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Abstract

Project Code : MRG5080350

Project Title : Th1 and Th2 cytokine expression in common mosquito borne infected samples in
Thailand
Investigator : Natthanej Luplertlop
Lecturer in Department of Microbiology and Immunology
Faculty of Tropical Medicine, Mahidol University
E-mail Address : natthanej.lup@mahidol.ac.th

Project Period : 30 Months

Dengue and malaria infection are two common vector borne diseases which
annually affect million of people in many countries. Both of diseases show variety of
clinical presentation from mild to severe signs and symptoms of Dengue fever (DF) to
Dengue hemorrhagic fever (DHF) in Dengue infection, and low and high parasitemia in
malaria infection. This study intends to find biomarker(s) for early detection through the
immune response of Th1 and Th2 cytokine expressions between Dengue virus type 2
(DENV-2) infection and Plasmodium falciparum (P.falciparum) malaria infection
composed of mild and severe form comparing to normal human sera (NHS). A high
through-put of the magnetic bead-based Bio-Plex assay which applied to detect the
expression of Th1 and Th2 cytokines by using small volume sera samples which run in
only once. Results showed the significant difference higher of Th1 and Th2 cytokine
expressions: interleukin (IL)-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF), interferon (IFN)-Y, and tumor necrosis factor (TNF)-Q, in
DENV-2 and P.falciparum malaria infection than NHS at p-value < 0.05. For DENV-2
infection showed a slightly expression of Th1 and Th2 cytokines were higher in DHF
than DF, except IL-13. For P.falciparum malaria infection, high parasitemia was
significant difference higher expressions of IL-4, IL-10, GM-CSF, and TNF-O at p-value
< 0.05. Both DENV-2 and P.falciparum malaria infection remarkable presented IL-10
expression, highest among other cytokines expression and higher in severe form.
Therefore, it is worth noting that IL-10 plays an important role in severity of infection

and pathogenesis.

Keywords : Dengue, Malaria, T helper, Cytokines, BioPlex



UnAnLa

swalassn1s : MRG5080350
Falas9n1s  : NIuEAIBANVad Cytokines 3110 Th1 uaz Th2 ludadrilsafindaiin

I@uqaﬁwuﬂaﬂuﬂizmﬂ%ﬂ

]
>

Fownidy  : WiwupueI auLEAaL
6 o a a A Aa a =
afmsmﬂszmmmm@ammmLLa:auquIaU
AR TANFASIUATOU VWIINLRLURAR

E-mail Address : natthanej.lup@mahidol.ac.th

5$EI$L'JQ'1Tﬂ‘§\1ﬂ’]i : 30 LAan

e himasiuaneanaiie  dausesnguliafaglundulinfadailasuaasnnyldtion
waztndungulinfisananznudadszmnmasiuaulunano gszing  nofwudr lsanmasasd
niusasaannadfianianuTuusaudTuusiasaniioguussnn  nandelungudaizalhiaasi
ﬂ:mmiﬂLLa@Naaﬂﬁaﬂmugmmﬂﬁﬁm@i Dengue fever (DF) AN Dengue hemorrhagic fever (DHF)

o o & a & & o A & A . .
waziniL@aInaFouL  anuTuuisaslinesiunudinougelunizumifon(parasitemia)  lan
RUITOUEAIDDN LAAILG low parasitemia AUNITZA high parasitemia

fmIunsAnsfgasiunesmdiunuzaimiusadaanvadbiomarkers  fusasaaniuszoe
Guduzastlia wazlanuduldldnazlflunslienzianuuussasise e lugmasnsuszng
ihardslsaludilldagnefidszaninw lasbiomarkersfidufiunisdnsnisnaziungu cytokines 7
ULEAI8anINaAM  T-helper cells(Th)1 uaz Th2 wisuifisulungui@azalimasfinfianusuu
uwandaniu AunduidaiaanaSeNiUTum parasitemia Nuaned19nu lasnguaiuguazlinguau
1n& (normal human sera (NHS)) fNILMINTIIATZAL cytokines 2zl 353209 magnetic bead-
based Bio-Plex assay @atd#3tn13fisansnasnansuaadaanvad cytokines laatiaznansriialag
andudSunmaTuisaantes (20 lulasdas)

MIANENRANHINNTLRAIAANYDIS cytokines 1Jsenauaiy interleukin (IL)-2, IL-4, IL-5, IL-10,
IL-13, Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), interferon (IFN)-Y, and tumor
necrosis factor (TNF)-O wuinguiihs@aizalisasi Flwpd 2 uwazg@aimaananauTiia
P.falciparum {in17uR@488N289 cytokines M3 8 lutSinmfiganiinguaiuquadwiitbiey ( p-
value < 0.05) ‘[m;jﬁﬁm%a"h%’amaﬁ%ﬁ@ DHF 9:iinM3u&ad0an1a4 cytokines §4niingy DF N3 7
cytokines 8ntiw IL-13  dniungug@ainesnazeiia P.falciparum 9zWUIINGN high parasitemia
a:iinIuaAIanvey IL-4, IL-10, GM-CSF, and TNF-O figeni1ngu low parasitemia atniliudazy

aa A a A ' \ va & o Av wa & a & '
nWalid ( pvalue < 0.05) WasuifisuszwingudaasalimeasinudfaauanFonisengy
AMUTHLTY wNDIENIUEaIeanTas IL-10 geatnsTaaulunguuas severe form (DHF uaz High

. X o & « I & a o o = - P A A o
parasitemia) @9BWITAWIAIN IL-10 Buianudmanylumahld@nudainanawieiasdiansiaia

. A G4 ° ' =2 2 A o Ao A

biomarkers tWaaTINENNIBiAMAITHLIITBlsALAz I lWgmsAnm luuwdniieiuwenSiiiiaves
lsadialy

Anan : Dengue, Malaria, T helper, Cytokines, BioPlex



naanssydsznd

° Imamﬁ%’yL%aaﬁvlﬁ%'unﬁiaﬁuagunuﬁwmﬁﬂm’mlumﬁnmuﬁ%’maammsﬁ
;’u‘lvm' I@ﬂéﬁﬁfmmﬂmzmmmimiq@w?mm LLaxéﬁﬁfm’mﬂamuaﬁfumgumi
38

a‘i’o a o =3 % 1 = dl' Qs o o d'd 6 o [

o lavsnsiduiumIssalaatneg b9 Uiz Uy lomidwiu
NWIWAN @FEATIANTT WILNNL L PERR L) ATSUANYANENT waaaﬂswf
UAINLRE
o Q 1 1 dl v = a o d‘y Vo =3 1 v Y a

° mmuwmmm@mG]wsl,%mmauumgummaslu’l,%mmqmavlﬂvl,@mm
Uznauaae

" esdjddnsdgnd  medmgineweten  amnzmaaiivaiou
YRINLIRLNRAAR

= ﬂuﬁ%ﬁaiﬂsmm%&u ATRSNTANFEASIUATOU NRIINLIRUNRAR

B AM@3T1TINGN AANEIAIRAT NRINLRLNRAAR

B AUNITINENARASIAIAIEND19 NRIINLNAELNTIRE

a

A wm e & & ~
‘YI’NV]@J”Q El"i]\ﬂlﬂUWizqmsLuﬂ')q?Ja%LﬂiqzﬁNq 123 Iﬂﬂ’]ﬁu



Executive Summary

1A39MIN1IUEaIaNT84 Cytokines 910 Th1 uaz Th2 ludadslindadarilangsinutaslulszinalng

Fryn1iaefi MRG5380006

1. anadayuaznavaslynl
a 1 4o o = \ % % & = . a £
linfadaflanys  dadulsafinudeslulsmmeaaafounazunuidugudgns  Smauwinszanofianniu
a & a a o ! v v & A Aa A o & A
Feug  miluwlwminanimeaeds  uaslminaaziuan  swaliEuhsuszFaiiaiaduiuinniuies
= = A % a & : Y Aa = a a = & =
sungrikinanmsnlaninnzlanfowdnannidu - dwaliniiavaslsevvasmuaiyiduladidn  uazd
a : o A & o o d a a o '
szpznamlumitufealuudaziwinnniu Ssdaduiadonisasmainlianmesgiuazdisinadaniseiie
a ' o l:l J l:l a v Aa o a a ' o = a
vaslinfadainlangafndu wenanuansznuInMuAntTInmgudy weniiifieveslndadeilaoysilug
1 A‘ v a J [ l:l J ) o a ' ° ldl ] A v A
damufindanmifada wazthomoisdwsuiu ludszindlne liefadeilasgsinotasfaldifensan uaz

U =l
lainanise

e nidildifensen lullagtudslifddesyuuidadmivnmiduiazaslsn Sadsmaldmatamn

gnsnsuazinduilasnwiuldldadnetn g

e nydilsannanise Lﬂuﬁmmﬁ’uiﬁwi’@mwLmemmwﬂaaﬂi:mavl,mﬂ’amﬁé’mwmsﬁm%agd

s Qs ¥ QI J 1 v a
LRZEINLAATINNTAB NN NI NUWE wam:wulumm:m AINBILLRSAIN JJE'%LL'N"IJ E]GIiﬂ

=

ﬁnﬂmiﬁﬂmmaaﬁwﬁﬁ'mﬁﬁmiﬁﬂmﬁmﬁu Matrix metalloproteinases enzymes (MMPs) lulsa'ldifanaan
wm’wﬁNa@iaﬂ'nu;w,mmaﬂiﬂi@mawmﬁm%dﬁumnﬁu permeability vaududan  Gegrunilinasms
AnEn3sEnuImainswiuzes TNFO Nigenadadnunsugaioanaas MMPs aInWanIInaaadasnaIng
AIIBIARIIANMUFNRUTIBINIURAIDBNTBY  cytokines  WIAzilHANIENUAE  permeability VadlFULADALAZ
ANMNFNNUSAL  cytokines 1unaq'ma<1 Th1uaz Th2 %\1Lﬂmfﬁaﬂmwugﬁﬁuﬁuﬂé'ﬂﬁmNﬁﬂi&éjﬂﬁﬁﬂﬂiﬁ%ﬁo
TNFO Lownn S'fioLfiaﬁaﬁm’]ﬁdm’mgumwaﬂiﬂa@]@iaﬁﬂﬂﬂﬁqa ‘lumzﬁ"uadvlfmmﬁmzwuhl,ﬁa;jﬂaﬂag"lu{lv'u
emﬂﬂﬁﬂ’ﬂu&&l%%lﬁ’mn”nwad vascular leakage L7 pulmonary edema brain edema W8z hepatic failure Laz/
%38 renal failure G‘fmaa@ﬂﬁaaﬁumm@;msmwao"l;*ﬁl,ﬁa@aaﬂmuﬁ'u @‘Tmm@qf:ﬁu;ﬁé‘]’y‘a‘imuiﬁ]ﬁmﬁwrmﬁﬂmms
LAAIANTBY cytokines 1INNANTaI Th1 uaz Th2 Wisuifiauszwildifenssn uazanaiie Wisnifisuiunds
ANguA LTI (NANAILAN) LRBMIAMUFNNUTUE cytokines 6199 WAZNIIURAIBANTEY cytokines ngw

cytokine Thalafidsnadannusuuisluudazlya

2. endsrasa

v o

L4 Lﬁaﬁnmﬁa%ﬁfﬂmai:uugﬁqu uLﬁaﬁauaﬂizﬁumw?mwwaaI‘sﬂ

@
v Ao

a = a ' Ay o : o P .
e WallIuuh mlmmLmﬂmwa\‘lmmﬂmdi:uugwquﬂﬂuﬂqMIiﬂWlT(ﬂtlqdwwuuaﬂluﬂizL%ﬂ

a =

ne lasawzlunguhia(himasfuazldslada@iaiie)

oA = v o & v o o Ao A o P \
® LWE]ﬂﬂﬂ']ﬂ')']“ﬁ&lwuﬁ"ﬂa\‘]@]?aﬁ')@]ﬂ‘ﬂwEl']ﬁﬂ']Lu@TE]ﬂIiﬂu’]I@ﬂﬁqﬂﬂWﬂUaﬁi%ﬂi:LﬂﬂvLﬂﬂ



Study design : Experimental study
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(To determine the indicators of immune system for disease severity classification)
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(To compare the difference of immune indicators in common mosquito borne
diseases in Thailand particularly in virus group (Dengue) and blood protozoa

(Malaria))
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(To evaluate the correlation of the effective indicators and immunopathology of

common mosquito borne diseases in Thailand)
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Study design : Experimental study
ADIWNIVY
1 A A 6 a a (% 6 (%
o wholjuamieynd  medmgrineweieu  amenTMRaTIAToY

URINLIRLVRAAR

° ﬂuﬁ%ﬁadﬂsmmﬁau ATRENTANFEASIUATOW NRIINLIRUNRAR

>

= a e & X ' =S & & ' &
ﬂ'ﬁﬂﬂ'l:}'n?ﬂUluﬂix‘l%‘ﬂzLLU\‘]ﬂqiﬁﬂ‘hﬂaaﬂLﬂ% 7 mu@au%mu 5 Qb -

1. muatsnhimesd uazanaseuguansmad Ima
vnmawnziasshiaasineadlsviot]  (Lab  strain) I@mwmﬁmlumaﬁqa
(C6/36) LLﬁw‘hmi@maaauqmé’n‘ﬂmwaﬂa%’mmﬁLﬁag] titration, virulence @283
Double overlay plaque assay I@ﬂﬂ%mmvlﬁaﬁﬁadﬂ’]ﬂmwiazmsn@aaaatho@‘iw

5¢10° PEU/mI uaziindurfiavaslsmasiarsds Lanciotti RT/Nested PCR
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2. ﬁﬂmiﬁm:nmmamaamlaaLsﬁaa‘szuugﬁﬁjuﬁ'umwé'dmi?mL%aéhzlvl,’s%‘mmﬁ

(31-32) a XV o
) LW@@]S’]?]&E]]JTTTS@I@]L“HEIVL’JSQ

-« WTHNLTAS L IzU N IANAW(THP-1 cells
LAINUAZANNIURAIBANYBY cytokines

« i l5aasn Slsnwdl 2 infect Lﬁﬁgi THP-1 laul% multiplication of infection
WAL 1 wazriimILfiy supematant lugngnadi 6, 12, 24 %Laimmwé'amsﬂ‘s:éfu

a813x

3. isupernatants ﬁ"l@Tﬁana (b) MVINNIIATIIRBUW Matrix metalloproteinase enzyme
(MMP-2 wae MMP-9) #2833 Gelatinolytic zymography Lm:mmaaumi:ﬁmaﬂm
w8z Thy 62 ik Magnetic bead-based multiplex assays (BioRad®) Lﬁ‘ﬂﬂﬁﬁﬂ‘i:ﬂ
WisuAsusialazANuLana19ad Cytokines U89 Th1 waz Th2 (lasazyinnsanm
2@V IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFNy 8 TNFq) WIsuiiey
AU Proteinase enzyme (MMP-2 uas MMP-9) ludlsviadl2

4. \hudmedediuvasihelialiifensanafia Dengue fever (DF) waz Dengue
hemorrhagic fever (DHF) nguaz 10 ARINMTIRIRBVBILANE (Clinical base
diagnosis) llansAnELUSUiBUTiauazAMULANGI8 Cytokines U89 Th1 Uas
Th2 (I@]U%Zﬁ’]ﬂ???iﬂ‘lﬂiZéfU‘ﬂﬂ\‘] IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFNY

sz TNF JulSsuilsunanunga THP-1 62875 Magnetic bead-based multiplex
a
®

assays (BioRad )

5. NUMBgIETNNNNAANFIAWULDILTS (Normal human sera) $113% 10 Au LiND

mMsAnsUSsuAsuIiauazANuLANG19T89 Cytokines 189 Th wae Th (lasas
1 2

HMTANBITZALVR IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, |FNY 153} TNFG)
®
#1837 Magnetic bead-based multiplex assays (BioRad ) lagfifafnuadniy

v
=

aarNAILTNTINlATINITIT8 A

® |nclusion criteria

O FUMWUTILT

0 oy 15 Dauly

0 djwslsntszidfadeiiass wialiAnzuuAduniuuas
szuulafia

0 UfiesmilfevienfasueiiinadeanufinUnfva sz

Qﬁﬁuﬁuﬁamﬁﬁmimamsa 29108
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(0] ;jL*’iTTs'mImaﬂ']sﬁmmﬁuﬁLiﬂiauimamsﬁfsUmwmﬁ&ﬂﬁ]
muldnaagulay RN HIEN

® Exclusion criteria

O Ufjwsmadnsinlaseniiivy

6. Lﬁuéhasho%%’mwnmjwjﬂ’sﬂﬁvl,ﬁ%'umﬁﬁﬁ]dfﬁ’hLﬂﬂiﬂmmL‘%Uéﬁ ©33 Thick and
Thin blood film diagnosis f{i’]mumjmz 10 ok
* Plasmodium falciparum (High parasite counted : 2 50/1000 RBC)
* Plasmodium falciparum (Low parasite counted : < 50/1000 RBC)

MM sansUSoufsusiiauazanuLana19ad Cytokines 283 Th was Th (lasas
1 2

NNSANENTZALYRY IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN u&az TNF )
a
o Y
12875 Magnetic bead-based multiplex assays (BioRad )

7. ﬁﬂﬁagammamaaﬂmad ANULANAIVDI Cytokines 183 983 Th L8z Th (I@mz
1 2

Msfns1TzaUV9 IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFNY (A1} TNFG)
®

83T Magnetic bead-based multiplex assays (BioRad ) #13tamzhidTouifioy
Usmnmnnsuaataan lasmamanuuandsluudasnguedasiT ANOVA waz/%3a non-
Parametric THa K-independent variables LLa:ﬁwmiﬁﬂmmmmé’uﬁuﬁs:ijmjw

v ad .
387D Correlation

Usslamifianainerlasy

.« AMlAnTuUan MU EﬂLLHUﬂﬁiLﬂgﬂuLLﬂmmad cytokines MEURFINIYNNITAUAILAA
i laglawiznguaadndadaiinlayes

. ﬁ’lmmjﬁvlé)’lﬂﬁwmmsﬁﬂmLﬂ’%smL‘ﬁsm‘wm%ﬁ’nﬁmaﬂiﬂa@@iaﬁﬂ@Uqa WaY
mmﬁaﬁaﬂo%ﬂamgmmmaoI‘mLﬁ'aﬁﬁvlﬂLﬂuﬁamuqulumiﬁﬂmmaaamawm%
121[87%9

. ﬁwmmﬁﬁvl,@“lﬂﬁﬂmLiﬁﬂuLﬁmJLLa:mﬂ’nué’wﬁuﬁfﬁzijiaaﬁ TWUAENNT
aauauad MWlANUiuMzIIgINIERzdalInfadainlayg

. ‘L‘hmwufﬁvl,é”[ﬂslfﬁﬁwuﬁ%mim%ﬁﬁ'«aﬁﬂmia(ﬂL%aiiﬂamiaﬁﬂ@uﬂqﬂ@ﬂlﬁ'ﬁu
guanumeszungiduiuuas cytokines lumsinmnasil taldlumsnennsailse

waztdnIzd9lunssnen ﬁgﬂw
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ASAHBBNTIVY

1. msmnzidsshmasiluiasljodns

Fa'lhSmasiive 4 $lsvinl] Ao DVA-Hawaii, DV2-16681, DV3-H87 usz DV4-
H241 ldTuanuawenzinnguditadolialdifonsen anzremaasivaiau(TDC)
fsuismaesonlisrasilasmafinsiuanlasalu culture flask  (Costar, USA)
P18 75 m° Aenanugunuivaslsadewmas C6/36(multiplication of infection, moi)
Wi 1 wasIINNIzduaasais 1IE 90 wafl a6y 5 mi P898TMNTLRBITRS (RPMI
medium; Gibco, USA) ﬁfl 10% fetal bovine serum(Gibco, USA) 1%non-essential
amino acid (Gibco, USA) uaz 1% penicillin-streptomycin (Gibco, USA) a9l culture

o o . { (] . [ & A
flask Wa2391l incubate LwadN 28 C 5%CO, incubator WAIINUL IAIWLAA

cytopathic effect 'lasznnmh 50-70% 39¥m3 freeze drageafl -70°C et ly
aagaumdSunahiadaly

2. msmmaan@;mauﬁﬁmaaL?;avh%“mmﬁ
a. @33IRAUMILIT Animal tissue culture

> m‘%ﬂwLmaﬁﬁaﬂﬂumsmmaauqmauﬁ'ﬁmaa"b%’mmﬁ luns
nanosiltiras LLC-MK2 laavinmslaimagasls 6-well plate
USananrinfiu 1*10° cellsiwell Toawmaatan plate GsasiivUSunme
waavinny 5410° celisiwell laplfiaaseunm 3 T4

> sdmetehimesing 4 dlsvintd AFUA -70°C wazaned
37°C ¥ 10-fold dilution eragsluemTAITaR (MEM
medium; Gibco, USA)

> ddhagnefl diluted udanmoauwaasiason’ly 1 diluent : 1
well ihn13nszgulasnsiuen plate )n9 15 w1l ATy 90 W1l

> @308 First overlay Fatsznavluérs  2X-Medium (Hank’s
balance salt solution, RPMI FBS) 8¢ 2% agarose

> \fudedefian first overlay 1w 37°C 5%CO, incubator
Uszanm 1 &any wasanuurinmIdn second overlay (2x-

medium + 4% neutral red+ 2% agarose) tAUAIBENI LIl

37°C 5%CO, incubator Hutia 1224 w9 wahRL

W% plaque formation LAz AAVUIAVD plague NATIINL
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> a3980UA MaNaY8d I Ta9RdI7T Immunofluorescence uaz
blotting assay N3 wzdaTaan(lisumzglsned)  law
a ¥ . . ' . o A o '
\ian bt primary antibody @@ E-protein 289 13&1@97 luaaaIn
1: 500 wazld secondary antibody @@ anti-goat l48aINEIH 1:
5000 LLamimaauwamiﬂ@aaﬂ@Umig Inverted fluorescence

microscope L8z chemiluminescence (BioRad, USA) MUSIA

b. @3298aUM 87T RT/Nested PCR-Lanciotti primer set

¥ s extract dradhaiale3sy RNA @28 QIAamp viral RNA
extraction kits (eafﬁ'mim&l protocol U84 kits)

¥ ¥mseraseud3inme RNA  uas mmu’%qﬂ%{maa RNA31N
extracted samples ﬁ 260 Lz 280 nm

>

AT3FUMBENI NTRIAIAMEAT RT-PCR lasld Qiagen-one

step RT-PCR kits (33013013 protocol @84 kits) uazld wsiwas

T (16-19)
U4 lanciotti set

N
“H:‘-ﬂd_ COOH

----- K., NS1 NS2A2B NS§3 4A Ns4B

"
.
"
L0
L
Nay
»

D1 » 800 bp — D2—RT-PCR

T81

Nested-PCR

i o | e 8
AMWNT LRAIGILAUITES Lanciotti primer set ®

RT-PCR primer set :

Forward : 5 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG ¥
Reverse : 5 CAAAGCYCCTTCMGMYGACAT 3

(M=A+C; Y=C+T)

MIUAAI88NTY Cytokines 910 Th1 uaz Th2 ludratelsadadethlasgainotesludsznalny 6



Thermal cycler :

RT-condition : 42°C 3zpzR W% 60 Wfl

PCR-condition : 3NWIU 35 70U
> Denature: 94°C 32U21381%1% 30 377l
> Annealing: 55°C 3:221381%1% 1 W1l
> Extension: 72°C 3282 2 Wil

Stable condition 4-8 °C szuzaa W 60 W17

> ineatnanleain RT-PCR anvinnsasagauvdlsnet a9
13509R@783% Nested-PCR lagld Qiagen-Tag PCR kits

(3BN13@W protocol Va4 kits)

Nested-PCR primer set :
Forward : 5 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG 3
Reverse 1 :5 CGTCTCAGTGATCCGGGGRC 3’
Reverse 2 : 5 CGCCACAAGGGCCATGAACAG &
Reverse 3 : 5 TAACATCATCATGAGACAGAGC 3
Reverse 4 :5 CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 3
(R= A+G)
Thermal cycler :
Nested PCR-condition : 3NWIN 25 30U
> Denature: 94°C 32238 W% 30 3wl
> Annealing: 55°C 320121381%1% 1 Wl

. (6]
> Extension: 72 C 3282087 W1% 2 W7

Stable condition 4-8°C zez18 W% 60 w17

> hunemaseudliniviluas PCR-products ¢8 1.5% agorose
a. RT-PCR product size : 656 bp
b. Nested Product size for Dengue-1 : 482 bp
c. Nested Product size for Dengue-2 : 119 bp
d. Nested Product size for Dengue-3 : 290 bp
e. Nested Product size for Dengue-4 : 392 bp

MIUAAI88NTY Cytokines 910 Th1 uaz Th2 ludratelsadadethlasgainotesludsznalny 7



3. ATIIRAUNIURAIDONVDILOW LN Matrix metalloproteinases LLamammuﬁﬁma
wensifiavadlsaldifensan Lﬁ"alﬁﬂué’hmugulumsmwmi:é’u cytokines
#2873 Magnetic bead-based multiplex assays (BioRad®)

a. MILA3BNGIaENILNERNNTANENNITLEAIBaNTDY Matrix
metalloproteinases #2833 zymography

> espuimaanazltluminasssiio THP-1 cells laglaaslu 6-well
plate USunmulszanme 1% 10° cells

> assnhsaudazalsviadidsunm 1% 10° PFU alwlddn moi=1

» Y3 infect TiTaudasdlsnodasluudazioas 15a1luns infect
szt 90 W

> ¥maiueienead supernation AszEziaan 6, 12, 24 Talag
ABNRINNT infected

> 31 supernatant waazioas/ Glsnod/ 1Ia7 KNIYNNNIATIIRELM
MILRAIDONVRY  LawloN  Matrix metalloproteinases @283

zymography anu35A13we4 Luplertiop, et al. 2006 "

= =) 6 . . o gt
b. Wisuisunsuaadaanvad Lawbus Matrix metalloproteinases ®1KIU

#2835 zymography@a35n13284 Luplertiop, et al. 2006

4. \udmedadiuvasdihelialdifenseansiia Dengue fever (DF) uaz Dengue
hemorrhagic fever (DHF) nguaz 10 ARINNNANTIRIRBVBILWNEG (Clinical base
diagnosis) w3owrsaTafusumsaadeldidansan mudinsised 1-2

5. dauLisdiugildifaasanldlu ependolf tubes atniaz 50 lulasiag LiafnmN
WisufsuriauazanuLan@1swad  Cytokines a4 Th1 uaz Th2 (lasas

msfnszauves IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFNY (A1}

TNFG)Lﬂ%UULﬁUUNaﬁUﬂﬁjN THP-1 @1873% Magnetic bead-based multiplex assays

®
(BioRad )

6. \AUAMBENTINNNNGUENFUNWUTINTS (Normal human sera) d1wIu 10 au
wiaGTula ependolf tubes agndas 50 lulasans iWemsAnsUSsURBLTRaLA:

ANULANA19TBY Cytokines ¥ad Th uaz Th (lasazyimsdnsiseauvas IL-2, IL-
1 2

4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFNY unz TNF ) ¢183% Magnetic bead-

®
based multiplex assays (BioRad )
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8. Lﬁuéhasho%%’mwnmjwjﬂ’sﬂﬁvl,ﬁ%'umﬁﬁﬁ]dfﬂ’hLﬂﬂiﬂmmL%U@T’s 835 Thick and
Thin blood film diagnosis f{i’]mumg'mz 10 kb
* Plasmodium falciparum (High parasite counted : 2 50/1000 RBC)
* Plasmodium falciparum (Low parasite counted : < 50/1000 RBC)
JautisBingihola ependolf tubes atnvaz 50 lulasdas vhnsdnwudiouiisusiie

LATANNLANA1IVBY Cytokines 189 Th uaz Th (lagasy¥imsAnsszauwes IL-2, IL-
1 2

4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFNY (N} TNFG) 83D Magnetic bead-based

®
multiplex assays (BioRad )

3suvasdihieldifensan ofia DF uaz DHF , #Sugthuoanani3s oila high
a2 low parasitemia N9 RRNATUNG BE9az 10 are89 Usuna 20 lulasaas

#3739 Cytokines 484 Th uaz Th (lagaz¥inmsAnmsszaues IL-2, IL-4, IL-5, IL-
1 2

10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN 8 TNF ) A8AD Magnetic bead-based multiplex
Y a
® v 1 k4
assays (BioRad ) auTuaauvaILIEnhmnaiuayunsdinsidud

9. ﬁ’]‘*ﬁagammmoaanmaa ANWLANAIVDI Cytokines 223 983 Th L8z Th (I@El"ﬂz
1 2

mMIanwszaUved IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN uaz TNF )
Y a

®
#1831 Magnetic bead-based multiplex assays (BioRad ) #n3tamzhidIauifiay

JIrmnIsuEadnan I@umimmmLmﬂ@mlw,wiazﬂﬁjuﬁa 233 ANOVA Laz/%38 non-
Parametric 71@ K-independent variables Laz¥inmsAansmaNuiunuiiznitangs

v ad .
A8 Correlation
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Nan13128

> mIamarauniUsunosTaiesn dlavodaad lasldisnnsasiagauridiuniionas

AUI1AVDI PCR products U84 Lanciotti primer set lagwuinauiavad PCR product
289 RN Tlsnetaas ziam1an 119 bp. GIA N 2

D2 nested PCR D2 nested PCR

Dmix
Control
1

neg.Buffer

neg.control
neg.control
neg.Buffer

[=1
(=3
o
(=]
o
-
o

17 Dec 2009

MWA 2 BEAIFILAUILAZIUIAVDY Nested-PCR products U84 hTaiasndlinadaad 3
YW@ LYINAY 119 bp,
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> MIATIAINILEAI88NTad  matrix metalloproteinases enzymes (MMPs) 370
THP-1 cells mwé’amsm:ﬁuﬁaUvb%'mmﬁ Flsnodsgas N moi=1 WuINTn3
uRAIDANVAILUTIIE MMP-2 ’Luﬂ‘%mmﬁgaﬂdﬂ MMP-9 laswudndnsuaadaan

' A < o v o o A A o @
qaqﬂlumonmw 6 m‘[m%aamz@qums"l’nalmﬂ Flanatlaad 990N 3

MAN 3 LEAINIILEAIDONTEY matrix metalloproteinases enzymes ThaNn 2 uay

1iah 9 N supernatants fldaneaetnsvas THP-1+ Dengue virus 2

> Lﬁa@‘hl,ﬁuﬂﬁ@mﬁﬁ'm:ﬁwao IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFNY
®
LR TNFG) #2833 Magnetic bead-based multiplex assays (BioRad ) WIsuiay

FTRINgUad  THP-1  uazngu  THP-1 ﬁﬂix@ju@?’;ﬂ’s%’mmﬁ%ﬁﬁmﬂ&m
(AHWNNINARDILUY independent anue 5 ﬂ%ﬁ) WL ﬂﬁjuﬁﬁmiam%avlﬁa
A SlvadasstiuesiimsuaasoanvasSanm 189 IL-2, IL-5, IL-10, IL-12, IL-
13, GM-CSF, IFNy uaz TNFq gmﬂ’jfméjuﬁ"l&ivl,ﬁ%'umiﬂ‘s:@?mhU"l’;%'mmﬁa:mﬁ
WOAIANIRAA  (p<0.05) pniin IL-4 Henuuandraiieaantes e ldd

woFANIEDa

MIUAAI88NTY Cytokines 910 Th1 uaz Th2 ludratelsadadethlasgainotesludsznalny 11



> ﬁwn&ju%%’ué’msmﬁo 5 ﬂﬁjwﬁamjummaﬁm mimjﬁ’mvhﬁﬁamaﬂ LLazmg:wj]’ﬂ'm

NEUNMNFNATAIIIREIATYNIEDE AIa139N

ey MR IUTBLINUANULANGAIITBY Cytokines a3 Th1 Waz Th2
(I@El‘ﬂzﬁ’]ﬂ’]‘iﬁﬂﬁ’ﬁzﬁﬂ“ﬂm IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFNY

LA TNFG)ﬁaﬂafﬁ Magnetic bead-based multiplex assays (BioRad ) wu’j’lﬁomju

HAaLTe [fifensanuazndug@aiiounarsulinisuaniaanyed cytokines Ngan

A31N 1 uaeINMTUTBusunsLEaIaanuad Th1 waz Th2 cytokines

Cytokines Expression level (median, min, max in ng/pl) P-value
Dengue (n=20) Malaria (n=20) NHS (n=10)
IL-2 14.5 29.0 7.9 <0.001
(8.5,169.5) (6.0, 59.1) (7.5, 8.8)
IL-4 10.0 94 6.7 0.001
(6.0, 173.0) (6.0, 19.7) (6.5, 7.5)
IL-5 6.8 4.1 3.4 0.006
(2.5, 249.0) (3,6.4) (2.5, 4.0)
IL-10 395.9 3,169.7 37.0 <0.001
(31.0, 1,882.0) (1,600.0, 8,172.0) (32.5, 39)
IL-13 11.0 8.9 8.0 0.007
(7.0, 64.5) (7.4,11.7) (6.8, 9.8)
GM-CSF 14.5 12.0 8.0 0.005
(7.5, 226.5) (6.5, 21.0) (7.5, 8.7)
IFN-Y 15.8 10.7 6.8 <0.001
(6.0, 273.3) (6.0, 19.0) (5.8, 7.4)
TNF-O 7.0 16.5 5.9 0.001
(5.0, 54.8) (6.5, 44.7) (5.0, 7.0)
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» msanadSuuifisunsusadeanaad Cytokines 289 Th1 uar Th2 (lagas

msAnsTzaUVe9 IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFNY

LS

TNFG)@”’JEﬁ% Magnetic bead-based multiplex assays (BioRad ) Iumiwé’am%a

If\Aeaaen wila DF wsz DHF  ngud@aiTasnaniie o@ia high uaz low

parasitemia 1W3guNBUAUNgNAEFIAT WU © (AINTWT4)

O ahdiuvesihuldifensensiia Dengue fever (DF) usz Dengue

hemorrhagic fever (DHF) nguaz 10 ARINNNNTIRARBVaILNNEG (Clinical
base diagnosis) Wiauraasaafiuduniaate lidonsandi83% PCR
LA? INTIUAIBEINIATIIANANNLANG19IUBI Cytokines VB9 Th1 LAz
Th2 (I@ﬂ%tﬁ"lﬂ’]‘j?lm:}’ﬁz(ﬁ‘]_l"llaﬂ IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-

CSF, IFN uaz TNF )ﬁw%% Magnetic bead-based multiplex assays
a
® v
(BioRad ) Wui1 ngy DHF INTuaaIaanuad cytokines N9 7 TUAFINI

ngy DF adeliskipddnnieaiia (p<0.05) sniin IL-13 Alanuuands

o @

1 = { QI J 1 1 1 L
I@]EIW‘LI’N DHF ﬁﬂ’]SLLﬁ(ﬂ\‘iﬂﬂﬂl%‘ﬂi&l’]MﬁLWM“U%ﬂ’)’] DF LL@]VL&Iﬁ%ﬂﬁ’]ﬂfU

)

NNEDA (p>0.05)

o a 1 va dq’ A ~a . ! ! .
§MIVNGUNAALTaNATUA  P.falciparum TWUIINGY  high
parasitemia 9:AN3U&AI0aNVBY IL-4, IL-10, GM-CSF, and TNF-O figs
nINgu low parasitemia aENINRBEATYNNIFTR ( p-value < 0.05)

A a A ' Vv & o Ac wa & a & !
LwaLﬂmumamzmﬂnqug@@Lma"bimmnnu;d@mf*ﬁammnamammgw
ANTUUIY WNUIAMILFAI0aNVad IL-10 gaamo%@mﬂumjmaa

severe form (DHF LLaz High parasitemia)
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.ﬂ’TW“?]I 4 UROINIIURAIDENYDY T2 IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN L8y
Y
®

TNF ) @283 Magnetic bead-based multiplex assays (BioRad ) Lﬂ%UULﬁUUi:Wj’ijmﬁﬂ
a

nﬂy [ a A a va nﬂv = 1 o/
LTE]VL'JiﬁL@\‘iﬂEUIS‘YI LR Ed@l@]t“ﬁﬂ&l’]ﬂ’]t‘iﬂ LLﬂzﬂQ&l@’]ﬁ’]&Mﬂ‘i
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a 1 A:ll o s I d' 1 U £ 6 =
Iwmmawuﬂmqa amLﬂuISﬂﬂwuuaﬂluﬂi:mmmmaml,a:l,l,nuLaug{uﬂgm Y
1 Ql J { g; a (% 1 Ui v
MIUNINITBLANNINT UL DY mluﬂxmﬁgummm%a LRZUITINAAZINAN aawasl,%ﬁg
& A Aa A o L A = A a o a
WuthouasFadiafiuswinaninizas mm@mmmmﬂmswianum’sziaﬂsamwmrm
‘3/ 1 v A =1 a a = c§/ = a =} 1
Iu §analisrTBiavasalseuranaaigdvlaiidu uasliszoznmlunsintealuuda:
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PEPTIDES ANTIMICROBIENS DE LA FAMILLE DES CECROPINES ET LEURS UTILISATIONS
THERAPEUTIQUES

La présente invention concerne des peptides antimicrobiens pour leur utilisation comme

médicament a des fins de lutte antibactérienne, antivirale et/ou antiparasitaire.

Les peptides antimicrobiens désignent un vaste ensemble de peptides (plus de 500 peptides ont
été identifiés a ce jour) comportant en moyenne de 20 a 50 acides aminés, qui partagent un
caractére cationique et des propriétés amphiphiles. Leur diversité structurale est grande, a l'origine
de trois grandes familles de peptides antimicrobiens cationiques. Les cécropines furent les
premiers peptides microbiens cationiques entiérement caractérisés, a partir des nymphes du
papillon Hyalophora cecropia, au début des années 80 par H. Boman (J. Intern. Med. 2003 ;
254 :197-215).

Les peptides antimicrobiens cationiques sont considérés comme l'un des éléments clés du
systéme immunitaire inné, systéme qui assure la premiére ligne de défense des organismes

multicellulaires.

L'utilisation de peptides antimicrobiens d’insecte, qui sont des substances naturelles produites par
les insectes, ainsi que l'utilisation de leurs dérivés sont actuellement en cours de développement
clinique, essentiellement sous forme topique (diminution de la flore microbienne locale afin de

prévenir la survenue des infections : « Andrés et Dimarcq, Med Mal Infect 2007 ; 37 :194-199 »).

Tant en santé humaine gu'animale, face a I'’émergence de nouveaux pathogénes et surtout de
microorganismes multirésistants, le besoin de découvrir des molécules qui permettent de lutter
contre les infections aussi bien bactériennes, virales que parasitaires, est grandissant, et les
industriels de la pharmacie s'intéressent de plus en plus a des molécules qui ont un large spectre

d’activité.

Ainsi, la présente invention a notamment pour but de fournir des molécules qui présentent un large
spectre d'activité.

Plus particuliérement, un des buts de l'invention est de fournir des molécules qui permettent de
lutter a la fois contre les infections bactériennes, virales et parasitaires, ou au moins contre deux

desdites infections.

Il a été découvert de maniére surprenante par les Inventeurs, que des peptides antimicrobiens
naturels d’insectes, a savoir des peptides antimicrobiens d’Aedes Aegypti permettaient de remplir

le but recherché par la présente invention.
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Parmi les peptides antimicrobiens d’Aedes Aegypti objets de la présente invention, le peptide de
séquence SEQ ID N°1 tel que défini ci-dessous a déja été décrit dans la littérature comme
appartenant a la famille des cécropines et comme étant un peptide antibactérien putatif (voir base
de données « aaegypti.vectorbase.org » et « UniProtKB/TrEMBL »). Cependant aucune fonction

n’a été démontrée a ce jour concernant ce peptide.

Concernant les peptides de la famille des cécropines, certains d’entres eux ont été décrits dans la
littérature comme présentant une activité pour le traitement de la leishmaniose. Ainsi, les
documents « WO03008442 », « Biochem J. 1998 Feb 15, 330 (Pt 1) : 453-60 », « Biochem J. 2003
Oct 1, 375 (Pt 1) : 221-30 », « Protein Pept Lett. 2004 Apr, 11(2) : 115-24 », « Antimicrob Agents
Chemother. 2004 Feb, 48 (2) : 641-3 » et « Antimicrob Agents Chemother. 2001 Sep, 45(9) : 2441-
9 » décrivent tous ['utilisation de peptides hybrides cécropine-mellitine pour le traitement de la

leishmaniose.

Le peptide de séquence SEQ ID N°1 est le peptide immature qui comporte le peptide signal. Le

clivage du peptide signal permet d’'obtenir le peptide sécrété ou peptide mature.

Les Inventeurs ont pu déterminer que le peptide signal correspondait au peptide de séquence SEQ
ID N°3 tel que défini ci-dessous et ils ont ainsi pu déterminer que le peptide mature ou sécrété

correspondait au peptide de séquence SEQ ID N°2 tel que défini ci-dessous.

De fagon habituelle dans I'état de l'art, les tests d’efficacité des peptides sont réalisés sur les
peptides sécrétés, c’est-a-dire sur les peptides dépourvus de leur peptide signal. Ainsi, les tests
d’activités effectués dans la présente demande de brevet ont été effectués sur le peptide de
séquence SEQ ID N°2.

Cependant, une originalité du travail des Inventeurs a été de tester également l'efficacité d’'un
peptide antimicrobien naturel d’insecte avec son peptide signal, ce qui n’avait jamais été réalisé
auparavant.

Ainsi, il a été découvert de fagon surprenante par les Inventeurs que le peptide de séquence SEQ
ID N°1 était particuliérement intéressant sur le plan de son activité puisqu’il présente a la fois des

activités aussi bien antibactériennes, antiparasitaires et antivirales.

Il a ainsi pu étre déterminé que le peptide immature (de séquence SEQ ID N°1) ne se comportait
pas de la méme fagon que le peptide mature (de séquence SEQ ID N°2). En effet, le peptide de

séquence SEQ ID N°1 présente une activité virale plus prononcée que celle du peptide de
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séquence SEQ ID N°2 tandis que le peptide de séquence SEQ ID N°2 présente une activité
antibactérienne plus prononcée que celle du peptide de séquence SEQ ID N°1. De plus, le peptide
de séquence SEQ ID N°2 présente des activités antibactériennes et antivirales mais ne présente
pas d’activité antiparasitaire, contrairement au peptide SEQ ID N°1 qui présente a la fois des
activités antibactériennes, antivirales et antiparasitaires.

Le peptide signal de séquence SEQ ID N°3 se révéle donc intéressant quant a sa fonctionnalité
puisqu’il constitue la seule différence entre le peptide de séquence SEQ ID N°2 et celui de
séquence SEQ ID N°1.

Ainsi la présente invention concerne aussi bien les peptides antimicrobiens d’Aedes Aegypti avec

ou sans peptide signal, que le peptide signal en lui-méme.

La séquence SEQ ID N°1 est |a suivante :
MNMNFTKLFAIVLLAALVLLGQTEAGGLKKLGKKLEGAGKRVFKASEKALPVVVGIKAIGK

La séquence SEQ ID NO 2 est :
GGLKKLGKKLEGAGKRVFKASEKALPVVVGIKAIGK

La séquence SEQ ID NO°3 est :
MNMNFTKLFAIVLLAALVLLGQTEA

La présente invention a plus particuliérement pour objet un peptide antimicrobien caractérisé en ce
gu'’il présente la séquence SEQ ID N°1 ou la séquence SEQ ID N°2, la séquence SEQ ID N°2

représentant un fragment de la séquence SEQ ID N°1, pour utilisation comme médicament.

Selon l'invention, ledit médicament comprend une quantité thérapeutiquement efficace d’au moins
un peptide tel que défini ci-dessus, en association avec un véhicule pharmaceutiquement

acceptable.

De fagon avantageuse selon I'invention, le médicament est préparé pour une administration par

voie injectable ou pour une administration sous forme topique.

Plus particulierement, le peptide tel que défini ci-dessus, de séquence SEQ ID N°1 ou SEQ ID

N°2, est utilisé pour le traitement d’infections bactériennes et/ou virales.

Selon un mode de réalisation avantageux de linvention, le peptide tel que défini ci-dessus, de

séquence SEQ ID N°1 ou SEQ ID N°2, est plus particulierement utilisé pour le traitement
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d’infections bactériennes, et notamment celles dues a des bactéries a Gram positif et/ou a Gram

négatif.

Selon un autre mode de réalisation avantageux de l'invention, le peptide tel que défini ci-dessus,
de séquence SEQ ID N°1 ou SEQ ID N°2, est plus particulierement utilisé pour le traitement
d’'infections virales, et notamment celles dues au virus de la Dengue et/ou au virus du

Chikungunya.

De maniére avantageuse selon l'invention, le peptide tel que défini ci-dessus, de séquence SEQ

ID N°1 ou SEQ ID N°2, est utilisé pour le traitement d’infections bactériennes et virales.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, l'invention concerne plus particulierement le
peptide antimicrobien de séquence SEQ ID N°1, pour le traitement d’infections parasitaires, et

notamment celles dues au parasite Leishmania braziliensis et/ou au parasite Leishmania infantum.

De maniére avantageuse selon l'invention, le peptide de séquence SEQ ID N°1 est utilisé pour le

traitement d'infections bactériennes, virales et parasitaires.

La présente invention concerne encore une composition pharmaceutique caractérisée en ce
gu’elle comporte une quantité thérapeutiquement efficace d'un peptide antimicrobien présentant la
séquence SEQ ID N°1 ou SEQ ID N°2 telles que définies ci-dessus, en association avec un

véhicule pharmaceutiquement acceptable.

De maniére avantageuse selon linvention, la composition pharmaceutique est destinée a une

administration par voie injectable ou sous forme topique.

D’autres caractéristiques et avantages de l'invention sont donnés dans la description qui suit avec

référence aux figures 1a 7.

La figure 1 représente le test antimicrobien avec la bactérie Gram négatif E. coli et les peptides
« MK61 » (peptide de séquence SEQ ID N°1) et « GK36 » (peptide de séquence SEQ ID N°2).

La figure 2 représente le test antimicrobien avec la bactérie Gram positif Micrococcus Luteus et les
peptides MK61 et GK36.

L’axe des ordonnées de chacune des figures 1 et 2 représente le pourcentage de croissance
bactérienne et I'axe des abscisses la concentration en peptides (uUM). Le symbole -o- représente le

peptide MK61 et le symbole -o- le peptide GK36.
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La figure 3 est un histogramme qui représente l'inhibition de I'infection des cellules dendritiques
par le virus de la dengue sérotype 2 « DENV-2 » a l'aide des peptides MK61 et GK36.
L’axe des ordonnées représente le pourcentage d’infection des cellules dendritiques par le virus

« DENV-2 » et I'axe des abscisses la concentration en peptides (UM).

La colonne la plus a gauche représente le témoin positif lorsque 100% des cellules sont infectées
par DENV-2. Les deux colonnes suivantes représentent respectivement les résultats obtenus pour
le peptide MK61 a une concentration de 2,5 ug/ml et a une concentration de 12 ug/ml. La colonne

la plus a droite représente le résultat obtenu pour le peptide GK36 a une concentration de 2,5

pg/ml.

Les figures 4A, 4B, 4C et 4D représentent linhibition de linfection des cellules C6/36 de
moustiques d’Aedes albopictus par le virus de la dengue (respectivement les virus de sérotype 1,
2,3 et 4: « DENV-1» « DENV-2 », « DENV-3 » et « DENV-4 ») a l'aide des peptides MK61 et
GK36. Les peptides MK61 et GK36 sont préparés chacun a des concentrations de 5 ug/ml et 10

pg/ml et sont testés au bout de 12 heures et de 24 heures d’incubation des cellules avec le virus.

La figure 5 est un histogramme qui représente I'inhibition de I'infection des cellules HEK-293T par
le virus Chikungunya 147-2 a I'aide des peptides MK61 et GK36.

L’axe des ordonnées représente le pourcentage d’infection des cellules HEK-293T par le virus
Chikungunya 147-2 et 'axe des abscisses la concentration en peptides (UM).

Les peptides GK36 et MK61 sont préparés chacun a des concentrations de 10 pg/ml, 50 pg/ml et
80 ug/ml.

Les figures 6 et 7 représentent le test antiparasitaire avec le peptide MK61 et respectivement le
parasite Leishmania braziliensis et Leishmania infantum.

L’axe des ordonnées de chacune des figures 6 et 7 représente le pourcentage de croissance
parasitaire et 'axe des abscisses la concentration en peptides (uM). Le symbole -o- représente le
peptide MK61.

L’exemple ci-aprés illustre l'invention, il ne la limite en aucune fagon.



5

10

15

20

25

30

35

WO 2011/095939 PCT/IB2011/050465

EXEMPLE 1: TESTS ANTIBACTERIENS, ANTIVIRAUX ET ANTIPARASITAIRES DES
PEPTIDES DE SEQUENCE « SEQID N°1 » ET « SEQ ID N°2 ».

A. SYNTHESE DES PEPTIDES

Les peptides de séquence SEQ ID N°1 (dénommé « MK61 » ou « MK » dans ce qui suit) et de
séquence SEQ ID N°2 (dénommé « GK36 » ou « GK » dans ce qui suit) ont été préparés par la
sociéeté Proteogenix SA (France).

lls sont synthétisés par voie chimique, purifiés par chromatographie liquide haute performance
(HPLC) et contrélés par spectrométrie de masse. Le degré de pureté de chaque peptide est
supérieur a 95% et les poids moléculaires des peptides GK36 et MK61 sont respectivement de
3676,57 g/mol et de 6380,93 g/mol.

B. TESTS ANTIBACTERIENS

Les bactéries Escherichia coli (Gram négatif) et Micrococcus luteus (Gram positif) sont cultivées
dans un milieu de culture LB (Luria-Bertani) avec et sans les peptides GK36 et MK61 a tester. La
croissance bactérienne est contrblée aprés une nuit dincubation a 37°C en mesurant le
changement de la valeur de [I'absorbance a 600 nanométres (A600) a l'aide d'un
spectrophotométre pour microplaques. Les peptides MK61 et GK36 sont incubés pendant 24
heures avec les bactéries Gram négatif et Gram positif. La concentration minimale inhibitrice (CMI)
des peptides synthétiques GK36 et MK61 représente la concentration la plus faible de peptides qui

est suffisante pour inhiber complétement la croissance bactérienne.

Les résultats obtenus sont illustrés a la figure 1 pour la bactérie Escherichia coli (Gram négatif) et

a la figure 2 pour la bactérie Micrococcus luteus (Gram positif).
Conclusion :
Les peptides GK36 et MK61 ont une activité marquée contre la bactérie Gram négatif E. coli avec

des CMI respectivement de 0,6 uM et 5 uM (cf. figure 1).

Les peptides GK36 et MK61 ont également une bonne activité contre la bactérie Gram positif
Micrococcus Luteus avec des CMI de 10 uM (cf. figure 2).

Les peptides GK36 et MK61 présentent donc une activité antibactérienne satisfaisante.
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C. TESTS ANTIVIRAUX

1) VIRUS DE LA DENGUE (dengue sérotype 2)

(a) Inhibition de l'infection des cellules dendritiques par le virus de la dengue

Les cellules dendritiques sont les principales cibles du virus de la dengue (« Navarro-Sanchez et
al., EMBO Rep. 2003 Jul., 4 (7): 723-8 » et « Tassaneetrithep et al., J Exp Med., 2003, Apr. 7,
197(7) : 823-9 »).

Les cellules dendritiques sont incubées pendant 3 heures a 37°C en présence du virus de la
dengue (elles sont infectées a un « MOI » (« Multiplicity of infection ») de 0,4) avec et sans les
peptides MK61 et GK36 a tester qui sont préparés a des concentrations de 2,5 ug/ml et 12 ug/ml
pour MK61 et 2,5 pg/ml pour GK36. Le surnageant est ensuite retiré et les cellules sont mises en

présence ou non de peptide pendant 48 h.

Des analyses de PCR en temps réel sont ensuite effectuées. La viabilité cellulaire est évaluée par

cytométrie en flux et aucune toxicité cellulaire n’est observée.

Les résultats obtenus sont illustrés a la figure 3.

Conclusion :

Avec le peptide MK61 a 12 ug/ml on passe de 100% d’infection a 40% d’infection. Ainsi le peptide
MK61 a 12 yg/ml entraine une inhibition de 60% de linfection des cellules dendritiques. On note
une inhibition dose dépendante pour le peptide MK61.

Le peptide GK36 a 2,5 yg/ml entraine une inhibition de 35% de l'infection.

Les peptides GK36 et MK61 présentent donc une activité antivirale satisfaisante.

(b) Inhibition de l'infection des cellules C6/36 par le virus de la dengue

Les cellules C6/36 de moustiques d’Aedes albopictus sont incubées pendant 1 heure a 4°C avec
les différents virus de la dengue ((sérotype 1) « DENV-1» ou (sérotype 2) « DENV-2» ou
(sérotype 3) « DENV-3 » ou (sérotype 4) « DENV-4 ») (avec des « PFU » (« Plaque Forming
Units » ou « Unités formant des phages de lyse ») de 1). Les cellules sont ensuite lavées trois fois
et incubées pendant 12 heures ou 24 h a 28°C en présence ou non des peptides GK36 et MK61 a

tester qui sont préparés chacun a des concentrations de 5 ug/ml ou de 10 ug/mil.
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Des analyses de RT-PCR sont ensuite effectuées sur les culots cellulaires afin de détecter la

présence du virus de la dengue.

Les résultats obtenus sont représentés a la figure 4 (A, B, C ou D).

La lettre P signifie que le contrdle est positif, c’est-a-dire que les cellules sont infectées.

La lettre C signifie que le contrble est négatif, c'est-a-dire que les cellules récupérées au bout de
24 heures ne sont pas infectées.

La lettre M désigne le marqueur de poids moléculaire.

Les résultats montrent une forte réduction de la production de virus en présence des peptides
GK36 et MK61 et ceci de maniére dose dépendante (on observe une meilleure inhibition de
l'infection a 10 pug/ml qu’'a 5 ug/ml). On constate également qu’on a un meilleur effet inhibiteur des
peptides a 24 h d’exposition par rapport au temps de 12 h. Au vu de l'intensité des bandes, on

constate que le peptide MK est Iégérement plus efficace que le peptide GK.

La visibilité par RT-PCR du géne 18SrRNA (géne de ménage) sur les culots cellulaires montre que
toutes les conditions présentent la méme quantité d’ARN.

Conclusion :

Les peptides GK36 et MK61 inhibent linfection des cellules C6/36 de moustiques d’Aedes
albopictus par le virus de la dengue (virus dengue-1, virus dengue-2, virus dengue-3 et virus
dengue-4).

Cet effet est dose dépendant et est plus prononcé au bout de 24 h. On note également que le

peptide MK61 est encore plus efficace que le peptide GK36.

2) VIRUS DU CHIKUNGUNYA

Les cellules, qui proviennent de la lignée cellulaire humaine HEK-293T (Human Embryonic Kidney
293), sont incubées pendant 2 heures a 37°C en présence de virus CHIKV-147-2 GFP (elles sont
infectées a une « MOI » de 1) avec et sans les peptides GK36 et MK61 a tester qui sont préparés
chacun a des concentrations de 10 ug/ml, 50 ug/ml et 80 ug/ml. Le surnageant est ensuite retiré et
les cellules sont mises en présence ou non de peptides pendant 48 heures. Le pourcentage de
cellules infectées correspond au pourcentage de cellules GFP (« Green Fluorescent Protein »)
visualisé en cytométrie en flux (10000 cellules ont été comptées par condition).

Les résultats obtenus sont représentés a la figure 5.

Conclusion :
Le peptide MK61 inhibe trés efficacement l'infection des cellules HEK-293T et de maniére dose

dépendante, comme on a pu I'observer pour le virus de la dengue.
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Le peptide GK36 inhibe également linfection des cellules HEK-293T et de maniére dose

dépendante.

Les résultats obtenus aussi bien sur le virus du chikungunya que sur le virus de la dengue
montrent donc que les peptides de séquence SEQ ID N°1 et SEQ ID N°2 sont des inhibiteurs

puissants de linfection virale.

D. TESTS ANTIPARASITAIRES

Détermination de 'activité leishmaniose
Des promastigotes de Leishmania infantum (souche MHOM/MA/67/ITMAP-263) et de Leishmania

braziliensis (souche MHOM/BR/75M2904) exprimant le géne luciférase ont été utilisés pour tester

les activités anti-leishmanioses du peptide antimicrobien MK61 de la maniére précédemment
décrite (Sereno et al., Antimicrob Agents Chemother. 2001 Apr;45(4):1168-73). En bref, des
formes promastigotes ont été inoculées a raison de 10° dans 100 pl de milieu, dans des plaques
de 96 puits, puis le peptide a été ajouté 4 h aprés et les plaques ont été a nouveau incubées
pendant 72 h.

L’activité luciférase a ensuite été évaluée afin de déterminer le pourcentage de croissance des
parasites. Les résultats sont exprimés en indice « RLU » « Relative Light Unit ».

Indice RLU = (RLU dans les puits traités / RLU dans les puits contrdlés) x 100.

Les résultats obtenus sont illustrés dans les figures 6 et 7 qui représentent lincubation des

promastigotes exprimant le géne de la luciférase pendant 72h a 37°C avec le peptide MK61.

Conclusion :
Le peptide MK61 présente la capacité de tuer les leishmanies. Plus particulierement ce peptide
présente une activité antiparasitaire sur les deux souches de leishmanies (Leishmania infantum et

Leishmania braziliensis) avec des concentrations minimales inhibitrices de 20 a 40 pM.
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REVENDICATIONS
1. Peptide antimicrobien caractérisé en ce qu’il présente la séquence SEQ ID N°1 ou la séquence
SEQ ID N°2, la séquence SEQ ID N° 2 représentant un fragment de la séquence SEQ ID N°1,
pour utilisation comme médicament.
2. Peptide selon la revendication 1, pour le traitement d’infections bactériennes et/ou virales.

3. Peptide selon la revendication 1 ou 2, pour le traitement d’infections bactériennes.

4. Peptide selon la revendication 3 pour le traitement d’infections dues a des bactéries a Gram

positif et/ou a Gram négatif.

5. Peptide selon la revendication 1 ou 2, pour le traitement d’infections virales.

6. Peptide selon la revendication 5, pour le traitement d’infections dues au virus de la Dengue

et/ou au virus du Chikungunya.

7. Peptide selon l'une quelconque des revendications 1 a 6, pour le traitement d’infections

bactériennes et virales.

8. Peptide antimicrobien caractérisé en ce qu’il présente la séquence SEQ ID N°1, pour le

traitement d’infections parasitaires.

9. Peptide selon la revendication 8, pour le traitement d’infections dues au parasite Leishmania

braziliensis et/ou au parasite Leishmania infantum.

10. Peptide selon la revendication 8 ou 9, pour le traitement d’infections bactériennes, virales et

parasitaires.

11. Composition pharmaceutique caractérisée en ce quelle comporte une quantité
thérapeutiquement efficace d'un peptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 10, en
association avec un véhicule pharmaceutiguement acceptable.

12. Composition selon la revendication 11, pour une administration par voie injectable.

13. Composition selon la revendication 11, pour une administration sous forme topique.
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Abstract. Mosquito salivary glands (SG) play an essential role in food digestion
and pathogen transmission. The function of the salivary components during
infection is poorly understood. In this study, female Aedes aeQypti mosquitoes
were infected with dengue virus serotype 2 (DENV-2) via an artificial membrane
feeding apparatus. The mosquito SGs were examined for DENV-2 infection for
14 days post-infection (dpi). The amount of dengue virus increased throughout
the 14 dpi. Three different meals were provided for the Ae. aegypti mosquitoes.
SG protein expression was compared among sugar-fed (SF), blood-fed (BF), and
dengue-infected blood-fed (DF) mosquitoes using SDS-PAGE coupled with densi-
tometric analysis. The SG of SF mosquitoes had fewer protein bands than those of
BF and DF mosquitoes. The major SG proteins seen among BF and DF mosquitoes
had molecular weights of 12-15, 25-30, 35-40, 45-50, 55-60 kDa and 61-67 kDa. We
compared the SG protein band expression profiles in BF and DF mosquitoes. Two
bands (35-40 and 61-67 kDa) were expressed more by DF mosquitoes and 3 differ-
ent bands (25-30, 45-50, and 55-60 kDa) were expressed more by BF mosquitoes.
These SG proteins may have some role in facilitating blood-feeding and dengue
infection. We speculate these specific SG proteins in dengue-infected mosquitoes
may increase the chance of blood-feeding and virus transmission by infected mos-
quitoes. These results may be useful for designing additional tools to investigate
the interaction between Ae. aegypti SG and the dengue virus.

Keywords: Aedes, blood feeding, dengue, mosquito, protein, salivary gland
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INTRODUCTION

Dengue fever is an important mos-
quito-borne disease. The World Health
Organization has estimated the incidence
of dengue fever is 50-100 million cases
annually (WHO, 2007). The dengue virus
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is transmitted to humans by the bite of
an infected female Aedes mosquito with
Aedes aegypti being the principle vector
for dengue virus (Gubler, 1998). There
are no currently available commercial
dengue vaccines or antiviral agents effec-
tive against dengue virus. Understanding
mosquito-pathogen interactions is essen-
tial to determining how the pathogen de-
velops in the vector prior to transmission.
This may provide information to help
develop a vaccine or method to control
the spread of the disease.

The mosquito salivary gland (SG)
plays an essential role in food ingestion
and dengue virus transmission. Mosquito
saliva contains various anti-hemostatic
agents, which enable the mosquito to
feed quickly and efficiently, avoiding the
defensive response of the host (Beerntsen
et al, 2000). These molecules are secreted
in the distal lateral and median lobes
of the SG (Ribeiro et al, 1984; James and
Rossignol, 1991; James, 1994). Male mos-
quitoes are incapable of blood-feeding
due to a lack of these specialized regions,
consequentially they only feed on nectar.
Determination of SG proteins among Ae.
aegypti (Valenzulela et al, 2002; Ribeiro et
al, 2007; Almeras et al, 2010), Ae. albopictus
(Arcaet al, 2007), Anopheles gambiae (Fran-
cischetti et al, 2002; Arca et al, 2005) and
Culex pipiens quinquefasciatus (Ribeiro et al,
2004) mosquitoes has been conducted. In
a study of SG proteins from female Ae. ae-
gypti (Wasinpiyamongkol et al, 2010) and
Anopheles barbirostris complex (Jariyapan
et al, 2010) mosquitoes, the majority of
SG proteins were found to be involved
in blood feeding. These anti-hemostatic
molecules include anti-platelet factors
(apyrases), the anticoagulant factor Xa
(Ribeiro et al, 1984; Champagne et al,
1995; Smartt et al, 1995; Stark and James,

1998), vasodilators (sialokinins) (Ribeiro,
1992; Champagne and Ribeiro, 1994), D7
proteins (James ef al, 1991) and o-amylase
(Grossman and James, 1993). The saliva of
mosquitoes has also been demonstrated to
enhance pathogen transmission (Edwards
et al, 1998; Schneider and Higgs, 2008).

Previous studies of Leishmania major
have shown mice injected with the SG
extract of sand flies and L. major had a
greater parasite burden than mice injected
with parasite alone (Titus and Ribeiro,
1988). Mice experimentally infected with
West Nile virus through mosquito bite
had higher viremia levels than those in-
fected without a mosquito bite (Styer et al,
2011). The features of mosquito saliva that
might facilitate pathogen transmission
include vasodilation, inhibition of platelet
activation and suppression of inflamma-
tion (Champagne et al, 1994, 1995). The
sequestration of inflammatory mediators,
such as biogenic amines and leukotrienes,
is an important function of the abundant
D7 protein in Ae. aegypti saliva (Calvo et al,
2006, 2009). Therefore, saliva not only
facilitates blood-feeding, but also plays
a vital role in viral infection and trans-
mission. Although, the roles of various
mosquito SG components in preventing
vertebrate hemostasis have been relatively
well-documented, the roles of such com-
pounds in modulating dengue virus infec-
tion and promoting transmission have not
been clearly described. The aims of this
study were to evaluate the expression
of mosquito SG proteins in relationship
to dengue-infected blood-feeding and
the effect of SG proteins in dengue virus
infected female mosquitoes on feeding
behavior and virus transmission in order
to better understand the complex role of
SG protein on blood meals and pathogen
transmission.
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MATERIALS AND METHODS

Mosquitoes and dengue virus

Lab raised Aedes aegypti mosquitoes
were maintained on 10% sugar solution
at 28°C, 70-80% relative humidity on
12:12 hour light:dark photoperiods at
the Department of Medical Entomology,
Faculty of Tropical Medicine, Mahidol
University. Dengue virus serotype 2
strain 16681(DENV-2-16681) was used for
the study, obtained from the TROPMED
Dengue Diagnostic Center (TDC), Faculty
of Tropical Medicine, Mahidol University,
Thailand. The concentration of virus used
in this study was approximately 1.7x107
PFU/ml.

Mosquito infection

Five to 7 day-old adult female mos-
quitoes were orally infected with dengue
virus via an artificial mem e feeding
apparatus (Ward et al, 1978)¥ Mosquitoes
were divided into three treatment groups:
1) those fed on 10% sugar solution (SF);
2) those fed on defibrinated human blood
(BF); 3) those fed on defibrinated human
blood with dengue virus (DF). Engorged
mosquitoes were collected from each
group 1 day post-infection (dpi), 3 dpi, 5
dpi, 9 dpi and 14 dpi.
Salivary gland dissection and preparation

Mosquito SG tissue samples were
dissected in a drop of cold sterile PBS (pH
7.4); the tissue was washed three times
with sterile PBS. The SG samples were
then homogenized with a pellet pestle
and centrifuged at 14,000 rpm for 45
minutes at 4°C and then the supernatant
was collected. The concentrations of SG
proteins and RNA supernatant were then
determined using a Nanodrop ND-1000,
version 3.3.1 (Thermo Scientific, Hamton,
NH). The SG supernatant was stored at
-80°C until used.
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Dengue viral detection

RNA was extracted from mosquito
SG at each time-point using a QIAamp
Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Valen-
cia, CA) following the manufacturer’s
instructions. The presence of dengue
viral RNA was determined using reverse
transcriptase-PCR (RT-PCR) as described
by Lanciotti et al (1992). RT-PCR was car-
ried out on 0.5 ug of SG RNA using a On-
estep RT-PCR kit (Invitrogen, Carlsbad,
CA) following the manufacturer’s pro-
tocol. The following primers were used:
DENV-2_F: 5-CAATATGCTGAAAC-
GCGCGAGAAACCG-3’, DENV-2_R:
5-CCACAAGGGCCATGAACAG-3', and
ribosomal protein S7, rpS7_F: 5" TCAGT-
GTACAAGAAGCTGACCGGA-3’, and
rpS7_R: 5-AACGATGCAGCACAAA-
GATG-3’, was used as an internal control.
The RT-PCR products were detected by
gel electrophoresis with ethidium bro-
mide staining. The gel was digitized us-
ing the Gene Genius Gel documentation
system with Gene Snap software (Syngene
Laboratories, Cambridge, UK) for ultra-
violet visualization.

Characterization of SG protein profiles
The SG proteins were separated using
SDS-PAGE with a discontinuous system
as described by Laemmli (1970) with some
modifications. Determination of SG pro-
teins in BF and DF mosquitoes was con-
ducted in triplicate. Twenty micrograms
of SG protein per lane was mixed in a 1:1
ratio (v/v) with 2% sodium dodecyl sulfate
(SDS) gel loading buffer [50 mM Tris-HCl
(pH 6.8), 100 mM DTT, 2% (w/v) SDS, 10%
B-mercaptoethanol, 0.1% (w/v) bromo-
phenol blue and 10% (v/v) glycerol]. The
mixture was heated to 100°C for 3 minutes
in a hot well and then loaded into wells
with 12% acrylamide gel (40 ul/well). The
electrophoresis was conducted at 110 V,
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Table 1
Aedes aegypti mosquito salivary gland proteins.
Proteins Molecular weight References
Apyrase (Aed a 1) 62-68 kDa Ribeiro et al, 1984;
Smartt et al, 1995;
Champagne et al, 1995;
Peng et al, 2001
Anticoagulant-factor Xa 54 kDa Stark and James, 1998
Salivary serpin putative anticoagulant 47-50 kDa Orlandi-Pradines et al, 2007;
Almeras et al, 2010
Aed a X1, Aed a X2 37-44 kDa Peng et al, 1998, 1999
Female-specific protein, D7 (Aed a 2) 36-39 kDa James et al, 1991;

Aed a 3, Putative 30 kDa allergen-like protein

Adenosine deaminase
Angiopoietins-like protein

Antigen-5 protein family
Vasodilator sialokinins

Peng et al, 1998;
Almeras et al, 2010

Xu et al, 1998;

Simons and Peng, 2001;
Ribeiro et al, 2007;
Orlandi-Pradines et al, 2007;
Almeras et al, 2010
Ribeiro et al, 2001;
Almeras et al, 2010
Hackett et al, 2000;
Valenzuela et al, 2002
Schreiber et al, 1997
Beerntsen et al,1999;
Ribeiro, 1992

23-30 kDa

53-59 kDa

23-30 kDa

23-30 kDa
1.4 kDa

300 mA for 45 minutes. After electropho-
resis, the SG proteins were detected with
0.2% Coomassie® brilliant blue stain. The
molecular weights of the SG proteins were
determined by comparing the relative
electrophoretic mobility of an unknown
component with standard protein markers
(Bio-Rad, Hercules, CA). Digital images
of protein bands were captured at 600
dpi using a color scanner (SPEC). A linear
relationship was obtained by plotting the
relative mobility of the protein markers
against the logarithmic values for their
molecular weight. The density of band
expression was determined using Gene-
tools version 4.0 (Syngene Laboratories,
Cambridge, UK).

Statistical analysis

SPSS version 13.0 (SPSS, Chicago, IL)
was used to compare the expressions of
the DENV bands at each time-point and to
compare the SG protein bands between BF
and DF mosquitoes. Differences between
BF and DF mosquito SG protein bands
were analyzed using a standard t-test to
determine statistical significance. Statisti-
cal significance was set at p < 0.01.

RESULTS

DENV-2 replication among the female Ae.
aegypti salivary glands (SG)

The DENV-2 replication in the mos-
quito SG increased slowly during the
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first 3 dpi, then increased
rapidly until it reached a
peak 14 dpi (Fig 1).

Salivary gland protein
profiles

We observed consid-
erable variation in protein
profiles by meal type; the
bands ranged in molecular
weight from 12 kDa to
>170kDa (Fig 2). At 14 dpi
9 SG protein bands were
observed with molecular
weights of 12-15, 25-30,
35-40, 45-50, 55-60, and 61-
67 kDa. Most of the bands
were found in the BF and
DF groups, with fewer
protein bands seen in the
SF group (Fig 2).

The densities of
band expression of 5 of
the 9 SG protein bands
(25-30, 35-40, 45-50, 55-
60 kDa and 61-67 kDa)
were significantly differ-
ent between DF and BF
mosquitoes (Fig 3), ie,
two protein bands (35-40
and 61-67 kDa) were ex-
pressed in a significantly
higher amount (p < 0.01)
among DF mosquitoes,
while three protein bands
(25-30 kDa, 45-50 kDa and
55-60 kDa) were expressed
in a significantly higher
amount (p < 0.01) among
BF mosquitoes. The other
4 SG protein bands (12-
15, 25-30, and 35-40 kDa)
exhibited similar expres-
sions in both DF and BF
mosquitoes (p > 0.01).
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Some proteins were expressed to a greater
extent among DF mosquitoes and some
were expressed to a greater extent among
BF mosquitoes and some by both groups

(Fig 3).

DISCUSSION

Once a mosquito is infected with an
arbovirus, it is capable of transmitting that
virus for the rest of its life. The concentra-
tion of dengue virus in the SG gradually
increased throughout the study. These
findings suggest Ae. aegypti is a remark-
ably competent vector (Armstrong and
Rico-Hesse, 2003; Salazar et al, 2007). A
previous study using fluorescence stain-
ing demonstrated DENV-2 reached a
maximum concentration by 14 dpi (Watt
et al, 1987). The time from when the mos-
quito becomes infected with dengue virus
until transmission is 7-14 dpi, called the
extrinsic incubation period (EPI) (Salazar
et al, 2007). Thus, the first 14 dpi are a good
time to investigate changes in mosquito
SG proteins during infection (Salazar et
al, 2007; Zhang et al, 2010). The present
study supports previous reports that Ae-
des mosquito SG are susceptible to dengue
infection and transmission (Salazar et al,
2007). Understanding SG infection with
dengue virus and how replication facili-
tates dissemination can aid in a greater
understanding of vector-virus interactions
on dengue transmission.

Salivary gland proteins by meal type

A previous study showed mosquito
SG are comprised of fewer than 20 protein
bands, as demonstrated by a SDS PAGE
(Racioppi and Spielman, 1987). In the
present study, SF mosquitoes had fewer
protein bands than BF and DF mosquitoes.
The major SG proteins seen in BF and DF
mosquitoes had molecular weights in the
ranges of 12-15, 25-30, 35-40, 45-50, 55-60

and 61-67 kDa (Fig 2). Two bands (35-40
and 61-67 kDa) were expressed more by
DF mosquitoes and three bands (25-30,
45-50, and 55-60 kDa) were expressed
more by BF mosquitoes (Fig 3). Compar-
ing the effects of the blood meal on SG
protein expression revealed the protein
band density among SF mosquitoes was
different than that in BF mosquitoes. Our
observations are similar to a previous
study comparing differences in SG protein
expression between sugar- and blood-fed
female Ae. aegypti mosquitoes (Wasin-
piyamongkol et al, 2010) who found those
SG proteins up-regulated in SF mosqui-
toes tended to be housekeeping proteins,
those related to energy metabolism (Das
et al, 2010); whereas, the SG proteins up-
regulated in BF mosquitoes were proteins
that facilitated the blood-feeding process.
Our study found the SG of BF and DF
mosquitoes expressed different levels of
some proteins after blood feeding than SF
mosquitoes.

Several authors have studied the
proteins from the SG of Ae. aegypti; Va-
lenzuela et al (2002) identified 10 amino-
terminal sequences obtained by Edman
degradation with 1D SDS-PAGE from SG
proteins. Ribeiro et al (2007) succeeded
in identifying 24 SG proteins using 2D
gel electrophoresis. The majority of SG
proteins related to blood feeding in Ae.
aegypti have been classified according to
their known or predicted cellular loca-
tion, biological function or allergenicity
using proteomic approaches (Valenzulela
et al, 2002; Ribeiro et al, 2007; Orlandi-
Pradines et al, 2007; Almeras et al, 2010;
Wasinpiyamongkol et al, 2010). These
include the D7 family, salivary serpin anti-
coagulant, salivary apyrase, angiopoietin,
antigen-5 protein, adenosine deaminase
and certain salivary allergens (Table 1).
However, there has been little work on
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the role of SG proteins in Ae. aegypti mos-
quitoes infected with dengue virus.

In our study expression of some SG
proteins in DF and BF mosquitoes was
different. This suggests dengue infection
induces expression of specific proteins
and normal blood-feeding induces ex-
pression of different proteins. A previous
study suggested this difference in protein
expression may be an extensive process
and there may be post-translational
modifications of protein among infected
mosquitoes (Choumet et al, 2007). Many
studies support the hypothesis the pres-
ence of pathogens in mosquito SG not
only induces modifications in saliva com-
position but also induces modifications
in insect behavior (Rossignal et al, 1984;
Garcia et al, 1994; Mourya et al, 2003; Luz
et al, 2011).

The behavior of insect vectors may
be affected by infection with viruses,
parasites (Grimstad et al, 1980; Rowland
and Lindsay, 1986) or symbionts (Evans
et al, 2009; Moreira et al, 2009). There is
evidence the dengue virus can alter the
behavior of Ae. aegypti mosquitoes. For ex-
ample, dengue-infected mosquitoes spend
a longer time feeding than non-infected
mosquitoes (Platt et al, 1997). Ae. aegypti
female mosquitoes experimentally-in-
fected with dengue virus have increased
locomotor activity, which can increase
their chances of finding a suitable host and
their biting rate (Lima-Camara et al, 2011).
Previous studies found viral infection
may only affect behavior if certain organs
are infected (Platt et al, 1997). Pathogens
must travel from the insect’s midgut epi-
thelial cells into the lymph, and then to
other organs to ultimately reach the SG.
Ae. aegypti SG may play a major role in
dengue virus transmission and express a
variety of bioactive components in saliva
that facilitate blood-feeding by inhibiting
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hemostatic activity. We hypothesized SG
proteins expressed among infected female
mosquitoes may affect blood-feeding
behavior and enhance virus transmis-
sion. We investigated some of these SG
proteins by looking at how they influence
mosquito feeding and probing behavior.
Our observations were performed 14 dpi,
a time corresponding to a late stage in SG
infection when the dengue virus should
be at a high concentration (Fig 1).

To identify SG proteins with signifi-
cantly-altered expression in DF mosqui-
toes, we made predictions based on previ-
ously identified SG proteins isolated with
a SDS-PAGE that yielded amino-terminal
sequencing with Edman’s degradation
(Valenzuela et al, 2002). Our predictions
were based on previously described pro-
teins identified by proteomic approaches
(Valenzuela et al, 2002; Orlandi-Pradines
et al, 2007; Ribeiro et al, 2007; Almeras
et al, 2010).

Five SG protein bands were selected
based on their predicted involvement in
the anti-hemostatic process, being major
Ae. aegypti SG secretory proteins. Of the
three SG-protein bands with less expres-
sion among DF than BF mosquitoes, the
first SG protein band (25-30 kDa) was
believed to be a salivary allergen (Si-
mons and Peng, 2001), a member of the
aegyptin family (Ribeiro et al, 2007), part
of the antigen-5 family (Schreiber et al,
1997), or an angiopoietin (Hackett et al,
2000; Valenzuela et al, 2002). The func-
tion of these SG proteins is unclear, thus
we cannot anticipate the consequences of
altering their expression during dengue
infection and the blood-feeding process.
The second band (45-50 kDa) is similar
to salivary serpin putatively associated
with the salivary factor Xa-directed an-
ticlotting of Ae. aegypti (Stark and James,
1998). The last band (55-60 kDa) may be
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the previously described salivary ad-
enosine deaminase (ADA) (Ribeiro et al,
2001). Adenosine deaminase hydrolyzes
adenosine to make inosine and ammonia;
removal of adenosine may inhibit platelet
aggregation and mast cell degranulation.
Inosine interferes with host coagulation
at the bite site to inhibit the production of
inflammatory cytokines. These processes
may facilitate blood feeding (Hasko et al,
2000; Ribeiro et al, 2001; Valenzuela et al,
2002). The SG protein bands expressed in
smaller amounts among DF mosquitoes
(25-30, 45-50 and 55-60 kDa) may be four
proteins. These include the 30 kDa sali-
vary protein allergen, the antigen-5 family,
the salivary factor Xa-directed anticlotting
and adenosine deaminase (Table 1). The
present study suggests the expressed SG
proteins are likely to play a role, either
directly or indirectly, in the feeding pro-
cess. These proteins have been found to
be significantly regulated by blood feed-
ing by Ae. aegypti mosquitoes (Das et al,
2010; Wasinpiyamongkol et al, 2010). It is
possible that the expression of these SG
proteins is related to blood feeding.

Two SG protein bands were highly
expressed among DF mosquitoes. A 35-
40 kDa band had a strong similarity to
the D7 protein family (James et al, 1991).
D7-protein, a major SG secretory protein
identified in Ae. aegypti mosquitoes, ex-
ists in two forms. The long form (~30-35
kDa) is found exclusively in mosquitoes
(James et al, 1991). The D7 protein is
expressed predominantly in the SG of
adult female mosquitoes, especially in
the distal-lateral and median lobes (Su-
wan et al, 2002). The D7 protein has been
shown to bind to biogenic amines, which
may antagonize vasoconstriction, plate-
let aggregation and pain during feeding
(Calvo et al, 2006). This protein may act
as an anti-hemostatic factor (Arca et al,

2007). Its sequestration by D7 proteins
could antagonize these host defense func-
tions, thus promoting blood acquisition
and pathogen transmission (Calvo ef al,
2006). Another 61-67 kDa band could be a
salivary apyrase (Champagne et al, 1995).
Salivary apyrases in Ae. aegypti mosqui-
toes are members of a protein family that
includes 5" nucleotidases (Champagne et
al, 1995), which are expressed specifically
in the distal-lateral and median lobes of
SG mosquitoes (Ribeiro ef al, 1984; Smartt
et al, 1995). Salivary apyrase is known
to facilitate blood-feeding by inhibiting
platelet aggregation (Champagne et al,
1995). The level of apyrase activity is cor-
related with the length of probing time
during feeding, suggesting the enzyme
facilitates the speed of locating blood
(Ribeiro, 1987). Salivary apyrase is known
to have anti-inflammatory and vasodila-
tory activity while the D7 family proteins
show anti-platelet activity (James et al,
1991; Champagne et al, 1995). Higher
levels of these proteins may result in an
increase in mosquito blood-feeding capac-
ity. A previous study revealed that aber-
rant feeding behavior manifested after
increased probing resulting in reduced
feeding. Reduced feeding was reported
for Ae. triseriatus mosquitoes orally-
infected with Lacrosse virus (Grimstad
et al, 1980) and in Ae. aeQypti mosquitoes
parenterally-infected with Semliki Forest
virus (Mims et al, 1966). The dengue virus
may stimulate over-expression of certain
SG proteins among Aedes mosquitoes,
modifying their behavior to enhance
virus transmission. Our study provides
a better understanding of the relation-
ship between SG proteins expressed in
dengue infected mosquitoes and changes
in blood-feeding behavior. We speculate
the specific SG proteins found in dengue-
infected female mosquitoes may increase

Vol 43 No. 6 November 2012



PROTEIN EXPRESSION IN AE. AEGYPTI SALIVARY (GLANDS

blood-feeding and virus transmission by
infected mosquitoes.
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