Q L Q A S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S W Y P M G W F R Q A P G K E R E F A A D I T S S G G S T Y Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L R P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I Y S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
3 8 >  M A E V Q L Q A S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S W Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S S G G S T Y Y T D S V K G R F T C S R D N T K N T L Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - M Y S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
3 9 >  M A E V Q L Q A S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S W Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S S G G S T Y Y A D S V K G R F T F S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I Y S E N E Y D Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
4 0 >  M A E V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S R Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S Y G G S T Y Y A D S V K G R F T I S R N N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
4 1 >  M A E V Q L Q A S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S W Y P M G W F R Q A P G K E R D F V A D I T S S G G S A Y Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
4 2 >  M A H V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S W Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S S G G S T Y Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S E A A - - - - - - - - -    
4 3 >  M A E V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S W Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S S G G Y T Y Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -    
4 4 >  M A E V Q L V E S G G G L V Q A G G S L R L S C A A S G R T F S W Y P M G W F R Q A P G K E R E F V A D I T S S G G S T Y Y A D S V K G R F T I S R D N A K N T V Y L Q M N S L K P E D T A V Y Y C A A R D R I A T - I F S E N E Y A Y W G Q G T Q V T V S S A A A - - - - - - - - -   
T c >  M A E V Q L V E S G G G S V Q A G R S L R L S C A A S G R S L I N F H M G W F R Q A P G K E R E F V S V I N W E G T S A N Y L D S V K G R F T I S R D N A K K T V Y L Q M N S L K P D D T A I Y Y C V V K N Q Y S G N Y Y D P T D Y P Y W G Q G T Q V T V S S - - - - - - - - - - - -  
 
 

Ali g n e m e nt d e s é q u e n c es d es cl o n es V H H
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   III. 4. 2. D ét e cti o n d e l a T c P R A C i ntr a c ell ul air e et / o u m e m br a n air e i n vitr o 

 

D a ns u n pr e mi er t e m ps, n o us a v o ns v érifi é et v ali d é p ar l a t e c h ni q u e d e W est er n bl ot q u e l e 

m ar q u a g e d u cl o n e V H H a nti- T c P R A C «  T c  » a v e c l’ Al e x a 4 8 8 n’ a v ait p as e ntr ai n é l a p ert e 

d e r e c o n n aiss a n c e d e c et a nti c or ps p o ur l a T c P R A C ( v oir Fi g ur e 1 3). 

 

                                
 
Fi g u r e 1 3 : W e st e r n bl ot utili s a nt l e V H H a nti- T c P R A C c o u pl é à l’ Al e x a 4 8 8 
A pr è s  d é p ôt  et  mi gr ati o n  d e  diff ér e nt e s  q u a ntit é s  d e T c P R A C  r e c o m bi n a nt e  ( 1 µ g,  2 µ g  et  5 µ g)  s ur  u n  g el  d e 
p ol y a cr yl a mi d e à 4- 1 2 % p ui s tr a nsf ert s ur u n e m e m br a n e d e nitr o c ell ul os e, c ett e d er ni èr e a ét é s at ur é e e n T B S 
l ait 5 % p ui s i n c u b é e a v e c l e V H H a nti-T c P R A C m ar q u é a v e c l’ Al e x a 4 8 8 à 5 µ g/ ml e n T B S-l ait 5 %. A pr è s d e s 
l a v a g e s  e n  T B S- T w e e n  0, 5 %  p ui s  e n  T B S  s e ul,  l’ a c q ui siti o n  d e  l a  fl u or e s c e n c e  a  ét é  dir e ct e m e nt  eff e ct u é e à 
l’I VI S S p e ctr u m a u x l o n g u e urs d’ o n d e 5 0 0 n m / 5 4 0 n m ( e x cit ati o n/ é mi ssi o n). 

 

Afi n  d e  m o ntr er  l a  p ossi bilit é  d e  d ét e ct er  l a T c P R A C  m e m br a n air e  et/ o u  i ntr a c ell ul air e  d u 

p ar asit e,  n o us  a v o ns  aj o ut é  et  i n c u b é  l es  V H H  a nti- T c P R A C - Al e x a  4 8 8  ( cl o n e  « T c  »)  e n 

pr és e n c e d es f or m es é pi m asti g ot es C L L u c-r e d ( v oir Fi g ur e 1 4). A p artir d’ u n e c o n c e ntr ati o n 

d e l’ a nti c or ps d e 1 0 µ g/ ml, n o us a v o ns mis e n é vi d e n c e l a p ossi bilit é d e d ét e ct er l a T c P R A C 

c h e z d es p ar asit es vi v a nts gr â c e à l a d ét e cti o n s p é cifi q u e d’ é missi o n d e si g n a u x fl u or es c e nts 

v erts  a u  ni v e a u  d u  p ar asit e  c’ est  à  dir e  c orr es p o n d a nt  à  l a  fi x ati o n  d es  a nti c or ps  V H H  a nti-

T c P R A C - Al e x a 4 8 8. U n e i nt e nsit é d es si g n a u x fl u or es c e nts pl us él e v é e a ét é o bs er v é e d a ns l a 

r é gi o n  c yt o pl as mi q u e  s u g g ér a nt  q u e  c e s  a nti c or ps  s o nt  c a p a bl es  d e  d ét e ct er  l a  f or m e 

i ntr a c ell ul air e  d e  l a T c P R A C.  D e  pl us,  l a  s p é cifi cit é  d es  si g n a u x  a  ét é  c o nfir m é e  p ar 

l’ o bt e nti o n  d’i m a g es  d e  c o-l o c alis ati o n  d es  si g n a u x  d e  fl u or es c e n c e  r o u g es  et  v erts 

c orr es p o n d a nts  a u x  p ar asit e s  C L  L u c-r e d  et  a u x  V H H  a nti- T c P R A C - Al e x a  4 8 8, 

r es p e cti v e m e nt ( v oir Fi g ur e 1 4). 

 

 

1 5	

2 5	

3 5	

5 5	

7 0	

K D a	



	 8 0 	

 
Fi g u r e 1 4 : D ét e cti o n d e l a T c P R A C i nt r a c ell ul ai r e p a r mi c r os c o pi e à fl u o r e s c e n c e 
D e s e pi m a sti g ot e s s o u c h e C L L u c-r e d e n p h a s e e x p o n e nti ell e o nt ét é l a v é s e n P B S p ui s i n c u b é s p e n d a nt 1 6 h à 
2 7 ° C  a v e c  l e s  V H H  a nti -T c P R A C - Al e x a 4 8 8  ( 1 0  µ g/ ml)  e n  P B S- Gl u c os e  0, 5 %  o u  d a ns  l e  mili e u  LI T.  A pr è s 
pl usi e urs l a v a g e s e n P B S, l e s a c q ui siti o ns o nt ét é eff e ct u é e s s ur u n F L oi d i m a gi n g s yst e m e n c o ntr a st e d e p h a s e 
( A), a v e c l e filtr e d e fl u or e s c e n c e r o u g e ( B) et l e filtr e d e fl u or e s c e n c e v ert e ( C). L a c o-l o c ali s ati o n d e s si g n a u x 
d e fl u or e s c e n c e r o u g e et v ert e e st m o ntr é e s ur l e p a n el D. 

 

N o us  a v o ns  t e nt é,  a v e c  c es  m ê m es  a nti c or ps  ( cl o n e  « T c  »),  d e  d ét e ct er  l es  f or m es 

a m asti g ot es d u p ar asit e ( s o u c h e C L L u c-r e d) d a ns u n m o d èl e d’i nf e cti o n c ell ul air e d é crit a u 

l a b or at oir e.  Diff ér e nt es  c o n c e ntr ati o ns  d e  VH H  a nti- T c P R A C - Al e x a 4 8 8  ( d e  1 0µ g / ml  à  1 0 0 

µ g / ml) o nt ét é aj o ut é es s oit dir e ct e m e nt d a ns l e mili e u d e c ult ur e d es c ell ul es i nf e ct é es p ar l es 

a m asti g ot es  C L  L u c-r e d  s oit  a pr ès  fi x ati o n  et  p er m é a bilis ati o n  d e  c es  m ê m es  c ell ul es. 

C o ntr air e m e nt  a u x  r és ult ats  o bt e n us  pr é c é d e m m e nt  s ur  l a  f or m e  é pi m asti g ot e  d u  p ar asit e, 

a ussi bi e n s ur l es c ell ul es vi v a nt es q u e s ur l es c ell ul es fi x é es, n o us n’ a v o ns p as p u m ettr e e n 

é vi d e n c e  d e  si g n a u x  d e  c o-l o c alis ati o n  s p é cifi q u e  c orr es p o n d a nt  à  u n  m ar q u a g e  d e  l a 

T c P R A C  i ntr a c ell ul air e  et/ o u  m e m br a n air e  d es  a m asti g ot es  C L  L u c-r e d  a v e c  l e s  V H H  a nti-

T c P R A C - Al e x a 4 8 8.  

 

   III. 4. 3. D ét e cti o n d e l a T c P R A C i ntr a c ell ul air e et/ o u m e m br a n air e i n vi v o 

 

P o ur  d ét e ct er  l e  p ar asit e  c h e z  d es  s o uris  c hr o ni q u e m e nt  i nf e ct é es,  n o us  a v o ns  utilis é  l es  3 

V H H a nti- T c P R A C m ar q u és a v e c l’I R D y e 8 0 0 C W. C e fl u or o c hr o m e é m et d a ns l’i nfr a-r o u g e 

l oi nt ai n  et  n o us  a  p er mis  d e  s’ affr a n c hir  d es  si g n a u x  d e  fl u or es c e n c e  « p ar asit e s », 

pri n ci p al e m e nt  é mis  p ar  l es  ali m e nts  a u  ni v e a u  d e  l a  z o n e  a b d o mi n al e,  e n  c o n diti o n i n vi v o 

( K w o n et al 2 0 1 2). 

 

D a ns  u n e  pr e mi èr e  e x p éri e n c e  pil ot e,  n o us  a v o ns  i nj e ct é,  p ar  v oi e  i ntr a v ei n e us e,  d es  V H H 

a nti- T c P R A C -I R D y e  8 0 0  C W  ( cl o n e  « T c  »)  à  d e u x  s o uris  i nf e ct é es  c hr o ni q u e m e nt  a v e c  l a 

s o u c h e C L L u c-r e d et à u n e s o uris n o n i nf e ct é e. U n e s o uris n o n i nf e ct é e et n o n i nj e ct é e ( # 1) 

n o us a p er mis d e c o ntr ôl er l’ a bs e n c e d’ é missi o n d e si g n a u x fl u or es c e nts n o n s p é cifi q u es a u x 

l o n g u e ur s  d’ o n d e  ét u di é es.  L es  a c q uisiti o ns  d es  si g n a u x  fl u or es c e nts  ( Fi g ur e  1 5)  o nt  ét é 

r éalis é es 3 0 mi n ut es ( A) et 6 0 mi n ut es ( B) p ost-i nj e cti o n. P o ur l es 3 s o uris i nj e ct é es a v e c l es 

A B C D 
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a nti c or ps m ar q u és, d e f orts si g n a u x fl u or es c e nts o nt ét é l o c alis és a u ni v e a u d e l a v essi e, s a ns 

diff ér e n c e  si g nifi c ati v e  a u  ni v e a u  d e  l a  q u a ntifi c ati o n  d e  c es  si g n a u x  ( C)  p o ur  l es  s o uris 

i nf e ct é es  ( # 3  et  # 4)  et  p o ur  l a  s o uris  n o n  i nf e ct é e  ( # 2).  N o us  n’ a v o ns  p as  o bs er v é  d e  z o n e 

si g nifi c ati v e s us c e pti bl e d e c orr es p o n dr e à l a pr és e n c e d u p ar asit e. 

 

 
 
Fi g u r e 1 5 : D ét e cti o n d e s V H H a nti- T c P R A C c o u pl é s à l’I R D y e 8 0 0 C W i n vi v o (I) 
Q u atr e s o uri s S wi ss m âl e s â g é e s d e 2 5 s e m ai n e s o nt ét é utilis é e s p o ur c ett e e x p éri e n c e. U n e d e s d e u x s o uri s n o n 
i nf e ct é e s ( # 2) et d e u x s o uri s â g é e s d e 8 s e m ai n e s l ors d e l’i nf e cti o n e n i. p p ar 1 03  tr y p o m a sti g ot e s d e l a s o u c h e 
C L L u c- r e d ( # 3 et # 4), o nt c h a c u n e ét é i nj e ct é e s e n i. v. a v e c 4 0 µ g d e VH H a nti- T c P R A C c o u pl é à l’I R D y e 8 0 0 
C W   à  J 1 2 0  p ost-i nf e cti o n.  D e s  a c q ui siti o ns  d’ u n e  d ur é e  d e  1  s e c o n d e  à  l’I VI S®   S p e ctr u m ™  a u x  l o n g u e urs 
d’ o n d e  d e  7 4 5 n m/ 8 0 0 n m  ( e x cit ati o n/ é mi ssi o n)  o nt  ét é  r é alis é e s  3 0  mi n ut e s  ( p a n el  A)  et  6 0  mi n ut e s  ( p a n el  B) 
p ost-i nj e cti o n.  L e s  m o y e n n e s  d e s  q u a ntifi c ati o ns  d e  fl u or e s c e n c e  s ur  l e s  r é gi o ns  d’i nt ér êt s  (i. e.  R OI), 
c orr e s p o n d a nt à l a t ot alit é d u c or ps d e c h a q u e s o uri s, s o nt r e pr é s e nt é e s s o us f or m e d e gr a p hi q u e ( p a n el C). 

 

D a ns  u n e  a utr e  e x p éri e n c e i n  vi v o,  afi n  d e  c o nt e nir  l a  m aj orit é  d es  p ar asit es  d a ns  u n  sit e 

d éfi ni, n o us a v o ns d é ci d é d’i nf e ct er e n s o us- c ut a n é e u n gr o u p e d e 3 s o uris ( # 1, # 2 et # 3) a v e c 

l a s o u c h e C L L u c-r e d, 4 j o ur s a v a nt l’i nj e cti o n e n i. v d es VH H a nti- T c P R A C -I R D y e 8 0 0 C W 

( cl o n e « T c  »). L e sit e c h oisi p o ur l’i nf e cti o n a ét é l a p arti e h a ut e d u d os afi n d e s’ affr a n c hir 

d es  z o n es  c orr es p o n d a nt es  a u x  or g a n es  d’ éli mi n ati o n  ( e x :  f oi e,  r at e,  r ei ns  et  v essi e).  U n 

gr o u p e t é m oi n d e 3 s o uris n o n i nf e ct é es ( # 4, # 5 et # 6) a é g al e m e nt ét é i nj e ct é a v e c l a m ê m e 

q u a ntit é d’ a nti c or ps m ar q u és a v e c l’I R D y e 8 0 0 C W. L a q u a ntit é i nj e ct é e a ét é a u g m e nt é e d e 

7, 5 f ois p ar r a p p ort à l’ e x p éri e n c e pr é c é d e nt e. L es r és ult ats s o nt pr és e nt és d a ns l a fi g ur e 1 6 .  

 

L a pr és e n c e d u p ar asit e a u ni v e a u d u sit e d’i nf e cti o n p o ur l es 3 s o uris i nf e ct é es ( # 1, # 2 et # 3) 

a ét é c o nfir m é e p ar l’ o bt e nti o n d e si g n a u x d e bi ol u mi n es c e n c e d a ns l a z o n e att e n d u e ( Fi g. 1 6 

A p a n el h a ut). U n e ci n éti q u e d es a c q uisiti o ns d es si g n a u x fl u or es c e nts a ét é r é alis é e à 2 h, 4 h, 

6 h, 8 h, 2 4 h et 4 8 h p ost-i nj e cti o n ( Fi g 1 6 A). L es r é gi o ns d’i nt ér êt (i. e. R OI) o nt ét é d essi n é es 

a ut o ur d u sit e d’i nf e cti o n p o ur c h a c u n e d es s o uris i nf e ct é e et « tr a ns p os é es » a u m ê m e e n dr oit 

p o ur  l e  gr o u p e  d e  s o uris  t é m oi n  n o n  i nf e ct é.  L a  m o y e n n e  d es  q u a ntifi c ati o ns  d es  si g n a u x 

fl u or es c e nts d es R OI, p o ur c h a q u e a c q uisiti o n et p o ur c h a q u e gr o u p e d e s o uris (i nf e ct é et n o n 

i nf e ct é),  est  r e pr és e nt é e  p ar  u n  hist o gr a m m e  e x pri m é  e n 

(( p h ot o ns/s e c/ c m2 / s urf a c e)/( µ W/ c m2 )) (Fi g. 1 6 C). U n pi c d’ é missi o n d e si g n al est o bs er v é à 

2 h et 4 h p ost-i nj e cti o n, s a ns diff ér e n c e si g nifi c ati v e e ntr e l es d e u x gr o u p es.  

 

2 4 h  p ost-i nj e cti o n,  l a  q u a ntit é  m o y e n n e  d es  si g n a u x  a  di mi n u é  d e  m oiti é  ( p o ur  l es  d e u x 

gr o u p es),  s u g g ér a nt  q u’ u n e  p art  i m p ort a nt e  d es  a nti c or ps  m ar q u és  cir c ul a nt s  «  n o n  fi x és »  a 

ét é éli mi n é e. N o us a v o ns s a crifi é u n e s o uris d e c h a q u e gr o u p e ( # 3 et # 6) afi n d e pr o c é d er à 

A	 B	 C	

n o n i nj e ct e en o n i nf e ct é e s i nf e ct é e s

2 × 1 0 1 1

4 × 1 0 1 1

R
a
di

e
nt
 
ef
fi

ci
e
nc

y

n o n i nf e ct é e / n o n i nj e ct é e

n o n i nf e ct é e / i nj e ct é e

i nf e ct é e s / i nj e ct é e s

**

# 1  # 2 # 3  # 4 # 1  # 2 # 3  # 4 
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l’ a c q uisiti o n  d es  si g n a u x  fl u or es c e nts  s ur  l es  or g a n es  et  l es tiss us d’i nt ér êt i n vi v o et  e x vi v o 

( Fi g. 1 6 B). C o m m e p o ur l’ e x p éri e n c e pr é c é d e nt e, u n e f ort e i nt e nsit é d e si g n a u x fl u or es c e nts 

a ét é r etr o u v é a u ni v e a u d e l a v essi e p o ur l es 2 s o uris, si g nifi c atif d’ u n e éli mi n ati o n p ar v oi e 

r é n al e d es a nti c or ps i nj e ct és. D es si g n a u x fl u or es c e nts o nt ét é a c q uis a u ni v e a u d es r ei ns et d e 

l a r at e m ais é g al e m e nt a u ni v e a u d u f oi e d es 2 s o uris. C o n c er n a nt l es bi o psi es d e p e a u, n o us 

a v o ns vis u alis é d e f a ç o n si g nifi c ati v e d es si g n a u x d e bi ol u mi n es c e n c e p o ur l a s o uris i nf e ct é e 

c orr es p o n d a nt  à  l a  pr és e n c e  d es  p ar asit es  a u  ni v e a u  d u  sit e  d’i nf e cti o n.  P ar  c o ntr e,  n o us 

n’ a v o ns  p as  p u  o bs er v é  d’i m a g es  d e  c o-l o c alis ati o n  bi ol u mi n es c e n c e/fl u or es c e n c e  q ui  n o us 

a ur ai e nt  p er mis  d e  m o ntr er  a v e c  u n e  gr a n d e  pr o b a bilit é  l a  fi x ati o n  d es  a nti c or ps  V H H  a nti-

T c P R A C  fl u or es c e nts  s ur  l es  p ar asit e s.  4 8 h  p ost-i nj e cti o n,  n o us  a v o ns  r é alis é  à  n o u v e a u  l es 

a c q uisiti o ns i n vi v o et e x vi v o  s ur d e u x a utr es s o uris d e c h a q u e gr o u p e ( # 2 et # 5). N o us a v o ns 

o bs er v é l es m ê m es a c q uisiti o ns q u e c ell es o bt e n u e s 2 4 h p ost-i nj e cti o n. 

 

C ett e e x p éri e n c e a ét é r é p ét é e d a ns l es m ê m es c o n diti o ns e n utilis a nt l es VH H a nti- T c P R A C -

I R D y e  8 0 0  C W  ( cl o n es  # 4  et  # 1 6).  L es  r és ult ats  o bt e n us  n’ o nt  p as  p er mis  d e  m o ntr er  l a 

d ét e cti o n d es p ar asit es vi a c es a nti c or ps m ar q u és ( d o n n é es n o n m o ntr é es). 
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Fi g u r e 1 6 : D ét e cti o n d e s V H H a nti- T c P R A C c o u pl é s à l’I R D y e 8 0 0 C W i n vi v o (II) 
Si x s o uri s S wi ss m âl e s â g é e s d e 7 s e m ai n e s o nt ét é utili s é e s. Tr oi s s o uri s o nt ét é i nf e ct é e s p ar v oi e s o us- c ut a n é e 
a v e c  1 0 4   tr y p o m a sti g ot e s  C L  L u c-r e d.  A  J 4  p ost-i nf e cti o n,  l e s  tr oi s  s o uri s  i nf e ct é e s  et  l e s  tr oi s  s o uri s  n o n 
i nf e ct é e s  ( gr o u p e t é m oi n)  o nt  c h a c u n e ét é  i nj e ct é e e n  i. v  a v e c  3 0 0 µ g d e  VH H a nti- T c P R A C -I R D y e 8 0 0 C W. L e 
c o ntr ôl e  d e  l’i nf e cti o n  et  l a  d ét er mi n ati o n  p er m ett a nt  l e  d e ssi n  d e s  R OI  ( R e gi o ns  of  I nt e r e st )  a ut o ur  d u  sit e 
d’i nf e cti o n, o nt ét é r é ali s é s p ar l e s a c q ui siti o ns d e s si g n a u x d e bi ol u mi n e s c e n c e à l’I VI S S p e ctr u m s ur l e s tr oi s 
s o uri s i nf e ct é e s, pr é al a bl e m e nt i nj e ct é e s e n i. p a v e c l a D- L u cif éri n e à 1 0 0 m g/ k g/ s o uri s, a v a nt et a pr è s l’i nj e cti o n 
d e s a nti c or ps fl u or e s c e nt s ( 2 h, 4 h,  6 h, 8 h, 2 4 h et 4 8 h p ost-i nj e cti o n). L e d e ssi n d e c h a q u e R OI e st i n di q u é p ar 
u n  c er cl e  r o u g e  o u  bl e u  ( A).  L a  q u a ntifi c ati o n  d e s  si g n a u x  d e  fl u or e s c e n c e  c orr e s p o n d a nt  à  c h a q u e  R OI, 
e x pri m é e e n ( p h ot o ns/ s e c/ c m 2 / s urf a c e)/( µ W/ c m2 ), a pr è s c h a q u e a c q ui siti o n d’ u n e d ur é e d e 1 s e c o n d e à l’I VI S ®  
S p e ctr u m ™ a u x  l o n g u e urs  d’ o n d e  d e  7 4 5 n m/ 8 0 0 n m  ( e x cit ati o n/ é mi ssi o n),  a  ét é  r é ali s é a v e c l e  l o gi ci el  Li vi n g 
I m a g e  v. 4. 0  ( C ali p er,  Lif e S ci e n c e s).  L e s  m o y e n n e s  ( +/-  S D)  d e s  q u a ntifi c ati o ns  d e  fl u or e s c e n c e  d e s  R OI  d u 
gr o u p e « i nf e ct é » et d u gr o u p e « t é m oi n », p o ur c h a q u e s essi o n d’ a c q ui siti o n, s o nt r e pr é s e nt é e s e n hi st o gr a m e 
( C). L e s a c q ui siti o ns d e s si g n a u x d e fl u or e s c e n c e i n vi v o et  e x vi v o  s o nt fi g ur é e s e n B. 

2 4 6 8 2 4 4 8
0

1 × 1 0 9

2 × 1 0 9

3 × 1 0 9

h e ur e s p o st-i nj e cti o n

R
a
di

a
nt
 
eff

ic
i
e
nc

y

n o n i nf e ct é e s

i nf e ct é e s

A	 B	

C	

2 h	

i nf e ct é e s	 n o n	i nf e ct é e s	

F oi e R at e

R ei ns

I nf e ct é e	( # 3)	

F oi e

R at e
R ei ns

n o n	i nf e ct é e	( # 6)	

4 h	

6 h	

8 h	

2 4 h	

4 8 h	

	 # 1										 # 2											 # 3														 # 4											 # 5												 # 6	
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III. 5. D é v el o p p e m e nt et o pti mis ati o n d e n o u v e a u x i n hi bit e u rs d e l a T c P R A C  

 

L a T c P R A C, l a pr e mi èr e pr oli n e r a c é m as e e u c ar y ot e d é crit e, a ét é c ar a ct éris é e a u l a b or at oir e 

( R ei n a S a n M arti n 2 0 0 0). L e g è n e c o d a nt p o ur l’ e n z y m e est ess e nti el à l a s ur vi e d u p ar asit e 

c ar n o us a v o ns m o ntr é q u e l es p ar asit es « k n o c k- d o w n » n’ ét ai e nt p as vi a bl es. L’ e n z y m e est 

é g al e m e nt  u n  f a ct e ur  d e  vir ul e n c e  d e T.  cr uzi   c ar  l es  p ar asit es  h y p er- e x pri m a nt  l es  g è n es 

T c P R A C   s o nt  pl us  i nf e cti e u x  p o ur  l es  c ell ul es  d e  l’ h ôt e  ( C h a m o n d  et  al  2 0 0 5).  Il  y  a  u n e 

di z ai n e  d’ a n n é es,  n o us  a v o ns  o bt e n u  l a  str u ct ur e  crist all o gr a p hi q u e  d e  l a T c P R A C  c o -

crist allis é e a v e c u n i n hi bit e ur r é v er si bl e et c o m p étitif – l e 2- p yrr ol e a ci d e c ar b o x yli q u e ( P Y C) 

et p u ét u di er l e m é c a nis m e c at al yti q u e d e l’ e n z y m e ( B us c hi a z z o & G o yti a et al 2 0 0 6). B as és 

s ur  l a r a c é mis ati o n  d es  r ési d us  pr oli n e  L- et  D -, n o us  a v o ns  mis  e n  é vi d e n c e  l e  r ôl e  cl é  d es 

a ci d es a mi n és c yst éi n e pr és e nts a u ni v e a u d u sit e c at al yti q u e d e l a T c P R A C. N os d o n n é e s s ur 

l a di mi n uti o n d e l a m ulti pli c ati o n d es p ar asit es à l’i nt éri e ur d es c ell ul es e n pr és e n c e d e P Y C 

n o us  o nt  p er mis  d e  s u g g ér er  q u e  l a T c P R A C  ét ait  u n e  ci bl e  p o ur  l e  d é v el o p p e m e nt  d’ u n e 

n o u v ell e  t h ér a pi e  c o ntr e  l e  C h a g as.  D es  tr a v a u x    m ulti dis ci pli n air es  ult éri e ur s  o nt  p er mis 

d’ a v a n c er  d a ns  l a  r e c h er c h e  d’i n hi bit e ur s  s ol u bl es  vis a nt  l’i d e ntifi c ati o n  d e  n o u v e a u x 

c o m p os és p o u v a nt i n hi b er l’ a cti vit é e n z y m ati q u e. 

 

L e  P Y C  est  u n  a n al o g u e  pl a n  d e  l’ a ci d e  a mi n é  pr oli n e  ( R ei n a  S a n  M arti n  et  al  2 0 0 0).  S o n 

c ar a ct èr e i ns ol u bl e n o us a a m e n é à d é v el o p p er d e n o u v e a u x i n hi bit e ur s p o u v a nt êtr e utilis és 

d a ns  l e  c a dr e  d’ u n e  c hi mi ot h ér a pi e.  L es  pr e mi èr es  str at é gi es  o nt  utilis é  l a  s y nt h ès e  d e 

m ol é c ul es  s ol u bl es  à  p artir  d e  l a  str u ct ur e  d u  P Y C  m ais  n’ o nt  p as  ét é  c o n cl u a nt es  (f ai bl es 

i n hi biti o ns).  E n  p ar all èl e,  l a  str u ct ur e  crist all o gr a p hi q u e  d e  l a T c P R A C   a  m o ntr é  q u e  l a 

T c P R A C est u n h o m o di m èr e d o nt c h a q u e s o us- u nit é p oss è d e u n sit e c at al yti q u e ( B us c hi a z z o 

& G o yti a et al 2 0 0 6) . L a str u ct ur e 3 D d e l’ e n z y m e c o- crist allis é e a v e c l e P Y C a m o ntr é d es 

c o nf or m ati o ns tr o p p etit es d es sit es c at al yti q u es. C el a a ét é u n e c o ntr ai nt e p o ur l’ utilis ati o n d e 

str at é gi e  c o n v e nti o n n ell e  d e  « dr u g- d esi g n »  c ar  l’i d e ntifi c ati o n  p ot e nti ell e  d e  n o u v e a u x 

c o m p os és  ét ait  r estr ei nt e  à  d es  m ol é c ul e s  d e  l a  t aill e  d e  l a  pr oli n e.  D e  f a ç o n  i nt ér ess a nt e, 

l’ o bt e nti o n f ort uit e d’ u n crist al h é mi-s at ur é a v e c l e P Y C n o us a p er mis d e v oir q u e l e li g a n d 

P Y C  i n d uis ait  u n e  « f er m et ur e »  d e  l a  p o c h e  c at al yti q u e,  et  n e  r efl ét ait  p as  l a  c o nf or m ati o n 

n ati v e  d e  l’ e n z y m e.  D es  a n al ys es  p ar  d y n a mi q u e  m ol é c ul air e  d es  ét ats  d e  tr a nsiti o n  e ntr e 

l’ e n z y m e  a cti v e  (f or m e  « o u v ert e »)  et  i n a cti v e  (f or m e  « f er m é e »)  a  r é v él é  q u’ u n  i n hi bit e ur 

d e l a T c P R A C  n’ a v ait p as n é c ess air e m e nt b es oi n d’i n d uir e l a f er m et ur e c o m pl èt e d e l a p o c h e 

c at al yti q u e  ( v oir  Fi g ur e  1 7).  C ett e  str at é gi e  a  p er mis  d e  s ur p ass er  l a  c o ntr ai nt e  d e  t aill e  d es 

sit es c at al yti q u es et d e d éfi nir d es m o d èl es p ar « d o c ki n g »  virt u els et d’i d e ntifi er u n e c e nt ai n e 

d e  n o u v ell es  m ol é c ul es  p o u v a nt  êtr e  d es  i n hi bit e ur s  d e  l a T c P R A C  ( B er n e m a n  et  al  2 0 1 3). 

D e u x d’ e ntr e ell es, l’ O x o P A et l e Br O x o P A s e s o nt a v ér é es êtr e d es i n hi bit e ur s irr é v er si bl es 

d e l’ e n z y m e c a p a bl es d’i n hi b er i n vitr o l e d é v el o p p e m e nt d es f or m es i ntr a c ell ul air es d e f a ç o n 

d os e d é p e n d a nt e. 

 

N o us a v o ns c o- crist allis é et o bt e n u es l es str u ct ur es crist all o gr a p hi q u es d e l a T c P R A C a v e c l es 

d e u x i n hi bit e ur s : l’ O x o P A et l e Br O x o P A. L es d o n n é es o nt m o ntr é q u e c es d e u x m ol é c ul es 

f or m ai e nt  d es  li ais o ns  c o v al e nt es  a v e c  l es  c yst éi n es  c at al yti q u es  ( C ys 3 0 0  et  C ys 1 3 0),  p ar 

l’i nt er m é di air e  d es  c ar b o n es  C 2  et  C 5,  e x pli q u a nt  d e  f ait  l e ur  n at ur e  irr é v er si bl e.  L a 
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vis u alis ati o n  d es  i nt er a cti o n s  d es  at o m e s  cl és  a u  ni v e a u  d u  sit e  c at al yti q u e  a  p er mis  l a 

s y nt h ès e  et  l’ o pti mis ati o n  d e  n o u v ell es  m ol é c ul es  p ar  l’i ntr o d u cti o n  d e  diff ér e nt es 

s u bstit uti o ns  et/ o u  a d diti o ns  a u  ni v e a u  d e  l a  c h ai n e  c ar b o n é e.  D e  pl us,  c es  ét u d es  n o us  o nt 

p er mis d’i d e ntifi er et d e s y nt h étis er l e N G- P 2 7 q ui a m o ntr é l es m eill e ur es p erf or m a n c es e n 

t a nt q u’i n hi bit e ur d e l a T c P R A C c o m p ar ati v e m e nt a u P Y C et à l’ O x o P A. 

 

L es d o n n é es d e str u ct ur e d e l a T c P R A C c o - crist allis é e a v e c l e N G- P 2 7 o nt p er mis d e mi e u x 

c ar a ct éris er l a r é a cti o n c hi mi q u e mis e e n c a us e d a ns l a f or m ati o n d e l a li ais o n c o v al e nt e e ntr e 

l’ at o m e  d e  s o ufr e  d e l a  C ys 3 0 0  d u  sit e  c at al yti q u e  d e  l’ e n z y m e  a v e c  l e  c ar b o n e  C 2  d u  N G-

P 2 7. C ett e r é a cti o n ( o u a d diti o n) dit e d e Mi c h a el p er m et l a f or m ati o n d’ u n e li ais o n c ar b o n e - 

c ar b o n e  p ar  l’ a d diti o n  n u cl é o p hil e  d’ u n  c ar b a ni o n  s ur  u n  c o m p os é  c ar b o n yl é α ,β -i ns at ur é 

( gr o u p e m e nts  al d é h y d e  o u  c ét o n e  p ar  e x e m pl e).  N o us  a v o ns  é g al e m e nt  o bs er v é  q u e  l a 

f or m ati o n d e li g a n d a u ni v e a u d u ( d es) sit e( s) c at al yti q u e( s) aff e ct e f ort e m e nt l a c o nf or m ati o n 

d e l a T c P R A C. D e pl us, l es si x c o nf or m ati o ns d e l’ e n z y m e, o bt e n u es p ar crist all o gr a p hi e, o nt 

m o ntr é d e f ort es si mil arit és a v e c l es m o d èl es pr é di ctif s ét a blis pr é c é d e m m e nt ( B er n e m a n et al 

2 0 1 3).  D e  f a ç o n  i nt ér ess a nt e,  a ussi  bi e n  l’ O x o P A,  l e  Br O x o P A  et  l e  N G- P 2 7  c o m m e  l e 

b e n z ni d a z ol e i n hi b e nt d e f a ç o n d os e d é p e n d a nt e l a cr oiss a n c e d es p ar asit es i ntr a c ell ul air es e n 

c o n diti o n i n  vitr o.  C es  tr a v a u x  o nt  p er mis  d e  d é m o ntr er  q u e  c es  n o u v ell es  a p pr o c h es  d e 

m o d élis ati o n s o nt pr o m ett e us es p o ur l a s y nt h ès e d e n o u v ell es m ol é c ul es i n hi bitri c es m al gr é l a 

r estri cti o n  d e  t aill e  d u  sit e  a ctif  et  p o urr ai e nt  p er m ettr e  d a ns  l e  c o nt e xt e  d e  l a  M al a di e  d e 

C h a g as  à  l a  d é c o u v ert e  d e  n o u v ell es  c hi mi ot h ér a pi es.  L es  r és ult ats  et  l es  m ét h o d ol o gi es  d e 

c es e x p éri e n c es s o nt pr és e nt é s e n d ét ail d a ns l’ arti cl e n ° 2. 

 

 

 

                  
 

Fi g u r e 1 7 : St r u ct u r e c ri st all o g r a p hi q u e d e l a T c P R A C li é e o u n o n a u P Y C.  
L a  li ai s o n a u  ni v e a u  d u  sit e  a ctif  m o ntr e  u n  pr ot o m èr e  « f er m é »  (i n di q u é  e n  r o u g e)  o ù l e  P Y C  (r e pr é s e nt é e n 
v ert)  e st  c o m pl ét e m e nt  e nf o ui  d a ns  l a  p o c h e  c at al yti q u e.  L e s  s p h èr e s  bl e u e,  r o u g e  et  c y a n  r e pr é s e nt e nt  l e s 
at o m e s d’ a z ot e, d’ o x y g è n e et d e c ar b o n e d u P Y C, r e s p e cti v e m e nt. E n l’ a bs e n c e d e P Y C, l e pr ot o m èr e pr é s e nt e 
u n e str u ct ur e o u v ert e pl us r el â c h é e (i n di q u é e n bl e u) a v e c u n v ol u m e v a c a nt a u ni v e a u d u sit e a ctif, a c c e ssi bl e a u 
s ol v a nt  (i n di q u é  e n  v ert). E xtr ait  d e l’ arti cl e  «  C o m bi n e d  a p pr o a c h e s  f or  dr u g  d e si g n  p oi nt s  t h e  w a y  t o  n o v el 
pr oli n e r a c e m a s e i n hi bit or c a n di d at e s t o fi g ht C h a g a s’ di s e a s e ». B er n e m a n et al. P L o S O n e 2 0 1 3. 
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str u ct ur e s r e p ort e d i n t hi s  w or k h a d k e y si mil ariti e s t o o ur i nt er m e di at e  m o d el s pr e vi o u sl y

g e n er at e d b y i nf er e n c e of t h e pr ot ei n f u n cti o n al  m oti o n s.  T h e s e cr y st al str u ct ur e s s p a n a

c o nf or m ati o n al i nt er v al c o v eri n g r o u g hl y t h e fir st q u art er of t h e o p e ni n g  m e c h a ni s m, d e m o n-

str ati n g t h e r el e v a n c e of  m o d eli n g a p pr o a c h e s t o br e a k t hr o u g h c h e mi c al s p a c e i n dr u g

d e si g n.

A ut h or s u m m ar y

T h er e is a n ur g e nt n e e d t o d e v el o p i n n o v ati v e  m e di ci n es a d dr essi n g n e gl e ct e d dis e as es,

m ulti- dr u g r esist a n c e a n d ot h er u n m et t h er a p e uti c n e e ds.  T o cr e at e n e w dr u g d esi g n

o p p ort u niti es,  w e att e m pt e d t o e x pl oit pr ot ei n f u n cti o n al  m oti o ns b y usi n g a r ati o n al

a p pr o a c h t o  m o d el str u ct ur al i nt er m e di at es of a t h er a p e uti c t ar g et.  Aft er s u c c essf ull y

d esi g ni n g i n hi bit ors b as e d o n  m o d el e d i nt er m e di at es of T . Cr u zi pr oli n e r a c e m as e, t h e

d et er mi n ati o n of cr yst al str u ct ur es of t h e t ar g et pr ot ei n i n c o m pl e x  wit h t h e i n hi bit ors

r e v e al e d c o nf or m ati o ns t h at  w er e stri ki n gl y cl os e t o t h e pr e di ct e d  m o d els.  T h us, b e y o n d

t h e dis c o v er y of c o m p o u n ds est a blis hi n g a n o v el  m o d e of a cti o n t h at c a n l e a d t o i n n o v a-

ti v e tr e at m e nts of  C h a g as dis e as e,  w e ill ustr at e h o w  m o d eli n g pr ot ei n f u n cti o n al  m oti o ns

c a n b e e x pl oit e d i n a r ati o n al a p pr o a c h t o cr e at e o p p ort u niti es i n dr u g d esi g n.

I ntr o d u cti o n

C h a g as dis e as e,  wit h n e arl y 1 0  milli o n p e o pl e i nf e ct e d a n d 1 0 0  milli o n at ris k, is t h e pri n ci p al

c a us e of l et h alit y fr o m n e gl e ct e d tr o pi c al dis e as es i n  C e ntr al a n d S o ut h  A m eri c a, a n d a l e a di n g

o n e a m o n g all i nf e cti o us dis e as es [ 1 ]. It is oft e n f at al t o y o u n g c hil dr e n a n d i n c ur a bl e i n its

c hr o ni c p h as e,  w hi c h p ersists f or d e c a d es a n d i nfli cts 1 0 % a n n u al l et h alit y [ 2 , 3 ]. I n a d diti o n t o

its s e v er e s o ci o e c o n o mi c b ur d e n [1 ],  C h a g as dis e as e is b e c o mi n g a gl o b al c o n c er n as it e xt e n ds

t o n ort h er n c o u ntri es f oll o wi n g h u m a n  mi gr ati o ns.

T h er e is c urr e ntl y n o eff e cti v e v a c ci n e, a n d aft er s u bst a nti al r estri cti o n i n i n di c ati o ns f or

t h e us e of  Nif urti m o x d u e t o s e v er e si d e eff e cts [4 , 5 ], B e n z ni d a z ol e is t h e o nl y g e n er all y a v ail-

a bl e dr u g, b ut still c a us es s eri o us si d e eff e cts [ 6 ].  Dr u gs c a n b e effi ci e nt i n t h e a c ut e p h as e, b ut

ar e of q u esti o n a bl e v al u e i n t h e c hr o ni c p h as e of t h e dis e as e.  H e n c e, it is c o nsi d er e d a pri orit y

t o fi n d  m or e eff e cti v e tr e at m e nts [7 , 8 ].  U nf ort u n at el y, n o s atisf a ct or y c o m p o u n ds h a v e b e e n

i d e ntifi e d s o f ar [9 ] d es pit e t h e i d e ntifi c ati o n of pr o misi n g t h er a p e uti c t ar g ets [1 0 ].

Pr oli n e r a c e m as e of Tr y p a n os o m a cr u zi (Tc P R A C) is a n e n z y m e pr es e nt at all st a g es of t h e

p ar asit e lif e c y cl e, c o ntri b uti n g t o i m m u n e es c a p e a n d p ersist e n c e of t h e p ar asit e i n t h e h ost

[1 1 , 1 2 ].  G e n e o v er- e x pr essi o n i n cr e as es vir ul e n c e,  w hil e k n o c k d o w n a p p e ars l et h al f or T .

cr u zi [1 3 ]. I nt er esti n gl y, a tr a nsiti o n a n al o g i n hi bit or of Tc P R A C, 2- p yrr ol e c ar b o x yli c a ci d

( P Y C), r e d u c es i n vitr o i nf e cti o n i n a d os e- d e p e n d e nt  m a n n er [1 4 ] a n d d e cr e as es t h e  m e a n

n u m b er of p ar asit es p er c ell [ 1 5 ].  T h es e r es ults, d es pit e t h e p o or s ol u bilit y of P Y C, s u p p ort e d

Tc P R A C as a pr o misi n g t ar g et t o fi g ht  C h a g as dis e as e.

C o- cr yst alli z ati o n of Tc P R A C  wit h P Y C s h o w e d hi g hl y s p e cifi c a n d ti g htl y cl os e d c at al yti c

sit es of t h e e n z y m e ( p d b 1 W 6 1),  w hi c h l eft al m ost n o s p a c e f or  m o d ul ati o n of i n hi bit or c a n di-

d at es [ 1 6 ].  A c c or di n gl y, c o n v e nti o n al dr u g d esi g n str at e gi es b as e d o n t his str u ct ur e pr o v e d

u ns u c c essf ul.  T h e str u ct ur e als o s h o w e d t h at Tc P R A C cr yst alli z es as a h o m o di m er a n d b e ars a

c at al yti c sit e o n e a c h s u b u nit. I nt er esti n gl y, a cr yst al of a h e mi-s at ur at e d f or m ( p d b 1 W 6 2)

s h o w e d t h e fr e e s u b u nit c at al yti c sit e i n a n o p e n f or m.  T his s u g g est e d t h at t h e e n z y m e f u n cti o n
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f ell o w s hi p ( A N R- 1 4- C E 1 6- 0 0 0 1- 0 1) a n d I n stit ut

C ar n ot- MI; P D  w a s a f ell o w fr o m C A P E S, Br azil.

T h e f u n d er s h a d n o r ol e i n st u d y d e si g n, d at a

c oll e cti o n a n d a n al y si s, d e ci si o n t o p u bli s h, or

pr e p ar ati o n of t h e  m a n u s cri pt.

C o m p eti n g i nt er e st s: T h e a ut h or s h a v e d e cl ar e d

t h at n o c o m p eti n g i nt er e st s e xi st.
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i n v ol v e d a n o p e ni n g/ cl osi n g  m e c h a nis m  wit h i nt er m e di at e f or ms t h at c o ul d b e us e d t o i d e n-

tif y a n d d esi g n n o v el t y p es of i n hi bit ors.  T o t est t his h y p ot h esis,  w e  m o d el e d pl a usi bl e i nt er m e-

di at es of t h e f u n cti o n al o p e ni n g/ cl osi n g  m oti o ns of Tc P R A C [ 1 7 ].  T his str at e g y all o w e d a n

e x p a nsi o n of t h e c h e mi c al s p a c e us e d i n o ur virt u al s cr e e ni n g pr o c e d ur e a n d l e d us t o i d e ntif y

t w o i n hi bit ors of t h e e n z y m e, ( E)- 4- O x o- p e nt- 2- e n oi c a ci d ( O x o P A) [1 8 ] a n d its d eri v ati v e

( E)- 5- Br o m o- 4- o x o- p e nt- 2- e n oi c a ci d ( Br O x o P A)  w hi c h  w er e f ar  m or e p ot e nt t h a n P Y C [ 1 7 ].

Alt h o u g h c o n v e nti o n al str at e gi es i n dr u g d esi g n f o c us o n c o m p etiti v e i n hi bit ors, t h e i d e nti-

fi c ati o n of c o v al e nt i n hi bit ors is f ort u n at e c o nsi d eri n g t h e gr o wi n g i nt er est i n t his t y p e of e n z y-

m ati c i n hi bit ors [ 1 9 , 2 0 ]. I n d e e d, a n u m b er of pr e vi o usl y k n o w n a nti-i nf e cti o us a g e nts (β -

l a ct a m es, a nti vir als) [2 1 , 2 2 ] or  m or e r e c e ntl y t h e pr ot o n p u m p i n hi bit ors [2 3 ], ar e irr e v ersi bl e

i n hi bit ors t h at h a v e b e e n s u c c essf ull y us e d f or t h er a p e uti c p ur p os es.  T his str at e g y  w as us e d b y

Ell m a n n a n d c oll e a g u es t o d esi g n cr u zi p ai n e i n hi bit ors f or T . cr u zi [2 4 , 2 5 ].  O pti mi z ati o n of

irr e v ersi bl e i n hi bit ors r e q uir es t h e d e v el o p m e nt of a d v a n c e d a n d s p e cifi c  m et h o ds t a ki n g pr e-

a n d p ost-r e a cti o n st at es i nt o a c c o u nt i n t h e d esi g n of c h e mi c al c h e mi c al a n al o g u es ai mi n g at

t h er a p e uti c us e [2 3 ].

R es ol uti o n of t h e  O x o P A a n d Br O x o P A c o- c o m pl e x es i n t his  w or k t ur n e d o ut t o b e a k e y

st e p i n t h e d esi g n of i m pr o v e d dr u g c a n di d at es, si n c e it s h o w e d t h eir d et ail e d at o mi c i nt er a c-

ti o ns i n t h e c at al yti c sit e a n d i d e ntifi e d at o ms i n v ol v e d i n c o v al e nt b o n d f or m ati o n.  T his

e n a bl e d us t o  m o d el t h e c a n di d at e str u ct ur es a n d t h eir i nt er a cti o ns  wit h t h e e n z y m e b ot h

b ef or e a n d aft er t h e r e a cti o n, all o wi n g t h e i n d u c e d c h a n g es i n c h e mi c al c o n n e cti vit y a n d

g e o m etr y t o b e t a k e n i nt o a c c o u nt i n t h e d esi g n pr o c ess.  A c c or di n gl y,  w e c o ul d pr o b e t h e

d et er mi n a nts f or affi nit y a n d s el e cti vit y b y  m o d ul ati o n of t h e el e ctr o p hili c  m oi eti es of d esi g n

c a n di d at es t a ki n g i nt o a c c o u nt t h e p ositi o n of t h e n u cl e o p hili c c at al yti c c yst ei n e.  T h e d esi g n e d

c a n di d at e dis pl a yi n g t h e b est Tc P R A C e n z y m ati c i n hi biti o n,  N G- P 2 7, e x hi bit e d tr y p a n ost ati c/

tr y p a n o c y d al a cti vit y i n pr eli mi n ar y i n vitr o e x p eri m e nts.  T h e cr yst al str u ct ur e of  N G- P 2 7 i n

c o m pl e x  wit h t h e e n z y m e r e v e al e d t h e p ositi o n of t h e i n hi bit or aft er r e a cti o n al o n g a r e gi os p e-

cifi c a n d st er e os p e cifi c  Mi c h a el  m e c h a nis m.  T h e str u ct ur e als o r e v e al e d t h at t h e c y cl o p e nt a n e

m oi et y of t h e i n hi bit or c o ul d a d o pt  m ulti pl e c o nf or m ati o ns, s u g g esti n g t h at s p a c e  w as a v ail-

a bl e f or f urt h er c h e mi c al  m o d ul ati o ns. I nt er esti n gl y, t h e c o nf or m ati o n of t h e a cti v e sit e i n t h e

c o- cr yst al str u ct ur es  wit h o ur i n hi bit ors  w as hi g hl y si mil ar t o t h at of t h e tr a nsiti o n al i nt er m e-

di at e  m o d els b uilt t o i d e ntif y t h e first i n hi bit ors b y virt u al s cr e e ni n g [ 1 7 ].  T his c o ul d b e vi e w e d

as a d e m o nstr ati o n of t h e r el e v a n c e of  m ol e c ul ar  m o d eli n g i n e nl ar gi n g c h e mi c al s p a c e s e ar c h

i n dr u g d esi g n.

M et h o d s

P r e p a r ati o n of r e c o m bi n a nt T c P R A C

R e c o m bi n a nt Tr y p a n os o m a cr u zi pr oli n e r a c e m as e ( E C 5. 1. 1. 4)  w as pr o d u c e d i n E . c oli B L 2 1

( D E 3) (I n vitr o g e n) a n d p urifi e d b y i m m o bili z e d  m et al affi nit y c hr o m at o gr a p h y o n ni c k el c ol-

u m ns, as pr e vi o usl y d es cri b e d [ 1 1 ].

R a c e mi z ati o n of L- P r oli n e a n d i n hi biti o n ass a ys

Pr oli n e r a c e mi z ati o n c o n diti o ns f or Tc P R A C  w er e d et er mi n e d as pr e vi o usl y d es cri b e d [ 1 2 ]

a n d L- t o  D- pr oli n e c o n v ersi o n t o o k pl a c e i n 1. 0  m L r e a cti o n.  T h e c o n c e ntr ati o ns of  D- pr o-

li n e  w er e d et er mi n e d b y o pti c al r ot ati o n of t h e s ol uti o n at 3 6 5 n m  wit h a 1 0 c m o pti c al p at h

c ell, at 3 7˚ C f or 1 0 3 s e c o n ds usi n g a p ol ari m et er (J as c o, P- 2 0 0 0, B o u g u e n ais, Fr a n c e).  Ass a ys

w er e p erf or m e d as f oll o ws: 4 0  m M of L- Pr oli n e i n 0. 2  M s o di u m a c et at e p H 6. 0 a n d 5 μ g/ m L

of Tc P R A C  w er e l o a d e d i nt o t u b es  wit h s eri al dil uti o ns of P Y C,  O x o P A a n d Br O x o P A (fr o m

0. 3 1 2 5 t o 5 μ M), or si mil ar c o n c e ntr ati o ns of p ot e nti al o pti mi z e d i n hi bit ors.
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Ki n eti cs a n al ysis

I n a cti v ati o n ki n eti cs  w er e p erf or m e d at diff er e nt i n hi bit or c o n c e ntr ati o ns as d es cri b e d pr e vi-

o usl y [ 1 7 , 2 6 , 2 7 ].  A pr o gr a m d e v el o p e d i n- h o us e  w as us e d t o fit t h e d at a [1 7 , 2 6 , 2 7 ].  As gl o b al

fitti n g a p p e ar e d diffi c ult a n d  w as u ns u c c essf ul, si n gl e e x p o n e nti al  m o d els  w er e si m pl y fit t o

t h e i n di vi d u al ki n eti cs. E a c h fit  w as c h e c k e d vis u all y.

C r yst alli z ati o n,  X- r a y d at a c oll e cti o n, p r o c essi n g, a n d r efi n e m e nt

Cr yst alli z ati o n s cr e e ni n g tri als f or Tc P R A C i n c o m pl e x  wit h t h e c o m p o u n ds Br O x o P A,

O x o P A, a n d  N G- P 2 7  w er e c arri e d o ut b y t h e sitti n g dr o p v a p or- diff usi o n  m et h o d  wit h a  M os-

q uit o a ut o m at e d n a n olit er dis p e nsi n g s yst e m ( T T P L a bt e c h,  M el b o ur n,  U K). Sitti n g dr o ps of

4 0 0 n L  w er e s et u p i n  Gr ei n er pl at es f or 6 7 2 c o m m er ci all y a v ail a bl e s cr e e ni n g s ol uti o ns  wit h a

1: 1  mi xt ur e of pr ot ei n c o m pl e x at 1 0 m g/ m L e q uili br at e d a g ai nst 1 5 0 μ L of r es er v oir s ol uti o n.

T h e pl at es  w er e st or e d at 1 8˚ C i n a  R o c kI m a g er ( F or m ul atri x, B e df or d,  U S A) a ut o m at e d i m a g-

i n g s yst e m t o  m o nit or cr yst al gr o wt h. B est cr yst als of Tc P R A C i n c o m pl e x  wit h t h e i n hi bit ors

i n 1 m M s ol uti o ns  w er e o bt ai n e d  wit h a s ol uti o n of 0. 2  M p ot assi u m p h os p h at e di b asi c a n d

2 1 % ( w/ v) P E G- 3 3 5 0.  Cr yst als  wit h di m e nsi o ns of u p t o 0. 1  m m x 0. 1  m m x 0. 0 5  m m a p p e ar e d

wit hi n o n e  w e e k. F or d at a c oll e cti o n, t h e cr yst als  w er e fl as h- c o ol e d i n li q ui d nitr o g e n usi n g a

p ar at o n e- p ar affi n oil  mi xt ur e ( 5 0 %/ 5 0 %) as cr y o pr ot e ct a nt.

X-r a y diffr a cti o n d at a  w er e c oll e ct e d o n b e a mli n e P R O XI M A- 1 at s y n c hr otr o n S O L EI L ( St

A u bi n, Fr a n c e).  Diffr a cti o n i m a g es  w er e i nt e gr at e d  wit h t h e pr o gr a m  X D S [ 2 8 – 3 2 ] a n d cr ys-

t all o gr a p hi c c al c ul ati o ns  w er e c arri e d o ut  wit h pr o gr a ms fr o m t h e  C C P 4 pr o gr a m s uit e [2 8 –

3 2 ].  T h e str u ct ur es  w er e s ol v e d b y  m ol e c ul ar r e pl a c e m e nt usi n g P h as er [ 2 8 – 3 2 ]  wit h Tc P R A C

i n c o m pl e x  wit h P Y C ( p d b 1 W 6 1) [1 6 ] as a t e m pl at e.  R efi n e m e nt  w as d o n e usi n g  R ef m a c 5

[2 8 – 3 2 ]  wit h alt er n ati n g  m a n u al r e b uil di n g i n  C o ot [2 8 – 3 2 ].  Cr yst all o gr a p hi c d at a a n d r efi n e-

m e nt st atisti cs ar e s h o w n i n T a bl e 1 .

P D B d e p ositi o n

T h e r efi n e d  m o d els a n d str u ct ur e f a ct ors h a v e b e e n d e p osit e d i n t h e  R es e ar c h  C oll a b or at or y

f or Str u ct ur al Bi ol o g y Pr ot ei n  D at a B a n k ( h y p erli n k "htt p:// w w w.r cs b. or g/ ") u n d er t h e f oll o w-

i n g a c c essi o n n u m b ers: Tc P R A C- Br O x o P A ( 6 HJ F), Tc P R A C- O x o P A ( 6 HJ G),

Tc P R A C- N G- P 2 7 ( 6 HJ E).

S y nt h esis

D es cri pti o n of t h e s y nt h esis of Tc P R A C i n hi bit ors is gi v e n i n " G e n er al I nf or m ati o n o n  C h e mi-

c al S y nt h esis" ( S 1  T e xt ), " S y nt h eti c pr o c e d ur es" (S 2  T e xt ) a n d  R efs. [3 3 – 3 5 ].  T h e s p e ctr al c h ar-

a ct eri z ati o n of t h e c o m p o u n ds is gi v e n i n t h e " 1 H a n d 1 3 C s p e ctr a" ( S 1 S p e ctr a ).

C o nf o r m ati o n al a n al ysis

F or c o nf or m ati o n al a n al ysis, t h e at o mi c c o or di n at es of t h e Tc P R A C str u ct ur es  w er e li mit e d t o

r esi d u es 4 5 – 3 9 4 f or  w hi c h t h e el e ctr o n d e nsit y c o ul d b e tr a c e d i n all str u ct ur es.  A mi n o a ci ds

( K 1 5 2, E 1 7 8,  R 2 1 0, P 2 8 0, E 2 8 1,  Y 2 9 4),  w h os e si d e c h ai ns  w er e n ot visi bl e i n all t h e str u ct ur es,

w er e r e pl a c e d b y al a ni n e. S y m m etri c str u ct ur es  w er e g e n er at e d b y s w a p pi n g t h e c h ai n n a m es

( e. g.  A t o B a n d B t o  A) b ef or e ali g n m e nt.  T h e cr yst al str u ct ur es, t h e 4 9  m o d els [ 1 7 ], a n d t h eir

s y m m etri c f or ms  w er e str u ct ur all y ali g n e d b y r ot ati o n a n d tr a nsl ati o n  mi ni mi zi n g t h e r o ot

m e a n s q u ar e dist a n c es f or e a c h s et of at o ms s u bj e ct e d t o Pri n ci p al  C o m p o n e nt  A n al ysis

( P C A).  T h es e s ets  w er e, r es p e cti v el y, t h e di m ers, t h e pr ot o m ers, a n d t h e a mi n o- a ci ds ( E 5 6,

F 1 0 2, L 1 2 7,  N 1 2 8,  M 1 2 9,  C 1 3 0,  G 1 3 1,  H 1 3 2,  G 2 1 7,  N 2 1 8, F 2 2 0,  D 2 6 9,  C 2 7 0,  V 2 8 8, F 2 9 0,

D e si g n e d i n hi bit or s tr a p  T c P R A C  m o d el e d f u n cti o n al  m oti o n s

P L O S  N e gl e ct e d  Tr o pi c al  Di s e a s e s | htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p nt d. 0 0 0 6 8 5 3 O ct o b er 2 9, 2 0 1 8 4 / 2 1

http://www.rcsb.org/
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006853


G 2 9 1,  D 2 9 6, S 2 9 8,  C 3 0 0,  G 3 0 1,  T 3 0 2,  G 3 0 3) d efi ni n g t h e p o c k et us e d f or virt u al s cr e e ni n g i n

t h e pr e vi o us st u d y [1 7 ].

I n t h e d es cri pti o n of t h e a n al ysis, t h e pr ot o m ers fr o m t h e cr yst al str u ct ur es ar e n a m e d

a c c or di n g t o t h e f oll o wi n g s c h e m e: C o d e- C , or Li g -C ,  wit h C o d e , t h e P D B c o d e, a n d Li g ,

O x o P A or  N G- P 2 7, t h e li g a n d pr es e nt i n t h e str u ct ur e, a n d C t h e c h ai n,  A or B of t h e pr ot ei n.

T h e pr ot o m ers fr o m t h e tr a nsiti o n al  m o d els ar e d esi g n at e d: c o nf N C ,  wit h N , t h e i n d e x of t h e

m o d el i nt er m e di at e i n t h e tr a nsiti o n al s eri es, a n d C , t h e c h ai n n a m e as i n di c at e d a b o v e.

C al c ul ati o n of p o c k et c a vit y v ol u m e

W e us e d a n i n- h o us e pr o gr a m t o c al c ul at e c a vit y v ol u m es i n t h e p o c k ets o n a gri d of v o x els

[3 6 , 3 7 ]. S etti n gs a n d p ar a m et ers  w er e si mil ar t o t h os e pr e vi o usl y r e p ort e d [ 1 7 ], b ut f urt h er

r efi n e m e nts  w er e i n c or p or at e d t o d eli n e at e c a viti es o p e n e d t o t h e b ul k s ol v e nt.  T h e l att er  w as

s c o o p e d o ut  wit h a l ar g e r olli n g pr o b e s p h er e of 1 0 Å r a di us  wit h a n e xtr a er osi o n s h ell of 3. 3

Å t o r e m o v e t h e e x p os e d p art of t h e c a vit y.  T o dis cri mi n at e t h e v ol u m e of t h e c h a n n el i n d u c e d

T a bl e 1.  C r yst all o g r a p hi c p a r a m et e rs, d at a a n d r efi n e m e nt st atisti cs.

T c P R A C- B r O x o P A T c P R A C- O x o P A T c P R A C- N G- P 2 7

Cr yst al p ar a m et ers

S p a c e gr o u p c 2 c 2 c 2

U nit c ell di m e nsi o ns ( Å ) a = 1 2 9. 6 6, b = 9 0. 8 4 a = 1 2 9. 2 4, b = 9 1. 3 3, a = 1 3 3. 2 3, b = 9 0. 6 4,

c = 8 5. 9 2, β = 1 2 6. 2 9 ˚ c = 8 5. 6 3, β = 1 2 6. 4 5 ˚ c = 8 5. 3 9, β = 1 2 6. 0 4 ˚

D at a st atisti cs

R es ol uti o n li mits ( Å ) 4 2. 7 – 1. 7 0 ( 1. 7 3 – 1. 7 0) a 4 2. 6 6 – 1. 9 0 ( 1. 9 4 – 1. 9 0) 4 5. 3 – 2. 0 0 ( 2. 0 5 – 2. 0 0) a

N o. of u ni q u e r efl e cti o ns 8 6 7 4 0 ( 4 3 3 2) 6 1 3 6 3 ( 4 0 1 7) 5 4 7 3 1 ( 3 9 8 6)

M ulti pli cit y 3. 8 ( 3. 5) 2. 6 ( 2. 6) 3. 8 ( 3. 8)

R m er g e 0. 0 5 2 ( 0. 6 7 5) 0. 0 7 7 ( 0. 5 9 9) 0. 0 8 4 ( 0. 7 5 8)

R pi m 0. 0 3 7 ( 0. 4 9 6) 0. 0 6 0 ( 0. 4 8 0) 0. 0 5 8 ( 0. 4 9 7)

C o m pl et e n ess ( %) 9 8. 5 ( 9 5. 8) 9 7. 6 ( 9 9. 4) 9 8. 8 ( 9 8. 0)

< I/si g m a(I)> 1 2. 0 ( 1. 7) 8. 2 ( 1. 9) 7. 8 ( 1. 7)

C C( 1/ 2) 0. 9 9 8 ( 0. 6 9 5) 0. 9 9 5 ( 0. 6 4 5) 0. 9 9 4 ( 0. 7 6 1)

R efi n e m e nt

R es ol uti o n ( Å ) 4 1. 4 – 1. 7 0 ( 1. 7 2 – 1. 7 0) 4 1. 2 – 1. 9 0 ( 1. 9 2 – 1. 9 0) 4 5. 4 – 2. 0 0 ( 2. 0 2 5 – 2. 0 0)

․ R v al u e,  w or ki n g s et 0. 1 7 1 ( 0. 3 2 8) 0. 1 8 9 ( 0. 2 9 0) 0. 1 7 7 ( 0. 2 5 4)

․ Rfr e e 0. 2 0 3 ( 0. 4 2 5) 0. 2 4 0 ( 0. 3 8 8) 0. 2 3 0 ( 0. 3 3 1)

N o. of r efl e cti o ns 8 4 9 9 7 ( 3 0 5 0) 5 9 9 8 8 ( 2 1 1 6) 5 2 2 3 6 ( 9 9 3)

․ N o n- h y dr o g e n at o ms 5 9 7 1 5 9 3 9 5 8 8 6

․ N o. of pr ot ei n r esi d u es 7 0 9 7 2 8 7 1 3

․ N o. of  w at er  m ol e c ul es 5 4 0 3 6 1 4 0 3

․ P O 4 i o ns - 1 1

R. m.s. d e vi ati o ns fr o m i d e al

․ b o n d l e n gt h ( Å ) 0. 0 1 0 0. 0 1 1 0. 0 1 0

․ b o n d a n gl es ( ˚) 1. 4 0 1 1. 4 8 7 1. 4 6 0

R a m a c h a n dr a n pl ot ( %)

․ Pr ef err e d r e gi o ns 9 6. 0 9 6. 4 9 5. 6

․ All o w e d r e gi o ns 3. 7 3. 1 3. 7

․ O utli ers 0. 3 0. 6 0. 7

a V al u es i n p ar e nt h es es ar e f or t h e hi g h est r es ol uti o n s h ell

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p nt d. 0 0 0 6 8 5 3.t 0 0 1
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b y o p e ni n g fr o m t h e v ol u m e d eli n e at e d b y t h e bi n di n g p o c k et, o nl y c a vit y v o x els t h at h a d o n e

of t h e r esi d u es of t h e p o c k et as cl os est n ei g h b or  w er e c o u nt e d.

P a r asit e c ult u r es

E pi m asti g ot e f or ms of  C L Br e n er ( cl o n e F 1 1- F 5) a n d  Y str ai ns of Tr y p a n os o m a cr u zi [3 8 ] c o n-

stit uti v el y e x pr essi n g l u cif er as e  w er e  m ai nt ai n e d b y  w e e kl y p ass a g e i n Li v er I nf usi o n  Tr y pt os e

( LI T)  m e di u m. St o c k s ol uti o ns ( 1 M) of B e n z ni d a z ol e a n d  N G- P 2 7  w er e pr e p ar e d i n  D M S O

a n d s u bs e q u e ntl y dil ut e d i n LI T  m e di u m.  Tr y p a n os o m al gr o wt h i n hi biti o n  w as d et er mi n e d b y

t h e e v al u ati o n of p ar asit e n u m b er aft er 7 2 h i n tri pli c at es. 1 05 e pi m asti g ot es c ult ur e d i n  w hit e

mi cr otit er pl at es i n a bs e n c e or pr es e n c e of 5 – 1 0 0 0 μ M of  N G- P 2 7  w er e c o m p ar e d t o r es ults

o bt ai n e d  wit h t h e s a m e c o n c e ntr ati o ns of B e n z ni d a z ol e ( a d d e d o n c e, or e v er y d a y f or t hr e e

d a ys) i n a fi n al v ol u m e of 2 0 0 μ L. L u mi n es c e n c e si g n als e mitt e d b y li v e p ar asit es i n t h e  mi cr o-

pl at e  w ells  w er e q u a ntifi e d b y t h e a d diti o n of 0. 3  m g/ m L  D-l u cif eri n ( 1 2 2 7 9 9, P er ki n El m er,

Vill e b o n-s ur- Y v ett e, Fr a n c e) i n a  T E C A N l u mi n o m et er (I nfi nit y F 2 0 0 Pr o, L y o n, Fr a n c e). I C

5 0  w as d et er mi n e d b y usi n g a n o n-li n e ar fitti n g of t h e p er c e nt a g e of i n hi biti o n c al c ul at e d aft er

c o m p aris o n t o u ntr e at e d c o ntr ols.

R e s ult s

St r u ct u r es of T c P R A C- B r O x o P A a n d T c P R A C- O x o P A c o m pl e x es

Br O x o P A a n d  O x o P A  w er e c o- cr yst alli z e d  wit h t h e e n z y m e.  T h e cr yst all o gr a p hi c d at a a n d

r efi n e m e nt st atisti cs ar e s h o w n i n T a bl e 1 .  T h e c o m pl e x es cr yst alli z e d i n t h e s a m e s p a c e gr o u p

a n d  wit h si mil ar u nit c ell di m e nsi o ns as t h e Tc P R A C/ P Y C c o m pl e x str u ct ur e r e p ort e d pr e vi-

o usl y ( p d b 1 W 6 1) [ 1 6 ].  T h e cr yst all o gr a p hi c as y m m etri c u nit c o nt ai ns t w o i n d e p e n d e nt p ol y-

p e pti d e c h ai ns ( A, B) f or mi n g a h o m o di m er.

I n t h e Tc P R A C- O x o P A c o m pl e x, c o nti n u o us el e ctr o n d e nsit y  w as s e e n f or r esi d u es 4 0 – 3 9 4

i n c h ai n  A a n d 4 5 t o 3 9 8 i n c h ai n B.  T h e o v er all str u ct ur e cl os el y r es e m bl es t h at of t h e e n z y m e

i n c o m pl e x  wit h P Y C ( 1 W 6 1; Fi g 1 A ),  wit h a n o v er all  R M S d e vi ati o n i n al p h a c ar b o n p ositi o ns

of 0. 2 2 7 Å .  T h e p ositi o n a n d ori e nt ati o n of t h e si d e c h ai ns of r esi d u es i n t h e a cti v e sit e r e gi o n

ar e si mil ar i n b ot h str u ct ur es ( Fi g 1 B ). Si g nifi c a nt el e ctr o n d e nsit y f or t h e i n hi bit or  w as

o bs er v e d i n t h e a cti v e sit e of b ot h c h ai ns ( Fi g 1 C ).  At o ms  C 2 a n d  C 5 of Br O x o P A ar e c o v a-

l e ntl y b o u n d t o t h e s ulf ur at o ms of  C ys 3 0 0 a n d  C ys 1 3 0, r es p e cti v el y (Fi g 1 C , S 1  T a bl e ).  T h es e

c o v al e nt i nt er a cti o ns c a n e x pl ai n t h e irr e v ersi bl e i n hi biti o n of Tc P R A C b y Br O x o P A.  T h e c ar-

b o x yl at e  m oi et y of t h e i n hi bit or als o f or ms a h y dr o g e n- b o n di n g n et w or k  wit h t h e  m ai n p ol y-

p e pti d e c h ai n or si d e c h ai ns of  Gl y 1 3 1,  His 1 3 2,  Gl y 3 0 1, a n d  T hr 3 0 2 i n t h e a cti v e sit e r e gi o n

(Fi g 1 C , S 1  T a bl e ).  T h es e r esi d u es ar e als o i n v ol v e d i n t h e n o n- c o v al e nt bi n di n g of t h e P Y C

i n hi bit or as pr e vi o usl y d es cri b e d [1 6 ].  N o el e ctr o n d e nsit y  w as o bs er v e d f or t h e br o mi n e at o m

of t h e Br O x o P A i n hi bit or i n diff er e n c e F o uri er  m a ps, a n d  X-r a y fl u or es c e n c e s c a ns i n di c at e

t h e a bs e n c e of br o mi n e i n cr yst als of t h e c o m pl e x, s u g g esti n g t h at t h e br o mi n e at o m of t h e

i n hi bit or  w as cl e a v e d d uri n g t h e bi n di n g r e a cti o n of Br O x o P A  wit h t h e e n z y m e.

T h e Tc P R A C- O x o P A str u ct ur e pr es e nt e d si mil ar gl o b al c h ar a ct eristi cs.  H o w e v er, c o m p ari-

s o n  wit h t h e ot h er str u ct ur es is l ess str ai g htf or w ar d d u e t o gr e at er diss y m m etr y b et w e e n t h e

t w o  m o n o m ers.  T h e i m p a ct of li g a n d bi n di n g o n Tc P R A C c o nf or m ati o n is d es cri b e d b el o w

a n d a  m or e c o m pr e h e nsi v e a n al ysis is pr o vi d e d i n S 3  T e xt . I n b ot h  m o n o m ers,  w ell d efi n e d

el e ctr o n d e nsit y is s e e n f or t h e c ar b o x yli c  m oi eti es as f or Br O x o P A a n d P Y C, b ut t h e a bs e n c e

of  w ell- d efi n e d d e nsit y f or t h e k et o n e  m oi et y i n t h e  O x o P A c o m pl e x s u g g ests t h at t his p art of

t h e li g a n d h a d  m or e r el a x ati o n fr e e d o m, a n d c o v al e nt i nt er a cti o n  w as n ot o bs er v e d.  T h es e

o bs er v ati o ns  w er e c o nfir m e d b y p h ar m a c o m o d ul ati o ns p erf or m e d t o o pti mi z e c h e mi c all y

O x o P A a n d Br O x o P A (s e e b el o w).
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M o d ul ati o ns t o i d e ntif y n o v el p ot e nt a n d s p e cifi c T c P R A C c o v al e nt
i n hi bit o rs

A n al ysis of  X-r a y cr yst all o gr a p hi c d at a of t h e Tc P R A C/ Br O x o P A c o m pl e x r e v e al e d t w o c o v a-

l e nt b o n ds  wit h t h e c at al yti c c yst ei n e r esi d u es of Tc P R A C.  T his c o nfir m e d t h e hi g h p ot e nti al

of t h e li g a n d a n d pr o m pt e d us t o pr o b e t h e a v ail a bl e c h e mi c al s p a c e t o d esi g n a  m or e s p e cifi c

Fi g 1.  C o m p a ris o n of t h e T c P R A C st r u ct u r es i n c o m pl e x  wit h  B r O x o P A a n d  P Y C. (A ) S u p eri m p os e d Tc P R A C str u ct ur es: t h e c o m pl e x  wit h P Y C ( y ell o w);
Tc P R A C  m o n o m ers i n c o m pl e x  wit h Br O x o P A ( gr e e n a n d li g ht bl u e) a n d Br O x o P A (s h o w n as or a n g e s p h er es). ( B ) S u p er p ositi o n of t h e li g a n ds a n d k e y
r esi d u es of t h e c at al yti c sit e. Br O x o P A is s h o w n i n y ell o w a n d P Y C i n gr a y ( C ) 2 F o- F c el e ctr o n d e nsit y o mit m a p c o nt o ur e d at 3σ of Br O x o P A aft er r e a cti o n,
s h o wi n g t h e c o v al e nt b o n ds t o  C ys 1 3 0 a n d  C ys 3 0 0.  At o m n u m b eri n g is dis pl a y e d o n t h e l eft.

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p nt d. 0 0 0 6 8 5 3. g 0 0 1
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c o v al e nt i n hi bit or.  H e n c e, t h e n at ur e of t h e  Mi c h a el a c c e pt or  w as  m o difi e d a n d s u bstit u e nts

w er e i ntr o d u c e d at diff er e nt p ositi o ns of t h e s k el et o n ( Fi g 2 ).

A b o ut 6 0 c o m p o u n ds  w er e s y nt h esi z e d f oll o wi n g t h es e pri n ci pl es a n d t h eir a bilit y t o i n hi bit

Tc P R A C  w as e v al u at e d b y p ol ari m etri c ass a y.  C o m p o u n ds 1 t o 6 ar e k e y e x a m pl es of t h e p h ar-

m a c o m o d ul ati o ns ( Fi g 2 A ).  T h eir r es p e cti v e a cti viti es o n Tc P R A C ( Fi g 2 B ) ar e c o m p ar e d  wit h

t h os e of  O x o P A a n d Br O x o P A (Fi g 2 C ).  R e pl a c e m e nt of t h e k et o n e gr o u p  wit h t h e hi g hl y el e c-

tr o attr a cti v e s ulf o xi d e (1 ) or a s ulf o n e (2 ), c o m m o nl y us e d t o d esi g n  Mi c h a el a c c e pt ors [3 9 ],

a b olis h e d i n hi biti o n.  Diff er e n c es i n s p ati al arr a n g e m e nt a n d g e o m etr y of t h e t etr a h e dr al s p 3

s ulf o xi d e/s ulf o n e as c o m p ar e d t o t h e tri g o n al s p 2 k et o n e c o ul d e x pl ai n t his u nf or es e e n r es ult.

I ntr o d u cti o n of a tri pl e b o n d (3 ) i nst e a d of t h e cl assi c al d o u bl e b o n d  Mi c h a el a c c e pt or als o

a b olis h e d i n hi biti o n. F urt h er  m o d ul ati o ns  w er e p erf or m e d o n t h e s k el et o n t o pr o b e p ossi bl e

e xt e nsi o n/ m o d ul ati o n sit es.  A d diti o n o n t h e el e ctr o p hili c sit e,  C- 2, ( 4 ) cl os e t o t h e  C ys 3 0 0

att a c k p ositi o n, pr e v e nt e d i n hi biti o n. B y c o ntr ast, a d diti o ns at p ositi o ns  C- 3 ( 5 , 6 ),  C 3 a n d  C 5

(7 ) or  C- 5 o nl y (8, 9 )  m o d er at el y aff e ct e d or  m ai nt ai n e d i n hi biti o n (Fi g 2 D et 2 E ).  C o m p o u n d

6 ( N G- P 2 7), b e ari n g a fi v e- m e m b er e d ri n g (r e mi nis c e nt of pr oli n e)  w as t h e  m ost a cti v e

d eri v ati v e.

Ki n eti cs of T c P R A C a cti vit y i n t h e p r es e n c e of i n hi bit o rs

I n hi biti o n ki n eti cs  w er e r e c or d e d at v ari o us c o n c e ntr ati o ns of P Y C,  O x o P A a n d  N G- P 2 7 ( Fi g

3 ).  T h e ki n eti c c ur v es i n t h e a bs e n c e of i n hi bit or  w er e li n e ar, v ali d ati n g t h e i niti al v el o cit y

a p pr o xi m ati o n. E x c e pt f or P Y C, t h e as y m pt ot es of t h e si n gl e e x p o n e nti al fit  m o d el d e p e n d e d

o n t h e i n hi bit or c o n c e ntr ati o n a n d diff er e d fr o m t h e z er o r ot at or y p o w er li n e.  H e n c e, t h e

e n z y m e a p p e ar e d t o r e a c h f ull i n a cti v ati o n d uri n g t h e r e a cti o n.  T his is t y pi c al of a n irr e v ersi bl e

i n hi biti o n  m e c h a nis m a n d r ul es o ut a r e v ersi bl e c o m p etiti v e i n hi biti o n  m e c h a nis m.

T h e a p p ar e nt e x p o n e nti al ki n eti cs c o nst a nt ( k o bs ) v ari e d li n e arl y  wit h t h e c o n c e ntr ati o n of

O x o P A a n d  N G- P 2 7 as e x p e ct e d f or a n irr e v ersi bl e i n hi biti o n  m e c h a nis m ( Fi g 3 , i ns et).  T h es e

r es ults i n di c at e t h at  N G- P 2 7 is a si g nifi c a ntl y  m or e p ot e nt i n hi bit or t h a n  O x o P A. B y c o ntr ast,

t h e ko bs v al u es  w er e n e arl y z er o f or P Y C, a r e v ersi bl e c o m p etiti v e i n hi bit or.

St r u ct u r al c h a r a ct e ri z ati o n of  N G- P 2 7 i n t h e a cti v e sit e of T c P R A C

T h e  N G- P 2 7 c o m p o u n d  w as c o- cr yst alli z e d  wit h Tc P R A C i n t h e s a m e c o n diti o ns as t h e Br O x-

o P A c o m pl e x ( T a bl e 1 ).  T h e o v er all str u ct ur e of t h e Tc P R A C/ N G- P 2 7 c o m pl e x a n d t h e c o n-

f or m ati o n of r esi d u es i n t h e a cti v e sit e dis pl a y e d s o m e d e vi ati o n t o t h e Tc P R A C/ Br O x o P A,

Tc P R A C/ O x o P A a n d Tc P R A C/ P Y C c o m pl e x es, b ut r e m ai n e d gl o b all y si mil ar.

C o nti n u o us el e ctr o n d e nsit y  w as o bs er v e d fr o m r esi d u es 3 8 – 3 9 4 i n c h ai n  A a n d 4 3 t o 3 9 8

i n c h ai n B.  Diff er e n c e F o uri er el e ctr o n d e nsit y  m a ps i n di c at e t h e pr es e n c e of t h e i n hi bit or

N G- P 2 7 c o v al e ntl y b o u n d t o  C ys 3 0 0 i n t h e a cti v e sit e of b ot h p ol y p e pti d e c h ai ns i n t h e di m er.

El e ctr o n d e nsit y  m a ps s u g g est e d p ossi bl e  m ulti pl e c o nf or m ati o ns of t h e c y cl o p e nt a n o n e  m oi-

et y of t h e i n hi bit or, b ut n o att e m pt  w as  m a d e t o r efi n e alt er n ati v e c o nf or m ers a n d  w e d es cri b e

h er e a si n gl e c o nf or m ati o n of t h e li g a n d t h at b est fits t h e el e ctr o n d e nsit y ( Fi g 4 ).  T h e  C 2 at o m

of  N G- P 2 7 is c o v al e ntl y li n k e d t o t h e s ulf ur S γ at o m of t h e c at al yti c  C ys 3 0 0 ( Fi g 4 , S 2  T a bl e ).

I n b ot h  m o n o m ers t h e i n hi bit or is v er y ti g htl y p a c k e d,  m a ki n g n u m er o us v a n d er  W a als c o n-

t a cts i n t h e a cti v e sit e, a n d a h y dr o g e n- b o n di n g n et w or k st a bili z es t h e c ar b o x yl at e  m oi et y of

N G- P 2 7 as o bs er v e d f or t h e Tc P R A C/ Br O x o P A c o m pl e x ( Fi g 4 B a n d S 2  T a bl e ).

I m p a ct of li g a n d bi n di n g o n T c P R A C c o nf o r m ati o n

Li g a n d bi n di n g str o n gl y aff e cts t h e c o nf or m ati o n of t h e pr ot o m ers. F or e x a m pl e, t h e t w o pr o-

t o m ers of t h e h e mi-s at ur at e d P Y C-Tc P R A C c o m pl e x ( p d b: 1 W 6 2) d e vi at e b y 2. 2 5 Å R M S o n
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C α p ositi o ns aft er ali g n m e nt.  T o g ai n a  m or e c o m pr e h e nsi v e u n d erst a n di n g of t h e r el ati v e

m oti o ns i n all t h e str u ct ur es ( 5 cr yst al di m ers, a n d 4 9 i nt er m e di at e di m er  m o d els)  w e us e d

Pri n ci p al  C o m p o n e nt  A n al ysis (s e e S 3  T e xt f or d et ails).

Fi g 2.  C h e mi c al st r u ct u r es a n d a cti vit y of p ot e nti al T c P R A C i n hi bit o rs. (A )  K e y c o m p o u n ds o bt ai n e d b y  m o d ul ati o n
of  O x o P A a n d Br O x o P A. ( B,  C , E )  Ki n eti c c ur v es of 4 0  m M L- pr oli n e r a c e mi z ati o n c at al y z e d b y 1 5 μ g of Tc P R A C i n t h e
pr es e n c e of 5 μ M of c o m p o u n ds 1 t o 6 or 9 ( B a n d E) or i n t h e pr es e n c e of 5 μ M of  O x o P A a n d Br O x o P A ( C );  Ki n eti c
c ur v es usi n g 1 0 0  m M L- pr oli n e r a c e mi z ati o n c at ali z e d b y 1 0 μ M of Tc P R A C i n t h e pr es e n c e of 1 0 μ M of c o m p o u n ds 7 or
8 (D ).

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p nt d. 0 0 0 6 8 5 3. g 0 0 2
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Di m e rs

T h e di m ers a n d t h eir s y m m etri c f or ms ( c h ai ns  A a n d B s w a p p e d) r o u g hl y pr oj e ct e d as a tri a n-

gl e o n t h eir first t w o Pri n ci p al  C o m p o n e nts ( Fi g 5 A ).  T h e s at ur at e d cl os e d f or ms ( 1 W 6 1 a n d

Br O x o P A)  m ar k e d t h e t o p v ert e x.  T h e h e mis at ur at e d 1 W 6 2 a n d its s y m m etri c f or m c o nsti-

t ut e d t h e b as e of t h e tri a n gl e, a p pr o xi m at el y f oll o w e d b y t h e tr a nsiti o n  m o d els. I nt er esti n gl y,

O x o P A a n d  N G- P 2 7 dis pl a y e d str u ct ur es r o u g hl y  mi d w a y b et w e e n 1 W 6 1 a n d 1 W 6 2 i n t h eir

dir e ct a n d s y m m etri z e d f or ms, r es p e cti v el y.

P r ot o m e rs. A n al ysis p erf or m e d o n t h e ori e nt e d pr ot o m ers yi el d e d pr oj e cti o ns t h at  w er e

gl o b all y ali g n e d ( Fi g 5 B ).  T h e tr a nsiti o n  m o d els of c h ai ns  A a n d B f oll o w e d diff er e nt p at hs.

I nt er esti n gl y,  O x o P A- B (s e e n a mi n g s c h e m es i n M at eri als a n d  M et h o ds ) a n d b ot h c h ai ns f or

N G- P 2 7 a d o pt e d i nt er m e di at e c o nf or m ati o ns.  T h eir B c h ai ns  w er e cl os est t o t h e  m o d el c o n-

f or m ati o n 4 of c h ai n  A ( c o nf 4 A),  w hi c h l e d t o t h e i d e ntifi c ati o n of Br O x o P A a n d  O x o P A [1 7 ].

Bi n di n g sit e. I n t h e a n al ysis of t h e bi n di n g sit e, us e d f or t h e virt u al s cr e e ni n g [1 7 ], t h e cl os e d

c o nf or m ati o ns  w er e ti g htl y cl ust er e d ( Fi g 5 C ). Stri ki n gl y, pr oj e cti o ns f or c o nf 1 A, c o nf 4 A, a n d

c o nf 1 0 A  w er e cl os el y ali g n e d  wit h t h os e of b ot h  N G- P 2 7- A a n d  N G- P 2 7- B a n d  O x o P A- B ( O x o-

P A- B — c o nf 4 A: 0. 9 8 Å ;  N G- P 2 7- A — c o nf 2 A: 0. 8 2 Å ( 0. 9 0 Å of c o nf 4 A);  N G- P 2 7- B — c o nf 5 A:

1. 1 6 Å ( 1. 1 7 Å of c o nf 4 A)). Pr oj e cti o ns of t h e t w o B c h ai ns  w er e al m ost  mi d w a y b et w e e n t h os e of

m o d els c o nf 4 A a n d c o nf 1 0 A. Fi g 6 c o m p ar es t h e str u ct ur es of t h e bi n di n g sit e f or i nt er m e di at es

al o n g t h e tr a nsiti o n al  m o d el  wit h t h os e of t h e Tc P R A C cr yst al str u ct ur es  w h e n bi n di n g li g a n ds of

i n cr e asi n g si z e. P C A s h o w e d t h at t h e c o nf or m ati o n al c h a n g es o bs er v e d b y cr yst all o gr a p h y  w er e

gl o b all y  w ell a nti ci p at e d i n t h e  m o d els ( Fi g 5 C ).  N o n et h el ess s o m e l o c al tr aits  w er e f o u n d eit h er

i n t h e " e arl y"  m o d el, c o nf 4 A ( e. g. r esi d u es  N 2 1 8 or  C 1 3 0; Fi g 6 A ), or i n t h e "l at er"  m o d el

( c o nf 1 0 A; e. g. r esi d u e F 2 9 0, l a b el e d b a c k b o n e tr a c es).

A n al ysis of t h e v ol u m es d eli n e at e d b y t h e bi n di n g sit e ( T a bl e 2 ) g a v e si mil ar c o n cl usi o ns

a n d f urt h er us a g e p ers p e cti v es.  T h e c o m pl e x  wit h Br O x o P A,  w hi c h f or m e d t w o b o n ds  wit hi n

e a c h sit e, dis pl a y e d t h e s m all est v ol u m es. Sit es i n  O x o P A- A a n d  N G- P 2 7- A h a d si mil ar

Fi g 3. I n hi biti o n ki n eti cs. M ai n p a n el:  R a c e mis ati o n c ur v es of 4 0 m M of L- Pr oli n e i n t h e pr es e n c e of 5 μ g of Tc P R A C
a n d 0. 0, 0. 3 1 2 5, 0. 6 2 5, 1. 2 5, 2. 5 a n d 5 μ M of  N G- P 2 7 i n hi bit or ar e r e p ort e d b y c o nti n u o us li n es fr o m t o p t o b ott o m
r es p e cti v el y. Si n gl e e x p o n e nti al fits ar e gi v e n b y u n d erli ni n g d as h e d c ur v es. I ns ert:  R at es of t h e e x p o n e nti al fits ar e
gi v e n f or  N G- P 2 7 ( di a m o n ds),  O x o P A (tri a n gl es), a n d P Y C (s q u ar es).  X m gr a c e  w as us e d t o g e n er at e t h e gr a p hi cs
[htt p:// pl as m a- g at e. w ei z m a n n. a c.il ].
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v ol u m es t o t h os e f o u n d  wit h P Y C i n 1 W 6 1- A/ B a n d 1 W 6 2- A. I nt er esti n gl y, i n B c h ai ns, t h e

bi n di n g sit es  w er e e nl ar g e d a n d h a d p arti al a c c ess t o t h e s ol v e nt,  wit h v ol u m es si mil ar t o t h os e

of c o nf 4 A a n d c o nf 1 0 A of t h e tr a nsiti o n al  m o d el.

I n t h e li g a n d- b o u n d f or ms, r esi d u es 1 3 0 – 1 3 2 ar e f ol d e d t o f or m u p t o t hr e e h y dr o g e n

b o n ds  wit h t h e li g a n d c ar b o x yl at e  m oi et y  C ys 1 3 0 p ositi o n e d f or n u cl e o p hili c att a c k. I n t h e a p o

f or m, 1 W 6 2- B ( a n d c o nf 4 9 A), t his s e g m e nt a d o pts a r a di c all y diff er e nt f ol d.  D es pit e t h e f airl y

o p e n c o nf or m ati o n of t h e  O x o P A- B a n d  N G- P 2 7- B c o m pl e x es, t his r e gi o n is  w ell f ol d e d f or

i nt er a cti o n  wit h t h e li g a n d (Fi g 6 ).  T his diff er e n c e, n ot a p p ar e nt fr o m t h e v ol u m es (T a bl e 2 ), is

r efl e ct e d b y t h e diff er e n c e b et w e e n t h e t w o br a n c h es of t h e tr a nsiti o n  m o d el i n t h e bi n di n g

p o c k et ( Fi g 5 C ).

R e a cti vit y of i n hi bit o rs p r o b e d o n c yst ei n e p r ot e as es

O n e c o n c er n  wit h  Mi c h a el a c c e pt ors is t h eir g e n er al r e a cti vit y, es p e ci all y t o w ar ds e n z y m es

wit h r e a cti v e c yst ei n es [ 4 0 ] a n d t h us t h eir l a c k of s p e cifi cit y.  H e n c e,  w e t est e d t h e r e a cti vit y of

Fi g 4. St r u ct u r e of  N G- P 2 7 aft e r r e a cti o n i n t h e T c P R A C bi n di n g sit e. (A ) L eft, li g a n d at o m n u m b eri n g of  N G- P 2 7 b o u n d  wit h
t h e c at al yti c  C ys 3 0 0, o x y g e n at o ms ar e s h o w n i n r e d, nitr o g e n i n bl u e, a n d c ar b o n i n y ell o w f or  N G- P 2 7 a n d gr e e n f or t h e  C ys 3 0 0;
Ri g ht, t w o vi e ws of  N G- P 2 7 b o u n d t o  C ys 3 0 0  wit h a diff er e n c e el e ctr o n d e nsit y o mit m a p c o nt o ur e d at 3 σ . (B )  Ori e nt ati o n of t h e
i n hi bit or a n d k e y r esi d u es i n t h e c at al yti c sit e.  T h e el e ctr o n d e nsit y  m a p is c al c ul at e d as i n (A ).

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p nt d. 0 0 0 6 8 5 3. g 0 0 4

D e si g n e d i n hi bit or s tr a p  T c P R A C  m o d el e d f u n cti o n al  m oti o n s

P L O S  N e gl e ct e d  Tr o pi c al  Di s e a s e s | htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p nt d. 0 0 0 6 8 5 3 O ct o b er 2 9, 2 0 1 8 1 1 / 2 1

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006853.g004
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006853


o ur i n hi bit ors t o w ar ds c yst ei n e pr ot e as es.  As s h o w n i n Fi g 7 , t h e c o m p o u n ds di d n ot i n hi bit

p a p ai n or br o m el ai n.

Eff e ct of  N G- P 2 7 T c P R A C s p e cifi c i n hi bit o r o n T . cr u zi p a r asit es

U nli k e  O x o P A a n d Br O x o P A,  N G- P 2 7 dis pl a y e d eff e cts o n p ar asit e c ult ur es.  T h es e eff e cts

w er e d et er mi n e d aft er 7 2 h o n c ult ur es f or t w o p ar asit e p o p ul ati o ns a n d c o m p ar e d  wit h t h e

eff e ct of B e n z ni d a z ol e ( Fi g 8 ). B ot h c o m p o u n ds e x hi bit e d d os e- d e p e n d e nt tr y p a n o c y d al a cti v-

it y f or t h e  C L a n d  Y p ar asit e str ai ns.  H o w e v er,  w hil e  m ulti pl e a d diti o ns (t hr e e ti m es) of B e z ni-

d a z ol e i n cr e as e d p ar asit e gr o wt h i n hi biti o n, n o p arti c ul ar c u m ul ati v e eff e ct  w as o bs er v e d aft er

si n gl e or  m ulti pl e tr e at m e nts  wit h  N G- P 2 7.

Di s c u s si o n

T h e s e ar c h f or a n eff e cti v e i n hi bit or of Tc P R A C  w as f ost er e d b y t h e us e of str u ct ur al i nt er m e-

di at es g e n er at e d b et w e e n t h e o p e n a n d cl os e d f or ms of t h e e n z y m e [ 4 1 ].  T his pr o c e d ur e

all o w e d us t o o v er c o m e a d e a d- e n d i n t h e d esi g n str at e g y b as e d o n t h e P Y C c o- cr yst al str u c-

t ur es [1 6 ],  w h er e t h e v ol u m e of t h e c at al yti c sit e  w as t o o s m all f or a s uit a bl e c h e mi c al s p a c e

s e ar c h f or i m pr o v e d i n hi bit ors.  T h e i d e ntifi c ati o n of t h e  O x o P A a n d Br O x o P A i n hi bit ors v ali-

d at e d t his  m et h o d [ 1 7 ].

Fi g 5. Pr oj e cti o ns o n t h e first t w o Pri n ci p al  C o m p o n e nts ( P Cs), ( A) of t h e  w h ol e di m ers c o or di n at es a n d s y m m etri c f or ms, ( B) of
c h ai ns  A or B is ol at e d, a n d, ( C) of t h e bi n di n g p o c k et of c h ai n  A or B.  Tri a n gl es p oi nti n g ri g ht/l eft  m ar k 1 W 6 2/its-s y m m etri c or
c h ai n  A/ B.  Di a m o n ds  m ar k 1 W 6 1; " +", Br O x o P A c o m pl e x; " x",  O x o P A; a n d " o",  N G- P 2 7, r es p e cti v el y.  T h e 4 9 tr a nsiti o n p at h
i nt er m e di at es ar e c o n n e ct e d b y li n es a n d c o nf or m ati o ns 1, 4, 1 0 a n d 4 9 us e d f or t h e virt u al s cr e e ni n g ar e s h o w n b y "� ".  T h e 4 9
i nt er m e di at es of c h ai n B ar e c o n n e ct e d b y d as h e d li n es.
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T o b ett er e x pl or e t h e c h e mi c al s p a c e t h at c o ul d b e us e d i n p h ar m a c o- m o d ul ati o n,  w e s ol v e d

t h e c o- cr yst al str u ct ur e of Tc P R A C  wit h t h e  O x o P A a n d Br O x o P A i n hi bit ors. Str u ct ur al a n al y-

sis of t h e bi n di n g  m o d e of t h e i n hi bit ors a n d t h e i n d u c e d c o nf or m ati o n al c h a n g es of t h e

e n z y m e all o w e d us t o p urs u e t h e c h e mi c al d esi g n b y t a ki n g i nt o a c c o u nt t h e c h e mi c al  m e c h a-

nis m a n d pr ot ei n e n vir o n m e nt b ot h b ef or e a n d aft er r e a cti o n.  T his str at e g y l e d us t o i d e ntif y

N G- P 2 7 as a p ot e nt i n hi bit or of Tc P R A C, a k e y e n z y m e f or p ar asit e d e v el o p m e nt a n d f at e.

T his i n hi bit or c o ul d als o b e c o- cr yst alli z e d  wit h Tc P R A C, r e v e ali n g f urt h er d et ails of t h e r e a c-

ti o n  m e c h a nis m.  N G- P 2 7 t h us a p p e ar e d as a pr o misi n g st arti n g p oi nt f or f urt h er o pti mi z ati o n

i n t h e s e ar c h f or  m or e eff e cti v e t h er a pi es a g ai nst  C h a g as dis e as e.

I n hi biti o n  m e c h a nis m of T c P R A C

I n hi bit o r r e a cti v e sit es a n d d esi g n. I n t h e Br O x o P A a n d  N G- P 2 7 c o m pl e x es, t h e  C 2 c ar-

b o n at o m of t h e i n hi bit or is l o c at e d a p pr o xi m at el y 2 Å fr o m t h e c at al yti c  C ys 3 0 0 Sγ at o m i n

Fi g 6. Cl os e vi e ws of t h e bi n di n g sit es s h o wi n g c o nf or m ati o n al c h a n g es f or ( A) t h e cr yst al c o- c o m pl e x es  wit h P Y C ( 1 W 6 2- A,
pi n k),  O x o P A ( c h ai n B,  w hit e), a n d  N G- P 2 7 ( c h ai n B, c y a n), a n d f or ( B) f or tr a nsiti o n al  m o d el i nt er m e di at es, c o nf 1 A ( pi n k),
c o nf 4 A ( w hit e) a n d c o nf 1 0 A ( c y a n).  M ai n c h ai ns ar e pr es e nt e d b y ri b b o ns, si d e c h ai ns, t hi n sti c ks f or a mi n o a ci ds of t h e bi n di n g
sit e (s e e list i n M at eri als a n d  M et h o ds ).  C at al yti c c yst ei n es, t h e li g a n d a n d r esi d u es  m a ki n g h y dr o g e n b o n ds ( d as h e d li n es)  wit h t h e
li g a n d c ar b o x yli c  m oi et y ( C 1 3 0  G 1 3 1,  H 1 3 2,  C 3 0 0,  G 3 0 1,  T 3 0 2) ar e dis pl a y e d i n b ol d er sti c ks, a n d n o n c ar b o n at o ms as bl u e, r e d,
a n d y ell o w s p h er es f or nitr o g e n, o x y g e n a n d s ulf ur, r es p e cti v el y.  T h e cr yst all o gr a p hi c li g a n ds ar e als o r e pr es e nt e d  wit h li n es i n t h e
tr a nsiti o n al  m o d els f or r ef er e n c e.  A mi n o a ci ds  C 1 3 0,  N 2 1 8, F 2 9 0 ar e l a b el e d, a n d r e gi o ns 1 2 7 – 1 3 0 a n d 2 8 9 – 2 9 1 of t h e b a c k b o n e ar e
l a b el e d  wit h � a n d Ø si g ns.
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T a bl e 2.  V ol u m e of t h e bi n di n g sit e c a viti es.

a V ol u m e 1 W 6 1 1 W 6 2 Br O x o P A O x o P A N G- P 2 7

C h ai n  A 7 3. 1 7 2. 4 5 7. 3 6 9. 4 8 1. 0

C h ai n B 7 3. 5 1 2. 9
( 7 6 3. 4)

6 3. 0 1 1 8. 3
( 3 3 0. 9)

1 2 6. 1
( 3 7 7. 6)

b Tr a nsiti o n c o nf 1 A c o nf 4 A c o nf 1 0 A c o nf 4 9 A

7 0. 9 8 7. 4 1 2 3. 1 9 6. 6
( 8 6 4. 8)

a T h e v ol u m es d eli n e at e d b y t h e c at al yti c p o c k et o nl y ( a mi n o- a ci ds us e d i n t h e s cr e e ni n g) ar e c al c ul at e d  wit h a s uit e of pr o gr a ms d e v el o p e d b y  D es d o uits et al. [ 3 6 , 3 7 ] as

e x pl ai n e d i n  M at eri als a n d  M et h o ds a n d gi v e n i n Å 3 .  W h e n p o c k ets ar e a c c essi bl e fr o m t h e b ul k s ol v e nt t hr o u g h a c h a n n el, t h e s u m of its v ol u m e  wit h t h at of t h e

c h a n n el ar e gi v e n i n br a c k ets b el o w.
b T h e p o c k et str u ct ur es us e d f or t h e virt u al s cr e e ni n g  w er e all fr o m c h ai n  A of t h e  m o d el.
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t h e a cti v e sit e, s h o wi n g t h e f or m ati o n of a t hi o- est er b o n d (S 1 a n d S 2 T a bl es).  T h e f or m ati o n

of a c o v al e nt b o n d is als o i m pli e d b y ki n eti c d at a f or all i n hi bit ors i n cl u di n g  O x o P A ( alt h o u g h

n ot o bs er v e d i n t h e cr yst al str u ct ur e of t h e Tc Pr a c/ O x o P A c o m pl e x). I nt er esti n gl y,  C 2 is at a

p ositi o n si mil ar t o t h at of t h e  C α c ar b o n of pr oli n e, t h e n at ur al s u bstr at e of t h e e n z y m e, a n d is

at t h e c e nt er of a ti g ht, hi g hl y s p e cifi c n et w or k of i nt er a cti o ns i n t h e a cti v e sit e.  A c c or di n gl y,

t his  m otif a p p e ar e d ess e nti al i n o ur d esi g n, as e x e m plifi e d b y  N G- P 2 7, a n d s h o ul d b e i m p or-

t a nt f or effi c a c y a n d s el e cti vit y i n t h e f ut ur e d esi g n of i m pr o v e d i n hi bit ors. I n t h e Tc P R A C/

Br O x o P A c o m pl e x, a b o n d is f or m e d b et w e e n  C ys 1 3 0 a n d t h e  C 5 at o m of t h e i n hi bit or, as

r e v e al e d i n t h e cr yst al str u ct ur e, a n d is f urt h er s u p p ort e d b y br o mi n e at o m d e p art ur e as

r e v e al e d b y  X-r a y fl u or es c e n c e  m e as ur e m e nts. I n d e e d, al p h a- br o m o k et o n es, as f o u n d i n

Br O x o P A, ar e k n o w n t o b e hi g hl y r e a cti v e [ 3 9 ].  T his r e a cti vit y c o ul d r es ult i n r e d u c e d st a bilit y

Fi g 7.  A cti vit y of p ot e nti al T c P R A C i n hi bit o rs  wit h c yst ei n e p r ot e as es. R esi d u al a cti vit y ( %) of p a p ai n ( A) a n d br o m el ai n ( B)
aft er i n c u b ati o n  wit h diff er e nt st oi c hi o m etri c r ati os of  O x o P A, Br- O x o P A a n d  N G- P 2 7.  D at a ar e e x pr ess e d as  m e a n ± S D.
R esi d u al a cti viti es aft er i n c u b ati o n  wit h t h e E- 6 4 c yst ei n e pr ot e as e i n hi bit or ( gr a y h at c h e d ar e a) or  wit h  D M S O (li g ht- y ell o w
ar e a) ar e s h o w n.

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p nt d. 0 0 0 6 8 5 3. g 0 0 7

Fi g 8.  D et e r mi n ati o n of I C 5 0 f o r e pi m asti g ot e f o r ms of Tr y p a n os o m a cr u zi . Tr y p a n o c y d al/tr y p a n ost ati c eff e ct aft er 7 2 h of
i n c u b ati o n of bi ol u mi n es c e nt p ar asit es of  C L a n d  Y str ai ns  wit h diff er e nt c o n c e ntr ati o ns of t h e r ef er e n c e dr u g b e n z ni d a z ol e ( B N Z;
A ) a n d t h e  N G- P 2 7 Tc P R A C i n hi bit or ( B ) a d d e d o n c e ( 1 x, c o m pl et e li n es) or t hr e e ti m es, o n c e a d a y f or t hr e e d a ys ( 3 x, d as h e d
li n es).
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i n bi ol o gi c al  m e di a a n d l a c k of s p e cifi cit y l e a di n g t o i n cr e as e d t o xi cit y, b ot h  m aj or dis a d v a n-

t a g es f or dr u g d esi g n.

Cr oss-li n k a g e h as b e e n pr e vi o usl y r e p ort e d [ 4 2 ] f or al k yl ati n g a g e nts s u c h as c hl or a m b u cil,

f or mi n g t w o b o n ds  wit h its t ar g et. F urt h er m or e, e x a m pl es of d o u bl e-li n k a g e i n a n e n z y m ati c

c at al yti c sit e i n v ol vi n g t w o of t h e c at al yti c r esi d u es h a v e b e e n r e p ort e d  wit h c o u m ari n e a n d

is o- c o ur m ari n e d eri v ati v es [4 3 , 4 4 ].  D es pit e t h e pr o misi n g p ot e nti al of t his f e at ur e, us e of t h e

al p h a- br o m o k et o n es  w o ul d h a v e r e q uir e d i m p ort a nt eff orts t o d e cr e as e its r e a cti vit y, a n d

d esi g n i n t h at dir e cti o n  w as n ot p urs u e d.

R e gi os el e cti v e att a c k at t h e  C 2 c a r b o n of t h e i n hi bit o r. T h e c ar b o n at o ms i n t h e

C 2 =  C 3 d o u bl e b o n d of  O x o P A a n d its d eri v ati v es b e ar c ar b o x yl at e a n d k et o n e s u bstit ut a nts

r es p e cti v el y, all o wi n g r e a cti o n at eit h er p ositi o n [ 4 5 ] (Fi g 9 A ).  N o n et h el ess, as r e v e al e d i n t h e

cr yst al str u ct ur es, t h e r e a cti o n  w as r e gi os p e cifi c f or t h e  C 2 c ar b o n a cti n g as a  Mi c h a el a c c e pt or,

as oft e n o bs er v e d f or c yst ei n e e n z y m es [ 3 9 ] ( Fi gs 1 a n d 4 ).

St e r e os el e cti vit y. Att a c k o n a  Mi c h a el a c c e pt or l e a ds t o s at ur ati o n, i n cr e as e d fl e xi bilit y,

a n d d e p e n di n g o n t h e r e a ct a nt s u bstit uti o ns, t o a c hir al pr o d u cts [ 4 6 , 4 7 ] or pr o d u cts  wit h o n e

or t w o st er e o c e nt ers [ 4 8 , 4 9 ].  T h e cr yst al str u ct ur e  wit h Br O x o P A s h o ws a n e n a nti os el e cti v e

a d diti o n, 2 S, at  C 2,  w hil e  C 3 r e m ai ns a c hir al.  T h us, t h e k et o n e o x y g e n of t h e i n hi bit or is p osi-

ti o n e d o p p osit e t o t h e P Y C nitr o g e n o bs er v e d i n 1 W 6 2 (Fi g 1 0 A ) [1 6 ], c o nsist e nt  wit h t h e

l ar g er a v ail a bl e s p a c e i n t h at dir e cti o n.  T h e Br O x o P A c o m pl e x als o s h o ws t h at a s e c o n d r e a c-

ti o n t o o k pl a c e, l e a di n g t o a v er y ti g htl y b o u n d c o m pl e x, as i n di c at e d b y t h e c a vit y v ol u m e

(T a bl e 2 ).  T h e s at ur ati o n of  C 2 all o ws t h e f ol di n g of t h e  m ol e c ul e t o p ositi o n  C 5 a n d its br o-

mi n e at o m cl os e t o  C ys 1 3 0.  T h e s e c o n d att a c k r el e as e d t h e br o mi n e at o m as r e p ort e d f or h al o-

k et o n es [ 3 9 ] (Fi g 1 0 B ).

N G- P 2 7,  wit h pr o c hir al s u bstit u e nts o n  C 3, c a n f or m a s e c o n d st er e o c e nt er.  A c c or di n g t o

t h e cr yst all o gr a p hi c d at a, t h e 2 S, 3 R c o nfi g ur ati o n pr e v ail e d.  H e n c e, t h e i n hi bit or,  wit h  C 2

p ositi o n e d si-f a c e a dj a c e nt t o  C ys 3 0 0, all o w e d n u cl e o p hili c a d diti o n ( S) t hr o u g h t o a  m es o-

m eri c e n ol at e i nt er m e di at e ( Fi g 9 B ).  T h e Sγ at o m of  C ys 3 0 0 ori e nts t h e i n hi bit or t o w ar ds c o n-

fi g ur ati o n (I) b y r e p ulsi o n of t h e l o n e p air or bit als pr e v e nti n g ( II), a n d all o wi n g pr ot o n ati o n

b y  C ys 1 3 0, i n t h e 3 R c o nfi g ur ati o n.  T his a nti- pr o c ess  mi mi cs t h e pr oli n e st er e o-i n v ersi o n

m e c h a nis m [ 1 6 ].  T o o ur k n o wl e d g e, t h e o nl y ot h er r e p ort e d e x a m pl e of a di ast er e os el e cti v e

Mi c h a el a d diti o n i n t h e bi ol o gi c al fi el d als o i n v ol v es a n a nti- pr o c ess [ 5 0 ] (s e e S 4  T e xt ).

Fi g 9. Pr o p os e d  m e c h a nis m e x pl ai ni n g ( A ) r e gi os el e cti vit y a n d (B ) st er e os el e cti vit y i n t h e i n hi biti o n of Tc P R A C b y o x o p e nt e n oi c
d eri v ati v es.
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I m p a ct of li g a n d bi n di n g o n T c P R A C c o nf o r m ati o n

T h e eff e cts of li g a n d bi n di n g o n e n z y m e c o nf or m ati o n r a n g e fr o m t h e dis pl a c e m e nt of a f e w

k e y r esi d u es [ 5 1 ] t o gl o b al c o nf or m ati o n al c h a n g es [5 2 ].  T h e cr yst al str u ct ur es s h o w h er e a

s eri es of st a bl e c o m pl e x es i n i nt er m e di at e c o nf or m ati o ns r e pr es e nti n g a si g nifi c a nt p orti o n of

t h e  m ol e c ul ar  m e c h a nis m ( pr oj e cti o ns of pr ot o m er c o nf or m ati o ns r a n gi n g fr o m 1 2 t o 4 9 % of

t h e c h a n g e o n t h e a xis b et w e e n c h ai ns  A a n d B of 1 W 6 2).  T his o bs er v ati o n hi g hli g hts t h e pl as-

ti cit y of t h e pr ot ei n a n d its bi n di n g sit e. I nt er esti n gl y, t his fl e xi bilit y d o es n ot pr e cl u d e as y m-

m etr y, visi bl e i n t h e h e mi-s at ur at e d f or m ( 1 W 6 2) a n d i n f or ms b e ari n g t h e s a m e li g a n d i n

b ot h sit es (t h e  O x o P A a n d  N G- P 2 7 c o m pl e x es, s e e Fi g 5 A ).

T h e pr ot o m er c o nf or m ati o ns a p p e ar t o f oll o w a  m ostl y li n e ar o p e ni n g  m oti o n ( Fi g 5 B ).

N o n et h el ess, pr oj e cti o ns of t h e di m ers d o n ot ali g n ( Fi g 5 A ) i n di c ati n g t h at  wit hi n di m ers, t h e

pr ot o m er  m oti o ns ar e n ot c o u pl e d i n a li n e ar f as hi o n.  T his as y m m etr y c a n b e r el at e d t o t h e

d es cri b e d bi n di n g a nti- c o o p er ati vit y of t h e di m ers [ 1 6 ]. I nt er esti n gl y, o ur tr a nsiti o n al  m o d el

[1 7 ] i n c or p or at e d as y m m etr y c o m p ati bl e  wit h t h e si m ul ati o n f or c e fi el d.

I n t h e a cti v e sit e, si g nifi c a nt l o c al r e or g a ni z ati o n s u c h as r ef ol di n g of t h e 1 3 0 – 1 3 2 l o o p is

o bs er v e d ( Fi g 5 C ).  T his r ef ol di n g pr o c ess is ess e nti al t o est a blis h i nt er a cti o ns  wit h t h e c ar b o x-

yl at e  m oi et y of t h e i n hi bit or a n d t o p ositi o n  C ys 1 3 0 f or c at al ysis. I nt er esti n gl y, i n c o nf 1 A t o

c o nf 1 0 A of o ur tr a nsiti o n  m o d el ( Fi gs 5 C a n d 6 A ), t h e 1 3 0 – 1 3 2 l o o p of c h ai n  A is f ol d e d as

o bs er v e d i n t h e  O x o P A a n d  N G- P 2 7 c o- cr yst al str u ct ur es ( Fi g 6 B ).  T h e  m o d el f or c h ai n B  w as

diff er e nt a n d c o ul d r e pr es e nt a t y p e of r el a x ati o ns i n t h e a bs e n c e of li g a n d.  T h e bi n di n g sit e

c o nf or m ati o n a n d t h e h y dr o g e n b o n d n et w or k ori e nt e d o ur c h oi c e t o us e c h ai n  A of o ur tr a n-

siti o n  m o d el i n o ur e arl y d esi g n str at e g y [ 1 7 ].

T h e  O x o P A a n d  N G- P 2 7 c o m pl e x str u ct ur es s h o w t h at p arti al o p e ni n g of t h e bi n di n g sit e  w as

a n a p pr o pri at e ass u m pti o n i n o ur d esi g n a p pr o a c h.  T h e c o nf or m ati o n of  m o n o m er B i n t h e

O x o P A a n d  N G- P 2 7 c o m pl e x es s u g g ests t h at e v e n l ar g er li g a n ds c o ul d b e a c c o m m o d at e d i n t h e

bi n di n g sit e ( T a bl e 2 ), p ossi bl y e x pl oiti n g  m or e o p e n str u ct ur es of o ur tr a nsiti o n al  m o d el.

P r os p e cts

T h er e is a n ur g e nt n e e d t o d e v el o p i n n o v ati v e dr u gs a d dr essi n g n e gl e ct e d dis e as es,  m ulti- dr u g

r esist a n c e, a n d  m or e br o a dl y u n m et t h er a p e uti c n e e ds.  As a n e w str at e g y f or dr u g d esi g n,  w e

Fi g 1 0. Li g a n d p o c k et i n T c P R A C. (A )  V ol u m e a v ail a bl e as s e e n i n t h e 1 W 6 2 str u ct ur e; pr ot ei n at o ms, li n es; k e y r esi d u es, sti c ks;
P Y C, b ol d sti c ks; a n d c a vit y v ol u m e c o nt ai ni n g P Y C,  m es h of tr a ns p ar e nt s p h er es. ( B ) Br O x o P A aft er r e a cti o n s h o wi n g b o n ds  wit h
t h e c yst ei n es a n d b e n di n g of t h e ori gi n all y fl at  m ol e c ul e f oll o wi n g  C 2 =  C 3 s at ur ati o n.

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p nt d. 0 0 0 6 8 5 3. g 0 1 0
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e x pl oit pr ot ei n f u n cti o n al  m oti o ns t o  m o d el pl a usi bl e str u ct ur al i nt er m e di at es of a t h er a p e uti c

t ar g et.  W e s h o w h er e t h at t h e Tc P R A C pr ot ei n t ar g et a d o pt e d c o nf or m ati o ns stri ki n gl y cl os e

t o t h os e of t h e  m o d el e d i nt er m e di at es, all o wi n g us t o d esi g n i n hi bit ors t h at  m a y l e a d t o i n n o-

v ati v e tr e at m e nts f or  C h a g as dis e as e.  T h es e r es ults d e m o nstr at e h o w  m o d eli n g pr ot ei n f u n c-

ti o n al  m oti o ns c a n b e e x pl oit e d i n a r ati o n al a p pr o a c h t o cr e at e o p p ort u niti es i n dr u g d esi g n.

T his  m et h o d s h o ul d als o b e us ef ul t o c o m pl e m e nt i nf or m ati o n pr o vi d e d b y st ati c e x p eri m e nt al

str u ct ur es f or ot h er t ar g ets i n v ol vi n g f u n cti o n al  m ol e c ul ar  m oti o ns, s u c h as  G P C R, n e ur o n al

r e c e pt ors, ki n as e i n v ol vi n g all ost er y [ 5 3 ].

C o n cl u si o n

Usi n g f u n cti o n al i nt er m e di at e  m o d els t o d esi g n i n hi bit ors pr o v e d s u c c essf ul  wit h t h e i d e ntifi-

c ati o n of  O x o P A, Br O x o P A, a n d fi n all y  N G- P 2 7, a p ossi bl e st arti n g s c aff ol d i n t h e s e ar c h f or

eff e cti v e t h er a pi es a g ai nst  C h a g as dis e as e.  T h e si mil arit y b et w e e n t h e bi n di n g sit e c o nf or m a-

ti o n i n o ur  m o d els a n d i n t h e cr yst all o gr a p hi c str u ct ur es r e p ort e d h er e d e m o nstr at es t h at

c o m p ut ati o n al a p pr o a c h es c a n  m a k e v al u a bl e h y p ot h es es t o e x pl oit pr ot ei n f u n cti o n al

m oti o ns.  As a p ers p e cti v e, t his a p pr o a c h c o ul d als o b e us ef ul t o i d e ntif y cr y pti c p o c k ets  w hi c h

ar e n o w e x p eri m e nt all y r e c o g ni z e d as i m p ort a nt i n dr u g d esi g n [ 5 4 ].

S u p p orti n g i nf or m ati o n

S 1 S p e ct r a. 1 H a n d 1 3 C s p e ct r a.

( D O C X)

S 1  T a bl e. T c P R A C /  B r O x o P A i nt e r m ol e c ul a r c o nt a cts. < 3. 6 Å .

( D O C X)

S 2  T a bl e. T c P R A C /  N G- P 2 7 i nt e r m ol e c ul a r c o nt a cts < 3. 6 Å .

( D O C X)

S 1  T e xt.  G e n e r al i nf o r m ati o n o n c h e mi c al s y nt h esis.

( D O C X)

S 2  T e xt. S y nt h eti c p r o c e d u r es.

( D O C X)

S 3  T e xt. I m p a ct of li g a n d bi n di n g o n T c P R A C c o nf o r m ati o n.

( D O C X)

S 4  T e xt. I n hi biti o n  m e c h a nis m of T c P R A C.

( D O C X)

A c k n o wl e d g m e nt s

W e a c k n o wl e d g e S O L EI L f or pr o visi o n of s y n c hr otr o n r a di ati o n f a ciliti es a n d  w e  w o ul d li k e t o

t h a n k t h e st aff of b e a mli n e P R O XI M A 1 f or assist a n c e.  T h e a ut h ors ar e gr at ef ul t o t h e St aff of t h e

Cr yst all o gr a p h y pl atf or m at t h e I nstit ut P ast e ur f or r o b ot- dri v e n cr yst alli z ati o n s cr e e ni n gs.

A ut h or  C o ntri b uti o n s

C o n c e pt u ali z ati o n: G uil h er m e  Di as d e  M el o,  Ni c ol as  G o u a ult, S o p hi e  G o y ar d, P atri ci a  D utr a,

Fr e d eri c k S a ul,  A h m e d  H a o u z, P hili p p e  Uri a c,  Ar n a u d Bl o n d el, P a ol a  Mi n o pri o.

F o r m al a n al ysis: G uil h er m e  Di as d e  M el o,  Ni c ol as  G o u a ult, S o p hi e  G o y ar d, P atri ci a  D utr a,

Ni c ol as  C o at n o a n, Fr e d eri c k S a ul,  A h m e d  H a o u z, P hili p p e  Uri a c,  Ar n a u d Bl o n d el.
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I V. 1. V e rs u n e a m éli o r ati o n d e l a s e n si bilit é d es t est s di a g n osti q u es utilis a nt l a T c P R A C 

c o m m e bi o m a r q u e u r  

 

L’i n v e nti o n d e l a t e c h n ol o gi e d es h y bri d o m es p ar K o hl er et Milst ei n, q ui l e ur a v al ut l e pri x 

N o b el  d e  M é d e ci n e  e n  1 9 8 4,  a  p er mis  l’ o bt e nti o n  d’ a nti c or ps  m o n o cl o n a u x  ( A c M)  c’ est  à 

dir e  u n e  p o p ul ati o n  h o m o g è n e  d’i m m u n o gl o b uli n es  d e  h a ut e  s p é cifi cit é  diri g é es  c o ntr e  u n 

é pit o p e u ni q u e ( K o hl er & Milst ei n 1 9 7 5). U n e d es pr o pri ét és m aj e ur es d es A c M est l e ur h a ut e 

s p é cifi cit é  p o ur  u n  é pit o p e  d o n n é  c o m p ar ati v e m e nt  à  u n  s ér u m  p ol y cl o n al  c o nt e n a nt  d es 

a nti c or ps p ol y cl o n a u x r e c o n n aiss a nt diff ér e nts é pit o p es et p o u v a nt e ntr ai n er d es pr o bl è m es d e 

r é a cti o ns cr ois é es a v e c d’ a utr es a nti g è n es ( K o hl er & Milst ei n 1 9 7 6). Ai nsi, d e n o m br e u x t ests 

p o ur  l e  di a g n osti c  d e  n o m br e us es  m al a di es  i nf e cti e us es  o nt  ét é  mis  a u  p oi nt.  L a  d ét e cti o n 

s p é cifi q u e d’ u n p at h o g è n e, v oir e u n s ér ot y p e p arti c uli er, est o bt e n u gr â c e à l a r e c o n n aiss a n c e 

d’ u n  é pit o p e  ci bl é  d u  p at h o g è n e  p ar  l’ a nti c or ps  m o n o cl o n al.  L a  list e  d es  a nti c or ps 

m o n o cl o n a u x d é v el o p p é s d e p uis l a fi n d es a n n é es 1 9 7 0 est l o n g u e ai nsi q u e c e u x d é v el o p p és 

e n t a nt q u e kits di a g n osti q u es c o m m er ci a u x ( S al e e m & K a m al 2 0 0 8 ; Zi d di q ui M Z 2 0 1 0). 

 

N otr e tr a v ail n o us a p er mis d e d ét e ct er et d e q u a ntifi er, p ar l a t e c h ni q u e E LI S A, l es t a u x d e 

T c P R A C cir c ul a nt e pr és e nts d a n s d es s ér u ms d e s o uris i nf e ct é es p ar d e u x s o u c h es p ol air es d e 

T. cr uzi , p e n d a nt l es p h as es ai g u ë et c hr o ni q u e d e l’i nf e cti o n. C ett e d é c o u v ert e est i m p ort a nt e 

c ar l a T c P R A C est e x pri m é e et pr o d uit e s p é cifi q u e m e nt p ar T. cr uzi . C es d o n n é es p o urr ai e nt 

s’ a v ér er c a pit al es p o ur l e d é v el o p p e m e nt d’ u n n o u v e a u t est p o ur l a M al a di e d e C h a g as. Or, il 

n e n o us a p as ét é p ossi bl e d’ a u g m e nt er l a s e nsi bilit é d u t est utilis a nt u n s ér u m p ol y cl o n al a nti-

T c P R A C p o ur  l a  c a pt ur e  et  u n  A c M  p o ur  l a  r é v él ati o n.  L e  t est  utilis a nt  l a  c o m bi n ais o n  d e 

d e u x A c M, r e c o n n aiss a nt d es é pit o p es diff ér e nts, p o ur l a c a pt ur e et p o ur l a r é v él ati o n n e n o us 

a p as p er mis d e d ét e ct er l a T c P R A C cir c ul a nt e d a ns c es m ê m e s s ér u ms m uri ns i nf e ct és p ar T. 

cr uzi . A u c o ur s d e n otr e tr a v ail, h uit A c M diri g és c o ntr e l a T c P R A C o nt ét é pr o d uits p ar n os 

c oll a b or at e ur s d e c h e z bi o M éri e u x. C es a nti c or ps o nt ét é o bt e n us a pr ès tr ois i m m u nis ati o ns d e 

s o uris  p ar  u n e  pr é p ar ati o n  « fr ai c h e »  d e  l a T c P R A C  r e c o m bi n a nt e  s o us  s a  f or m e  a cti v e  et 

p urifi é e  p ar  c ol o n n e  d’ affi nit é.  L es  s ur n a g e a nt s  d e  c ult ur e  iss us  d es  diff ér e nts  cl o n es 

d’ h y bri d o m es  o bt e n us  o nt  ét é  t est és  p ar E LI S A  c o ntr e  l a  pr ot éi n e  r e c o m bi n a nt e  et  c o ntr e  l a 

pr ot éi n e n ati v e iss u e d es e xtr aits t ot a u x c yt o pl as mi q u es d es f or m es é pi m asti g ot e s d e c ult ur e. 

D a ns  l es  d e u x  c as,  l es  r és ult ats  o nt  m o ntr é  u n e  tr ès  b o n n e  r e c o n n aiss a n c e  d e  l a T c P R A C 

(r e c o m bi n a nt e et n ati v e). D es ét u d es d e c o m pl é m e nt arit é o nt m o ntr é q u e l es cl o n es # 1 3 C 4 B 5 

et  # 5 C 9 D 7  pr és e nt ai e nt  l es  m eill e ur es  affi nit és  p o ur  l a T c P R A C.  D e  pl us,  d es  t ests  d e 

c o m p étiti o n  o nt  m o ntr é  q u e  c es  d e u x  A c M  r e c o n n aiss ai e nt  d es  é pit o p es  diff ér e nts  d e  l a 

T c P R A C.  

 

Pl usi e ur s  h y p ot h ès es  p e u v e nt  e x pli q u er  c es  r és ult ats.  N o us  s a v o ns  q u e  l a T c P R A C 

r e c o m bi n a nt e  est  st a bl e  et  a cti v e  a u  m oi ns  u n e  s e m ai n e  l or s q u’ ell e  est  c o ns er v é e  à  4 ° C 

( C h a m o n d et al 2 0 0 3). P ass é c e d él ai o u a pr ès c o n g él ati o n/ d é c o n g él ati o n, n o us s a v o ns q u e l a 

pr ot éi n e  a  t e n d a n c e  à  s e  d é n at ur er  e n  pr é ci pit a nt  et  e n  f or m a nt  d es  a gr é g ats.  Si  l es 

i m m u nis ati o ns  s o nt  r é alis é es  a v e c  u n e  pr ot éi n e  d é n at ur é e,  c el a  p o urr ait  e x pli q u er  q u e  l es 

A c M  o bt e n us  s oi e nt  p e u  s p é cifi q u es.  N é a n m oi ns,  n o us  a v o ns  utilis é  u n e  pr é p ar ati o n  d e 

T c P R A C a cti v e s o us s a f or m e h o m o di m éri q u e, c’ est à dir e n o n d é gr a d é e. P o ur c el a, l’ a cti vit é 
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d e l’ e n z y m e a ét é c o nfir m é e p ar u n t est d e r a c é mis ati o n d e l a L- pr oli n e, utilis é e n r o uti n e a u 

l a b or at oir e  e xt e m p or a n é m e nt  à  s a  p urifi c ati o n.  U n e  a utr e  h y p ot h ès e  e n vis a g e a bl e  est  q u e, 

m al gr é  n os  pr é c a uti o ns,  l a T c P R A C  r e c o m bi n a nt e  utilis é e  p o ur  l es  i m m u nis ati o ns  ét ait 

d é n at ur é e  et  d o n c  s o us  u n e  a utr e  c o nf or m ati o n  p o u v a nt  d e  c e  f ait  m as q u er  d es  é pit o p es 

c o nf or m ati o n n els  i m m u n o d o mi n a nts  et  d o n c  m oi ns  i m m u n o g é ni q u es.  D a ns  c e  c as,  l es  A c M 

pr o d uits  r e c o n n aitr ai e nt  d es  é pit o p es  d e  l a  f or m e  r e c o m bi n a nt e  et  n o n  p as  d e  l a  f or m e 

cir c ul a nt e pr és e nt e d a ns l es s ér u ms. 

 

U n  « é pit o p e m a p pi n g »  d es  A c M  n’ a  p as  p u  êtr e  r é alis é.  C el a  n o us  a ur ait  p er mis  d’ o bt e nir 

d es i nf or m ati o ns i m p ort a nt es c o n c er n a nt q u els s o nt l es é pit o p es d e l a T c P R A C r e c o n n us p ar 

c es  a nti c or ps.  R e c o n n aiss e nt-ils  d e s  é pit o p es  mi n orit air es ?  C es  é pit o p es  s o nt-ils  m oi ns 

a c c es si bl es s ur l a pr ot éi n e n ati v e ? O u e n c or e, s’ a gir ait-il d’ é pit o p es c o nf or m ati o n n els ? N otr e 

c o n n aiss a n c e d e l a str u ct ur e tri di m e nsi o n n ell e d e l a T c P R A C n o us a ur ait p er mis d e r é p o n dr e à 

c es q u esti o ns. 

 

L es pr e mi er s es s ais r é alis és c h e z l’ H o m m e n’ o nt p as ét é a us si c o n cl u a nts q u e c e u x o bt e n u s e n 

pr é cli ni q u e c h e z l e m o d èl e e x p éri m e nt al m ais o nt s o ul e v é d e n o m br e us es q u esti o n s r el ati v es à 

l a  s e nsi bilit é  d u  t est  d e  d ét e cti o n,  à  l a  p ossi bilit é  d’ ét u di er  pl us  e n  d ét ail  l es  r el ati o ns  e ntr e 

p ositi vit é  d u  t est  vis  à  vis  d’ a utr es  t ests  di a g n osti q u es,  vis  à  vis  d u  s ui vi  d e  l’ effi c a cit é  d u 

tr ait e m e nt et vis à vis d es diff ér e nt es c o m pli c ati o ns d e l a M al a di e d ur a nt l a p h as e c hr o ni q u e 

s y m pt o m ati q u e. Pl usi e ur s h y p ot h ès es o nt ét é s o ul e v é es.  

 

D’ u n e  p art,  l a  n o n- d ét e cti o n  d e  l a T c P R A C  cir c ul a nt e  c h e z  l a  m aj orit é  d es  p ati e nts 

c h a g asi q u e s n o n « tr ait és » p e ut êtr e e x pli q u é e p ar l e f ait q u e l a c o n g él ati o n/ d é c o n g él ati o n d es 

s ér u ms ai e nt p u e ntr ai n er u n e d é gr a d ati o n d e l a T c P R A C cir c ul a nt e s éri q u e et ai nsi e m p ê c h er 

l a  d ét e cti o n  d e  c ett e  d er ni èr e  p ar  l es  a nti c or ps  a nti-T c P R A C  e n  r ais o n  d’ u n e  p ert e  d e 

r e c o n n aiss a n c e d’ é pit o p es d e n at ur e c o nf or m ati o n n ell e. N o us a v o ns t e nt é d e r é p o n dr e à c ett e 

q u esti o n, e n t est a nt s e pt s ér u ms fr ais ( d o nt 2 t é m oi ns n é g atif s) iss us d e p ati e nts c h a g asi q u es 

c hr o ni q u es as y m pt o m ati q u es n e pr és e nt a nt p as d e p ert ur b ati o ns c ar di a q u es et n’ a y a nt j a m ais 

ét é tr ait és p o ur l a M al a di e d e C h a g as. L’ utilis ati o n d e d e u x c o m bi n ais o ns d’ E LI S A s a n d wi c h 

n’ o nt  p as  a p p ort é  d e  r é p o ns e  f or m ell e,  c ar  u n  s ér u m  s ur  ci n q  a  ét é  d ét e ct é  p ositif  p o ur  l a 

T c P R A C cir c ul a nt e, p ar r a p p ort a u x i n di vi d us t é m oi ns. L or s d e c es  t ests, n o us n e dis p osi o ns 

p as d’i nf or m ati o ns s ur l a c h ar g e p ar asit air e d e c es p ati e nts a u m o m e nt d es pr él è v e m e nts. 

 

U n e  a utr e  h y p ot h ès e  é g al e m e nt  s u g g ér é e  pr é al a bl e m e nt  est  q u e  l es  t a u x  d e T c P R A C 

cir c ul a nt e d a ns l es s ér u ms d e p ati e nts « c hr o ni q u es » s er ai e nt i nf éri e ur s a u s e uil d e d ét e cti o n 

d es  t ests,  s a c h a nt  q u e  tr ès  p e u  d e  p ar asit es  s o nt  cir c ul a nts  p e n d a nt  l es  p h as es  t ar di v es  d e 

l’i nf e cti o n. D es ét u d es o nt m o ntr é q u e l’ H o m m e s’i nf e ct ait, vi a l es f é c ès d e l’i ns e ct e v e ct e ur, 

a v e c 1 0 4  o u 1 05  tr y p o m asti g ot es m ét a c y cli q u es ( K olli e n & S c h a u b 1 9 9 8 ; K olli e n & S c h a u b 

2 0 0 0).  D a ns  l e  m o d èl e  e x p éri m e nt al,  l es  s o uris  o nt  ét é  i nf e ct é es  a v e c  1 0 3   tr y p o m asti g ot es 

p o ur  l’ ét u d e  d e  l a  p h as e  c hr o ni q u e.  L a  c h ar g e  p ar asit air e  « r el ati v e »  s er ait  d o n c  pl us 

i m p ort a nt e  d a ns  l e  m o d èl e  m uri n,  c’ est  à  dir e  u n e  c o n c e ntr ati o n  d e T c P R A C  s éri q u e 

s u p éri e ur e a u s e uil d e d ét e cti o n d es t ests, et e x pli q u er ait p o ur q u oi n o us a v o ns r é ussi à d ét e ct er 

l a T c P R A C  cir c ul a nt e  d a ns  l es  s ér u ms  « c hr o ni q u es »  d e  s o uris.  S a c h a nt  q u e  l a  c h ar g e 
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p ar asit air e est pl us él e v é e a u d é b ut d e l’i nf e cti o n, n o us a v o ns p u t est é u n p etit é c h a ntill o n d e 

pl as m as  ( c o ns er v é s  c o n g el és)  iss u s  d’ u n e  c o h ort e  d’ e nf a nts  c h a g asi q u es  d ur a nt  l a  p h as e 

ai g u ë.  D e u x  h y p ot h ès es  p o urr ait  e x pli q u er  l es  r és ult ats  n é g atif s  o bt e n us  :  l es  t ests  E LI S A 

m a n q u e nt  d e  s e nsi bilit é  p o ur  d ét e ct er  d es  q u a ntit és  tr ès  f ai bl es  d e  l a  pr ot éi n e  d a ns  l a 

cir c ul ati o n. P o ur a u g m e nt er l es c h a n c es d e d ét e cti o n, n o us p o urri o ns e n vis a g er d’ utilis er d es 

m ét h o d es  d e  c o n c e ntr ati o ns  d e s  s ér u ms  et/ o u  pl as m a.  D’ a utr e  p art,  il  est  p ossi bl e  q u e  l a 

d ét e cti o n d e l a T c P R A C cir c ul a nt e n e s oit p a s f ais a bl e a u ni v e a u d u pl as m a. N o us n e p o u v o n s 

p as e x cl ur e q u e l e t est d e d ét e cti o n d e l a T c P R A C cir c ul a nt e n e s oit p as i d é al. D es n o u v e a u x 

ess ai s a v e c d es s ér u ms fr ais s er ai e nt d o n c à e n vis a g er. L a mis e e n pl a c e d’ u n t est pl us s e nsi bl e 

c h e z  l’ H o m m e,  p o urr ait  s e  b as er  s ur  l a  pr o d u cti o n  et  s él e cti o n  d’ a nti c or ps  m o n o cl o n a u x  d e 

p art  l e ur s  pr o pri ét és  d’ affi nit é  s ur  l a T c P R A C  n ati v e.  C e u x  q u e  n o us  a v o ns  utilis és  p o ur  l a 

mis e  a u  p oi nt  d u  t est  E LI S A  s a n d wi c h  s e  s o nt  a v ér és  êtr e  1 0 0  f ois  pl us  s e nsi bl es  l or s q u’ils 

s o nt t est és s ur u n e g a m m e st a n d ar d utilis a nt d es q u a ntit és c o n n u es d e T c P R A C r e c o m bi n a nt e 

c o m p ar ati v e m e nt a u t est utilis a nt u n s ér u m p ol y cl o n al p o ur l a c a pt ur e. 

 

D’ a utr e p art, n o us a v o ns p u d ét e ct er l a pr és e n c e d e T c P R A C cir c ul a nt e c h e z d e u x i n di vi d us 

pr és e nt a nt  u n e  c ar di o p at hi e  c h a g asi q u e.  L e  t a bl e a u  d e  c o nti n g e n c e  ( Fi g ur e  1 1  p a g e  7 7 ) 

pr e n a nt e n c o m pt e l es r és ult ats d u t e st o bt e n us u ni q u e m e nt s ur l es p ati e nts a y a nt d é v el o p p és 

l es c o m pli c ati o ns c ar di a q u es et c o m p ar é à u n n o m br e é q ui v al e nt d e t é m oi ns n o n i nf e ct és, l a 

s p é cifi cit é  d u t est et  l a   v al e ur  pr é di cti v e  p ositi v e  ( V P P)  s o nt  d e  1 0 0 %.  P o ur  l es  t ests  d e 

d é pist a g e,  pl us  l e  t est  est  s p é cifi q u e,  m oi ns  l e  n o m br e  d e  f a u x  p ositif s  est  r etr o u v é  et  d o n c 

m eill e ur  est  l e  t est  p o ur  c o nfir m er  u n e  p at h ol o gi e.  D e  f a ç o n  i nt ér ess a nt e,  c es  r és ult ats 

p o urr ai e nt  i n di q u er  q u e  l a T c P R A C  p o urr ait  êtr e  u n  « bi o m ar q u e ur »  d e  l a  c ar di o p at hi e 

c h a g asi q u e c hr o ni q u e, s a c h a nt q u e 2 d es 3 i n di vi d us c ar di o p at h es o nt ét é t est és p ositif s. Bi e n 

é vi d e m m e nt, d es ét u d es s ur u n e c o h ort e c o m pr e n a nt u n n o m br e pl us i m p ort a nt e d’i n di vi d us 

s er ai e nt n é c es s air es p o ur c o nfir m er c ett e h y p ot h ès e et q ui n é c essit er ait é g al e m e nt l’i n cl usi o n 

d e p ati e nts pr és e nt a nt u n e c ar di o p at hi e n o n c h a g asi q u e (i. e. t é m oi ns n é g atif s). 

 

P ar aill e ur s, n os r és ult ats o nt ét é dis c or d a nts a v e c l es r és ult ats o bt e n us p ar P C R eff e ct u é es à 

l’I M T. N otr e m ét h o d ol o gi e b as é e s ur l a d ét e cti o n d’ u n « bi o m ar q u e ur » pr és e nt d a ns l e s ér u m 

p o urr ait p er m ettr e d a ns c e c as u n e d ét e cti o n pl us s e nsi bl e d u p ar asit e et r é v èl er ait d e u x é c h e cs 

t h ér a p e uti q u es  s u p pl é m e nt air es.  C e p e n d a nt,  n o us  é c art o ns  p o ur  l’i nst a nt  c ett e  h y p ot h ès e  c ar 

p ar mi  l es  a utr es  s ér u ms  d e  p ati e nts  t est és  à  p artir  d e  l a  c o h ort e  « c hr o ni q u e »  c o nsi d ér és 

c o m m e e n é c h e c t h ér a p e uti q u e o u pr és e nt a nt d’ a utr es st at ut cli ni q u e, n otr e t est n’ a p as p er mis 

l a d ét e cti o n d e l a T c P R A C cir c ul a nt e d a ns c es s ér u ms e n q u esti o n. N o us n’ a v o ns p as p u a v oir 

a c c ès  à  d es  é c h a ntill o ns  s a n g ui ns  d e  c es  m ê m e s  p ati e nts  afi n  d e  r é alis er  d es  t ests  P C R 

utilis a nt  l es  a m or c es  a m plifi a nt  l es  g è n es T c P R A C .  C es  t ests  n o us  a ur ai e nt  p er mis  d’ o bt e nir 

d es  i nf or m ati o ns  s u p pl é m e nt air es  c o n c er n a nt  l’ effi c a cit é  d es  tr ait e m e nts  r e ç us  p o ur  c es 

p ati e nts.  

 

T o ut es  c es  q u esti o ns  s o ul è v e nt  l’i m p ort a n c e  d’ utilis er  u n e  c o h ort e  d e  p ati e nts  bi e n  d éfi ni e, 

c o m p ort a nt  u n  n o m br e  s uffis a nt  d’ é c h a ntill o n  d a ns  l’ o bj e ctif  d’ a n al ys er  l e  p ot e nti el 

di a g n osti q u e d e l a T c P R A C a u c o ur s d’ ét u d es ult éri e ur es afi n d e v ali d er o u n o n l es diff ér e nt es 

p h as es cli ni q u es. 
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I V. 2 . A m éli o r ati o n s d u p r ot ot y p e p o u r l a d ét e cti o n d u p a r asit e i n vi v o 

 

I n  vi v o,  gr â c e  à  l e ur  p etit e  t aill e  et  à  l e ur  s ol u bilit é  él e v é e, l es  VH H  o nt  d é m o ntr é  q u’ils 

pr és e nt ai e nt d e b o n n es c a p a cit és d e diff usi o n et d e p é n étr ati o n d a ns l es tiss us ( V a n B o c kst a el e 

et  al  2 0 0 9).  Ils  s o nt  d e  pl us  e n  pl us  utilis és  e n  pr é cli ni q u e  e n  t a nt  q u e  tr a c e ur i n  vi v o  p ar 

i m a g eri e  m é di c al e,  n ot a m m e nt  p o ur  l a  d ét e cti o n  r a pi d e  d e  c ell ul es  t u m or al es  o ù  ils  o nt 

d é m o ntr é d e m eill e ur es p erf or m a n c es q u e l es a nti c or ps m o n o cl o n a u x ( H u et al 2 0 1 5).  

 

A uj o ur d’ h ui,  l a  g u éris o n  d’ u n  p ati e nt  c h a g asi q u e  n e  p e ut  êtr e  c o nfir m é e  q u’ a pr ès  l a 

s ér o c o n v er si o n  d es  t est s  s ér ol o gi q u es  r e c o m m a n d és  p ar  l’ O M S,  q ui  i nt er vi e n n e nt  pl usi e ur s 

a n n é es p ost-tr ait e m e nt c ar l e p ar asit e ét a nt pl ut ôt i ntr a c ell ul air e d a ns l es tiss us, il est diffi cil e 

d e d é m o ntr er s a pr és e n c e o u s o n a b s e n c e. Ai nsi, il s er ait i m p ort a nt d e m ettr e a u p oi nt u n t est, 

si p ossi bl e n o n i n v asif, p er m ett a nt l a d ét e cti o n d u p ar asit e a u ni v e a u tiss ul air e. 

 

N o us  t e nt o ns  d e  d é v el o p p er  u n e  m ét h o d ol o gi e  n o n  i n v asi v e i n  vi v o  utilis a nt  l es  d er ni èr es 

t e c h ni q u es  d e  p oi nt e  d’i m a g eri e  m é di c al e  et  d es  VH H  m ar q u és,  a v e c  u n e  m ol é c ul e 

r a p p ort e us e, et diri g és c o ntr e u n e pr ot éi n e s p é cifi q u e d e T r y p a n os o m a cr uzi : l a T c P R A C. L es 

pr e mi èr es e x p éri e n c es, eff e ct u é es c h e z l e m o d èl e e x p éri m e nt al, a y a nt utilis é es tr ois V H H a nti-

T c P R A C,  s él e cti o n n és  e n  f o n cti o n  d e  l e ur  h a ut e  affi nit é  p o ur  l a T c P R A C  et  m ar q u és  a v e c 

l’I R D y e 8 0 0 C W n e n o us o nt p as p er mis d e vis u alis er l es p ar asit es i ntr a c ell ul air es i n vi v o p ar 

i m a g eri e o pti q u e. Pl usi e ur s h y p ot h ès es p e u v e nt e x pli q u er c es pr e mi er s r és ult ats n é g atif s. 

 

L es  m é c a ni s m es  p er m ett a nt  l a  p é n étr ati o n  d e  c ert ai ns  V H H d a ns  l es  c ell ul es  n’ o nt  p as  ét é 

e n c or e  él u ci d és . C es  m é c a nis m es  f er ai e nt  a p p el  à  d es  p h é n o m è n es  d’ e n d o c yt os e  et/ o u  d e 

tr a ns c yt os e  cl at hri n e- d é p e n d a nt e et/ o u  d e  tr a nsl o c ati o n  à  tr a v er s  l a  m e m br a n e  pl as mi q u e 

( A b ulr o b  et  al  2 0 0 5 ;  H er c e  &  G ar ci a  2 0 0 7).  D a ns  c e  c as,  o n  p o urr ait  e n vis a g er  q u e  l es 

q u a ntit és d e V H H a nti- T c P R A C i nj e ct é es p uis i nt er n alis é es d a ns l es c ell ul es i nf e ct é es n’ ai e nt 

p as  ét é  s uffis a nt es  p o ur  p er m ettr e  l a  d ét e cti o n  d’ u n  si g n al  s uffis a m m e nt  f ort  p o ur  vis u alis er 

l es p ar asit es a u d el à d u si g n al n o n s p é cifi q u e c orr es p o n d a nt a u br uit d e f o n d. P o urt a nt, il a ét é 

m o ntr é q u e l’i nj e cti o n d e V H H à d es q u a ntit és c o m pris es e ntr e 2 5 et 5 0 µ g ét ai e nt s uffis a nt es 

p o ur  a c q u érir  d es  i m a g es  si g nifi c ati v es  p ar  r a p p ort  a u  br uit  d e  f o n d  q ui  c orr es p o n d a nt  à  l a 

cir c ul ati o n d es a nti c or ps cir c ul a nts q ui n e s e s o nt p as fi x é s à l e ur ci bl e ( Oli v eir a et al 2 0 1 2). 

P ar  aill e ur s,  n o us  a v o ns  é g al e m e nt  pris  s oi n  d e  s él e cti o n n er  d es  V H H  pr és e nt a nt  d es  p oi nts 

is o él e ctri q u es  t h é ori q u es  b asi q u es,  c o n diti o n  i m p ort a nt e  p o ur  p er m ettr e  l e ur  i nt er n alis ati o n 

d a ns l es c ell ul es, c o m m e pr é al a bl e m e nt d é m o ntr é p ar d’ a utr es a ut e ur s ( Li et al 2 0 1 2). M al gr é 

c ett e pr é c a uti o n, n o us n’ é c art o ns p as l e f ait q u e l es p oi nts is o él e ctri q u es d e c e s a nti c or ps n e 

s oi e nt p as s uffis a m m e nt b asi q u es p o ur p er m ettr e l e ur p é n étr ati o n.  

 

Il  est  i m p ort a nt  d e  n ot er  q u e  l e ur  p etit e  t aill e  et  l e ur  s ol u bilit é  l e ur  c o nf èr e nt  d e  b o n n es 

pr o pri ét és  d e  diff usi o n  et  d e  p é n étr ati o n  d a ns  l es  tiss u s  m ais  l a  c o ntr e p arti e  est  q u e  c es 

a nti c or ps s o nt éli mi n é es tr ès r a pi d e m e nt d e l a cir c ul ati o n c ar l e ur t aill e est i nf éri e ur e a u s e uil 

d e filtr ati o n gl o m ér ul air e ( S c h mi dt & Wittr u p 2 0 0 9 ; Kij a n k a et al 2 0 1 3). U n e s ol uti o n p o ur 

s ur p ass er c ett e diffi c ult é s er ait, p ar e x e m pl e, d e pr o d uir e d es V H H bi v al e nt s c’ est à dir e d e u x 

V H H  f usi o n n és,  u n  r e c o n n aiss a nt  l a  pr ot éi n e  d’i nt ér êt  et  l’ a utr e  l’ al b u mi n e  s éri q u e,  s a c h a nt 
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q u e l’ al b u mi n e est p arti c uli èr e m e nt r e cr ut é e a u ni v e a u d es sit es d’i nfl a m m ati o n. Il s er ait ai nsi 

e n vis a g e a bl e d e pr o d uir e d e s V H H bi v al e nt s : u n V H H r e c o n n ai ss a nt l a T c P R A C, c o u pl é à u n 

a utr e  V H H  r e c o n n ai ss a nt  l’ al b u mi n e  p o ur  a u g m e nt er  d e  f a ç o n  si g nifi c ati v e  l e  t e m ps  d e 

cir c ul ati o n d e c es a nti c or ps ( Tiji n k et al 2 0 0 8 ; V osj a n et al 2 0 1 2). E n a u g m e nt a nt l a d e mi- vi e 

d e  c es  a nti c or ps,  n o us  a u g m e nt o ns  é g al e m e nt  l e  t e m ps  d e  cir c ul ati o n  d e  c es  a nti c or ps  et 

é g al e m e nt  l e  t e m ps  d e  « r e c o n n aiss a n c e »  d e  l a T c P R A C  pr o d uit e  p ar  l es  p ar asit es 

i ntr a c ell ul air es.  L’ a u g m e nt ati o n  d u  t e m ps  d e  cir c ul ati o n  d e  c es  a nti c or ps  p o urr ait  êtr e 

n é c ess air e  p o ur  u n e  a c c u m ul ati o n  s uffis a nt e  d e  si g n a u x  fl u or es c e nts  p o ur  u n e  d ét e cti o n 

si g nifi c ati v e  d u  p ar asit e.  C ett e  p ossi bilit é  est  c o nf ort é e  p ar  l es  r és ult ats  p ositif s  o bt e n us i n 

vitr o  o ù l es t e m ps d’i n c u b ati o n utilis és a v e c l es VH H m ar q u és à l’ Al e x a 4 8 8 p o ur vis u alis er l a 

T c P R A C  i ntr a c ell ul air e  d es  p ar asit es  d e  c ult ur e  ét ai e nt  si g nifi c ati v e m e nt  pl us  él e v és  q u e  l a 

d e mi- vi e d u V H H esti m é e à 1, 5 h e ur es d a ns l a cir c ul ati o n ( H u et al 2 0 1 7). 

 

N o us a v o ns é g al e m e nt é mi s l’ h y p ot h ès e d’ u n pr o bl è m e d e m ar q u a g e d es V H H a nti- T c P R A C 

a v e c  l’I R D y e  8 0 0  C W,  q ui  est  u n e  m ol é c ul e  h y dr o p h o b e.  L’ Al e x a  4 8 8  et  l es  V H H  s o nt 

h y dr o p hil es,  c e  q ui  p er m et  u n  m ar q u a g e  pl us  st a bl e.  L es  r és ult ats  p ositif s  o bt e n us i n  vitr o 

a v e c l’ utilis ati o n d es V H H a nti- T c P R A C c o u p l és à l’ Al e x a 4 8 8 v o nt d a ns c e s e ns. L’ effi c a cit é 

d es m ar q u a g es d es V H H a nti- T c P R A C a v e c l’I R D y e 8 0 0 C W a p e ut- êtr e ét é m oi ns st a bl e et 

a ur ait  e ntr ai n é  u n e  diss o ci ati o n  d u  fl u or o c hr o m e  e n  c o n diti o n i n  vi v o.  U n e  i nf or m ati o n 

i m p ort a nt e r e nf or ç a nt  c ett e  h y p ot h ès e  est  l’ o bs er v ati o n  d’ u n  m ar q u a g e  él e v é  et  i n att e n d u  a u 

ni v e a u d u f oi e, or g a n e d’ éli mi n ati o n d es m ol é c ul es h y dr o p h o b es et d es c or ps gr as, al or s q u e 

l es VH H, d e n at ur e pr ot éi q u e, s o nt éli mi n és p ar v oi e r é n al e. 

 

I V. 3. P e rs p e cti v es di a g n osti q u es : d es  VH H p o u r l a mi s e a u p oi nt d e t est s d e d ét e cti o n 

 

L e d é v el o p p e m e nt d e V H H à d es fi ns di a g n osti q u es p o urr ait p er m ettr e d e m ettr e a u p oi nt d e 

n o u v e a u x  t est s  p ar  r a p p ort  à  c e u x  d é v el o p p és  j us q u’ à  pr és e nt  a v e c  d es  a nti c or ps 

« c o n v e nti o n n els ». L a pr o d u cti o n d es V H H à gr a n d e é c h ell e p e ut êtr e r é alis é e à m oi n dr e c o ût. 

Ils pr és e nt e nt é g al e m e nt d es pr o pri ét és d’ affi nit é él e v é e p o ur l a r e c o n n aiss a n c e d e l’ a nti g è n e 

( H a m er s- C a st er m a n et al 1 9 9 3). Ils s o nt pl us st a bl es gr â c e à l e ur str u ct ur e m o n o m éri q u e. L e 

d o m ai n e  C D R 3   p e ut  êtr e  e x pri m é  s o us  f or m e  d’ u n e  l o n g u e  b o u cl e  p er m ett a nt  l' a c c ès  à  d es 

é pit o p es  cr y pti q u es,  c o n c a v es  o u  m as q u és,  o u  e n c or e  diffi cil e m e nt  a c c essi bl es  p ar  l es 

a nti c or ps c o n v e nti o n n els ( D e G e nst et al 2 0 0 6 ; M u yl d er m a ns et al 2 0 0 9 ; G ar z a et al 2 0 1 7). 

 

U n e s él e cti o n ri g o ur e us e d e V H H a p er mi s l a mis e a u p oi nt d e t ests pl us s e n si bl es q u e c e u x 

eff e ct u és a v e c d es a nti c or ps « c o n v e nti o n n els » d e n at ur e m oi ns st a bl e ( D o n a et al 2 0 1 0 ; H e 

et  al  2 0 1 4).  D’ a utr es  t ests  d e  d ét e cti o n, utilis a nt d es  V H H,  o nt  ét é  mis  a u  p oi nt  a v e c  s u c c ès 

p o ur  l a  d ét e cti o n  d e  p etit es  m ol é c ul es  t ell es  q u e  d es  t o xi n es  o u  d es  c o nt a mi n a nts  d a ns  d es 

pr o d uits a gr o- ali m e nt air es ( Li et al 2 0 1 4 ; W a n g et al 2 0 1 5). T o ut ef ois, l’ u ni q u e d o m ai n e d u 

V H H  p e ut  êtr e  u n  d és a v a nt a g e  p o ur  l a  r e c o n n aiss a n c e  d e  p etit es  m ol é c ul es  c o m m e  p ar 

e x e m pl e  l e s  h a pt è n es,  r e c o n n us  à  l’i nt erf a c e  d es  d o m ai n es  V H - VL   d e s  a nti c or ps 

« c o n v e nti o n n els » ( F a n ni n g & H or n 2 0 1 1 ; B e v er et al 2 0 1 6).  

R é c e m m e nt,  d e u x  t ests  di a g n osti q u es  ( E LI S A  s a n d wi c h  et  I m m u n o- P C R)  o nt  p er mis  l a 

d ét e cti o n  d e  l’ al p h a-f ét o pr ot éi n e,  u n  bi o m ar q u e ur  t u m or al,  d e  f a ç o n  ultr as e nsi bl e  gr â c e  à  l a 



	 1 1 4 	

pr o d u cti o n d e d e u x V H H «  m o difi és » ( C h e n et al 2 0 1 6). P o ur l e d é v el o p p e m e nt d es t ests, l es 

V H H  n’ o nt  p as  ét é  utilis és  s o us  l e ur  f or m e  « m o n o m éri q u e ».  A ds or b er  d es  a nti c or ps  d e 

p etit es  t aill es  s ur  u n  s u p p ort  pl asti q u e,  p o ur  l a  c a pt ur e  d a ns  u n  t est  E LI S A  p ar  e x e m pl e, 

e n g e n dr e  u n e  pr o xi mit é  d e  c es  a nti c or ps  a v e c  l e  s u p p ort  q ui  p e ut  g ê n er  l’i nt er a cti o n  a v e c 

l’ a nti g è n e ( S a er e ns et al 2 0 0 5). L’ utilis ati o n d e VH H f usi o n n és a v e c u n e m ol é c ul e d e bi oti n e 

e n  p ositi o n  C-t er mi n al e  s ur  u n  s u p p ort  pr é al a bl e m e nt  r e c o u v ert  d e  str e pt a vi di n e  p er m et  d e 

« diri g er »  l es  p ar at o p es  ( sit u és  e n  p ositi o n  N-t er mi n al e)  et  ai nsi  d’ a u g m e nt er 

si g nifi c ati v e m e nt  l’ a c c essi bilit é  et  l a  s e n si bilit é  d e  d ét e cti o n  p o ur  l’ a nti g è n e  ( W a n g  et  al 

2 0 1 4 ; Z h u et al 2 0 1 4 ; R oss otti et al 2 0 1 5). L a f usi o n a v e c d’ a utr es pr ot éi n es o u p e pti d es, u n e 

« q u e u e  m y c- histi di n e »  o u  e n c or e  u n  fr a g m e nt  F c,  a  p er mis  é g al e m e nt  d’ a u g m e nt er  l es 

p erf or m a n c es  d e  c a pt ur e  d es  t ests  ( S a er e ns  et  al  2 0 0 5 ;  E v e n- D esr u m e a u x  et  al  2 0 1 0 ; 

H ar ms e n et al 2 0 1 2). D e pl us, l a f usi o n d e V H H a v e c d es m ol é c ul e s r a p p ort e us es c o m m e l a 

p h os p h at as e al c ali n e ( P A) o u l’ H R P a d é m o ntr é d es p erf or m a n c es d e d ét e cti o n d e l’ a nti g è n e à 

d es  c o n c e ntr ati o ns  d e  l’ or dr e  d u  « n a n o m ol air e »  v oir e  d u  « pi c o m ol air e »  l or s q u’ils  s o nt 

utilis és p o ur l a c a pt ur e et/ o u p o ur l a r é v él ati o n ( S w ai n et al 2 0 1 1 ; R oss otti et al 2 0 1 5 ; Li u et 

al 2 0 1 5). 

 

D a ns l e d o m ai n e d es M al a di es tr o pi c al es n é gli g é es, q u el q u es tr a v a u x o nt p er mis d e m ettr e e n 

a v a nt l es p erf or m a n c es di a g n osti q u es et/ o u t h ér a p e uti q u es p ot e nti ell es d es V H H  ( v oir Fi g ur e 

1 8). C’ est l e c as p ar e x e m pl e d u d é v el o p p e m e nt d’ u n t est di a g n osti q u e r a pi d e s ur b a n d el ett e 

p o ur  l a  d ét e cti o n  d u  vir us  d e  l a  D e n g u e  d e  t y p e  2  ( F ati m a  et  al  2 0 1 4).  L a  pr o d u cti o n 

d’ a nti c or ps  m o n o cl o n a u x  et  d e  V H H  diri g és  c o ntr e  l e  m ê m e  a nti g è n e  vir al  a  m o ntr é  d es 

s é q u e n c e s  c o ns e n s us  a u  ni v e a u  d e s  d o m ai n es  C D R 3,  s u g g ér a nt  ai nsi  q u e  l es  d e u x  t y p es 

d’ a nti c or ps pr o d uits r e c o n n aiss e nt l es m ê m es é pit o p es. P o urt a nt, l or s d es mis es e n a p pli c ati o n 

d es t ests, a pr ès s él e cti o n d es d e u x m eill e ur s « c a n di d ats », l e t est eff e ct u é a v e c l e V H H s’ est 

a v ér é  pl us  s p é cifi q u e  et  pl us  s e nsi bl e.  Il  s e m bl er ait,  d a ns  c ett e  sit u ati o n,  q u e  l e  d o m ai n e 

C D R 3  pl us  l o n g  et  pr és e nt é  s o us  f or m e  d e  b o u cl e  p ar  l e  V H H  p er m et  u n e  m eill e ur e 

r e c o n n aiss a n c e d e l’ a nti g è n e ( F ati m a et al 2 0 1 4). 

 

C ett e  pr o pri ét é  pr o pr e  a u x  V H H  a  é g al e m e nt  ét é  mis e  e n  a v a nt  d a ns  u n e  a utr e  ét u d e 

c o n c er n a nt  l a  M al a di e  d u  s o m m eil  a ni m al e  pr o v o q u é e  e ntr e  a utr es  p ar T r y p a n os o m a br u c ei 

br u c ei .  Q u e  c e  s oit  p o ur  l a  M al a di e  d u  s o m m eil  h u m ai n e  o u  a ni m al e,  l es  tr y p a n os o m es 

r es p o ns a bl es  d e  c es  p at h ol o gi es  o nt  mis  a u  p oi nt  u n e  str at é gi e  d’ é c h a p p e m e nt  a u  s y st è m e 

i m m u nit air e  d e  l’ h ôt e :  l a  v ari ati o n  a nti g é ni q u e.  C ett e  str at é gi e  c o nsi st e  à  e x pri m er  et  à 

r e n o u v el er  à  d es  t e m ps  r é g uli er s  u n e  m atri c e  d e ns e  c o nstit u é e  d e  gl y c o pr ot éi n es  v ari a bl es 

( V S G  p o ur V ari a bl e  S urf a c e  Gl y c o pr ot ei n)   h a ut e m e nt  i m m u n o g é ni q u es  e x pri m é es  à  l a 

s urf a c e  d u  tr y p a n os o m e  p er m ett a nt  ai nsi  l a  n o n  a c c es si bilit é  a u  s yst è m e  i m m u nit air e  d e 

l’ H ôt e  à d es  a nti g è n es  n o n  v ari a bl es ( M orris o n  et  al  2 0 0 9 ;  E n gstl er  et  al  2 0 0 7 ;  B arr y  et  al 

2 0 0 5). Stijl e m a ns et s es c oll a b or at e ur s o nt r é ussi à pr o d uir e u n V H H c a p a bl e d e r e c o n n aîtr e et 

d’ a c c é d er à u n é pit o p e c o m m u n, a u x diff ér e nt es  s o us- cl as s es d es V S G, sit u é à l a b a s e d e l a 

m atri c e  e xtr a c ell ul air e  d u  tr y p a n os o m e  p er m ett a nt  ai nsi  l a  mis e  e n  pl a c e  d’ u n  t est 

di a g n osti q u e  s p é cifi q u e  et  s e n si bl e  p o u v a nt  êtr e  r é alis é  dir e ct e m e nt  s ur  d es  fr ottis  s a n g ui ns 

( Stijl e m a ns et al 2 0 0 4). 
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Fi g u r e  1 8 :  v u e  d’ e ns e m bl e  d e s  p u bli c ati o ns  utili s a nt  d es  a nti c o r ps  V H H  c o nt r e  l e s  M al a di e s  T r o pi c al e s 
N é gli g é e s ( M T N).  E xtr ait d e Fr o nti ers i n I m m u n ol o g y. F er n a n d e s C F C et al ( 2 0 1 7). 

 

L e t a u x d e T c P R A C cir c ul a nt e, s é cr ét é e/ e x cr ét é e p ar l es p ar asit es, d oit êtr e c orr él é a u n o m br e 

d e p ar asit es cir c ul a nts et d o n c d oit êtr e pr és e nt e e n f ai bl e q u a ntit é d a ns l es s ér u ms d e p ati e nts 

c h a g asi q u e s e n p h as e c hr o ni q u e. C h e z l es p ati e nts a y a nt r e ç u u n tr ait e m e nt c o ntr e l a M al a di e 

d e C h a g as ( o u p o ur u n t est d e c o nfir m ati o n di a g n osti q u e), c e s o nt d es t est s p ar P C R q ui s o nt 

eff e ct u és c ar ils p er m ett e nt d e d o n n er u n e a p pr é ci ati o n « pl us r a pi d e » c o n c er n a nt l es p ati e nts 

a y a nt  r é p o n d u  o n  n o n  a u  tr ait e m e nt.  E n  eff et,  l a  s ér o c o n v er si o n  d es  a nti c or ps  a nti T. cr uzi  

i n di q u a nt  q u e  l e  p ati e nt  est  g u éri p e ut  a v oir  li e u  pl usi e ur s  a n n é es  a pr ès  l a  fi n  d u  tr ait e m e nt 

(C a n ç a d o  J R  2 0 0 2 ;  Vi otti  et  al  2 0 1 1 ).  L’ a m plifi c ati o n  p ot e nti ell e  d e  l’ A D N  d es  p ar asit es 

cir c ul a nts  p ar  P C R  est  u n  t est  dir e ct  r e pr és e nt atif  d e  l a  p ar asit é mi e  a u  m o m e nt  d u 

pr él è v e m e nt.  P o urt a nt,  pl usi e ur s  t ests  s o nt  r é alis és  à  diff ér e nts  m ois  d’i nt er v all e  c ar  il  a  ét é 

m o ntr é q u e l a p ar asit é mi e p e ut êtr e fl u ct u a nt e, c’ est à dir e q u e d ur a nt l a p h as e c hr o ni q u e, u n 

c ert ai n n o m br e d e p ar asit e s o nt pr és e nts d a ns l a cir c ul ati o n m ais p ar i nt er mitt e n c e ( M ur ci a et 

al 2 0 1 0 ). C h e z l e m o d èl e e x p éri m e nt al m uri n, il a ét é d é m o ntr é q u e l’i nf e cti o n c hr o ni q u e ét ait 

d y n a mi q u e  d e  f a ç o n  s p ati ot e m p or ell e  ( L e wis  et  al  2 0 1 4).  D a ns  c e  c as,  si  l e  p ar asit e  est 

t o uj o ur s cir c ul a nt m ê m e p e n d a nt l a p h as e c hr o ni q u e, il est c o n c e v a bl e d’ é m ettr e l’ h y p ot h ès e 

q u’il d oit y a v oir é g al e m e nt l a pr és e n c e d e T c P R A C cir c ul a nt e. D a ns l e m o d èl e e x p éri m e nt al, 

n o us  a v o ns  d é m o ntr é  q u e  l e T c P R A C  cir c ul a nt e  ét ait  t o uj o ur s  d ét e ct a bl e  d a ns  l es  s ér u ms 

m uri ns « c hr o ni q u es ».  

 

C ert ai ns t ests d e d ét e cti o n mis a u p oi nt a v e c d es V H H diri g és c o ntr e l es a nti g è n es d’i nt ér êt o nt 

d é m o ntr é d e h a ut es p erf or m a n c es d e s e nsi bilit é ( Z h u et al 2 0 1 4 ; W a n g et al 2 0 1 4 ; R oss otti et 

al 2 0 1 5). Il s er ait ai nsi e n vis a g e a bl e d e d é v el o p p er d es t ests utilis a nt d es V H H a nti- T c P R A C 

q ui  p o urr ai e nt  n o us  p er m ettr e  d’ o bt e nir  u n e  m eill e ur e  s e nsi bilit é  q u e  c ell e  o bt e n u e  a v e c  l e s 

a nti c or ps p ol y cl o n a u x et m o n o cl o n a u x a nti- T c P R A C. P o ur r é p o n dr e à c ett e h y p ot h ès e, n o us 
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p o urri o ns  f usi o n n er  c es  V H H  à  u n e  m ol é c ul e  d e  bi oti n e i n vi v o  o u  s o us  l a  f or m e  bi v al e nt e 

f usi o n n é e  à  l a  p h os p h at as e  al c ali n e  p o ur  l a  c a pt ur e  d e  n o u v e a u x  t ests  E LI S A  ( F air h e a d  & 

H o w art h 2 0 1 5 ; Li u et al 2 0 1 5). 

 

I V. 4. P e rs p e cti v es t h é r a p e uti q u es 

 

L es  a nti c or ps  m o n o cl o n a u x  o nt  d é m o ntr é  d es  r és ult ats  pr o m ett e ur s  e n  t a nt  q u e  p ot e nti els 

a g e nts t h ér a p e uti q u es d a ns l e m o d èl e a ni m al t els q u e l’ éli mi n ati o n d e t u m e ur s, tr ait e m e nt d e 

m al a di es  a ut o-i m m u n es  o u  e n c or e  i n d u cti o n  d e  l a  g u éris o n  c o ntr e  u n e  t o xi cit é  ai g u ë 

d é cl e n c h é e  p ar  d es  e n d ot o xi n es  p ar  l a  n e utr alis ati o n  d e  l’ a nti g è n e  o u  p ar  l’i n d u cti o n  d’ u n e 

r é p o ns e  i m m u nit air e  c h e z  l’ h ôt e  d e  t y p e  A D C C : A nti b o d y  d e p e n d e nt  c ell  m e di at e d 

c yt ot o xi cit y   o u  C D C : C o m pl e m e nt  d e p e n d e nt  c yt ot o xi cit y   ( B ell  et  al  2 0 1 0 ;  Par s o ns  et  al 

2 0 1 8)  bi e n  q u e  d e  n o m br e u x  ess ais  eff e ct u és  c h e z  l’ H o m m e  o nt  m o ntr é  l es  li mit es 

d’ utilis ati o n  d e  c es  a nti c or ps  « e n  l’ ét at  ».  L a  pri n ci p al e  r ais o n  est  l’i m m u n o g é ni cit é  d e  c es 

a nti c or ps q ui d é cl e n c h e u n e r é a cti o n i m m u nit air e c o n d uis a nt à l’ éli mi n ati o n d es a nti c or ps et 

p o u v a nt e ntr ai n er d es eff ets i n d ésir a bl es gr a v es li és à d es a cti o ns dir e ct es s ur l es c ell ul es d u 

s yst è m e  i m m u nit air e  ( H ar di n g  et  al  2 0 1 0).  P o urt a nt,  gr â c e  a u x  a v a n c é es  bi ot e c h n ol o gi q u es 

d es  pr e mi er s  s u c c ès  o nt  v u  l e  j o ur  c o m m e :  (i)  l e  Tr ast u z u m a b,  i n di q u é  p o ur  d es  f or m es 

a gr essi v es  et  m ét a st ati q u es  d u  c a n c er  d u  s ei n,  u n  A c M  h u m a nis é  a nti- H E R 2  ( e pi d er m al 

gr o wt h f a ct or r e c e pt or 2 )  o bt e n u  a pr ès  i ns erti o n  d es  s é q u e n c es  C D R  d’ u n  A c M  a nti-H E R 2 

o bt e n u  c h e z  l a  s o uris  d a ns  l es  r é gi o ns  F R  d’ u n e  i m m u n o gl o b uli n e  d e  t y p e  I g G 1  h u m ai n es 

( Al b a n ell et al 2 0 0 3), (ii) l e C ert oli z u m a b, l a p arti e F a b d’ u n A c M h u m a nis é diri g é e c o ntr e l e 

T N F ( T u m o ur N e cr osis F a ct or) i n di q u é d a ns l es f or m es m o d ér é es et s é v èr es d e l a M al a di e d e 

Cr o h n ( H a n a u er et al 2 0 0 6). L es t e c h ni q u es p arti c uli èr e m e nt utilis é es p o ur « h u m a nis er » d es 

A c M afi n d e di mi n u er l e ur i m m u n o g é ni cit é s o nt l a t e c h ni q u e d e P h a g e Dis pl a y  q ui p er m et d e 

cri bl er l es s é q u e n c es V L  et V H  h u m ai n es diri g er c o ntr e l’ a nti g è n e d’i nt ér êt ( S mit h G P 1 9 8 5 ; 

M al h er  S M  et  al  1 9 9 7)  o u  l’ utilis ati o n  d e  s o uris  tr a ns g é ni q u es  « h u m a nis é es »  c o m p ort a nt 

d a ns  l e ur s  g é n o m es  l es  g è n es  c o d a nt  p o ur  l es i m m u n o gl o b uli n es  h u m ai n es ( J a k o b o vits  et  al 

2 0 0 7).  P ar  g é ni e  g é n éti q u e,  l a  s é q u e n c e  e n  a ci d es  a mi n és  d es  A c M  p e ut  êtr e  m o difi é e  p o u r 

a u g m e nt er l e ur affi nit é et/ o u l e ur s p é cifi cit é. D es a nti c or ps r e c o m bi n a nts d e pl us p etit es t aill es 

c orr es p o n d a nt  à  d es  fr a cti o ns  r e c o n n aiss a nt  l’ a nti g è n e  d e  l’i m m u n o gl o b uli n e  d’i nt ér êt  ( F a b, 

s c F v)  p e u v e nt  êtr e  él a b or és  et  p er m ettr e  ai nsi  (i)  d’ a u g m e nt er  l e ur  c a p a cit é  d e  p é n étr ati o n 

d a ns  l es  tiss us  d e ns es,  (ii)  d e  l es  f usi o n n er  a v e c  d es  m ol é c ul es  r a p p ort e us es  (is ot o p es, 

e n z y m es)  utilis é es  e n  i m a g eri e  m é di c al e,  à  d es  a g e nts  c yt ot o xi q u es  d a ns  u n  o bj e ctif 

t h ér a p e uti q u e  o u  e n c or e  f usi o n n és  à  u n  p e pti d e  si g n al (i. e. tr a ns b o di es)  o u  bi e n  dir e ct e m e nt 

e x pri m és  d e  f a ç o n  i ntr a c ell ul air e  (i. e. i ntr a b o di es)  p er m ett a nt  l e ur  e x pr essi o n  et  a cti o n  a u 

ni v e a u i ntr a c ell ul air e ( N els o n A L 2 0 1 0 ; L o et al 2 0 0 8 ; M ar as c o 1 9 9 9). 

 

L e  V H H  utili s é  s e ul  p e ut  êtr e  u n  f a ct e ur  li mit a nt e n  t a nt  q u’ o util  t h ér a p e uti q u e  c ar  s a  p etit e 

t aill e  f ait  q u’il  est  r a pi d e m e nt  éli mi n é  d e  l a  cir c ul ati o n.  D e  pl us,  d e  p art  l e  m a n q u e  d u 

d o m ai n e  F c,  il  n e  p e ut  p as  e n g e n dr er  u n e  r é p o ns e  f ais a nt  i nt er v e nir  d’ a utr es  c ell ul es  d u 

s yst è m e i m m u nit air e d e t y p e A D C C o u C D C ( B ell et al 2 0 1 0 ; P ar s o ns et al 2 0 1 8). Bi e n q u e 

c ert ai n es ét u d es o nt m o ntr é q u e l a fi x ati o n d e V H H s o us f or m e m o n o, bi o u tri v al e nt e à d es 

é pit o p es o u r é c e pt e ur s m e m br a n air es p er m ett ait d’i n hi b er l a cr oiss a n c e d e c ell ul es t u m or al es 
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o u  d e  n e utr alis er  l a  r é pli c ati o n  vir al e,  d es  n o u v ell es  t e c h n ol o gi es  o nt  ét é  d é v el o p p és  afi n 

d’ êtr e utilis é es  e n t a nt q u’ o utils t h ér a p e uti q u es ( R o o v er s et al 2 0 1 1 ; D et all e et al 2 0 1 5). 

 

L es i ntr a b o di es s o nt d es a nti c or ps r e c o m bi n a nts m o difi és d e f a ç o n à c e q u’ils s oi e nt e x pri m és 

à  l’i nt éri e ur  d’ u n e  c ell ul e  ( c yt o pl as m e  o u  n o y a u)  afi n  d e  r e c o n n aîtr e  et  à  d e  s e  fi x er  s ur  u n 

a nti g è n e  i ntr a c ell ul air e  ( C h e n  et  al  1 9 9 4).  P o ur  c el a,  l es  g è n es  c o d a nt  p o ur  c es  a nti c or ps 

m o difi és  p e u v e nt  êtr e  e x pri m és  à  l’i nt éri e ur  d e  l a  c ell ul e  p ar  d es  t e c h ni q u es  d e  t h ér a pi e 

g é ni q u e  o u  c h e z  d es  a ni m a u x  tr a ns g é ni q u es  ( M ar s c h all  et  al  2 0 1 4).  L es  pr e mi er s  a nti c or ps 

r e c o m bi n a nts  à  a v oir  ét é  g é n ér és  e n  t a nt  q u’i ntr a b o di es  s o nt  d es  fr a g m e nts  d es 

i m m u n o gl o b uli n es  d e  t y p e  s c F v.  A uj o ur d’ h ui,  d e  n o m br e u x  VH H  o nt  ét é  d é v el o p p és  c ar  à 

l’i n v er s e  d es  s c F v,  l a  pl u p art  c o ns er v e  l e ur  pr o pri ét é  d e  li ais o n  à  l’ a nti g è n e  m ê m e  d a ns  u n 

e n vir o n n e m e nt r é d u ct e ur, t el q u e l e c yt o pl as m e d’ u n e c ell ul e pr o c ar y ot e o u e u c ar y ot e ( H el m a 

et  al  2 0 1 5 ;  M ar s c h all  et  al  2 0 1 5).  D e  n o m br e us es  ét u d es i n vitr o   o nt  d é m o ntr é  q u’il  ét ait 

p ossi bl e  d’i n a cti v er  l’ e x pr essi o n  et/ o u  l a  pr o d u cti o n  d’ e n z y m es  t ell es  q u e  d es  ki n as es,  d es 

pr ot éi n es  o n c o g é ni q u es,  d es  t o xi n es  b a ct éri e n n es  o u  d e  pr ot éi n es  vir al es  a u  ni v e a u 

i ntr a c ell ul air e  gr â c e  à  l’ e x pr essi o n  d e  VH H  s p é cifi q u es  e x pri m és  d a ns  u n  c o m p arti m e nt  d es 

c ell ul es ci bl es a pr ès tr a nsf e cti o n d e c es d er ni èr es p ar d es v e ct e ur s d’ e x pr essi o n c o nt e n a nt l es 

s é q u e n c e s  d es  V H H  d’i nt ér êt  ( Ji m e n e z  et  al  2 0 1 5 ;  S u m m a n e n  et  al  2 0 1 2 ;  Al z o g ar a y  et  al 

2 0 1 1 ;  B o o ns  et  al  2 0 1 4).  D’ a utr es  s yst è m es,  tr ès  utilis és  e n  t h ér a pi e  g é ni q u e,  o nt  ét é  t est és 

t els  q u e  l’ utilis ati o n  d e  l e nti vir us  o u  d’ a d é n o vir us  g é n éti q u e m e nt  m o difi és,  c’ est  à  dir e 

c o nt e n a nt  l a  s é q u e n c e  d u  V H H  d’i nt ér êt,  m ê m e  si  l e ur  utilis ati o n  c h e z  l’ H o m m e  n’ a  p as 

e n c or e ét é a p pr o u v é e ( W a e hl er et al 2 0 0 7 ;  G o y v a erts et al 2 0 1 2). 

  

R é c e m m e nt, d es r és ult ats pr o m ett e ur s c o ntr e l e vir us d e l’ h é p atit e C h u m ai n e ( V H C) o nt ét é 

o bt e n us  gr â c e  à  l’ utilis ati o n  d e tr a ns b o di es.  D es  VH H  f usi o n n és  à  u n e  p etit e  s é q u e n c e 

p e pti di q u e  o nt  p er mis  l e ur  tr a nsl o c ati o n  à  tr a v er s  l a  m e m br a n e  pl as mi q u e  et  l e ur 

i nt er n alis ati o n  d a ns  l e  c yt o pl as m e  d es  c ell ul es  i nf e ct é es  p ar  l e  V H C  ( T h u e n g-i n  et  al  2 0 1 2 ; 

Jitt a vis utt hi k ul  et  al  2 0 1 5).  L e  s o us- cl o n a g e  a  ét é  r é alis é  à  p artir  d e  s é q u e n c es  V H H 

h u m a ni s é es, diri g é es s oit c o ntr e u n e p ol y m ér as e d e l’ A R N s oit c o ntr e u n e pr ot é as e à s éri n e, 

d a ns u n v e ct e ur pl as mi di q u e p er m ett a nt l a f usi o n a v e c u n e s é q u e n c e p e pti di q u e d e 1 6 a ci d es 

a mi n és  l a p e n etr ati n ( P o u n g p air  et  al  2 0 1 0).  L es  r és ult ats  o nt  m o ntr é u n e  i n hi biti o n  dir e ct e 

et/ o u u n e i n hi biti o n d e l a r é pli c ati o n d e c es d e u x e n z y m es vir al es i n vitr o. P ar aill e ur s, p o ur 

d es  r ais o ns  d e  s é c urit é  et  d’ ét hi q u e,  l es tr a ns b o di es  pr és e nt e nt  l’ a v a nt a g e  d’ a v oir  u n e  d ur é e 

d’ a cti o n  li mit é e  à  l’i n v er s e  d es i ntr a b o di es  q ui  p o urr ai e nt  g é n ér er  d es  alt ér ati o ns  g é n éti q u es 

p er m a n e nt es ( H e n g & C a o 2 0 0 5). 

 

P ar  aill e ur s,  l e  d é v el o p p e m e nt  d e  n a n o p arti c ul es  « N P  »  ( v oir  Fi g ur e  1 9),  pr és e nt a nt  à  l e ur 

s urf a c e d es V H H pri n ci p al e m e nt diri g és c o ntr e d es r é c e pt e ur s m e m br a n air es et c o nt e n a nt d es 

m ol é c ul es c hi mi ot h ér a p e uti q u es o nt m o ntr é u n tr a ns p ort et u n e i nt er n alis ati o n pl us ci bl és d e 

c es d er ni èr es d a ns l es tiss u s ci bl es ( V a n d er M e el et al 2 0 1 2 ; T al elli et al 2 0 1 3). D e pl us, l e 

c o u pl a g e  à  l a  s urf a c e  d e  c es  N P  a v e c  d e s  m ol é c ul es  P E G  a  m o ntr é  u n e  a u g m e nt ati o n  d e  l a 

bi o dis p o ni bilit é  c o n c o mit a nt e  à  u n e  di mi n uti o n  d e  l a  r ét e nti o n  a u  ni v e a u  d u  f oi e  ( S u k  et  al 

2 0 1 6).  E n  f o n cti o n  d u  t y p e  d e  n a n o p arti c ul es  utilis és  (li p os o m es,  mi c ell es,  n a n os p h èr es  o u 

n a n o c a ps ul e s),  l e  c o nt e n u  tr a ns p ort é  p e ut  êtr e  d e  n at ur e  h y dr o p hil e  o u  h y dr o p h o b e.  L es 
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pr o pri ét és  p h ar m a c o ci n éti q u es  et  d e  bi o distri b uti o n  a u  ni v e a u  d’ u n  tiss u  p arti c uli er  p e ut 

diff ér er d’ u n e N P à l’ a utr e ( St ei c h e n et al 2 0 1 3). 

 

Il  s er ait  i nt ér ess a nt,  d’ u n  p oi nt  d e  v u e  t h ér a p e uti q u e,  d e  t est er  l e  p ot e nti el  d es  A c M  et  d es 

V H H  d é v el o p p és  et  diri g és  c o ntr e  l a T c P R A C. I n  vitr o,  p ar  d es  t ests  d e  r a c é mis ati o n,  c es 

a nti c or ps s o nt-ils c a p a bl es d’i n hi b er l’ a cti vit é e n z y m ati q u e d e l a T c P R A C r e c o m bi n a nt e ? Si 

o ui, l es  é pit o p es  r e c o n n us  s o nt  c ert ai n e m e nt  sit u és  a u  ni v e a u  d u  sit e  a ctif,  o u  a u  ni v e a u  d es 

r ési d us  a v oisi n a nts.  Si  n o n,  il  s er ait  i nt ér ess a nt  d e  cri bl er  l es  diff ér e nts  cl o n es  V H H  a nti-

T c P R A C  o bt e n us  e n  f o n cti o n  d e  l e ur  c a p a cit é  à  i n hi b er  l’ a cti vit é  e n z y m ati q u e,  et  n o n  p as, 

c o m m e c el a a ét é f ait, vis à vis d e l e ur affi nit é p o ur l’ a nti g è n e o bt e n u p ar u n t est E LI S A. 

 

A  p artir  d e  cl o n e( s)  V H H  a nti- T c P R A C  c a p a bl e( s)  d’i n hi b er  l’ a cti vit é  e n z y m ati q u e,  il  s er ait 

e n vis a g e a bl e  d e  r é alis er  d e  n o u v ell e s  c o nstr u cti o ns  pl as mi di q u es  p er m ett a nt  s oit  l e ur 

pr o d u cti o n et e x pr essi o n s o us l a f or m e d’ i ntr a b o d y p ar t h ér a pi e g é ni q u e, s oit l e ur pr o d u cti o n 

s o us l a f or m e d e tr a ns b o d y p ar g é ni e g é n éti q u e. C es d e u x t y p es d’ a nti c or ps p o urr ai e nt ai nsi 

êtr e  t est és  p ar  l e ur  c a p a cit é  à  i n hi b er  l a  cr oiss a n c e,  vi a  l’i n hi biti o n  d e  l a T c P R A C 

i ntr a c ell ul air e,  d u  p ar asit e  d e  c ult ur e  o u  s ur  l es  f or m es  a m asti g ot es  i ntr a c ell ul air es  d a ns  u n 

m o d èl e  d’i nf e cti o n  c ell ul air e i n  vitr o.  Il  s er ait  é g al e m e nt  p ossi bl e  d e  t est er  l’ a cti o n  d e 

m ol é c ul es  p ot e nti ell e m e nt  i n hi bitri c es  ( d o nt  l e  N G- P 2 7)  d a ns  u n  s yst è m e  utilis a nt  d es 

n a n o p arti c ul es  et/ o u  p o ur q u oi  p as  d e  m ettr e  a u  p oi nt  u n  t est  r el e v a nt  p o ur  l e  cri bl a g e  d e 

n o u v e a u x i n hi bit e ur s p ot e nti els. 

 

I n vi v o, d a ns l e m o d èl e e x p éri m e nt al m uri n, n o us p o urri o ns é g al e m e nt t est er (i) l es A c M a nti-

T c P R A C  d e  p art  l e ur  c a p a cit é  à  i n d uir e  u n e  r é p o ns e  d e  t y p e  A D C C  et/ o u  C D C  a pr ès  l e ur 

fi x ati o n s ur l a T c P R A C m e m br a n air e (ii) d es c o nstr u cti o ns d e V H H bi v al e nt s a nti- T c P R A C et 

a nti- al b u mi n e  afi n  d’ a u g m e nt er  l e ur  bi o dis p o ni bilit é,  et  f usi o n n és  à  u n  fr a g m e nt  F c,  e n 

s a c h a nt q u e l a t aill e d e c es a nti c or ps r e c o m bi n a nts s er ait m oi ns él e v é e q u e l e ur s é q ui v al e nts 

m o n o cl o n a u x et d o n c s us c e pti bl es d e mi e u x p é n étr er d a ns l es tiss us et/ o u d e r e c o n n aîtr e d es 

é pit o p es m oi ns a c c essi bl e s. 
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Fi g u r e  1 9 : S c h é m as r e p r é s e nt a nts  diff é r e nts  t y p e s  d e  n a n o p a rti c ul e s  p r é s e nt a nt  à  l e u r  s u rf a c e  d e s  V H H 
(i. e.  N b)  di ri g é s  c o nt r e  l’ a nti g è n e  d’i nt é r êt. L e s  diff ér e nt e s  n a n o p arti c ul e s  s o nt  r e pr é s e nt é e s  d e s  li p os o m e s 
( 10 0 à 4 0 0 n m), d e s mi c ell e s ( 1 0 à 1 0 0 n m), d e s d e n dri m èr e s ( 3 à 2 0 n m), d e s n a n os p h èr e s ( 1 à 1 0 0 n m) et d e s 
n a n o c a ps ul e s ( 1 0 à 1 0 0 0 n m). L e s p arti e s bl e u e s d e s n a n o p arti c ul e s d e t y p e p ol y m éri q u e r e pr é s e nt e nt l a m atri c e 
s oli d e  h y dr o p h o b e  ( n a n os p h èr e)  pr é s e nt a nt  u n  c œ ur  a c q u e u x  p o ur  l e s  n a n o c a ps ul e s.  L e s  n a n os p h èr e s  et  l e s 
n a n o c a ps ul e s  p e u v e nt  e n c a ps ul er  d e s  m ol é c ul e s  h y dr o p h o b e s  o u  h y dr o p hil e s,  r e s p e cti v e m e nt.  E xtr ait  d e 
Fr o nti ers i n I m m u n ol o g y. H u Y.  et al ( 2 0 1 7). 

 

I V. 5 . C o n cl u si o n fi n al e 

 

L es diffi c ult és di a g n osti q u e s p o ur l a M al a di e d e C h a g as s o nt pri n ci p al e m e nt d u es a u f ait q u e 

l e p ar asit e est q u asi- a bs e nt d e l a cir c ul ati o n p éri p h éri q u e p e n d a nt l a p h as e c hr o ni q u e et d o n c 

l a  d ét e cti o n  dir e ct e  d e  c e  d er ni er  r est e  u n  o bst a cl e.  C’ est  p o ur q u oi,  e n c or e  a uj o ur d’ h ui,  l es 

t ests  s ér ol o gi q u es  i n dir e cts  r est e nt  l e  « st a n d ar d »  p o ur  affir m er  si  u n e  p er s o n n e  est  i nf e ct é e 

o u  n o n  p ar T r y p a n os o m a  cr uzi .  P o urt a nt,  l es  t a u x  d’ a nti c or ps  cir c ul a nts  diri g és  c o ntr e  l es 

a nti g è n es  p ar asit air es  pri n ci p a u x  o u  i m m u n o d o mi n a nts  s o nt  d ét e ct a bl es  p e n d a nt  pl usi e ur s 

a n n é es et n e r efl èt e nt p as l’ ét at d’ a v a n c e m e nt o u p as d e l a M al a di e. 

 

L’ utilis ati o n d’ u n m ar q u e ur s p é cifi q u e p ar asit air e, t ell e q u e l a T c P R A C, e n pl us d e s o n utilit é 

di a g n osti q u e, p er m ettr ait é g al e m e nt d’ a p p ort er d es i nf or m ati o ns s u p pl é m e nt air es i m p ort a nt es 

t ell es  q u e  (i)  l a  pr és e n c e  d u  p ar asit e  (ii)  l’ esti m ati o n  d e  l a  c h ar g e  p ar asit air e  et/ o u  l a 

l o c alis ati o n  d u  p ar asit e  (iii)  l’ a p p ort  d e  r é p o ns es  pl us  pr é c o c e s  q u a nt  à  l’ effi c a cit é  d’ u n 

tr ait e m e nt  a nti p ar asit air e.  L es  a m éli or ati o ns  t e c h n ol o gi q u es  et/ o u  l’ a p p ort  d e  t e c h ni q u es  d e 

c o n c e ntr ati o n  o u  e n c or e  l a  d é c o u v ert e  d’ a utr es  m ar q u e ur s  p ar asit air es  pl us  e x pri m és 

p o urr ai e nt p er m ettr e d’ a u g m e nt er l a s e nsi bilit é d es t ests et ai nsi c o nf ort er l es r és ult ats.  

 

L es  p u bli c ati o ns  s ci e ntifi q u es  cit a nt  l es n a n o b o di es   s o nt  d e  pl us  e n  pl us  n o m br e us es  et 

s e m bl e nt m ettr e e n a v a nt u n a v e nir pr o m ett e ur c o n c er n a nt l e di a g n osti q u e et l es a p pli c ati o ns 

d a ns  l e  d o m ai n e  d e  l a  t h ér a p e uti q u e  e n  « s ur p ass a nt »  e ntr e  a utr e  l’i m m u n ot h ér a pi e 

« cl assi q u e » q ui u tilis e l es A c M.  
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A b ulr o b  A,  S pr o n g  H,  V a n  B er g e n  e n 

H e n e g o u w e n  P,  St a ni mir o vi c  D.  T h e  bl o o d -

br ai n  b arri er  tr a n s mi gr ati n g  si n gl e  d o m ai n 

a nti b o d y  :  m e c h a ni s m s  of  tr a n s p ort  a n d 

a nti g e ni c e pit o p e s i n h u m a n br ai n e n d ot h eli al 

c ell s. J. N e ur o c h e m. 2 0 0 5 ; 9 5: 1 2 0 1 – 1 2 1 4.  

 

Al b a n ell  J ,  C o d o n y  J,  R o vir a  A  et  al. 

M e c h a ni s m of a cti o n of a nti -H E R 2 m o n o cl o n al 

a nti b o di e s:  s ci e ntifi c  u p d at e  o n  tr a st u z u m a b 

a n d  2 C 4. A d v  E x p  M e d  Bi ol.  2 0 0 3  ;  5 3 2: 2 5 3 -

2 6 8.  

 

Al b ertti  L A,  M a c e d o  A M,  C hi ari  E,  A n dr e w s 

N W,  A n dr a d e  L O.  R ol e  of  h o st  l y s o s o m al 

a s s o ci at e d  m e m br a n e  pr ot ei n  ( L A M P)  i n 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi  i n v a si o n  a n d  i ntr a c ell ul ar 

d e v el o p m e nt. Mi cr o b e s  I nf e ct.  2 0 1 0  ;  1 2( 1 0) : 

7 8 4 -7 8 9.  

 

Ali b erti  J C,  C ar d o s o  M A,  M arti n s  G A, 

G a z zi n elli  R T,  Vi eir a  L Q,  Sil v a  J S. I nt erl e u ki n-

1 2  m e di at e s  r e si st a n c e  t o  Tr y p a n o s o m a  cr u zi 

i n  mi c e  a n d  i s  pr o d u c e d  b y  m uri n e 

m a cr o p h a g e s  i n  r e s p o n s e  t o  li v e 

tr y p o m a sti g ot e s.  I nf e ct  I m m u n.  1 9 9 6  ; 

6 4( 6): 1 9 6 1 -1 9 6 7.  

 

Al v ar e z  M N,  P el uff o  G,  Pi a c e n z a  L,  R a di  R. 

I ntr a p h a g o s o m al  p er o x y nitrit e  a s  a 

m a cr o p h a g e -d eri v e d  c yt ot o xi n  a g ai n st 

i nt er n ali z e d Tr y p a n o s o m a cr u zi: c o n s e q u e n c e s 

f or  o xi d ati v e  killi n g  a n d  r ol e  of  mi cr o bi al 

p er o xir e d o xi n s  i n  i nf e cti vit y.  J  Bi ol  C h e m. 

2 0 1 1 ; 2 8 6( 8): 6 6 2 7 -6 6 4 0.  

 

Al z o g ar a y  V,  D a n q u a h  W,  A g uirr e  A,  Urr uti a 

M.  Si n gl e -d o m ai n  ll a m a  a nti b o di e s a s  s p e cifi c 

i ntr a c ell ul ar  i n hi bit or s  of  S p v B,  t h e  a cti n A D P-

ri b o s yl ati n g  t o xi n  of  S al m o n ell a  t y p hi m uri u m. 

F A S E B J. 2 5: 5 2 6 -5 3 4.  

 

A n dr e w s  N W.  T h e  a ci d -a cti v e  h e m ol y si n  of 

Tr y p a n o s o m a cr u zi. E x p  P ar a sit ol.  1 9 9 0  ; 

7 1: 2 4 1 -2 4 4.  

 

 

 

 

A nt a s  P R,  M e dr a n o -M er c a d o  N,  T orri c o  F, 

U g art e -F er n a n d e z  R  et  al. E arl y,  i nt er m e di at e, 

a n d  l at e  a c ut e  st a g e s  i n  C h a g a s’  di s e a s e:  a 

st u d y  c o m bi ni n g  a nti -g al a ct o s e  I g G,  s p e cifi c 

s er o di a g n o si s,  a n d  p ol y m er a s e  c h ai n  r e a cti o n 

a n al y si s. A m  J  Tr o p  M e d  H y g.  1 9 9 9  ;  6 1: 3 0 8 -

3 1 4.  

 

Ar a uj o -J or g e  T C,  W a g h a bi  M C,  H a s sl o c h er -

M or e n o  A M,  X a vi er  S S  et  al.  I m pli c ati o n  of 

tr a n sf or mi n g  gr o wt h  f a ct or-b et a 1  i n  C h a g a s 

di s e a s e  m y o c ar di o p at h y.  J  I nf e ct  Di s.  2 0 0 2  ; 

1 8 6( 1 2): 1 8 2 3 -1 8 2 8.  

 

Ar d e k a ni  L S,  G ar g ari  S L M,  R a s o oli  I,  B a zi  M R, 

M o h a m m a di  M,  et  al.  A  n o v el  n a n o b o d y 

a g ai n st  ur e a s e  a cti vit y  of  H eli c o b a ct er  p yl ori. 

I nt J I nf Di s. 2 0 1 3 ; 1 7:7 2 3 -7 2 8.  

 

B B 

 

B afi c a A, S a nti a g o H C, G ol d s z mi d R, R o p ert C, 

G a z zi n elli R T, S h er A. C utti n g e d g e : T L R 9 a n d 

T L R 2  si g n ali n g t o g et h er  a c c o u nt  f or  M y D 8 8-

d e p e n d a nt  c o ntr ol  of  p ar a sit e mi a  i n 

Tr y p a n o s o m a c r u zi i nf e cti o n. J I m m u n ol. 2 0 0 6 ; 

1 7 7( 6): 2 5 1 5 -3 5 1 9.  

 

B al a G, Bl y k er s A, X a vi er C, D e s c a m p s B et al. 

T ar g eti n g of v a s c ul ar c ell a d h e si o n m ol e c ul e -1 

b y  1 8 F -l a b el e d  n a n o b o di e s  f or  P E T/C T 

i m a gi n g  of  i nfl a m e d  at h er o s cl er oti c  pl a q u e s. 

E ur  H e art  J  C ar di o v a s c  I m a gi n g.  2 0 1 6 ; 

1 7( 9): 1 0 0 1 -1 0 0 8.  

 

B a n n a s  P,  H a m b a c h  J,  K o c h -N olt e  F. 

N a n o b o di e s  a n d  n a n o b o d y -b a s e d  h u m a n 

h e a v y  c h ai n  a nti b o di e s  a s  a ntit u m or 

t h er a p e uti c s. Fr o nt I m m u n ol. 2 0 1 7; 8: 1 6 0 3.  

 

B art h ol o m e u  D C,  C er q u eir a  G C,  L e a o  A C, 

d a R o c h a W D et al. G e n o mi c or g a ni z ati o n a n d 

e x pr e s si o n  pr ofil e  of  t h e  m u ci n -a s s o ci at e d 

s urf a c e  pr ot ei n  ( m a s p)  f a mil y  of  t h e  h u m a n 

p at h o g e n  Tr y p a n o s o m a  cr u zi.  N u cl ei c  A ci d s 

R e s. 2 0 0 9 ; 3 7( 1 0): 3 4 0 7 -3 4 1 7.  

 

B arr y  J D,  M ar c el l o  L,  M orri s o n  L J  et  al.  W h at 

t h e  g e n o m e  s e q u e n c e  i s  r e v e ali n g  a b o ut 

tr y p a n o s o m e a nti g e ni c v ari ati o n. Bi o c h e m S o c 

Tr a n s. 2 0 0 5 ; 3 3: 9 8 6 -9 8 9.  
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B el k ai d  Y.  R e g ul at or y  T  c ell s  a n d  i nf e cti o n:  a 

d a n g er o u s n e c e s sit y. N at R e v I m m u n ol. 2 0 0 7 ; 

7( 1 1): 8 7 5 -8 8 8.  

 

B ell A, W a n g Z J, Ar b a bi -G h a hr o u bi M, C h a n g 

T A  et  al.  Diff er e n ci al  t u m or -t ar g eti n g  a biliti e s 

of  t hr e e  si n gl e -d o m ai n  a nti b o d y  f or m at s. 

C a n c er L ett. 2 0 1 0 ; 2 8 9( 1): 8 1- 9 0.  

 

B er m ej o  D A,  A m e z c u a  V e s el y  M C,  K h a n  M, 

A c o st a  R o dri g u e z  E V,  M o nt e s  C L  et  al. 

Tr y p a n o s o m a cr u zi i nf e cti o n i n d u c e s a m a s si v e 

e xtr af olli c ul ar  a n d  f olli c ul ar  s pl e ni c  B -c ell 

r e s p o n s e  w hi c h  i s  a  hi g hl y  s o ur c e  of  n o n-

p ar a sit e -s p e cifi c  a nti b o di e s.  I m m u n ol o g y. 

2 0 1 1 ; 1 3 2( 1): 1 2 3 -1 3 3.  

 

B er n  C,  M o nt g o m er y  S P.  A n  e sti m at e  of  t h e 

b ur d e n  of  C h a g a s  di s e a s e  i n  t h e  U n it e d 

St a t e s. Cli n I nf e ct Di s. 2 0 0 9 ; 4 9:5 2 -5 4 . 

 

B er n e m a n  A,  M o nt o ut  L, G o y ar d  S,  C h a m o n d 

N,  C o s s o n  A,  d’ Ar c hi vi o  S,  G o u a ult  N  et  al. 

C o m bi n e d a p pr o a c h e s f or dr u g d e si g n p oi nt s 

t h e  w a y  t o  n o v el  pr oli n e  r a c e m a s e  i n hi bit or 

c a n di d at e s  t o  fi g ht  C h a g a s’  di s e a s e.  P L o s 

O n e. 2 0 1 3 ; 8( 4): e 6 0 9 5 5.  

 

B e u c h er  M,  N orri s  K A.  S e q u e n c e  di v er sit y  of 

t h e Tr y p a n o s o m a cr u zi c o m pl e m e nt r e g ul at or y 

pr ot ei n f a mil y. I nf e ct I m m u n. 2 0 0 8 ; 7 6( 2): 7 5 0 -

7 5 8.  

 

B e v er C S, D o n g J X, V a s yli e v a N, B ar n y c h B et 

al. V H H a nti b o di e s: e m er gi n g r e a g e nt s f or t h e 

a n al y si s  of  e n vir o n m e nt al  c h e mi c al s.  A n al 

Bi o a n al C h e m. 2 0 1 6 ; 4 0 8( 2 2): 5 9 8 5 -6 0 0 2.  

 

B o a d o  R J,  H ui  E K W,  L u  J Z,  S u m bri a  R K, 

P ar dri d g e  W M.  Bl o o d -br ai n  b arri er  m ol e c ul ar 

Tr oj a n  h or s e  e n a bl e s  i m a gi n g  of  br ai n  u pt a k e 

of  r a di oi o di n at e d  r e c o m bi n a nt  pr ot ei n i n  t h e 

r h e s u s  m o n k e y.  Bi o c o nj u g  C h e m.  2 0 1 3  ; 

2 4: 1 7 4 1 -1 7 4 9.  

 

B o o n s E, Li G, V a n str e el s E, V er cr u y s s e T et al. 

A  st a bl y  e x pr e s s e d  ll a m a  si n gl e -d o m ai n 

i ntr a b o d y  t ar g eti n g  R e v  di s pl a y s  br o a d-

s p e ctr u m a nti -HI V a cti vit y. A nti vir al R e s. 2 0 1 4 ; 

1 1 2: 9 1 -1 0 2.  

 

B or d a  E,  P a s c u al  J,  C o s si o  P,  D e  L a  V e g a  M, 

Ar a n a  R  et  al. A  cir c ul ati n g  I g G  i n  c h a g a s’ 

di s e a s e w hi c h bi n d s t o b et a -a dr e n o c e pt or s  of 

m y o c ar di u m a n d m o d ul at e s t h eir a cti vit y. Cli n 

E x p I m m u n ol. 1 9 8 4 ; 5 7( 3): 6 7 9 -6 8 6.  

 

Br e ni èr e  S F,  W al e c k x  E,  B ar n a b é  C.  O v er  s i x 

t h o u s a n d  Tr y p a n o s o m a  cr u zi  str ai n s  cl a s sifi e d 

i nt o  di s cr et e  t y pi n g  u nit s  ( D T U s) :  att e m pt  at 

a n  i n v e nt or y.  P L o S  N e gl  Tr o p  Di s.  2 0 1 6 ; 

1 0( 8)  : e 0 0 0 4 7 9 2. 

 

Bri s s e  S,  D uj ar di n  J C,  Ti b a yr e n c  M. 

I d e ntifi c ati o n  of  si x  Tr y p a n o s o m a  cr u zi 

li n e a g e s  b y  s e q u e n c e-c h a r a ct eri s e d  a m plifi e d 

r e gi o n m ar k er s. M o l Bi o c h e m P ar a sit ol. 2 0 0 0 ; 

1 1 1: 9 5 -1 0 5.  

 

Britt o  C,  C ar d o s o  A,  Sil v eir a  C,  M a c e d o  V, 

F er n a n d e s O. P ol y m er a s e c h ai n r e a cti o n ( P C R) 

a s  a  l a b or at or y  t o ol  f or  t h e  e v al u ati o n  of  t h e 

p ar a sit ol o gi c al  c ur e  i n  C h a g a s  di s e a s e  af t er 

s p e cifi c  tr e at m e nt. M e di ci n a  ( B  Air e s).  1 9 9 9  ; 

5 9( 2): 1 7 6 -1 7 8.  

 

Br u m pt  E.  L e  x é n o di a g n o sti c.  A p pli c ati o n  a u 

di a g n o sti c  d e  q u el q u e s  i nf e cti o n s  p ar a sit air e s 

et  e n  p arti c uli er  d e  l a  tr y p a n o s o m e  d e 

C h a g a s. B ull S o c  P at h ol  E x ot.  1 9 1 4  ; 

VII( 1 0): 7 0 6 -7 1 0.  

 

B url ei g h  B A,  A n dr e w s  N W.  T h e  m e c h a ni s m s 

of  Tr y p a n o s o m a  cr u zi  i n v a si o n  of m a m m ali a n s 

c ell s. A n n u R e v Mi cr o bi ol. 1 9 9 5 ; 4 9: 1 7 5 -2 0 0.  

 

B ur n s J M Jr, S hr effl er W G, R o s m a n D E, Sl e at h 

P R,  M ar c h  C J,  R e e d  S G.  I d e ntifi c ati o n  a n d 

s y nt h e si s  of  a  m aj or  c o n s er v e d  a nti g e n i c 

e pit o p e of Tr y p a n o s o m a cr u zi. Pr o c N atl A c a d 

S ci U S A. 1 9 9 2  ; 8 9:1 2 3 9 -1 2 4 3.  

 

B u s c a gli a C A, C a m p o V A, Fr a s c h A C, Di N oi a 

J M.  Tr y p a n o s o m a  cr u zi  s urf a c e  m u ci n s:  h o st -

d e p e n d e nt  c o at  di v er sit y.  N at  R e v  Mi cr o bi ol. 

2 0 0 6 ; 4( 3): 2 2 9 -2 3 6.  

 

B u s c hi a z z o  A, G o yti a  M ,  S c h a eff er  F,  D e gr a v e 

W, S h e p ar d W et al. Cr y st al str u ct ur e, c at al yti c 

m e c h a ni s m,  a n d  mit o g e ni c  pr o p erti e s  of 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi  pr oli n e  r a c e m a s e.  Pr o c 

N atl A c a d S ci U S A. 2 0 0 6 ; 1 0 3( 6): 1 7 0 5 -1 7 1 0.  
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C C 

 

C a b all er o  Z C,  C o st a -M arti n s  A G,  F err eir a  R C, 

P  Al v e s  J M  e t  al.  P h yl o g e n eti c  a n d  s y nt h e ni c 

d at a  s u p p ort  a  si n gl e  h ori z o nt al  tr a n sf er e n c e 

t o  a  Tr y p a n o s o m a  a n c e st or  of  a  pr o k ar y oti c 

pr oli n e  r a c e m a s e  i m pli c at e d  i n  p ar a sit e 

e v a si o n  fr o m  h o st  d ef e n c e s. P ar a sit  V e ct or s. 

2 0 1 5 ; 8: 1 2 2.  

 

C alj o n  G,  C a v eli er s  V,  L a h o utt e  T,  Stijl e m a n s 

B,  et  al. U si n g  mi cr o di al y si s  t o  a n al y s e  t h e 

p a s s a g e  of  m o n o v al e nt  n a n o b o di e s  t hr o u g h 

t h e bl o o d-br ai n b arr i er. Br J P h ar m a c ol. 2 0 1 2  ; 

1 6 5: 2 3 4 1 -2 3 5 3.  

 

C a m ar g o  M M,  Al m e d i a  I C,  P er eir a  M E S, 

F er g u s o n M  et al. Gl y c o s yl p h o s p h ati d yli n o sit ol 

a n c h or e d  m u ci n  li k e  gl y c o pr ot ei n s  i s ol at e d 

fr o m  Tr y p a n o s o m a  cr u zi  tr y p o m a sti g ot e s 

i niti at e  t h e  s y nt h e si s  of  pr oi nfl a m m at or y 

c yt o ki n e s b y m a cr o p h a g e s. J I m m u n ol. 1 9 9 7 ; 

1 5 8: 5 8 9 0 -5 9 0 1.  

 

C a m ar g o  M M,  A n dr a d e  A C,  Al m ei d a  I C, 

Tr a v a s s o s  L R  et  al. Gl y c o c o nj u g at e s  i s ol at e d 

fr o m  Tr y p a n o s o m a  cr u zi  b ut  n ot  fr o m 

L ei s h m a ni a  s p e ci e s  m e m br a n e s  tri g g er  nitri c 

o xi d s y nt h e si s a s w ell a s mi cr o bi ci d al a cti vit y i n 

I F N-g a m m a -pri m e d m a cr o p h a g e s. J I m m u n ol. 

1 9 9 7 ; 1 5 9( 1 2): 6 1 3 1 -6 1 3 9.  

 

C a n ç a d o  J R.  Crit eri a  of  C h a g a s  di s e a s e  c ur e. 

M e m I n st O s w al d o Cr u z. 1 9 9 9  ; 9 4:3 3 1 -3 3 5.  

 

C a n ç a d o  J R.  L o n g  t er m  e v al u ati o n  of 

eti ol o gi c al  tr e at m e nt  of  C h a g a s  di s e a s e  wit h 

b e n z ni d a z ol e.  R e v  I n st  M e d  Tr o p  S a o  P a ul o. 

2 0 0 2 ; 4 4( 1): 2 9 -3 7.  

 

C a n o  MI,  Gr u b er  A,  V a z q u e z  M,  C ort e s  A, 

L e vi n  J M  et  al.  M ol e c ul ar  k ar y ot y p e  of  cl o n e 

C L  Br e n er  c h o s e n  f or  t h e  Tr y p a n o s o m a  cr u zi 

g e n o m e pr oj e ct. M ol Bi o c h e m P ar a sit ol. 1 9 9 5; 

7 1( 2): 2 7 3 -2 7 8.  

 

 

 

 

 

 

C a nt e y  P T,  Str a m er  S L,  T o w n s e n d  R L,  K a m el 

H,  Of af a  K,  et  al.  T h e  U nit e d  St at e s 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi  I nf e cti o n  St u d y:  e vi d e n c e 

f or  v e ct or-b or n e  tr a n s mi s si o n  of  t h e  p ar a sit e 

t h at  c a u s e s  C h a g a s  di s e a s e  a m o n g  U nit e d 

St at e s  bl o o d  d o n or s.  Tr a n sf u si o n.  2 0 0 2  ; 

5 2: 1 9 2 2 – 1 9 3 0.  

 

C ar dill o  F,  V olt ar elli  J C,  R e e d  S G,  Sil v a  J S. 

R e g ul ati o n  of  Tr y p a n o s o m a  cr u zi  i nf e cti o n  i n 

mi c e b y g a m m a i nt erf er o n a n d i nt erl e u ki n 1 0 : 

r ol e  of  N K  c ell e s.  I nf e ct  I m m u n.  1 9 9 6; 

6 4( 1): 1 2 8 -1 3 4.  

 

C ar dill o  F,  d e  Pi n h o  R T,  A nt a s  P R,  M e n g el  J. 

I m m u nit y  a n d  i m m u n e  m o d ul ati o n  i n 

Tr y p a n o s o m a cr u zi i nf e cti o n. P at h o g Di s. 2 0 1 5 

; 7 3( 9):ft v 0 8 2. 

 

C arli er  Y ,  Tr u y e n s  C.  C o n g e nit al  C h a g a s 

di s e a s e a s a n e c ol o gi c al m o d el of i nt er a cti o n s 

b et w e e n  Tr y p a n o s o m a  cr u zi  p ar a sit e s, 

pr e g n a nt  w o m e n,  pl a c e nt a  a n d  f et u s e s.  A ct a 

Tr o p. 2 0 1 5  ; 1 5 1:1 0 3 -1 5.  

 

C ar v al h o  M R,  Kri e g er  M A,  Al m ei d a  E, 

O el e m a n n  W,  et  al.  C h a g a s’  di s e a s e 

d i a g n o si s : e v al u ati o n of s e v er al t e st s i n bl o o d 

b a n k  s cr e e n i n g. Tr a n sf u si o n.  1 9 9 3  ; 

3 3( 1 0): 8 3 0 -8 3 4.  

 

C a str o A M, L u q u etti A O, R a s si A, R a s si G G et 

al. Bl o o d  c ult ur e  a n d  p ol y m er a s e  c h ai n 

r e a cti o n f or t h e di a g n o si s of t h e c hr o ni c p h a s e 

of  h u m a n  i nf e cti o n  wit h  Tr y p a n o s o m a  cr u zi. 

P ar a sit ol R e s. 2 0 0 2 ; 8 8: 8 9 4 -9 0 0.  

 

C e st ari  I d o s  S,  E v a n s -O s s e s  I,  Fr eit a s  J C,  I n al 

J M,  R a mir e z  MI.  C o m pl e m e nt  C 2  r e c e pt or 

i n hi bit or  tri s p a n ni n g  c o nf er s  a n  i n cr e a s e d 

a bilit y  t o  r e si st  c o m pl e m e nt -m e di at e d  l y si s  i n 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi.  J  I nf e ct  Di s.  2 0 0 8  ; 

1 9 8( 9): 1 2 7 6 -1 2 8 3.  

 

C h a g a s  C.  N o v a  tri p a n o s o mi a s e  h u m a n a. 

E st u d o s s o br e a m orf ol o gi a e o ci cl o e v ol uti v o 

d o S c hi z otr y p a n u m  cr u zi  n. g e,  n. s p.,  a g e nt e 

eti ol o gi c o  d e  n o v a  e nti d a d e  m or bi d a  d o 

h o m e m.  M e m.  I n st.  O s w.  Cr u z . 1 9 0 9  ;  1:1 5 9 -

2 1 8.  
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C h a m o n d  N,  Gr é g oir e  C,  C o at n o a n  N, 

R o u g e ot  C,  Fr eit a s - J u ni or  L H  et  al. 

Bi o c h e mi c al  c h ar a ct eri z ati o n  of  pr oli n e 

r a c e m a s e  fr o m  t h e  h u m a n  pr ot o z o a n  p ar a sit e 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi  a n d  d efi niti o n  of  p ut ati v e 

pr ot ei n  si g n at ur e s.  J  Bi ol  C h e m.  2 0 0 3  ; 

2 7 8( 1 8): 1 5 4 8 4 -1 5 4 9 4.  

 

C h a m o n d  N,  G o yti a  M,  C o at n o a n  N,  B ar al e 

J C, C o s s o n A et al. Tr y p a n o s o m a cr u zi pr oli n e 

r a c e m a s e  ar e  i n v ol v e d  i n  p ar a sit e 

diff er e nti ati o n  a n d  i nf e cti vit y. M ol  Mi cr o bi ol. 

2 0 0 5 ; 5 8( 1): 4 6 -6 0.  

 

C h at ali c  K L,  V el d h o v e n- Z w ei str a  J,  B ol k e st ei n 

M  et  al. A  n o v el  1 1 1I n -l a b el e d  a nti-pr o st at e -

s p e cifi c  m e m br a n e  a nti g e n  n a n o b o d y  f or 

t ar g et e d  S P E C T/ C T  i m a gi n g  of  pr o st at e 

c a n c er. J N u cl M e d. 2 0 1 5  ; 5 6( 7) : 1 0 9 4-1 0 9 9.  

 

C h e n J, H e Q H, X u Y, F u J H et al. N a n o b o d y 

m e di c at e d  i m m u n o a s s a y  f or  ultr a s e n siti v e 

d et e cti o n  of  c a n c er  bi o m ar k er  al p h a -

f et o pr ot ei n. T al a nt a. 2 0 1 6 ; 1 4 7: 5 2 3-5 3 0.  

 

C h e n  S Y,  B a gl e y  J,  M ar a s c o  W A.  I ntr a c ell ul ar 

a nti b o di e s  a s  a  n e w  cl a s s  of  t h er a p e uti c 

m ol e c ul e s  f or  g e n e  t h er a p y.  H u m  G e n  T h er. 

5( 5): 5 9 5 -6 0 1.  

 

C o m b s  T P,  N a g aj y ot hi,  M u k h erj e e  S,  d e 

Al m ei d a C J, J eli c k s L A, et al. T h e a di p o c yt e a s 

a n i m p ort a nt t ar g et c ell f or Tr y p a n o s o m a cr u zi  

i nfe cti o n.  J  Bi ol  C h e m.  2 0 0 5  ;  2 8 0:2 4 0 8 5 -

2 4 0 9 4  

 

C or d eir o  F D,  M arti n s -Fil h o  O A,  D a  C o st a 

R o c h a  M O,  A d a d  S J  et  al.  A nti -Tr y p a n o s o m a 

cr u zi  i m m u n o gl o b uli n G 1  c a n  b e a  u s ef ul  t o ol 

f or di a g n o si s a n d pr o g n o si s of h u m a n C h a g a s’ 

di s e a s e.  Cli n  Di a g n  L a b  I m m u n ol.  2 0 0 1  ; 

8( 1): 1 1 2 -1 1 8.  

 

C ort e z - R et a m o z o  V L T,  C a v eli er s  V,  G ai n k a m 

L O T,  H er n ot  S. 9 9 m T c -l a b el e d  N a n o b o di e s:  a 

n e w  t y p e  of  t ar g et e d  pr o b e s  f or  i m a gi n g 

a nti g e n e x pr e s si o n. C urr e nt R a di o p h ar m. 2 0 0 8 

; 1: 3 7-4 1.  

 

 

 

C otri m  P C,  P ar a n h o s  G S,  M ort ar a  R A, 

W a n d erl e y  J,  et  al.  E x pr e s si o n  i n  E s c h eri c hi a 

c oli  of  a  d o mi n a nt  i m m u n o g e n  of 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi  r e c o g ni z e d  b y  h u m a n 

c h a g a si c s er a. J Cli n Mi cr o bi ol. 1 9 9 0  ; 2 8:5 1 9 -

5 2 4.  

 

C otri m  P C,  P ar a n h o s -B a c c al a  G,  S a nt o s  M R, 

M ort e n s e n  C  et  al. Or g a ni z ati o n  a n d 

e x pr e s si o n  of  t h e  g e n e  e n c o di n g  a n 

i m m u n o d o mi n a nt  r e p etiti v e  a nti g e n 

a s s o ci at e d  t o  t h e  c yt o s k el et o n  of 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi.  M ol Bi o c h e m  P ar a sit ol. 

1 9 9 5  ; 7 1( 1):8 9 -9 8.  

 

C o ur a  J R,  Vi n a s  P A.  C h a g a s  di s e a s e  :  a  n e w 

w orl d wi d e  c h all e n g e.  N at ur e.  2 0 1 0  ;  4 6 5 

( 7 3 0 1):S 6 -7.  

 

C u n h a -N et o E, D ur a nti M, Gr u b er A, Zi n g al e s 

B, D e M e s si a s I et al. A ut oi m m u nit y i n C h a g a s 

di s e a s e c ar di o p at h y : bi ol o gi c al r el e v a n c e of a 

c ar di a c  m y o si n -s p e cifi c  e pit o p e  cr o s sr e a cti v e 

t o  a n  i m m u n o d o mi n a nt  Tr y p a n o s o m a  cr u zi 

a nti g e n.  Pr o c  N atl  A c a d  S ci  U S A.  1 9 9 5  ; 

9 2: 3 5 4 1 -2 5 4 5.  

 

D D 

 

D’ A vil a D A, G u e d e s P M M, C a str o A M, G o ntij o 

E D  et  al.  I m m u n ol o gi c al  i m b al a n c e  b et w e e n 

I F N-γ  a n d  I L -1 0  l e v el s  i n  t h e  s er a  of  p ati e nt s 

wit h t h e c ar di a c f or m of C h a g a s di s e a s e. M e m 

I n st O s w al d o Cr u z. 2 0 0 9 ; 1 0 4: 1 0 0-1 0 5.  

 

D’I m eri o  Li m a  M R,  Ei s e n  H,  Mi n o pri o  P, 

J o s k o wi c z  M,  C o uti n h o  A.  P er si st e n c e  of 

p ol y cl o n al  B  c ell  a cti v ati o n  wit h  u n d et e ct a bl e 

p ar a sit e mi a  i n  l at e  st a g e s  of  e x p eri m e nt al 

C h a g a s’  di s e a s e. J  I m m u n ol.  1 9 8 6  ;  1 3 7: 3 5 3 -

3 5 6.  

 

D a  M att a  G u e d e s  P M,  G uti err e z  F R,  M ai a  F L, 

Mil a n e zi  C M,  Sil v a  G K  et  al. I L-1 7  pr o d u c e d 

d uri n g  Tr y p a n o s o m a  cr u zi  i nf e cti o n  pl a y s  a 

c e ntr al  r ol e  i n  r e g ul ati n g  p ar a sit e -in d u c e d 

m y o c ar diti s.  P L o S  N e gl  Tr o p  Di s.  2 0 1 0  ; 

4( 2): e 6 0 4.  
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D a Sil v a A C, E s pi n o z a A G, T ai bi A, O u ai s si A, 

Mi n o pri o  P.  A  2 4. 0 0 0  M W  Tr y p a n o s o m a  cr u zi 

a nti g e n  i s  a  B -c ell  a cti v at or. I m m u n ol o g y. 

1 9 9 8 ; 9 4: 1 8 9 -1 9 6.  

 

D a  Sil v eir a  J F,  U m e z a w a  E S,  L u q u etti  A O. 

C h a g a s  di s e a s e  :  r e c o m bi n a nt  Tr y p a n o s o m a 

cr u zi a nti g e n s f or s er ol o gi c al di a g n o s i s. Tr e n d s 

P ar a sit ol. 2 0 0 1  ; 1 7:2 8 6 -2 9 1.  

 

D e  Ar a uj o  F F,  Vit elli -A v el ar  D M,  T ei x eir a -

C ar v al h o A, A nt a s P R et al. R e g ul at or y  T  c ell s 

p h e n ot y p e i n diff er e nt cli ni c al f or m s of C h a g a s 

d i s e a s e. P L o S N e gl Tr o p Di s. 2 0 1 1 ; 5( 5): e 9 9 2. 

 

D e G e n st E, Sil e n c e K, D e c a n ni er e K, C o nr at h 

K,  L ori s  R,  Ki n n e  J,  M u yl d er m a n s  S &  W y n s  L. 

M ol e c ul ar  b a si s  f or  t h e  pr ef er e n ci al  cl eft 

r e c o g niti o n  b y  dr o m e d ar y  h e a v y-c h ai n 

a nti b o di e s.  Pr o c  N atl  A c a d  S ci  U S A.  2 0 0 6 ; 

1 0 3: 4 5 8 6 -4 5 9 1.  

 

D e Kl eij n D, P a st er k a m p G. T oll -li k e r e c e pt or s 

i n  c ar di o v a s c ul ar  di s e a s e s.  C ar di o v a s c  R e s. 

2 0 0 3 ; 6 0( 1): 5 8 -6 7.  

 

D e  M e y er  T,  M u yl d er m a n s  J,  D e pi c k er  A. 

N a n o b o d y -b a s e d  pr o d u ct s  a s  r e s e ar c h  a n d 

di a g n o sti c  t o ol s.  Tr e n d s  Bi ot e c h n ol.  2 0 1 4  ; 

3 2: 2 6 3 -2 7 0.  

 

D e  S o u z a  W,  Atti a s  M,  R o dri g u e s  J C. 

P arti c ul ariti e s  of  mit o c h o n dri al  str u ct ur e  i n 

p ar a siti c  pr oti st s  ( A pi c o m pl e x a  a n d 

Ki n et o pl a sti d a). I nt J B i o c h e m C ell Bi ol. 2 0 0 9 ; 

4 1( 1 0): 2 0 6 9 -2 0 8 0.  

 

D et all e  L,  St o hr  T,  P al o m o  C,  Pi e dr a  P A, 

Gil b ert  B E  et  al.  G e n er ati o n  a n d 

c h ar a ct eri z ati o n  of  A L X- 0 1 7 1,  a  p ot e nt  n o v el 

t h er a p e uti c  n a n o b o d y  f or  t h e  tr e at m e nt  of 

r e s pir at or y s y n c yti al vir u s i nf e cti o n. A nti mi cr o b 

A g e nt s C h e m ot h er. 2 0 1 5 ; 6 0( 1): 6 -1 3.  

 

D N Di  ( Dr u g s  f or  N e gl e ct e d  Di s e a s e s 

i niti ati v e s).  R e s p o n di n g  t o  n egl e ct e d  p ati e nt’ 

n e e d s  t hr o u g h  i n n o v ati o n.  A n n u al  R e p ort. 

2 0 1 7.  

 

 

 

D o n a  V,  Urr uti a  M,  B a y ar d o  M,  Al z o g ar a y  V, 

G ol d b a u m  F A,  C hir d o  F G.  Si n gl e  d o m ai n 

a nti b o di e s ar e s p e ci all y s uit e d f or q u a ntit ati v e 

d et er mi n ati o n  of  gli a di n s  u n d er  d e n at uri n g 

c o n diti o n s. J A gri c F o o d C h e m. 2 0 1 0  ; 5 8:9 1 8 -

9 2 6.  

 

D uff y  T, Bi si o  M, Alt c h e h  J,  B ur g o s  J M,  Di e z 

M,  et  al. A c c ur at e  r e al -ti m e  P C R  str at e g y  f or 

m o nit ori n g  bl o o d str e a m  p ar a siti c  l o a d s  i n 

c h a g a s  di s e a s e  p ati e nt s.   P L o S N e gl  Tr o p  Di s. 

2 0 0 9 ; 3( 4): e 4 1 9.  

 

D utr a  W O,  M arti n s -Fil h o  O A,  C a n c a d o  J R, 

Pi nt o -Di a s  J C  et  al. A cti v at e d  T  a n d  B 

l y m p h o c yt e s  i n  p eri p h er al  bl o o d  of  p ati e nt s 

wit h  C h a g a s’  di s e a s e. I nt  I m m u n ol.  1 9 9 4 ; 

6: 4 9 9 -5 0 6.  

 

E E 

 

El -S a y e d  N M,  M yl er  P J,  B art h ol o m e u  D C , 

Nil s s o n  D  et  al. T h e  g e n o m e  s e q u e n c e  of 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi,  eti ol o gi c al  a g e nt  of 

C h a g a s di s e a s e. S ci e n c e. 2 0 0 5 ; 3 0 9: 4 0 9 -4 1 5.  

 

E n g stl er  M,  Pf o hl  T,  H er mi n g h a u s  S  et  al. 

H y dr o d y n a mi c  fl o w -m e di at e d  pr ot ei n  s orti n g 

o n  t h e  c ell  s urf a c e  of  tr y p a n o s o m e s.  C ell. 

2 0 0 7 ; 1 3 1: 5 0 5 -5 1 5.  

 

E v e n -D e sr u m e a u x  K,  B at y  D,  C h a m e s  P. 

Str o n g  a n d  ori e nt e d  i m m o bili z ati o n  of  si n gl e 

d o m ai n a nti b o di e s fr o m cr u d e b a ct eri al l y s at e s 

f or  hi g h-t hr o u g h p ut  c o m p ati bl e  c o st-eff e cti v e 

a nti b o d y arr a y g e n er ati o n. M ol Bi o s y st. 2 0 1 0  ; 

6: 2 2 4 1 -2 2 4 8.  

 

F F 

 

F air h e a d  M,  H o w art h  M.  Sit e -s p e cifi c 

bi oti n yl ati o n  of  p urifi e d  pr ot ei n s  u si n g  Bir A. 

M et h o d s M ol Bi ol. 2 0 1 5 ; 1 2 6 6: 1 7 1 -1 8 4.  

 

F a n ni n g S W, H or n J R. A n a nti -h a pt e n c a m eli d 

a nti b o d y  r e v e al s  a  cr y pti c  bi n di n g  sit e  wit h 

si g nifi c a nt  e n er g eti c  c o ntri b uti o n s  fr o m  a 

n o n h y p er v ari a bl e  l o o p. Pr ot ei n  S ci.  2 0 1 1  ; 

2 0: 1 1 9 6 -1 2 0 7.  

 

 



	 1 2 6 	

F ati m a A, W a n g H, K a n g K, Xi a L, W a n g Y, et 

al. D e v el o p m e nt  of  V H H  A nti b o di e s  a g ai n st 

D e n g u e Vir u s t y p e 2 N S 1 a n d c o m p ari s o n wit h 

M o n o cl o n al  A nti b o di e s  f or  u s e  i n 

i m m u n ol o gi c al  di a g n o si s. P L o S O n e.  2 0 1 4  ; 

9: e 9 5 2 6 3.  

 

F er n a n d e s  C D,  Ti e c h er  F M,  B al bi n ot  M M, 

Li art e  D B  et  al. Effi c a c y  of  b e n z ni d a z ol e 

tr e at m e nt  of  a s y m pt o m ati c  c h a g a si c  p ati e nt s 

fr o m  st at e  of  Ri o  Gr a n d e  d o  S ul  e v al u at e d 

d uri n g  a  t hr e e  y e ar s  f oll o w -u p.  M e m  I n st 

O s w al d o Cr u z. 2 0 0 9 ; 1 0 4: 2 7 -3 2.  

 

F er n a n d e z -Vill e g a s  A,  Pi n a z o  M J,  M ar a n o n  C, 

T h o m a s M C, P o s a d a E et al. S h ort -t er m f oll o w-

u p  of  c h a g a si c  p ati e nt s  aft er  b e n z ni d a z ol e 

tr e at m e nt  u si n g  m ulti pl e  s er ol o gi c al  m ar k er s. 

B M C I nf e ct Di s. 2 0 1 1 ; 1 1: 2 0 6.  

 

F err eir a  A V,  S e g att o  M,  M e n e z e s  Z,  M a c e d o 

A M,  G el a p e  C  et  al.  E vi d e n c e  f or 

Tr y p a n o s o m a cr u zi i n a di p o s e ti s s u e i n h u m a n 

c hr o ni c  C h a g a s  di s e a s e. Mi cr o b e s  I nf e ct. 

2 0 1 1  ; 1 3:1 0 0 2 -1 0 0 5.  

 

F err eir a V, V al c k C, S a n c h e z G, Gi n gr a s A et al. 

T h e  cl a s si c al  a cti v ati o n p at h w a y  of  t h e  h u m a n 

c o m pl e m e nt s y st e m i s s p e cifi c all y i n hi bit e d b y 

c alr eti c uli n  fr o m  Tr y p a n o s o m a  cr u zi.  J 

I m m u n ol. 2 0 0 4 ; 1 7 2( 5): 3 0 4 2-3 0 5 0.  

 

Fi el d  M C,  C arri n gt o n  M.  T h e  tr y p a n o s o m e 

fl a g ell ar  p o c k et. N at  R e v  Mi cr o bi ol.  2 0 0 9  ; 

7( 1 1): 7 7 5 -7 8 6.  

 

Fi s c h er  E,  O u ai s si  M A,  V el g e  P,  C or n ett e  J, 

K a z at c h ki n e  M D.  g p  5 8/ 6 8,  a  p ar a sit e 

c o m p o n e nt  t h at  c o ntri b ut e s  t o  t h e  e s c a p e  of 

t h e  tr y p o m a sti g ot e  f or m  of  T.  cr u zi  fr o m 

d a m a g e  b y  t h e  h u m a n  alt er n ati v e 

c o m pl e m e nt  p at h w a y.  I m m u n ol o g y.  1 9 8 8  ; 

6 5( 2): 2 9 9 -3 0 3.  

 

Fr eilij H, M ull er L, G o n z al v e z C a p p a S M. Dir e ct 

m i cr o m et h o d  f or  di a g n o si s  of  a c ut e  a n d 

c o n g e nit al  C h a g a s’  di s e a s e.  J  Cli n  Mi cr o bi ol. 

1 9 8 3  ; 1 8 : 3 2 5-3 3 0.  

 

 

 

Fr eilij  H,  Alt c h e h  J.  C o n g e nit al  C h a g a s’ 

di s e a s e  :  di a g n o sti c  a n d  cli ni c al  a s p ect s.  Cli n 

I nf e ct Di s. 1 9 9 5 ; 2 1:5 5 1 -5 5 5.  

 

Fr e y  N,  Ol s o n  E N.  C ar di a c  h y p ertr o p h y:  t h e 

g o o d, t h e b a d a n d t h e u gl y. A n n u R e v P h y si ol. 

2 0 0 3 ; 6 5: 4 5 -7 9.  

 

Fri d o vi c h I. S u p er o xi d e r a di c al a n d s u p er o xi d e 

di s m ut a s e s. A n n u R e v Bi o c h e m. 1 9 9 5 ; 6 4: 9 7 -

1 1 2.  

 

G G 

 

G al v a o L M, N u n e s R M, C a n ç a d o J R, Br e n er Z, 

Kr ettli  A U.  L yti c  a nti b o d y  titr e a s  m e a n s  of 

a s s e s si n g  c ur e  aft er  tr e at m e nt  of  C h a g a s 

di s e a s e:  a  1 0  y e ar s  f oll o w -u p  st u d y.  Tr a n s  R 

S o c Tr o p M e d H y g. 1 9 9 3 ; 8 7( 2): 2 2 0 -2 2 3.  

 

G a o  W,  W orti s  H H,  P er eir a  M A.  T h e 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi  tr a n s -si ali d a s e  i s  a  T  c ell -

i n d e p e n d e nt B c ell mit o g e n a n d a n i n du c er of 

n o n -s p e cifi c  I g  s e cr eti o n.  I nt  I m m u n ol.  2 0 0 2  ; 

1 4: 2 9 9 -3 0 8.  

 

G ar z a  J A,  T a yl or  A B,  S h er w o o d  L J,  H art  P J, 

H a y h ur st  A.  U n v eili n g  a  drift  r e si st a nt 

cr y pt ot o p e  wit hi n  M ar b ur g vir u s  n u cl e o pr ot ei n 

r e c o g ni z e d b y ll a m a si n gl e-d o m ai n a nti b o di e s. 

Fr o nt I m m u n ol.  2 0 1 7 ; 8: 1 2 3 4.  

 

G a z zi n elli  R T,  P eir eir a  M E,  R o m a n h a  A, 

G a z zi n elli  G,  Br e n er  Z.  Dir e ct  l y si s  of 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi:  a  n o v el  eff e ct or 

m e c h a ni s m  of  pr ot e cti o n  m e di at e d b y  h u m a n 

a nti -g al  a nti b o di e s. P ar a sit e  I m m u n ol.  1 9 9 1  ; 

1 3: 3 4 5 -3 5 6.  

 

G o m e s  J A,  B a hi a -Oli v eir a  L M,  R o c h a  M O, 

M arti n s -Fil h o  O A  et  al. E vi d e n c e  t h at 

d e v el o p m e nt  of  s e v er e  c ar di o m y o p at h y  i n 

h u m a n  C h a g a s’  di s e a s e  i s  d u e  t o  a  T h 1 -

s p e cifi c i m m u n e r e s p o n s e. I nf e ct I m m u n. 2 0 0 3 

; 7 1: 1 1 8 5-1 1 9 3.  

 

G o m e s  Y M,  L or e n a  V M,  L u q u etti  A O. 

Di a g n o si s  of  C h a g a s di s e a s e  :  w h at  h a s  b e e n 

a c hi e v e d  ?  W h at  r e m ai n s  t o  b e  d o n e  wit h 

r e g ar d  t o  di a g n o si s  a n d  f oll o w  u p  st u di e s ? 

M e m I n st O s w al d o Cr u z. 2 0 0 9  ; 1 0 4 : 1 1 5-1 2 1.  



	 1 2 7 	

G o n z al e s -S a pi e n z a  G,  R o s s otti  M A,  T a b ar e s -

d a  R o s a  S.  Si n gl e -d o m ai n  a nti b o di e s  a s 

v er s atil e  affi nit y  r e a g e nt s  f or  a n al yti c al  a n d 

di a g n o sti c  a p pli c ati o n s. Fr o nt.  I m m u n ol. 

2 0 1 7  ; 8:9 7 7.  

 

G o yti a  M,  C h a m o n d  N,  C o s s o n  A,  C o at n o a n 

N,  H er m a nt  D  et  al.  M ol e c ul ar  a n d  str u ct ur al 

di s cri mi n ati o n  of  pr oli n e  r a c e m a s e  a n d 

h y dr o x y pr oli n e - 2-e pi m er a s e  fr o m  n o s o c o mi al 

a n d b a ct eri al  p at h o g e n s.  P L o S  O n e.  2 0 0 7  ; 

2( 9): e 8 8 5.  

 

G o y v a ert s C, D e Gr o e v e K, Di n g e m a n s J, V a n 

Li nt  S  et  al.  D e v el o p m e nt  of  t h e  n a n o b o d y 

di s pl a y  t e c h n ol o g y  t o  t ar g et  l e nti vir al  v e ct or s 

t o a nti g e n-pr e s e nt ati n g c ell s. G e n e T h er. 2 0 1 2 

; 1 9( 1 2): 1 1 3 3-1 1 4 0.  

 

Gr a nj o n E, Di c ht el -D a nj o y M L, S a b a E, S a bi n o 

E,  C a m p o s  d e  Oli v eir a  L,  Zr ei n  M. 

D e v el o p m e nt  of  a  n o v el  m ulti pl e x 

i m m u n o a s s a y  m ulti-cr u zi  f or  t h e  s er ol o gi c al 

c o nfir m ati o n  of  C h a g a s  di s e a s e.  P L o S  N e gl 

Tr o p Di s. 2 0 1 6  ; 1 0( 4):e 0 0 0 4 5 9 6.  

 

H H 

 

H a m er s -C a st er m a n  C,  At ar h o u c h  T, 

M u yl e d er m a n s  S,  R o bi n s o n  S,  et  al. N at urr all y 

o c c urri n g  a nti b o di e s  d e v oi d  of  l i g ht  c h ai n s. 

N at ur e. 1 9 9 3  ; 3 6 3:4 4 6 -4 4 8.  

 

H a n a u er  S B,  S a n d b or n  W J,  R ut g e ert s  P, 

F e d or a k  R N  et  al.  H u m a n  a nti -t u m or  n e cr o si s 

f a ct or  m o n o cl o n al  a nti b o d y  ( a d ali m u m a b)  i n 

Cr o h n’ s  di s e a s e:  t h e  C L A S SI C -I  tri al. 

G a str o e nt er ol o g y. 2 0 0 6 ; 1 3 0( 2): 3 2 3 -3 3 3.  

 

H ar di n g  F A,  Sti c kl er  M M,  R a z o  J,  D u Bri d g e 

R B.  T h e  i m m u n o g e ni cit y  of  h u m a ni z e d  a n d 

f ull y h u m a n a nti b o di e s. m A b s. 2 0 1 0 ; 2( 3): 2 5 6-

2 6 5.  

 

H ar di n g  J,  B urt n e s s  B.  C et u xi m a b:  a n 

e pi d er m al  gr o wt h  f a ct or  r e c e pt or  c hi m eri c 

h u m a n -m uri n e  m o n o cl o n al  a nti b o d y.  Dr u g s 

T o d a y. 2 0 0 5 ; 4 1: 1 0 7 -1 2 7.  

 

 

 

H ar di s o n  J L,  Wri g ht s m a n  R A,  C ar p e nt er  P M, 

L a n e T E, M a n ni n g J E. T h e c h é m o ki n e s C X C L 9 

a n d  C X C L 1 0  pr o m ot e  a  pr ot e cti v e  i m m u n e 

r e s p o n s e  b ut  d o  n ot  c o ntri b ut e  t o  c ar di a c 

i nfl a m m ati o n  f oll o wi n g  i nf e cti o n  wit h 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi.  I nf e ct  I m m u n.  2 0 0 6  ; 

7 4( 1): 1 2 5 -1 3 4.  

 

H ar m s e n  M M,  Fijt e n  H P D.  I m pr o v e d 

f u n cti o n n al  i m m o bili z ati o n  of  ll a m a  si n gl e-

d o m ai n  a nti b o d y  fr a g m e nt s  t o  p ol y st yr e n e 

s urf a c e s u si n g s m all p e pti d e s. J  I m m u n o a s s a y 

I m m u n o c h e m. 2 0 1 2 ; 3 3:2 3 4 -2 5 1.  

 

H e  T,  W a n g  Y,  Li  P,  Z h a n g  Q,  L ei  J,  et  al. 

N a n o b o d y -b a s e d  e n z y m e  i m m u n o a s s a y  f or 

afl at o xi n  i n  a gr o -pr o d u ct s  wit h  hi g h t ol er a n c e 

t o  c o s ol v e nt  m et h a n ol. A n al  C h e m.  2 0 1 4  ; 

8 6: 8 8 7 3 -8 8 8 0.  

 

H el m a  J,  C ar d o s o  M C, M u yl d er m a n s  S, 

L e o n h ar dt  H.  N a n o b o di e s  a n d  r e c o m bi n a nt 

bi n d er s  i n  c ell  bi ol o g y.  J  C ell  Bi ol.  2 0 1 5  ; 

2 0 9: 6 3 3 -6 4 4.  

 

H e n g  B C,  C a o  T.  M a ki n g  c ell -p er m e a bl e 

a nti b o di e s  ( Tr a n s b o d y)  t hr o u g h  f u si o n  of 

pr ot ei n tr a n s d u cti o n d o m ai n s ( P T D) wit h si n gl e 

c h ai n  v ari a bl e  f r a g m e nt  ( s c F v)  a nti b o di e s: 

p ot e nti al  a d v a nt a g e s  o v er  a nti b o di e s 

e x pr e s s e d  wit hi n  t h e  i ntr a c ell ul ar  e n vir o n m e nt 

(I ntr a b o d y).  M e d  H y p ot h e s e s.  2 0 0 5  ; 

6 4( 6): 1 1 0 5 -1 1 0 8.  

 

H e nri k s s o n  J,  A sl u n d  L,  P ett er s s o n  U. 

K ar y ot y p e  v ari a bilit y  i n  Tr y p a n o s o m a  cr u zi. 

P ar a sit ol  T o d a y. 1 9 9 6 ; 1 2: 1 0 8 -1 1 4.  

 

H e nri k s s o n J, D uj ar di n J C, B ar n a b e C, Bri s s e S 

et  al. C hr o m o s o m al  si z e  v ari ati o n  i n 

Tr y p a n o s o m a cr u zi i s m ai nl y pr o gr e s si v e a n d i s 

e v ol uti o n aril y i nf or m ati v e. P ar a sit ol o g y.  2 0 0 2  ; 

1 2 4: 2 7 7 -2 8 6.  

 

H er c e  H D,  G ar ci a  A E.  M ol e c ul ar  d y n a mi c s 

si m ul ati o n s  s u g g e st  a  m e c h a ni s m  f or 

tr a n sl o c ati o n  of  t h e  HI V-1  T A T  p e pti d e  a cr o s s 

li pi d  m e m br a n e s. Pr o c  N atl  A c a d  S ci  U S A. 

2 0 0 7  ; 1 0 4: 2 0 8 0 5-2 0 8 1 0.  
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H er n a n d e z  P,  H ei m a n n  M,  Ri er a C,  S ol a n o  M, 

et  al. Hi g hl y  eff e cti v e s er o di a g n o si s  f or 

C h a g a s di s e a s e. Cli n V a c ci n e I m m u n ol. 2 0 1 0  ; 

1 7: 1 5 9 8 -1 6 0 4.  

 

Hi g u c hi  M D,  Ri e s  M M,  Ai ell o  V D,  B e n v e n uti 

L A,  G uti err e z  P S  et  al. A s s o ci ati o n  of  a n 

i n cr e a s e  i n  C D 8 +  T  c ell s  wit h  t h e pr e s e n c e  of 

Tr y p a n o s o m a cr u zi a nti g e n s i n c hr o ni c h u m a n, 

C h a g a si c  m y o c ar diti s.  A m  J  Tr o p  M e d  H y g. 

1 9 9 7 ; 5 6( 5): 4 8 5 -4 8 9.  

 

H o ar e C A, W all a c e F G. D e v el o p m e nt al st a g e s 

of  tr y p a n o s o m ati d  fl a g ell at e s  :  a  n e w 

t er mi nol o g y. N at ur e. 1 9 6 6  ; 2 1 2:1 3 8 5 -1 3 8 6.  

 

H o u g ht o n  R L,  B e n s o n  D R,  R e y n ol d s  L D, 

M c N eill  P D,  Sl e at h  P R,  et  al. A  m ulti -e pit o p e 

s y nt h eti c p e pti d e a n d r e c o m bi n a nt pr ot ei n f or 

t h e  d et e cti o n  of  a nti b o di e s  t o  Tr y p a n o s o m a 

cr u zi  i n  r a di oi m m u n o pr e ci pit ati o n -c o nfir m e d 

a n d  c o n s e n s u s -p o siti v e  s er a.  J  I nf e ct  Di s. 

1 9 9 9  ; 1 7 9:1 2 2 6 -3 4.  

 

H u Y, Li u C, M u yl d er m a n s S. N a n o b o d y- b a s e d 

d eli v er y  s y st e m s  f or  di a g n o si s  a n d  t ar g et e d 

t u m or t h er a p y. Fr o nt I m m u n ol. 2 0 1 7 ; 8: 1 4 4 2. 

 

I I 

 

I b a n e z  C F,  Affr a n c hi n o  J L,  Fr a s c h  A C. 

A nti g e ni c  d et er mi n a nt s  of  Tr y p a n o s o m a  cr u zi 

d efi n e d  b y  cl o ni n g  of  p ar a sit e  D N A.  M ol 

Bi o c h e m P ar a sit ol. 1 9 8 7  ; 2 5:1 7 5 -1 8 4.  

 

I qb al  N,  I q b al  N.  H u m a n  E pi d er m al  Gr o wt h 

F a ct or  R e c e pt or  2  ( H E R 2)  i n  C a n c er s: 

o v er e x pr e s si o n  a n d  t h er a p e uti c  i m pli c ati o n s. 

M ol Bi ol I nt. 2 0 1 4 ; 2 0 1 4: 8 5 2 7 4 8.  

 

J J 

 

J a k o b o vit s  A,  A m a d o  R G,  Y a n g  X,  R o s k o s  L, 

S c h w a b  G.  Fr o m  X e n o M o u s e  t e c h n ol o g y  t o 

p a nit u m u m a b,  t h e  fir st  f ull y  h u m a n  a nti b o d y 

pr o d u ct fr o m tr a n s g e ni c mi c e. N at Bi ot e c h n ol. 

2 0 0 7 ; 2 5: 1 1 3 4 -1 1 4 3.  

 

 

 

 

Ji m e n e z  JI,  Fr ail e  S,  Z afr a  O,  d e  L or e n z o  V. 

P h e n ot y pi c  k n o c k o ut s  of  s el e ct e d  m et a b oli c 

p at h w a y s  b y  t ar g eti n g  e n z y m e s  wit h  c a m el -

d eri v e d n a n o b o di e s ( V H H s). M et a b E n g. 2 0 1 5 ; 

3 0: 4 0 -4 8.  

 

Jitt a vi s utt hi k ul  S,  T h a n o n g s a k sri k ul  J,  T h u e n g -

I n  K  et  al.  H u m a ni z e d-V H H  tr a n s b o di e s  t h at 

i n hi bit  H C V  pr ot e a s e  a n d  r e pli c ati o n.  Vir u s e s. 

2 0 1 5 ; 7( 4): 2 0 3 0 -2 0 5 6.  

 

K K 

 

K a n d al aft H, H u s s a c k G, A u br y A, V a n F a a s s e n 

H,  et  al.  T ar g eti n g  s urf a c e -l a y er  pr ot ei n s  wit h 

si n gl e -d o m ai n  a nti b o di e s  :  a  p ot e nti al 

t h er a p e uti c  a p pr o a c h  a g ai n st  Cl o stri di u m 

diffi cil e -a s s o ci at e d  di s e a s e.  A p pl Mi cr o bi ol 

Bi ot e c h n ol. 2 0 1 5  ; 9 9:8 5 4 9 -8 5 6 2.  

 

K a y a m a  H,  T a k e d a  K.  T h e  i n n at e  i m m u n e 

r e s p o n s e  t o  Tr y p a n o s o m a  cr u zi i nf e cti o n. 

Mi cr o b e s I nf e ct. 2 0 1 0 ; 1 2( 7): 5 1 1 -5 1 7.  

 

Kij a n k a M, W ar n d er s F J, El K h att a bi M, L u b- d e 

H o o g e  M  et  al.  R a pi d  o pti c al  i m a gi n g  of 

h u m a n  br e a st  c a n c er t u m o ur  x e n o gr aft s  u si n g 

a nti -H E R 2  V H H s  sit e -dir e ctl y  c o nj u g at e d  t o 

I R D y e 8 0 0 C W f or i m a g e-g ui d e d s ur g er y. E ur J 

N u cl M e d M ol I m a gi n g. 2 0 1 3  ; 4 0:1 7 1 8 -1 7 2 9.  

 

Kir c h h off  L V,  V ot a v a  J R,  O c h s  D E, M o s er  D R. 

C o m p ari s o n of P C R a n d mi cr o s c o pi c m et h o d s 

f or  d et e cti n g Tr y p a n o s o m a  cr u zi . J  Cli n 

Mi cr o bi ol. 1 9 9 6 ; 3 4( 5) : 1 1 7 1-1 1 7 5.  

 

K o hl er  G,  Mil st ei n  C.  C o nti n u o u s  c ult ur e s  of 

f u s e d  c ell s  s e cr eti n g  a nti b o d y  of  pr e d efi n e d 

s p e cifi cit y. N at ur e. 1 9 7 5 ; 2 5 6: 4 9 5 -4 9 7.  

 

K o hl er  G,  Mil st ei n  C.  D eri v ati o n  of  s p e cifi c 

a nti b o d y  pr o d u ci n g  ti s s u e  c ult ur e  a n d  t u m or 

li n e s  b y  c ell  f u si o n.  E ur  J  I m m u n ol.  1 9 7 6  ; 

6: 5 1 1 -5 1 9.  

 

K olli e n  A H,  S c h a u b  G A.  D e v el o p m e nt  of 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi  aft er  st ar v ati o n  a n d 

f e e di n g  of  t h e  v e ct or – a  r e vi e w.  T o k ai  J  E x p 

Cli n M e d. 1 9 9 8 ; 2 3( 6): 3 3 5 -3 4 0.  
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K olli e n  A H,  S c h a u b  G A.  T h e  d e v el o p m e nt  of 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi  i n  tri at o mi n a e.  P ar a sit ol 

T o d a y. 2 0 0 0 ; 1 6( 9): 3 8 1 -3 8 7.  

 

Kr a ut z G M, G al v a o L M, C a n c a d o J R, G u e v ar a-

E s pi n o z a  A  et  al.  U s e  of  a  2 4 -kil o d alt o n 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi  r e c o m bi n a nt  pr ot ei n  t o 

m o nit or c ur e of h u m a n C h a g a s di s e a s e. J Cli n 

Mi cr o bi ol. 1 9 9 5 ; 3 3: 2 0 8 6 -2 0 9 0.  

 

Kr e s s  Y,  Bl o o m  B R,  W hit n er  M,  R o w e n  A  a n d 

T a n o wit z  H.  R e si st a n c e  of  Tr y p a n o s o m a  cr u zi 

t o  killi n g  b y  m a cr o p h a g e s.  N at ur e.  2 5 7: 3 9 4-

3 9 6.  

 

Kr ettli  A U,  Br e n er  Z.  Pr ot e cti v e  eff e ct s  of 

s p e cifi c  a nti b o di e s  i n  Tr y p a n o s o m a  cr u zi 

i nfe cti o n s. J I m m u n ol. 1 9 7 6 ; 1 1 6( 3): 7 5 5 -7 6 0.  

 

Kr ettli  A U.  T h e  utilit y  of  a nti -tr y p o m a sti g ot e 

l yti c  a nti b o di e s  f or  d et er mi ni n g  c ur e  of 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi  i nf e cti o n s  i n  tr e at e d 

p ati e nt s:  a n  o v er vi e w  a n d  p er s p e cti v e s.  M e m 

I n st O s w al d o Cr u z. 2 0 0 9 ; 1 0 4( 1): 1 4 2-1 5 1 . 

 

Kr ü w el  T , N e v oltri s  D , B o d e  J , D ulli n C , B at y 

D , C h a m e s  P , Al v e s  F . I n  vi v o  d et e cti o n  of 

s m all  t u m o ur  l e si o n s  b y  m ulti -pi n h ol e  S P E C T 

a p pl yi n g  a  ( 9 9 m) T c -l a b ell e d  n a n o b o d y 

t ar g eti n g  t h e  E pi d er m al  Gr o wt h  F a ct or 

R e c e pt or. S ci R e p. 2 0 1 6  ; 6:2 1 8 3 4.  

 

K w o n S, D a vi e s -V e n n C, S e vi c k -M ur a c a E M. I n 

vi v o  d y n a mi c  i m a gi n g  of  i nt e sti n al  m oti o n s 

u si n g  di et -r el at e d  a ut ofl u or e s c e n c e. 

N e ur o g a str o e nt er ol M otil. 2 0 1 2 ; 2 4( 5): 4 9 4 -9 7.  

 

L L 

 

L af a y e  P,  N at o  F,  M a zi é  J C,  D o y e n N.  Si mil ar 

bi n di n g  pr o p erti e s  f or  a  n e utr ali zi n g  a nti -

t et a n u s  t o x oi d  h u m a n  m o n o cl o n al  a nti b o d y 

a n d  it s  b a ct eri all y  e x pr e s s e d  F a b.  R e s 

I m m u n ol. 1 9 9 5 ; 1 4 6( 6): 3 7 3-3 8 2.  

 

L af a y e  P,  C h mi el e w s ki  V,  N at o  F,  M a zi é  J C, 

M orfi n  R.  T h e  7 al p h a -h y dr o x y st er oi d s 

pr o d u c e d  i n  h u m a n  t o n sil s  e n h a n c e  t h e 

i m m u n e  r e s p o n s e  t o  t et a n u s  t o x oi d  a n d 

B or d et ell a p ert u s si s a nti g e n s. Bi o c hi m Bi o p h y s 

A ct a. 1 9 9 9 ; 1 4 7 2( 1 -2): 2 2 2 -2 3 1.  

L af a y e  P,  A c h o ur  I,  E n gl a n d  P,  D u y c k a ert s  C, 

R o u g e o n  F.  Si n gl e -d o m ai n  a nti b o di e s 

r e c o g ni z e s el e cti v el y s m all oli g o m eri c for m s of 

a m yl oi d  b et a,  pr e v e nt  A b et a -i nd u c e d 

n e ur ot o xi cit y  a n d  i n hi bit  fi bril  f or m ati o n. M ol 

I m m u n ol. 2 0 0 9  ; 4 6:6 9 5 – 7 0 4.  

 

L a n d e n s o n  R C,  Cri m mi n s  D L,  L a n dt  Y, 

L a n d e n s o n  J H. I s ol ati o n  a n d  c h ar a ct eri z ati o n 

of a t h er m all y st a bl e r e c o m bi n a nt a nti -c aff ei n e 

h e a v y -c h ai n  a nti b o d y  fr a g m e nt.  A n al  C h e m. 

2 0 0 6  ; 7 8: 4 5 0 1 -4 5 0 8.  

 

L a u w er e y s  M,  Ar b a bi G h a hr o u di  M,  D e s m yt er 

A,  Ki n n e  J,  H öl z er  W  et  al.  P ot e nt  e n z y m e 

i n hi bit or s d eri v e d fr o m dr o m e d ar y h e a v y-c h ai n 

a nti b o di e s. E M B O J. 1 9 9 8  ; 1 7:3 5 1 2 -3 5 2 0.  

 

L eit e- d e -M or a e s M, C o uti n h o A, H o nt e b e yri e -

J o s k o wi c z  M  et  al. S k e w e d  V  b et a  T C R 

r e p ert oir e  of  C D 8 +  T  c ell s  i n  m uri n e 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi  i nf e cti o n.  I nt  I m m u n ol. 

1 9 9 4 ; 6: 3 8 7 -3 9 2.  

 

L e wi s  M D,  F ort e s  Fr a n ci s c o  A,  T a yl or  M C, 

B urr ell -S a w ar d  H  et  al.  Bi ol u mi n e s c e n c e 

i m a gi n g  of  c hr o ni c  Tr y p a n o s o m a  cr u zi 

i nf e cti o n s  r e v e al s  ti s s u e-s p e cifi c  p ar a sit e 

d y n a mi c s a n d h e art di s e a s e i n t h e a b s e n c e of 

l o c all y  p er si st e nt  i nf e cti o n.  C ell  Mi cr o bi ol. 

2 0 1 4 ; 1 6( 9): 1 2 8 5 -1 3 0 0.  

 

Li  M,  Z h u  M,  Z h a n g  C,  Li u  X, W a n  Y.  U nif or m 

ori e nt ati o n  of  bi oti n yl at e d  n a n o b o d y  a s  a n 

affi nit y  bi n d er  f or  d et e cti o n  of  B a cill u s 

t h uri n gi e n si s  ( Bt)  Cr y 1 A c  t o xi n.  T o xi n s.  2 0 1 4  ; 

6( 1 2): 3 2 0 8 -3 2 2 2.  

 

Li  M Z,  Ell e d g e  S J.  H ar n e s si n g  h o m ol o g o u s 

r e c o m bi n ati o n  i n  vitr o  t o  g e n er at e 

r e c o m bi n a nt  D N A  vi a  S LI C.  N at  M et h o d s. 

2 0 0 7 ; 4( 3): 2 5 1 -2 5 6.  

 

Li T, B o ur g e oi s J P, C elli S, Gl a ci al F, L e S o ur d 

A M,  M e c h eri  S  et  al.  C ell -p e n etr ati n g  a nti -

G F A P  V H H  a n d  c orr e s p o n di n g  fl u or e s c e nt 

f u si o n  pr ot ei n  V H H-G F P  s p o nt a n e o u sl y  cr o s s 

t h e  bl o o d-br ai n  b arri er  a n d  s p e cifi c all y 

r e c o g ni z e  a str o c yt e s :  a p pli c ati o n s  t o  br ai n 

i m a gi n g. F A S E B J. 2 0 1 2 ; ( 1 0): 3 9 6 9 -3 9 7 9.  
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Li T, V a n d e s q uill e M, K o u k o uli F, D u d eff a nt C, 

Y o u s s ef I, L e n or m a n d P, et al. C a m eli d s si n gl e -

d o m ai n a nti b o di e s  : a v er s atil e t o ol f or i n vi v o 

i m a gi n g  of  e xtr a c ell ul ar a n d  i ntr a c ell ul ar  br ain 

t ar g et s. J C o ntr ol R el e a s e. 2 0 1 6  ; 2 4 3:1- 1 0.  

 

Li u  X,  X u  Y,  W a n  D,  Xi o n g  Y  et  al. 

D e v el o p m e nt  of  a  n a n o b o d y -al k ali n e 

p h o s p h at a s e f u si o n pr ot ei n a n d it s a p pli c ati o n 

i n  a  hi g hl y  s e n siti v e  dir e ct  c o m p etiti v e 

fl u or e s c e n c e  e n z y m e  i m m u n o a s s a y  f or 

d et e cti o n  of  o c hr at o xi n  A i n  c er e al.  A n al 

C h e m. 2 0 1 5  ; 8 7:1 3 8 7 -1 3 9 4.  

 

L o  A S,  Z h u  Q,  M ar a s c o  W A.  I ntr a c ell ul ar 

a nti b o di e s  (i ntr a b o di e s)  a n d  t h eir  t h er a p e uti c 

p ot e nti al.  H a n d b  E x p  P h ar m a c ol.  2 0 0 8  ; 

1 8 1: 3 4 3 -3 7 3.  

 

L u z Z M, C o uti n h o M G, C a n ç a d o J R, Kr ettli A U. 

H e m o c ult ur e:  s e n siti v e  t e c h ni q u e  i n  t h e 

d et e cti o n  of  Tr y p a n o s o m a  cr u zi  i n  c h a g a si c 

p ati e nt s  i n  t h e  c hr o ni c  p h a s e  of  C h a g a s 

di s e a s e. R e v  S o c  Br a s  M e d  Tr o p.  1 9 9 4; 

2 7( 3): 1 4 3 -1 4 8.  

 

M M 

 

M a c h a d o  F S,  K o y a m a  N S,  C arr e g ar o  V, 

F err eir a  B R  et  al. C C R 5  pl a y s  a  criti c al  r ol e  i n 

t h e  d e v el o p m e nt  of  m y o c ar diti s  a n d  h o st 

pr ot e cti o n  i n  mi c e  wit h  Tr y p a n o s o m a  cr u zi. J 

I nf e ct Di s. 2 0 0 5 ; 1 9 1( 4): 6 2 7-6 3 6.  

 

M a g al h a e s  L M,  Vill a ni  F N,  N u n e s  M C,  G oll o b 

K J, R o c h a M O, D utr a W O. Hi g h i nt erl e u ki n 1 7 

e x pr e s si o n  i s  c orr el at e d  wit h  b ett er  c ar di a c 

f u n cti o n  i n  h u m a n  C h a g a s  di s e a s e. J  I nf e ct 

Di s. 2 0 1 3 ; 2 0 7: 6 6 1 -6 6 5.  

 

M a hl er  S M,  M ar q ui s  C P,  Br o w n  G  et  al. 

Cl o ni n g  a n d  e x pr e s si o n  of  h u m a n  V -g e n e s 

d eri v e d  fr o m  p h a g e  di s pl a y  li br ari e s  a s  f ull y 

a s s e m bl e d  h u m a n  a nti -T N F al p h a  m o n o cl o n al 

a nti b o di e s.  I m m u n ot e c h n ol o g y.  1 9 9 7  ;  3: 3 1 -

4 3.  

 

M ar a s c o  W A,  L a V e c c hi o  J,  Wi n kl er  A.  H u m a n 

a nti -HI V -A t at s F v i ntr a b o di e s f or g e n e t h er a p y 

of  a d v a n c e d  HI V - 1-i nf e cti o n  a n d  AI D S.  J 

I m m u n ol M et h o d s. 1 9 9 9 ; 2 3 1( 1-2): 2 2 3 -2 3 8.  

M ari n -N et o  J A,  C u n h a -N et o  E,  M a c i el  B C, 

Si m o e s  M V.  P at h o g e n e si s  of  c hr o ni c  C h a g a s 

h e art di s e a s e. Cir c ul ati o n. 2 0 0 7 ; 1 1 5( 9): 1 1 0 9 -

1 1 2 3.  

 

M ari n o A P, d a Sil v a A, d o s S a nt o s P, Pi nt o L M 

et  al. R e g ul at e d  o n  a cti v ati o n,  n or m al  T  c ell 

e x pr e s s e d  a n d  s e cr et e d  ( R A N T E S)  a nt a g o ni st 

( M et-R A N T E S) c o ntr ol s  t h e  e arl y  p h a s e  of 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi -eli cit e d  m y o c ar diti s. 

Cir c ul ati o n. 2 0 0 4 ; 1 1 0( 1 1): 1 4 4 3 -1 4 4 9.  

 

M ar s c h all A L, Si n gl e F N, S c h al ar m a n n K, B o si o 

A  et  al.  F u n cti o n al  k n o c k  d o w n  of  V C A M 1  i n 

mi c e  m e di at e d  b y  e n d o pl a s mi c  r eti c ul u m 

r et ai n e d  i ntr a b o di e s.  M A b s.  2 0 1 4  ;  6( 6): 1 3 9 4-

1 4 0 1.  

 

M ar s c h all  A L,  D u b el  S,  B ol di c k e  T.  S p e cifi c  i n 

vi v o  k n o c k d o w n  of  pr ot ei n  f u n cti o n  b y 

i ntr a b o di e s. M A b s. 2 0 1 5 ; 7: 1 0 1 0-1 0 3 5.  

 

M arti n  D,  T arl et o n  R.  G e n er ati o n,  s p e cifi cit y, 

a n d f u n cti o n of C D 8 + T c ell s i n Tr y p a n o s o m a 

cr u zi  i n f e cti o n.  I m m u n ol  R e v.  2 0 0 4  ;  2 0 1: 3 0 4-

3 1 7.  

 

M at e o  H,  M ari n  C,  P er e z -C or d o n G, S a n c h e z -

M or e n o  M.  P urifi c ati o n  a n d  bi o c h e mi c al 

c h ar a ct eri z ati o n  of  f o ur  ir o n  s u p er o xi d e 

di s m ut a s e s  i n  Tr y p a n o s o m a  cr u zi.  M e m  I n st 

O s w al d o Cr u z. 2 0 0 8 ; 1 0 3( 3): 2 7 1 -2 7 6.  

 

M c K e ati n g J A, S h ott o n C, C or d ell J, Gr a h a m S 

et  al.  C h ar a ct eri z ati o n  of  n e utr ali zi n g 

m o n o cl o n al  a nti b o di e s  t o  li n e ar  a n d 

c o nf or m ati o n -d e p e n d e nt  e pit o p e s  wit hi n  t h e 

fir st  a n d  s e c o n d  v ari a bl e  d o m ai n s  of  h u m a n 

i m m u n o d efi ci e n c y  vir u s  t y p e  1  g p 1 2 0.  J Vir ol. 

1 9 9 3 ; 6 7( 8): 4 9 3 2 -4 9 4 4.  

 

M eir a  W S F,  G al v a o  L M C,  G o ntij o  E D, 

M a c h a d o - C o el h o  G L L  et  al.  U s e  of  t h e 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi  r e c o m bi n a nt  c o m pl e m e nt 

r e g ul at or y  pr ot ei n  t o  e v al u at e  t h er a p e uti c 

effi c a c y  f oll o wi n g  tr e at m e nt  of  c hr o ni c 

c h a g a si c  p ati e nt s.  J  Cli n  Mi cr o bi ol.  2 0 0 4  ; 

4 2: 7 0 7- 7 1 2.  
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M e s s e n g er  L A,  Mil e s  M A.  E vi d e n c e  a n d 

i m p ort a n c e  of  g e n eti c  e x c h a n g e  a m o n g  fi el d 

p o p ul ati o n s  of  Tr y p a n o s o m a  cr u zi. A ct a  Tr o p. 

2 0 1 5  ; 1 5 1:1 5 0 -1 5 5.  

 

Mil e s  M A,  S o u z a  A,  P o v o a  M,  S h a w  J J,  et  al. 

I s o e n z y mi c  h et er o g e n eit y  of  Tr y p a n o s o m a 

cr u zi  i n  t h e fir st  a ut o c ht o n o u s  p ati e nt s  wit h 

C h a g a s’  di s e a s e  i n  A m a z o ni a n  Br a zil.  N at ur e. 

1 9 7 8  ; 2 7 2:8 1 9 -8 2 1.  

 

Mi n o pri o P M, Ei s e n H, F or ni L et al. P ol y cl o n al 

l y m p h o c yt e r e s p o n s e s t o m uri n e Tr y p a n o s o m a 

cr u zi  i nf e cti o n.  I.  Q u a ntifi c ati o n  of  b ot h  T -a n d 

B- c ell  r e s p o n s e s.  S c a n d  J  I m m u n ol.  1 9 8 6  ; 

2 4( 6): 6 6 1 -6 6 8.  

 

Mi n o pri o  P,  B url e n  O,  P er eir a  P, G uil b ert  B  et 

al.  M o st  B  c ell s  i n  a c ut e  Tr y p a n o s o m a  cr u zi 

i nf e cti o n  l a c k  p ar a sit e  s p e cifi cit y.  S c a n d  J 

I m m u n ol. 1 9 8 8 ; 2 8: 5 5 3-5 6 1.  

 

Mi n o pri o  P,  B a n d eir a  A,  P er eir a  P,  M ot a 

S a nt o s  T, C o uti n h o  A.  Pr ef er e n ci al  e x p a n si o n 

of  L y- 1  B  a n d  C D 4 - C D 8 - T  c ell s  i n  t h e 

p ol y cl o n al l y m p h o c yt e r e s p o n s e s t o m uri n e T. 

cr u zi i nf e cti o n. I nt I m m u n ol. 1 9 8 9 ; 1: 1 7 6 -1 8 4.  

 

M o nt e s  C L,  Z u ni g a  EI,  V a s q u e z  J,  Ar c e  C, 

Gr u p pi  A.  Tr y p a n o s o m a  cr u zi  mit o c h o n dri al 

m al at e d e s h y dr o g e n a s e  tri g g er s  p ol y cl o n al  B -

c ell  a cti v ati o n. Cli n  E x p  I m m u n ol.  2 0 0 2  ; 

1 2 7: 2 7 -3 6.  

 

M o nt e s  C L,  A c o st a- R o dri g u e z  E V,  M u c ci  J  et 

al. Tr y p a n o s o m a cr u zi a nti g e n si g n al s C D 1 1 b + 

c ell s  t o  s e cr et e  c yt o ki n e s  t h at  pr o m ot e 

p ol y cl o n al  B  c ell  pr olif er ati o n  a n d  

diff er e n ci ati o n  i nt o  a nti b o d y -s e cr eti n g  c ell s. 

E ur J I m m u n ol. 2 0 0 6 ; 3 6: 1 4 7 4 -1 4 8 5.  

 

M orri s o n  L J,  M ar c ell o  L,  M c C ull o h  R. 

A nti g e ni c  v ari ati o n  i n  t h e  Afri c a n 

tr y p a n o s o m e:  m ol e c ul ar  m e c h a ni s m s  a n d 

p h e n ot y pi c  c o m pl e xit y. C ell  Mi cr o bi ol.  2 0 0 9  ; 

1 1: 1 7 2 4 -1 7 3 4.  

 

M o s er   D R,  Kir c h h off  L V  et  al. D et e cti o n  of 

Tr y p a n o s o m a cr u zi  b y D N A  a m plifi c ati o n u si n g 

t h e p ol y m er a s e  c h ai n  r e a cti o n.  J  Cli n 

Mi cr o bi ol. 1 9 8 9 ; 2 7( 7) : 1 4 7 7-1 4 8 2.  

M u n o z -F er n a n d e z  M A,  F er n a n d e z  M A,  Fr e s n o 

M.  A cti v ati o n  of  h u m a n  m a cr o p h a g e s  f or  t h e 

killi n g  of  i ntr a c ell ul ar  Tr y p a n o s o m a  cr u zi  b y 

T N F -al p h a  a n d  I F N -g a m m a  t hr o u g h  a  nitri c 

o xi d e - d e p e n d e nt  m e c h a ni s m.  I m m u n ol  L ett. 

1 9 9 2 ; 3 3( 1): 3 5 -4 0.  

 

M ur ci a  L,  C arril er o  B,  M u n o z  M J,  I b orr a  M A, 

S e g o vi a  M.  U s ef ul n e s s  of  P C R  f or  m o nit ori n g 

b e n z ni d a z ol e r e s p o n s e i n p ati e nt s wit h c hr o ni c 

C h a g a s di s e a s e: a pr o s p e cti v e st u d y i n a n o n -

di s e a s e -e n d e mi c  c o u ntr y.  J  A nti mi cr o b 

C h e m ot h er. 2 0 1 0 ; 6 5: 1 7 5 9 -1 7 6 4.  

 

M u yl d er m a n s  S,  At ar h o u c h  T,  S al d a n h a  J, 

B ar b o s a  J A,  H a m er s  R. S e q u e n c e  a n d 

str u ct ur e of V H d o m ai n fr o m n at ur all y o c c uri n g 

c a m el  h e a v y  c h ai n  i m m u n o gl o b uli n s  l a c ki n g 

li g ht c h ai n s. Pr ot ei n E n g . 1 9 9 4 ; 7:1 1 2 9 -1 1 3 5.  

 

M u yl d er m a n s  S,  B ar al  T N,  R et a m o z z o  V C,  D e 

B a et s eli er  P,  D e  G e n st  E  et  al. C a m eli d 

i m m u n o gl o b uli n s  a n d  n a n ob o d y  t e c h n ol o g y. 

V et  I m m u n ol  I m m u n o p at h ol.  2 0 0 9  ;  1 2 8:1 7 8 -

1 8 3.  

 

M u yl d er m a n s  S.  N a n o b o di e s  :  n at ur al  si n gl e-

d o m ai n a nti b o di e s. A n n u R e v Bi o c h e m. 2 0 1 3  ; 

8 2: 7 7 5 -7 9 7.  

 

N N 

 

N a b u ur s R J, R ut g er s K S, W elli n g M M, M et a x a s 

A  et  al.  I n  vi v o  d et e cti o n  of  a m yl oi d -b et a 

d e p o sit s  u si n g  h e a v y  c h ai n  a nti b o d y 

fr a g m e nt s  i n  a  tr a n s g e ni c  m o u s e  m o d el  f or 

Al z h ei m er’ s  di s e a s e.  P L o S  O n e.  2 0 1 2  ; 

7( 6): e 3 8 2 8 4.  

 

N a g aj y ot hi  F,  M a c h a d o  F S,  B url ei g h  B A, 

J eli c k s  L A,  S c h ef er  P E  et  al.  M e c h a ni s m s  of 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi  p er si st e n c e  i n  C h a g a s 

di s e a s e. C ell Mi cr o bi ol. 2 0 1 2  ; 1 4:6 3 4 -6 4 3  

 

N a mi  B,  M a a di  H,  W a n g  Z.  M e c h a ni s m s 

u n d erl yi n g  t h e  a cti o n  a n d  s y n er gi s m  of 

Tr a st u z u m a b  a n d  P ert u z u m a b  i n  t ar g eti n g 

H E R 2 -p o siti v e  br e a st  c a n c er. C a n c er s  ( B a s el). 

2 0 1 8 ; 1 0( 1 0). Pii: E 2 4 2.  
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N el s o n  A L.  A nti b o d y  fr a g m e nt s,  h o p e  a n d 

h y p e. M a b s. 2 0 1 0 ; 2( 1): 7 7 -8 3.  

 

Ni h ei J, C ar dill o F, D o s S a nt o s W L, P o nt e s- d e -

C ar v al h o  L,  M e n g el  J.  A d mi ni str ati o n  of  a 

n o n d e pl eti n g  a nti -C D 2 5 m o n o cl o n al a nti b o d y 

r e d u c e s  di s e a s e s e v erit y  i n mi c e  i nf e ct e d  wit h 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi.  E ur  J  Mi cr o bi ol  I m m u n ol. 

2 0 1 4 ; 4( 2): 1 2 8 -1 3 7.  

 

N orri s  K A,  Br a dt  B,  C o o p er  N R,  S o  M. 

C h ar a ct eri z ati o n  of  a  Tr y p a n o s o m a  cr u zi  C 3 

bi n di n g  pr ot ei n  wit h  f u n cti o n al  a n d  g e n eti c 

si mil ariti e s  t o  t h e  h u m a n  c o m pl e m e nt 

r e g ul at or y pr ot ei n, d e c a y-a c c el er ati n g f a ct or. J 

I m m u n ol. 1 9 9 1 ; 1 4 7( 7): 2 2 4 0-2 2 4 7.  

 

N u n e s  L R,  D e  C ar v al h o  M R C,  B u c k  G A. 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi  str ai n s  p artiti o n  i n  t w o 

gr o u p s b a s e d o n t h e str u ct ur e a n d f u n cti o n of 

t h e  s pli c e d  l e a d er  R N A  a n d  r R N A  g e n e 

pr o m ot er s. M ol  Bi o c h e m  P ar a sit ol.  1 9 9 7  ; 

8 6: 2 1 1 -2 2 4.  

 

O O 

 

Oli v eir a  A C,  P ei x ot o  J R,  d e  Arr u b a  L B, 

C a m p o s M A, G a z zi n elli R T et al. E x pr e s si o n of 

f u n cti o n al  T L R 4  c o nf er s  pr oi nfl a m m at or y 

r e s p o n si v e n e s s  t o  Tr y p a n o s o m a  cr u zi 

gl y c oi o n o sit ol p h o s p h oli pi d s  a n d  hi g h er 

r e si st a n c e t o i nf e cti o n wit h T. cr u zi. J I m m u n ol. 

2 0 0 4 ;  1 7 3( 9): 5 6 8 8 -5 6 9 6.  

 

Oli v eir a  S,  V a n  D o n g e n  G A,  Sti g er -v a n 

W al s u m  M,  R o o v er s  R C  et  al.  R a pi d 

vi s u ali z ati o n  of  h u m a n  t u m or  x e n o gr aft s 

t hr o u g h  o pti c al  i m a gi n g  wit h  n e ar-i nfr ar e d 

fl u or e s c e nt  a nti-e pi d er m al  gr o wt h  f a ct or 

r e c e pt or  na n o b o d y. M ol  I m a gi n g.  2 0 1 2  ; 

1 1: 3 3 -4 6.  

 

Or g a ni s ati o n  m o n di al e  d e  l a  S a nt é.  I nt é gr er 

l e s m al a di e s tr o pi c al e s n é gli g é e s d a n s l’ a cti o n 

p o ur l a s a nt é m o n di al e et l e d é v el o p p e m e nt : 

q u atri è m e  r a p p ort  d e  l’ O M S  s ur  l e s  m al a di e s 

tr o pi c al e s  n é gli g é e s. 2 0 1 7.  Li c e n c e  :  C C  B Y-

N C -S A 3. 0 I G O.  

 

 

 

O s o ri o  L,  Ri o s  I,  G uti err e z  B,  G o n z al e s  J. 

Vir ul e n c e f a ct or s of Tr y p a n o s o m a cr u zi: w h o i s 

w h o ?  Mi cr o b e s  I nf e ct.  2 0 1 2  ;  1 4( 1 5): 1 3 9 0 -

1 4 0 2.  

 

P P 

 

P a n z a  P,  M ai er  J,  S c h m e e s  C,  R ot h b a u er  U, 

S öll n er C. Li v e i m a gi n g of e n d o g e n o u s pr ot ei n 

d y n a mi c s  i n  z e br afi s h  u si n g c hr o m o b o di e s. 

D e v el o p m e nt. 2 0 1 5  ; 1 4 2:1 8 7 9 -1 8 8 4.  

 

P ar s o n s  M S,  C h u n g  A W,  K e nt  S J.  I m p ort a n c e 

of F c -m e di at e d f u n cti o n s of a nti -HI V -A br o a dl y 

n e utr ali zi n g  a nti b o di e s. R etr o vir ol o g y.  2 0 1 8  ; 

1 5( 1): 5 8.  

 

P e p e  S M,  Et zi o ni  R,  F e n g  Z,  P ott er  J D, 

T h o m p s o n  M L  et  al. P h a s e s  of  bi o m ar k er s 

d e v el o p m e nt  f or  e arl y  d et e cti o n  of  c a n c er .  J 

N atl C a n c er I n st. 2 0 0 1  ; 9 3:1 0 5 4 -1 0 6 1.  

 

P et er s e n C A, B url ei g h B A. R ol e f or i nt erl e u ki n -

1  b et a  i n  Tr y p a n o s o m a  cr u zi -i n d u c e d 

c ar di o m y o c yt e  h y p ertr o p h y.  I nf e ct  I m m u n. 

2 0 0 3 ; 7 1( 8): 4 4 4 1 -4 4 4 7.  

 

P e t er s o n  N C,  Wil s o n  G G,  H u a n g  Q,  et  al. 

Bi o di stri b uti o n  a n al y s e s  of  a  n e ar -i nfr ar e d, 

fl u or e s c e ntl y  l a b el e d,  bi s p e cifi c  m o n o cl o n al 

a nti b o d y  u si n g  o pti c al  i m a gi n g.  C o m p  M e d. 

2 0 1 6 ; 6 6( 2): 9 0 -9 9.  

 

Pi a c e n z a L, P el uff o G, Al v ar e z M N, K ell y J M et 

al.  P er o xir e d o xi n s  pl a y  a  m aj or  r ol e  i n 

pr ot e cti n g  Tr y p a n o s o m a  cr u zi  a g ai n st 

m a cr o p h a g e  a n d  e n d o g e n o u sl y  d eri v e d 

p er o x y nitrit e.  Bi o c h e m  J.  2 0 0 8  ;  4 1 0( 2): 3 5 9 -

3 6 8.  

 

Pi a c e n z a L, Z a g o M P, P el uff o G, Al v ar e z M N et 

al.  E n z y m e s  of  t h e  a nti o xi d a nt  n et w or k  a s 

n o v el  d et er mi n er s  of  Tr y p a n o s o m a  cr u zi 

vir ul e n c e.  I nt  J  P ar a sit ol.  2 0 0 9  ;  3 9( 1 3): 1 4 5 5 -

1 4 6 4.  

 

Pi n a z o  M J,  T h o m a s  M C,  Bl u a  J,  P err o n e A,  et 

al.  Bi ol o gi c al  m ar k er s  f or  e v al u ati n g 

t h er a p e uti c  effi c a c y  i n  C h a g a s  di s e a s e,  a 

s y st e m ati c  r e vi e w. E x p er t  R e v  I nf e ct  T h er. 

2 0 1 4  ; 1 2( 4):4 7 9 -4 9 6.  
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P o u n g p air  O,  P o ot o n g  A,  M a n e e w at c h  S, 

Sri m a n ot e  P  et  al.  A  h u m a n  si n gl e  c h ai n 

tr a n s b o d y  s p e cifi c  t o  m atri x  pr ot ei n  ( M 1) 

i nt erf er e s  wit h  t h e  r e pli c ati o n  of  i nfl u e n z a  A 

vir u s. Bi o c o nj u g C h e m. 2 0 1 0  ; 2 1: 1 1 3 4-1 1 4 1.  

 

Q Q 

 

Q v ar n str o m Y, S c hij m a n A G, V er o n  V, A z n ar C, 

St e ur er  F,  D a  Sil v a  A J.  S e n siti v e  a n d  s p e cifi c 

d et e cti o n of Tr y p a n o s o m a cr u zi D N A i n cli ni c al 

s p e ci m e n s  u si n g  a  m ulti -t ar g et  r e al-ti m e  P C R 

a p pr o a c h. P L o S N e gl Di s. 2 0 1 2 ; 6( 7): e 1 6 8 9. 

 

R R 

 

R a mír e z  J C,  C ur a  CI,  d a  Cr u z  M or eir a  O, 

L a g e s- Sil v a  E,  J ui z N,  et  al. A n al yti c al 

V ali d ati o n  of  Q u a ntit ati v e  R e al -Ti m e P C R  

M et h o d s  f or  Q u a ntifi c ati o n  of Tr y p a n o s o m a 

cr u zi  D N A  i n  Bl o o d  S a m pl e s  fr o m C h a g a s 

Di s e a s e  P ati e nt s.  J  M ol  Di a g n.  2 0 1 5  ; 

1 7( 5): 6 0 5 -6 1 5.  

 

R a s hi di a n  M,  K eli h er E J,  Bil at e A M,  D u art e  J n 

et  al.  N o ni n v a si v e  i m a gi n g  of  i m m u n e 

r e s p o n s e s.  Pr o c  N atl  A c a d  S ci  U S A.  2 0 1 5  ; 

1 1 2( 1 9): 6 1 4 6 -6 1 5 1.  

 

R ei n a -S a n -M arti n  B,  D e gr a v e  W,  R o u g e ot  C, 

C o s s o n A, C h a m o n d N et al. A B -c ell mit o g e n 

fr o m  a  p at h o g e ni c  tr y p a n o s o m e  i s  a 

e u k ar y oti c  pr oli n e  r a c e m a s e. N at  M e d.  2 0 0 0  ; 

6( 8): 8 9 0 -8 9 7.  

 

R e q u e n a - M é n d e z A,  L o p e z  M C,  A n g h e b e n  A, 

I z q ui er d o  L,  et  al. E v al u ati n g  C h a g a s  di s e a s e 

pr o gr e s si o n  a n d  c ur e  t hr o u g h  bl o o d -d eri v e d 

bi o m ar k er s  :  a  s y st e m ati c  r e vi e w.  E x p ert  R e v 

A nti I nf e ct T h er. 2 0 1 3  ; 1 1( 9):9 5 7 -9 7 6.  

 

R o o v er s  R C,  V o sj a n  M J,  L a er e m a n s  T,  el 

K h o ul ati  R  et  al.  A  bi p ar at o pi c  a nti -E G F R 

n a n o b o d y  effi ci e ntl y  i n hi bit s  s oli d  t u m o ur 

gr o wt h. I nt J C a n c er. 2 0 1 1 ; 1 2 9( 8): 2 0 1 3 -2 0 2 4.  

 

R ot h b a u er  U , Z ol g h a dr  K , Tilli b  S , N o w a k  D , 

S c h er m ell e h  L , G a hl  A ,  et  al.  T ar g eti n g  a n d 

tr a ci n g  a nti g e n s  i n  li v e  c ell s  wit h  fl u or e s c e nt 

n a n o b o di e s. N at M et h s. 2 0 0 6  ; 3:8 8 7 -8 8 9.  

 

R o s si M A. T h e p att er n of m y o c ar di al fi br o si s i n 

c hr o ni c  C h a g a s’  h e art  di s e a s e. I nt  J  C ar di ol. 

1 9 9 1  ; 3 0( 3): 3 3 5-3 4 0.  

 

R o s s otti M A, Pir e z M, G o n z al e s -T e c h er a A, C ui 

Y,  B e v er  C S,  L e e  S,  et  al. M et h o d  f or  s orti n g 

a n d  p air wi s e  s el e cti o n  of  n a n o b o di e s  f or  t h e 

d e v el o p m e nt  of  hi g hl y s e n siti v e  s a n d wi c h 

i m mu n o a s s a y s.  A n al  C h e m.  2 0 1 5  ;  8 7:1 1 9 0 7 -

1 1 9 1 4.  

 

S S 

 

S a bir  J  S. M,    At ef  A,  El -D o m y ati  F. M,  E dri s  S, 

et  al.  C o n str u cti o n  of  n aï v e  c a m eli d s  V H H 

r e p ert oir e i n p h a g e di s pl a y-b a s e d li br ar y. C. R. 

Bi o l o gi e s. 2 0 1 4 ; 3 3 7:2 4 4 -2 4 9.   

 

S a c k ett  D L, H a y n e s  R B.  T h e  ar c hit e ct  of 

di a g n o sti c  r e s e ar c h.  B M J.  2 0 0 2  ; 

3 2 4( 7 3 3 6): 5 3 9 -5 4 1.  

 

S a er e n s  D,  Fr e d eri k  F,  R e e k m a n s  G  et  al. 

E n gi n e eri n g  c a m el  si n gl e -d o m ai n  a nti b o di e s 

a n d  i m m o bili z ati o n  c h e mi str y  f or  h u m a n 

pr o st at e -s p e cifi c  a nti g e n  s e n si n g.  A n al  C h e m. 

2 0 0 5  ; 7 7: 7 5 4 7 -7 5 5 5.  

 

S a er e n s D, Stijl e m a n s B, B ar al T N, N g u y e n T hi 

G T,  W er n er y  U,  M a g e z  S  et  al.  P ar all el 

s el e cti o n  of  m ulti pl e  a nti -i nf e ct o s o m e 

n a n o b o di e s  wit h o ut  a c c e s s  t o  p urifi e d 

a nti g e n s . J I m m u n ol M et h o d s. 2 0 0 8 ; 3 2 9:1 3 8 -

1 5 0.  

 

S al e e m M, K a m al M. M o n o cl o n al a nti b o di e s i n 

cli ni c al  di a g n o si s:  a  bri ef  r e vi e w  a p pli c ati o n. 

Afri c a n J Bi ot e c h n ol. 2 0 0 8 ; 7( 8): 9 2 3 -9 2 5.  

 

S ar ai v a  R M,  W a g h a bi  M C,  Vil el a  M F,  M a d eir a 

F S  et  al. Pr e di cti v e  v al u e  of  tr a n sf or mi n g 

gr o wt h  f a ct or  b et a -1  i n  C h a g a s  di s e a s e  : 

t o w ar d s  a  bi o m ar k er  s urr o g at e  of  cli ni c al 

o ut c o m e.  Tr a n s  R  S o c  Tr o p  M e d  H y g.  2 0 1 3  ; 

1 0 7( 8): 5 1 8 -5 2 5.  

 

Si d di q ui  M Z.  M o n o cl o n al  a nti b o di e s  a s 

di a g n o sti c s;  a n  a p pr ai s al.  I n di a n  J  P h ar m  S ci. 

2 0 1 0 ; 7 2( 2): 1 2 -1 7.  
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S c h mi dt M M, Wittr u p K D. A m o d eli n g a n al y s i s 

of  t h e  eff e ct s  of  m ol e c ul ar  si z e  a n d  bi n di n g 

affi nit y  o n  t u m or  t ar g eti n g.  M ol  C a n c er  T h er. 

8( 1 0): 2 8 6 1 -2 8 7 1.  

 

Sil v a J S, T w ar d zi k D R, R e e d S G. R e g ul ati o n of 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi  i nf e cti o n s  i n  vitr o  a n d  i n 

vi v o b y tr a n sf or mi n g gr o wt h f a ct or b et a ( T G F -

b et a). J  E x p M e d. 1 9 9 1 ; 1 7 4( 3): 5 3 9 -5 4 5.  

 

S mit h  G P.  Fil a m e nt o u s  f u si o n  p h a g e  :  n o v el 

e x pr e s si o n  v e ct or s  t h at  di s pl a y  cl o n e d 

a nti g e n s o n t h e viri o n s urf a c e. S ci e n c e. 1 9 8 5  ; 

2 2 8: 1 3 1 5 -1 3 1 7.  

 

S o ar e s  R P,  T orr e cil h a s  A C,  A s si s  R R,  R o c h a 

M N,  M o ur a  e  C a str o  F A  et  al.  I ntr a s p e ci e s 

v ari ati o n  i n  Tr y p a n o s o m a  cr u zi  G PI -m u ci n s  : 

bi ol o gi c al a cti viti e s a n d diff er e n ci al e x pr e s si o n 

of  al p h a -g al a ct o s yl  r e si d u e s.  A m  J  Tr o p  M e d 

H y g. 2 0 1 2 ; 8 7( 1): 8 7 -9 6.  

 

S o s o ni u k  E,  V all ej o s  G,  K e n a w y  H,  G a b ori a u d 

C et al. Tr y p a n o s o m a cr u zi c alr eti c uli n  i n hi bit s 

t h e  c o m pl e m e nt  l e cti n  p at h w a y  a cti v ati o n  b y 

dir e ct  i nt er a cti o n  wit h  L -fi c oli n.  M ol  I m m u n ol. 

2 0 1 4 ; 6 0( 1): 8 0 -8 5.  

 

S o u s a G R, G o m e s J A, F ar e s R C, D a m a si o M P, 

C h a v e s  A T,  F err eir a  K S  et al.  Pl a s m a  c yt o ki n e 

e x pr e s si o n i s a s s o ci at e d wit h c ar di a c m or bi dit y 

i n  C h a g a s  di s e a s e. P L o S  O n e.  2 0 1 4  ; 

9( 3): e 8 7 0 8 2.  

 

S o u z a  P E,  R o c h a  M O,  M e n e z e s  C A,  C o el h o 

J S,  C h a v e s  A C  et  al. Tr y p a n o s o m a  cr u zi 

i nf e cti o n  i n d u c e s  diff er e n ci al  m o d ul ati o n  of 

c o sti m ul at or y  m ol e c ul e s  a n d  c yt o ki n e s  b y 

m o n o c yt e s  a n d  T  c ell s  fr o m  p ati e nt s  wit h 

i n d et er mi n at e  a n d  c ar di a c  C h a g a s’  di s e a s e. 

I nf e ct I m m u n. 2 0 0 7 ; 7 5: 1 8 8 6-1 8 9 4.  

 

S o ut o  R P,  F er n a n d e s  O,  M a c e d o  A M, 

C a m p b ell  D A, Zi n g al e s B. D N A m ar k er s d efi n e 

t w o  m aj or  p h yl o g e n eti c  li n e a g e s  of 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi.  M ol  Bi o c h e m  P ar a sit ol. 

1 9 9 6  ; 8 3:1 4 1 -1 5 2.  

 

 

 

 

St ei c h e n  S D,  C al d or e n a -M o or e  M,  P e p p a s 

N A.  A  r e vi e w  of  c urr e nt  n a n o p arti cl e  a n d 

t ar g eti n g  m oi eti e s  f or  d eli v er y  of  c a n c er 

t h er a p e uti c s. E ur  J  P h ar m  S ci.  2 0 1 3  ; 

4 8( 3): 4 1 6 -4 2 7.  

 

St ei n d el  M,  Di a s  N et o  E,  d e  M e n e z e s  C, 

R o m a n h a  A J,  Si m p s o n  A J G. R a n d o m 

a m plifi e d  p ol y m or p hi c  D N A  a n al y si s  of 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi  str ai n s.  M ol  Bi o c h e m 

P a r a sit ol. 1 9 9 3 ; 6 0:7 1 -8 0.  

 

Stijl e m a n s  B,  C o nr at h K,  C ort e z -R et a m o z o  V, 

V a n  X o n g  H  et  al.  Effi ci e nt  t ar g eti n g  of 

c o n s er v e d  cr y pti c  e pit o p e s  of  i nf e cti o u s 

a g e nt s  b y  si n gl e  d o m ai n  a nti b o di e s.  Afri c a n 

tr y p a n o s o m e s a s p ar a di g m. J Bi ol C h e m. 2 0 0 4 

; 2 7 9( 2): 1 2 5 6-1 2 6 1.  

 

S u k  J S,  X u  Q,  Ki m  N,  H a n e s  J,  E n si g n  L M. 

P E G yl ati o n  a s  a  str at e g y  f or  i m pr o vi n g 

n a n o p arti cl e -b a s e d  dr u g  a n d  g e n e  d eli v er y. 

A d v Dr u g R e v. 2 0 1 6 ; 9 9: 2 8 -5 1.  

 

S u m m a n e n  M,  Gr a n q vi st  N,  T u o mi n e n  R K, 

Yli p ertt ul a  M  et  al.  Ki n eti c s  of  P K C e p sil o n 

a cti v ati n g  a n d  i n hi biti n g  ll a m a  si n gl e  c h ai n 

a nti b o di e s  a n d  t h eir  eff e ct  o n  P K C e p sil o n 

tr a n sl o c ati o n  i n  H e L a  c ell s.  P L o S  O n e.  2 0 1 2  ; 

7: e 3 5 6 3 0.  

 

S w ai n  M D,  A n d er s o n  G P,  S err a n o -G o n z al e z J, 

Li u J L et al. I m m u n o di a g n o sti c r e a g e nt s u si n g 

ll a m a  si n gl e  d o m ai n  a nti b o d y-al k ali n e 

p h o s p h at a s e  f u si o n  pr o t ei n s.  A n al  Bi o c h e m. 

2 0 1 1  ; 4 1 7:1 8 8 -1 9 4.  

 

T T 

 

T al elli  M,  Oli v eir a  S, Rij c k e n  C J,  Pi et er s E H  et 

al.  I ntri n si c all y  a cti v e  n a n o b o d y -m o difi e d 

p ol y m eri c  mi c ell e s  f or  t u m or -t ar g et e d 

c o m bi n ati o n  t h er a p y.  Bi o m at eri al s.  2 0 1 3  ; 

3 4( 4): 1 2 5 5 -1 2 6 0.  
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T al v a ni  A,  Ri b eir o  C S,  Ali b erti  J C, 

Mi c h ail o w s k y  V,  S a nt o s  P V  et  al.  Ki n eti c s  of 

c yt o ki n e  g e n e  e x pr e s si o n  i n  e x p eri m e nt al 

c h a g a si c  c ar di o m y o p at h y:  ti s s u e  p ar ati s m a n d 

e n d o g e n o u s  I F N -g a m m a  a s  i m p ort a nt 

d et er mi n a nt s  of  c h e m o ki n e  m R N A  e x pr e s si o n 

d uri n g  i nf e ct i o n  wit h  Tr y p a n o s o m a  cr u zi. 

Mi cr o b e s I nf e ct. 2 0 0 0 ; 2( 8): 8 5 1 -8 6 6.  

 

T a m b o ur gi D V, Ki p ni s T L, d a Sil v a W D, J oi n er 

K A  et  al. A  p arti al  c D N A  cl o n e  of 

tr y p o m a sti g ot e  d e c a y-a c c el er ati n g  f a ct or  ( T -

D A F),  a  d e v el o p m e nt all y  r e g ul at e d 

c o m pl e m e nt  i n hi bit or  of Tr y p a n o s o m a  cr u zi, 

h a s  g e n eti c  a n d  f u n cti o n al  si mil ariti e s  t o  t h e 

h u m a n  c o m pl e m e nt  i n hi bit or  D A F.  I nf e ct 

I m m u n. 1 9 9 3 ; 6 1( 9): 3 6 5 6-3 6 6 3.  

 

T a n a k a  T,  L o b at o  M N,  R a b bitt s  T H.  Si n gl e 

d o m ai n  i ntr a c ell ul ar  a nti b o di e s:  a  mi ni m al 

fr a g m e nt  f or  dir e ct  i n  vi v o  s el e ctio n  of 

a nti g e n -s p e cifi c i ntr a b o di e s. J M ol Bi ol. 2 0 0 3 ; 

3 3 1( 5): 1 1 0 9 -1 1 2 0.  

 

T a n o wit z  H B,  G u m pr e c ht  J P,  S p urr  D, 

C al d er o n  T M  et  al.  C yt o ki n e  g e n e  e x pr e s si o n 

of e n d ot h eli al c ell s i nf e ct e d wit h Tr y p a n o s o m a 

cr u zi. J I nf e ct Di s. 1 9 9 2 ; 1 6 6: 5 9 8 -6 0 3.  

 

T a n o wit z  H B, W ei s s  L M,  M o nt g o m er y  S P. 

C h a g a s  di s e a s e  h a s  n o w  g o n e  gl o b al. P L o S 

N e gl Tr o p Di s. 2 0 1 1  ; 5:e 1 1 3 6.  

 

T ar di e u x  I,  W e b st er  P,  R a v e sl o ot  J,  B or o n  W, 

L u n n  J A  et  al.  L y s o s o m e  r e cr uit m e nt  a n d 

f u si o n  ar e  e arl y  e v e nt s  r e q uir e d  f or 

tr y p a n o s o m e  i n v a si o n  of  m a m m ali a n  c ells. 

C ell. 1 9 9 2  ; 7 1: 1 1 1 7-1 1 3 0.  

 

T arl et o n  R L.  I m m u n e  s y st e m  r e c o g niti o n  of 

Tr y p a n o s o m a cr u zi. C urr O pi n I m m u n ol. 2 0 0 7  ; 

1 9( 4): 4 3 0 -4 3 4.  

 

T ei x eir a  A R,  H e c ht  M M,  G ui m ar o  M C,  S o u z a 

A O, Nil z N. P at h o g e n e si s of c h a g a s’ di s e a s e  : 

p ar a sit e  p er si st e n c e  a n d a ut oi m m u nit y.  Cli n 

Mi cr o bi ol R e v. 2 0 1 1  ; 3 4( 3) : 5 9 2-6 3 0.  

 

 

 

 

T h u e n g -i n K, T h a n o n g s a k sri k ul J, Sri m a n ot e P, 

B a n g p h o o mi  K  et  al.  C ell  p e n etr a bl e 

h u m a ni z e d -V H/ V( H) H  t h at  i n hi bit  R N A 

d e p e n d e nt  R N A  p ol y m er a s e  ( N S 5 B)  of  H C V. 

P L o S O n e. 2 0 1 2 ; 7( 1 1): e 4 9 2 5 4. 

 

Ti b a y r e n c  M,  W ar d  P,  M o y a  A,  A y al a  F J. 

N at ur al p o p ul ati o n s of Tr y p a n o s o m a cr u zi, t h e 

a g e nt  of  C h a g a s  di s e a s e,  h a v e  a  c o m pl e x 

m ulti cl o n al  str u ct ur e. P r o c  N at  A c a d  S ci  U S A. 

1 9 8 6  ; 8 3:1 1 5 -1 1 9.  

 

Tiji n k B M, L a er e m a n s T, B u d d e M, Sti gt er V a n 

W al s u m M et al. I m pr o v e d t u m or  t ar g eti n g  of 

a nti -e pi d er m al  gr o wt h  f a ct or  r e c e pt or 

n a n o b o di e s  t hr o u g h  al b u mi n:  t a ki n g 

a d v a nt a g e of m ol e c ul ar n a n o b o d y t e c h n ol o g y. 

M ol C a n c er T h er. 2 0 0 8  ; 7( 8): 2 2 8 8-2 2 9 7.  

 

U U 

 

U m e z a w a  E S,  N a s ci m e nt o  M S,  K e s p er  N  Jr, 

C o ur a  J R,  et  al. I m m u n o bl ot  a s s a y u si n g 

e x cr et e d -s e cr et e d  a nti g e n s  of  Tr y p a n o s o m a 

cr u zi i n s er o di a g n o si s of c o n g e nit al, a c ut e, a n d 

c hr o ni c  C h a g a s’  di s e a s e.  J  Cli n  Mi cr o bi ol. 

1 9 9 6  ; 3 4:2 1 4 3 -2 1 4 7.  

 

V V 

 

V all ej o  G A,  G u hl  F,  C hi ari  E,  M a c e d o  A M. 

S p e ci e s  s p e cifi c  d et e cti o n  of  Tr y p a n o s o m a 

cr u zi  a n d  Tr y p a n o s o m a  r a n g eli  i n  v e ct or  a n d 

m a m m ali a n  h o st s  b y  p ol y m er a s e  c h ai n 

r e a cti o n  a m plifi c ati o n  of  ki n et o pl a st  mi ni cir cl e 

D N A. A ct a Tr o p. 1 9 9 9 ; 7 2: 2 0 3 -2 1 2.  

 

V a n  A u d e n h o v e  I,  G ett e m a n s  J.  N a n o b o di e s 

a s  v er s atil e  t o ol s  t o  u n d er st a n d,  di a g n o s e, 

vi s u ali z e  a n d tr e at  c a n c er.  E Bi o M e di ci n e. 

2 0 1 6  ; 8:4 0 -4 8.  

 

V a n  B o c k st a el e  F,  H ol z  J B,  R e v et s  H.  T h e 

d e v el o p m e nt  of  n a n o b o di e s  f or  t h er a p e uti c 

a p pli c ati o n s. C urr O pi n I n v e sti g Dr u g s. 2 0 0 9 ; 

1 0( 1 1): 1 2 1 2 -1 2 2 4.  

 

V a n  d e n  E nt  F,  L o w e  J.  R F  cl o ni n g :  a 

r e stri cti o n-fr e e  m et h o d  f or  i n s erti n g  t ar g et 

g e n e s  i nt o  pl a s mi d s.  J  Bi o c h e m  Bi o p h y s 

M et h o d s. 2 0 0 6  ; 6 7( 1): 6 7-7 4.  
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V a n  d er  Li n d e n  R H,  Fr e n k e n  L G,  D e  G e u s  B, 

H ar m s e n  M M,  et  al.  C o m p ari s o n  of  p h y si c al 

c h e mi c al  pr o p erti e s  of  ll a m a  V H H  a nti b o d y 

fr a g m e nt s  a n d  m o u s e  m o n o cl o n al  a nti b o di e s. 

Bi o c hi m Bi o p h y s A ct a. 1 9 9 9  ; 1 4 3 1:3 7 -4 6.  

 

V a n  d e  M e el  R,  Oli v eir a  S,  Alti n h a s  I et  al. 

T u m or -t ar g et e d  n a n o b ull et s:  a nti-E G F R 

n a n o b o d y -li p o s o m e s  l o a d e d  wit h  a nti-I G F-1 R 

ki n a s e i n hi bit or f or c a n c er tr e at m e nt. J C o ntr ol 

R el e a s e. 2 0 1 2 ; 1 5 9( 2): 2 8 1 -2 8 9.  

V a n e y c k e n  I,  D e v o o g dt  N,  V a n  G a s s e n  N, 

Vi n c k e  C  et  al.  Pr e cli ni c al  s cr e e ni n g  of  a nti -

H E R 2  n a n o b o di e s  f or  m ol e c ul ar  i m a gi n g  of 

br e a st c a n c er. F A S E B J. 2 0 1 1  ; 2 5:2 4 3 3 -2 4 4 6.  

 

V a s q u e z  M P,  L e vi n  M J.  F u n cti o n al  a n al y si s  of 

t h e  i nt er g e ni c  r e gi o n s  of  T c P 2 b et a  g e n e  l o ci 

all o w e d  t h e  c o n str u cti o n  of  a n  i m pr o v e d 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi  e x pr e s si o n  v e ct or.  G e n e. 

1 9 9 9 ; 2 3 9( 1): 2 1 7 -2 2 5.  

 

V ar g a s  N,  P e dr o s o  A,  Zi n g al e s  B. 

C hr o m o s o m al  p ol y m or p hi s m,  g e n e  s y nt e n y 

a n d  g e n o m e  si z e  i n  T.  cr u zi  I  a n d  T.  cr u zi  II 

gr o u p s.  M o l  Bi o c h e m  P ar a sit ol. 2 0 0 4  ; 

1 3 8: 1 3 1 -1 4 1.  

 

V a s c o n c el o s  R H,  A m ar al  F N,  C a v al c a nti  M G, 

Sil v a  E D  et  al.  I n cr e a s e d  l e v el s  of  I g A 

a nti b o di e s a g ai n st C R A a n d F R A r e c o m bi n a nt 

a nti g e n s  of  Tr y p a n o s o m a  cr u zi  diff er e n ci at e 

di g e sti v e  f or m s  of  C h a g a s  di s e a s e. H u m 

I m m u n ol. 2 0 1 0 ; 7 1( 1 0): 9 6 4-9 6 7.  

 

V er ç o s a  A F,  L or e n a  V M,  C ar v al h o  C L,  M el o 

M F  et  al. C h a g a s’  di s e a s e:  I g G  i s ot y p e s 

a g ai n st  c yt o pl a s mi c  ( C R A)  a n d  fl a g ell ar  ( F R A) 

r e c o m bi n a nt  r e p etiti v e  a nti g e n s  of 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi  i n  c hr o ni c  C h a g a si c 

p ati e nt s. J Cli n L a b A n al. 2 0 0 7 ; 2 1( 5): 2 7 1 -2 7 6.  

 

Vi n c k e  C,  M u yl d er m a n s  S.  I ntr o d u cti o n  t o 

h e a v y  c h ai n  a nti b o di e s  a n d  d eri v e d 

N a n o b o di e s.  M et h o d s  M ol  Bi ol.  2 0 1 2  ; 

9 1 1: 1 5 -2 6.  

 

 

 

 

 

Vi otti R, Vi gli a n o C, L o c o c o B, B ert o c c hi G, et 

al.  L o n g- t er m  c ar di a c  o ut c o m e s  of  tr e ati n g 

c hr o ni c  C h a g a s  di s e a s e  wit h b e n z ni d a z ol e 

v er s u s  n o  tr e at m e nt  :  a  n o nr a n d o mi z e d  tri al. 

A n n I nt er n M e d. 2 0 0 6  ; 1 4 4:7 2 4 -7 3 4.  

 

Vi otti R,  Vi gli a n o C,  Al v ar e z  M G  et al.  I m p a ct 

of  a eti ol o gi c al  tr e at m e nt  o n  c o n v e nti o n al  a n d 

m ulti pl e x s er ol o g y  i n  c hr o ni c  C h a g a s di s e a s e. 

P L o S N e gl Tr o p Di s. 2 0 1 1 ; 5( 9): e 1 3 1 4.  

 

Virr eir a  M,  T orri c o  F,  Tr u y e n s  C,  Al o n s o -V e g a 

C,  et  al.  C o m p ari s o n  of p ol y m er a s e  c h ai n  

r e a cti o n  m et h o d s  f or  r eli a bl e  a n d  e a s y 

d et e cti o n  of  c o n g e nit al Tr y p a n o s o m a  cr u zi 

i nf e cti o n. A m J Tr o p M e d H y g. 2 0 0 3  ; 6 8 ( 5) : 

5 7 4 -5 8 2.  

 

V o sj a n M J, P er k L R, R o o v er s R C, Vi s s er G W, et 

al. F a cil e l a b elli n g of a n a nti -e pi d er m al gr o wt h 

f a ct or  r e c e pt or  n a n o b o d y  wit h  6 8 G a  vi a  a 

n o v el  bif u n cti o n n al  d e sf er al  c h el at e  f or 

i m m u n o-P E T.  E ur  J N u cl  M e d  M ol  I m a gi n g. 

2 0 1 1  ; 3 8:7 5 3 -7 6 3.  

 

V o sj a n  M J,  V er c a m m e n  J,  K ol k m a n  J A  et  al. 

N a n o b o di e s  t ar g eti n g  t h e  h e p at o c yt e  gr o wt h 

f a ct or:  p ot e nti al  n e w  dr u g s  f or  m ol e c ul ar 

c a n c er  t h er a p y.  M ol  C a n c er  T h er.  2 0 1 2  ; 

1 1( 4): 1 0 1 7 -1 0 2 5.  

 

W W 

 

W a e hl er R,  R u s s ell  S J,  C uri el  D T. E n gi n e eri n g 

t ar g et e d  vir al  v e ct or s  f or  g e n e  t h er a p y.  N at 

R e v G e n et. 2 0 0 7 ; 8( 8): 5 7 3 -5 8 7.  

 

W a g h a bi M C, K er a mi d a s M, B aill y S, D e gr a v e 

W, M e n d o n ç a - Li m a L et al. U pt a k e of h o st c ell 

tr a n sf or mi n g  gr o wt h  f a ct or-b et a  b y 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi  a m a sti g ot e s  i n 

c ar di o m y o c yt e s  :  p ot e nti al  r ol e  i n  p ar a sit e 

c y cl e  c o m pl eti o n.  A m  J  P at h ol.  2 0 0 5  ; 

1 6 7( 4): 9 9 3 -1 0 0 3.  

 

W a n g  J,  M aj k o v a  Z,  B e v er  C R,  Y a n g  J  et  al. 

O n e -st e p  i m m u n o a s s a y s  f or 

t etr a br o m o bi s p h e n ol  a  u si n g  a  c a m eli d si n gl e 

d o m ai n  a nti b o d y -al k ali n e  p h o s p h at a s e  f u si o n 

pr ot ei n . A n al C h e m. 2 0 1 5 ; 8 7( 9): 4 7 4 1-4 7 4 8.  
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W a n g  P,  Li  G,  Y a n  J,  H u  Y,  Z h a n g  C,  Li u  X, 

W a n  Y.  B a ctri a m  c a m el  n a n o b o d y -b a s e d 

i m m u n o a s s a y  f or  s p e cifi c  a n d  s e n siti v e 

d et e cti o n  of  Cr y 1 F a.  T o xi c o n.  2 0 1 4  ; 

9 2: 1 8 6 1 9 2.  

 

W a n g Y, F a n Z, S h a o L, H o u X, Ti a n D, Xi a o Y, 

Y u  L .  N a n o b o d y-d eri v e d  n a n o bi ot e c h n ol o g y 

t o ol  kit s  f or  di v er s e  bi o m e di c al  a n d 

bi ot e c h n ol o g y  a p pli c ati o n s .  I nt  J 

N a n o m e di ci n e. 2 0 1 6  ; 1 1:3 2 8 7 -3 3 0 3.  

W e st e n b er g er  S J,  B ar n a b é  C,  C a m p b ell  D A, 

St ur m N R. T w o h y bri di z ati o n e v e nt s d efi n e t h e 

p o p ul ati o n  str u ct ur e  of  Tr y p a n o s o m a  c r u zi. 

G e n eti c s. 2 0 0 5  ; 1 7 1( 2):5 2 7 -5 4 3.  

 

W H O.  A nti -Tr y p a n o s o m a  cr u zi  A s s a y s : 

o p er ati o n al c h ar a ct eri sti c s, r e p ort 1  ; 2 0 1 0. 

 

 

 

 

 

W u  Y,  Ji a n g  S,  Yi n g  T.  Si n gl e -d o m ai n 

a nti b o di e s a s t h er a p e uti c s a g ai n st h u m a n vir u s 

di s e a s e s. Fr o nt I m m u n ol. 2 0 1 7  ; 8 : 1 8 0 2. 

 

Z Z 

 

Zi n g al e s  B,  A n dr a d e  S G,  Bri o n e s  M R S, 

C a m p b ell  D A  et  al.  A  n e w  c o n s e n s u s  f or 

Tr y p a n o s o m a  cr u zi  i ntr a s p e cifi c 

n o m e m cl at ur e  :  s e c o n d  r e vi si o n  m e eti n g 

r e c o m m e n d s  T cI  t o  T c VI.  M e m  I n st  O s w al d o 

Cr u z. 2 0 0 9  ; 1 0 4( 7) : 1 0 5 1-1 0 5 4.  

 

Z h u  M,  G o n g  X,  H u  Y,  O u  W,  W a n  Y. 

Str e pt a vi di n -bi oti n -b a s e d  dir e cti o n al  d o u bl e 

n a n o b o d y  s a n d wi c h  E LI S A  f or  cli ni c al  r a pi d 

a n d  s e n siti v e  d et e cti o n  of  i nfl u e n z a  H 5 N 1. J 

Tr a n sl M e d. 2 0 1 4  ; 1 2 : 3 5 2. 

 

Z ul a nt a y  I,  V e n e g a s  J,  A pt  W,  S ol ari  A, 

S a n c h e z  G.  L yti c  a n ti b o di e s  i n  Tr y p a n o s o m a 

cr u zi -i nf e ct e d  p er s o n s  wit h  l o w  p ar a sit e mi a. 

A m J Tr o p M e d H y g. 1 9 9 8  ; 5 8( 6): 7 7 5-7 7 9.  
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E V O L U TI O N	 P R O F E S SI O N N E L L E,	 P U B LI C A TI O N S	 &	 F O R M A TI O N S	

	
1 9 9 8	 -	 1 9 9 9 	:	 Li c e n c e	 e n	  Bi ol o gi e	 c ell ul ai r e	  &	 P h y si ol o gi e,	 U P M C,	  P a ri s 	et	 C e rtifi c at	 d' Et u d e s	
S p é ci ali s é e s	 e n	  Bi ol o gi e	  M ol é c ul ai r e,	 L a b o r at oi r e	  d e	  G é n éti q u e	 -	 Bi ol o gi e	  M ol é c ul ai r e	
( Di r e ct e u r	  P r.	  A x el	  K a h n ),	 I N S E R M	  U 1 2 9	 -	 I C G M	 ( H ô pit al	 C o c hi n	 -	 P a ri s ).	 Et u d e	 d e	 l a	
p r ot éi n e	 S R F	 ( S e r u m	  R e s p o n s e	 F a ct o r)	 et	 d e	 s a	 c o n st r u cti o n	 t r o n q u é e	 c h e z	 d e s	 s o u ri s	
t r a n s g é ni q u e s.	
	
2 0 0 0 	:	 T e c h ni ci e n	 d e	l a b o r at oi r e,	 L a b o r at oi r e	 Bi ol o gi e	 M é di c al e	 ( D r	 D r	 J-D	 C a v all o )	 H ô pit al	
d’I n st r u cti o n s	  d e s	  A r m é e s	  B é gi n	 ( 9 4	 S ai nt	  M a n d é ).	 D é pi st a g e	 d e	 diff é r e nt s	 a g e nt s	
p at h o g è n e s,	 e nt r eti e n	 d e	li g n é e s	 c ell ul ai r e s	 et	 t r a v a u x	 d e	 r e c h e r c h e	 s u r	l a	 s él e cti o n	i n	 vit r o	 d e	
r é si st a n c e s	 a u x	 q ui n ol o n e s	 c h e z	 S al m o n ell a	  H a d a r,	 E nt e r eti di s	 et	  T y p hi m u ri u m	 p a r	
El e ct r o p h o r è s e	 e n	 c h a m p	 p ul s é	 et	 A S -P C R -R F L P. 	
	
2 0 0 1	 -	 2 0 1 1 	:	  T e c h ni ci e n	 S u p é ri e u r	 d e	 L a b o r at oi r e,	 L a b o r at oi r e	 d e s	  P r o c e s s u s	 I nf e cti e u x	 à	
T r y p a n o s o m a	 ( D r	  P. 	 Mi n o p ri o )	 I n stit ut	  P a st e u r	 ( P a ri s ).	 R e s p o n s a bilit é	 d e	 pl u si e u r s	
p r ot o c ol e s	 d e	 r e c h e r c h e,	  mi s e	 e n	 pl a c e	 d e	 t e c h ni q u e s	 p o u s s é e s,	 d o nt	 l a	 p r ot é o mi q u e	 et	
p a rti ci p ati o n	 a cti v e	 à	 pl u si e u r s	 p r oj et s	 d e	 r e c h e r c h e	 et	 à	l ’ e n c a d r e m e nt	 d’ ét u di a nt s	 d e	 M a st e r	 2	
o u	 d e	 d o ct o r at	 d u	l a b o r at oi r e	 et	 d e	 n o u v e a u x	t e c h ni ci e n s.	 C o -a ut e u r	 d e	 pl u si e u r s	 p u bli c ati o n s	 et	
pl u s	 p a rti c uli è r e m e nt	 c ell e s	  m ett a nt	 e n	 é vi d e n c e	 u n	 p h é n o m è n e	 d e	 « 	t r a n s pli ci n g	»	 p o u r	 l a	
p r ot éi n e	 T c P R A C	 et	l a	 p r é s e n c e	 d ’ a ci d e s	 a mi n é s	 D	li b r e s	 et	li é s	 a u x	 p r ot éi n e s	 d e	T r y p a n os o m a 	
c r u zi .	
	
2 0 1 0 	:		 D U T	 d e	 G é ni e	 Bi ol o gi q u e	 o pti o n	 Di ét éti q u e,	U P E C,	 C r ét eil 	
	
2 0 1 2	 -	2 0 1 4 	:	Di ét éti ci e n	 H o s pit ali e r, 	H ô pit al	 d e	l' A r c h et	 /	 F o n d ati o n	 L e n v al	 -	 C. H. U	 d e	 Ni c e.	
S e r vi c e	 d' h é m at o -o n c ol o gi e 	p é di at ri q u e.	 S e r vi c e s	 a d ult e s	:	i nf e cti ol o gi e,	 h é m at ol o gi e,	 m é d e ci n e	
i nt e r n e,	 c hi r u r gi e	 di g e sti v e.	  O r g a ni s ati o n	 et	  mi s e	 e n	 pl a c e	 d’ a cti o n s	 s u r	 l a	 c o m pl é m e nt ati o n	
n ut riti o n n ell e	 o r al e,	 l e s	 ali m e nt ati o n s	 a rtifi ci ell e s	 et	 l e s	 r è gl e s	 d' h y gi è n e	 à	 r e s p e ct e r	 p o u r	 l e s	
p ati e nt s	 t r ait é s	 a v e c	 c e rt ai n e s	 c hi mi ot h é r a pi e s.	 C o o r di n at e u r	 d' u n	 p r oj et	 d e	 s oi n	 s u r	
l’ a p pli c ati o n	 et	l’ é v ol uti o n	 d e s	 r e c o m m a n d ati o n s	 d e s	 p r ot o c ol e s	 d e	 l' ali m e nt ati o n	 p r ot é g é e	 e n	
c a s	 d' a pl a si e	 p r of o n d e	 o u	 d e	 g r eff e	 d e	  m o ell e	 o s s e u s e.	  A ni m ati o n	 d’ at e li e r s	 e n	 g r o u p e,	 s u r	
l' ali m e nt ati o n	 et	 l a	 s a nt é,	 a u p r è s	 d' a s s u r é s	 d u	 r é gi m e	 g é n é r al	 d e	 l a	 s é c u rit é	 s o ci al e	 vi s a nt	 l a	
p r é v e nti o n	 p ri m ai r e	 d e	 p at h ol o gi e s	t ell e s	 q u e	l e	 di a b èt e	 et	l e s	 m al a di e s	 c a r di o -v a s c ul ai r e s. 	
	
2 0 1 5 	:	M a st e r	 2 	( d é r o g ati o n	 o bt e n u e	 p a r	 V ali d ati o n	 d e s	 A c q ui s	 P r of e s si o n n el s),	 U P M C,	 P a ri s 	
	
2 0 1 5	 -	 2 0 1 8 	 P r é p a r ati o n	 d’ u n	  D o ct o r at	 d e	 S o r b o n n e	  U ni v e r sit é 	 e n	 I m m u n ol o gi e	 /	
Mi c r o bi ol o gi e,	  E c ol e	  D o ct o r al e	  E D	 5 1 5	 " C o m pl e xit é	 d u	  Vi v a nt ",	 L a b o r at oi r e	  d e s	  P r o c e s s u s	
I nf e cti e u x	 à	  Tr y p a n o s o m ati d é s	 à	 l’I n stit ut	  P a st e u r	  d e	  P a ri s.	 ( Di r e ct ri c e	  d e	  T h è s e	  D r.	  P.	
Mi n o p ri o )	 et	 à	 l’I n stit ut	  d e	  M é d e ci n e	  T r o pi c al e	 -	 F a c ult é	  d e	  M é d e ci n e	  d e	 S a o	  P a ul o	 /	
U ni v e r sit é	 d e	 S a o	  P a ul o	 ( B r é sil) ,	e n	 c oll a b o r ati o n	 a v e c	l e s	 P r of e s s e u r s	 E.	 S a bi n o	 et	 M.	 N	 S at o	
d e	  M a r s	 à	 M ai	 2 0 1 8	 et	 d e	 S e pt e m b r e	 à	  O ct o b r e	 2 0 1 8.	 P r oj et	 e n	 p a rt e n a ri at	i n d u st ri el	 a v e c	l e s	
l a b o r at oi r e s	 bi o M é ri e u x.	 I ntit ul é	 d e	 l a	  T h è s e	 :	 L a	 T r y p a n os o m a	 c r u zi 	 p r oli n e	 r a c e m a s e,	 u n	
m a r q u e u r	 di a g n o sti q u e	 et	 d e	 s ui vi	 p o u r	l a	 M al a di e	 d e	 C h a g a s 	 ?	
 
 
P U B LI C A TI O N S	 S CI E N TI FI Q U E S	 ( D U R A N T	 L E	 D O C T O R A T )	
	
C o at n o a n	  N ,	  Di a s	 d e	  M el o	  G,	 C o s s o n	  A,	 L af a y e	 P,	  B o s s u s	  M,	 P a r a n h o s	  B a c c al a	  G,	  B ri g n oli	 E,	
Mi n o p ri o	 P.	 S p e cifi c	 s e r ol o gi c al	 a n d	  m ol e c ul a r	 t o ol s	 f o r	 di a g n o si s	 of	 e x p e ri m e nt al	 C h a g a s	
i nf e cti o n	 a n d	 di s e a s e	:	t o w a r d s	 a	 r eli a bl e	t e st	f o r	 di a g n o si s	 a n d	 m o nit o ri n g	 of	t r e at me nt	 effi c a c y.	
S o u mis	 à	 p u bli c ati o n 	à	 P L o S	 N e gl e ct e d	 T r o pi c al	 Di s e a s e. 	
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A g ui a r	 A m a r al	 P,	 A ut h e m a n	 D,	 Di a s	 d e	 M el o	 G,	 G o u a ult	 N,	 C u pif	J F,	 G o y a r d	 S,	 D ut r a	 P,	 C o at n o a n	
N ,	 C o s s o n	 A,	 M o n et	 D,	 S a ul	 F,	 H a o u z	 A,	 U ri a c	 P,	 Bl o n d el	 A,	 Mi n o p ri o	 P.	  D e si g n e d	 m o n o-a n d	 di -
c o v al e nt	 t r a p	  m o d el e d	 f u n cti o n al	  m oti o n s	 f o r	  T r y p a n o s o m a	 c r u zi	 p r oli n e	 r a c e m a s e.	 P L o S	  N e g	
T r o p	 Di s.	 2 0 1 8	,	 1 2 ( 1 0 ): e 0 0 0 6 8 5 3.	 htt p s: / / w w w. n c bi. nl m. ni h. g o v / p u b m e d / 3 0 3 7 2 4 2 8 	
	
G u e d e s	 R L M,	 R o d ri g u e s	 C M F,	 C o at n o a n	 N ,	 C o s s o n	 A,	 C a di oli	 F A,	 G a r ci a	 H A,	 G e r b e r	 A L,	 M a c h a d o	
R Z,	  Mi n o p ri o	 P M C,	  T ei x ei r a	  M M G,	 d e	  V a s c o n c el o s	  A T R.	 A	 c o m p a r ati v e	 i n	 sili c o	 li n e a r	  B -c ell	
e pit o p e	 p r e di cti o n	 a n d	 c h a r a ct e ri z ati o n	 f o r	 S o ut h	  A m e ri c a n	 a n d	  Af ri c a n	 T r y p a n o s o m a	 vi v a x	
st r ai n s. G e n o mi c s. 	 2 0 1 8 	 ;	 pii	 ;	 S O 8 8 8 -7 5 4 3( 1 8) 3 0 1 2 6 -5.	
htt p s: / / w w w. n c bi. nl m. ni h. g o v / p u b m e d / 2 9 4 9 9 2 4 3 	
	
	

P U B LI C A TI O N S	 S CI E N TI FI Q U E S	 A N T E RI E U R E S	
	
B e r n e m a n	 A,	 Al v e s -F e r r ei r a	 M,	 C o at n o a n	 N ,	 C h a m o n d	 N,	 Mi n o p ri o	 P.	 M e di u m / hi g h	t r o u g h p ut	 D-
a mi n o	 a ci d	 o x y d a s e	 c ol o ri m et ri c	  m et h o d	 f o r	 d et e r mi n ati o n	 of	  D -a mi n o	 a ci d s.	 J	  Mi c r o bi al	
Bi o c h e m	  T e c h n ol.	 2 0 1 0	 ;	 2( 6 )	 :	 1 3 9 -1 4 6.	 htt p s: / / w w w. o mi c s o nli n e. o r g / hi g h -t h r o u g h p ut- d-
a mi n o -a ci d -o xi d a s e -c ol o ri m et ri c -m et h o d -f o r-d et e r mi n ati o n -of - d-a mi n o -a ci d s -a p pli c ati o n -f o r-
a mi n o -a ci d -r a c e m a s e s -1 9 4 8 -5 9 4 8. p h p ? ai d = 1 0 8 8 	
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R E S U M E  
 
L a  M al a di e  d e  C h a g as  pr o v o q u é e  p ar  l e  pr ot o z o air e  e u c ar y ot e T r y p a n os o m a  cr uzi   s é vit 

pri n ci p al e m e nt  e n  A m éri q u e  L ati n e  et  C e ntr al e. O n  assist e  a uj o ur d’ h ui  à  l’ é m er g e n c e  d e  c e 

fl é a u,  a u  d el à  d es  z o n es  d’ e n d é mi e  s ur  d’ a utr es  c o nti n e nts  d u e  à  l’ a u g m e nt ati o n  d e  l a 

mi gr ati o n d es p o p ul ati o ns. C ett e m al a di e q ui p e ut r est er sil e n ci e us e p e n d a nt pl usi e ur s a n n é es 

est  diffi cil e m e nt  d é c el a bl e  e n  d e h or s  d e  l a  p h as e  ai g u ë  d e  l’i nf e cti o n  q u a n d  l e  p ar asit e  est 

pl ut ôt s o us s a f or m e i ntr a c ell ul air e. A uj o ur d’ h ui, a u c u n m o y e n di a g n osti q u e dir e ct o u i n dir e ct 

n’ est  fi a bl e  à  1 0 0 % et   n e  p er m et  l a  d ét e cti o n  d u  p ar asit e  d a ns  l es  tiss us  pr of o n ds.  A u c u n 

v a c ci n n’ est dis p o ni bl e et l es tr ait e m e nts a ct u els n e s o nt p as s atisf ais a nts. A c es diffi c ult és s e 

r aj o ut e nt  l a  h a ut e  v ari a bilit é  d es  s o u c h es  d u  p ar asit e  ai nsi  q u e  l es  i m p ort a nt es  r é a cti o ns 

cr ois é es a v e c d’ a utr es p at h o g è n es. 
 

L e  l a b or at oir e  a  d é c o u v ert  et  c ar a ct éris é e  l a  pr e mi èr e  pr oli n e  r a c é m as e  e u c ar y ot e  q ui  est 

é g al e m e nt  u n  mit o g è n e  p o ur  l es  c ell ul es  B,  e x cr ét é e/s é cr ét é e  p ar  l es  f or m es  i nf e ct a nt es  d u 

p ar asit e : l a T r y p a n os o m a cr uzi  pr oli n e r a c é m as e (T c P R A C). C ett e e n z y m e est u n f a ct e ur d e 

vir ul e n c e  p o ur  l e  p ar asit e  et  est  i n dis p e ns a bl e  à  s a  s ur vi e.  D es  ét u d e s  p h yl o g é n éti q u es  o nt 

d é m o ntr é q u e l es g è n es c o d a nt p o ur l a T c P R A C s o nt pr és e nts d a ns t o us l es g é n ot y p es d e T. 

cr uzi   et  s o nt  a bs e nts  c h e z  l es  a utr es  tr y p a n os o m ati d és  i nf e cti e u x  p o ur  l’ H o m m e  ai nsi  q u e 

c h e z l es m a m mif èr es. P ar c o ns é q u e nt, l a T c P R A C p o urr ait êtr e u n m ar q u e ur s p é cifi q u e d e l a 

M al a di e d e C h a g as. 
 

Gr â c e  à  l a  mis e  a u  p oi nt  d e  diff ér e nts  t ests  s ér ol o gi q u es  et  m ol é c ul air es  utilis a nt  diff ér e nts 

a nti c or ps  s p é cifi q u es  diri g és  c o ntr e  l a T c P R A C,  ai nsi  q u e  d es  a m or c es  ci bl a nt  l es  g è n es 

T c P R A C , n o us a v o ns p u d é p ass er c ert ai n es d e c es diffi c ult és. N o us a v o ns mis e n é vi d e n c e, e n 

utilis a nt l e m o d èl e e x p éri m e nt al, q u e l a T c P R A C est ef f e cti v e m e nt u n m ar q u e ur di a g n osti q u e 

s p é cifi q u e d e l’i nf e cti o n m ais s urt o ut u n m ar q u e ur q ui p er m ettr ait d’ affir m er l’ effi c a cit é d’ u n 

tr ait e m e nt,  a d mi nistr é  a ussi  bi e n  p e n d a nt  l a  p h as e  ai g u ë  q u e  p e n d a nt  l a  p h as e  c hr o ni q u e  d e 

l’i nf e cti o n.  
 

N o us a v o ns ét é c a p a bl e s d e s ui vr e l e pr o c ess u s i nf e cti e u x e n t e m ps r é el p ar i m a g eri e i n vi v o 

d u  m o d èl e  e x p éri m e nt al  gr â c e  à  l a  g é n ér ati o n  d e  d e u x  s o u c h es  d e  p ar asit es  e x pri m a nt  d e 

f a ç o n  c o nstit uti v e  l e  g è n e  d e  l a Fir efl y  l u cif er as e   et  u n  g è n e  c o d a nt  p o ur  u n e  m ol é c ul e 

fl u or es c e nt e  (l a Gr e e n  Fl u or es c e nt  P r ot ei n   o u  l’ E 2- Cri ms o n).  N o us  a v o ns  pr o d uits  d es 

a nti c or ps  r e c o m bi n a nts  V H H  ( o u N a n o b o di es )  a nti-T c P R A C,  o bt e n us  s uit e  a u  cri bl a g e  p ar 

P h a g e  Dis pl a y   d’ u n e  b a n q u e  i m m u n e  d’ u n  al p a c a  i m m u nis é.  C es  VH H,  d e  p art  l e ur  p etit e 

t aille  et  l e ur  st a bilit é,  p e u v e nt  diff us er r a pi d e m e nt  d a ns  l es  tiss us.  C e s  a nti c or ps  o nt  m o ntr é 

l e ur  c a p a cit é  d e  p é n étr er  et  d e  s e  fi x er  s ur  l a T c P R A C  i ntr a c ell ul air e  e x pri m é e  p ar  d es 

p ar asit es  vi v a nts i n  vitr o.  A v e c  c es  o utils,  n o u s  a v o ns  e ntr e pris  l a  mis e  a u  p oi nt  d’ u n 

pr ot ot y p e p o ur l a d ét e cti o n d es p ar asit es i ntr a c ell ul air es i n vi v o. 
 

P ar  aill e ur s,  à  p artir  d e  l a  str u ct ur e  crist all o gr a p hi q u e  d e  l a T c P R A C  et  d u  d é v el o p p e m e nt 

d’ u n  m o d èl e  virt u el  g é n ér a nt  diff ér e nts  ét ats  d e  tr a nsiti o ns  p ot e nti els  d e  l’ e n z y m e  e t d u sit e 

c at al yti q u e e n pr és e n c e o u n o n d e s o n li g a n d, n o us a v o ns p u ci bl er et o pti mis er d e n o u v e a u x 

c o m p os és  tr y p a n o ci d es  e n  v u e  d’ u n  d é v el o p p e m e nt  d e  n o u v ell es  c hi mi ot h ér a pi es  c o ntr e  l a 

M al a di e d e C h a g as. 




