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ARN : acide ribonucléique
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att : site-specific attachment
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DDT : dichloro-diphényl-trichloréthane

DO : densite optique

ECDC : Centre européen de prévention et de contrdle des maladies
EFSA : Autorité europeenne de sécurité des aliments
EST : expressed sequence tag

FGF: Fibroblast Growth Factor

FT: facteur tissulaire

HGF : Hépatocyte Growth Factor

IrSPI : Ixodes ricinus Serine Protease Inhibitor

ISP : Inhibiteur de sérine protéase

kDa : kiloDalton

OGM : Organisme génétiqguement modifié

ORF : Open Reading Frame (cadre de lecture ouvert)
PDGF : Platelet-Derived Growth Factor

pH : potentiel hydrogéne

PCR : réaction de polymérisation en chaine (polymerase chain reaction)

gRT-PCR : (quantitative reverse transcription polymerase chain reaction) réaction de
polymérisation en chaine quantitative apres reverse transcription

RACE : rapid amplification of cDNA ends
SVF : sérum de veau feetal

TBEV : Tick Borne encephalitis virus
TBP : Tick borne pathogen
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1. Introduction Générale



1.1 Le parasitisme, un mode de vie particulier

A TDorigine de la vie sur notre planéte, il y a approximativement 3,8 milliards d’années,
apparaissaient les premiers étres vivants microscopiques dans nos océans. Ceux-ci étaient
majoritairement hétérotrophes, et donc dépendants d’une source de nourriture externe (acides
aminés, minéraux, ions...) pour pouvoir subvenir a leurs besoins, croitre et se multiplier. C’est
dans ce qu’Oparin et Haldane ont appelé une « soupe primitive » que ces organismes puisaient
les atomes fondamentaux (C-H-O-N-P-S) nécessaires a la composition des molécules du vivant
[1]. Devant la croissance exponentielle du nombre d’organismes entrainant la raréfaction de ces
compos¢s indispensables, certains ont été¢ contraints de s’adapter et sont devenus autotrophes
pour certaines de ces molécules, alors que d’autres, restés hétérotrophes, ont di trouver de
nouvelles sources d’approvisionnement, et donc utiliser la matiére organique présente dans
d’autres organismes afin de subsister. C’est ainsi que les premiéres relations inter-individus
sont nées. Deés lors, sur terre, la vie animale comme végétale s’est incroyablement diversifiée,
et a I’heure actuelle on dénombre environ 1,95 millions d’espéces, dont 1,6 millions d’animaux

(taxon des Animalia), et 364 000 plantes (taxon des Plantae) [2].

L’augmentation globale du nombre d’organismes a nécessairement engendré une hausse et une
diversification des interactions inter-espéces, et de fait, leur complexification. Ainsi, ces
relations inter-spécifiques peuvent étre de plusieurs natures. Le mutualisme est une interaction
permanente ou transitoire permettant a deux especes d’étre plus aptes a se maintenir dans leur
milieu [3]. Chacune d’elle tire un avantage réciproque et égal a interagir. Les Lichens sont par
exemple une étroite association mutualiste obligatoire entre une algue et un champignon [4].
Le commensalisme est lui définit par une interaction qui ne bénéficie qu’a un des deux
partenaires alors que ’autre n’est pas affecté. Par exemple, le héron garde-beeufs (Bubulcus
ibis) bénéficie du levé des insectes et des petits mammiféres au passage du bétail dans les
patures pour enrichir et diversifier son alimentation. Parfois les limites entre commensalisme et
mutualisme sont assez floues, comme en témoigne I’exemple des interactions développées par
les bactéries qui colonisent le tube digestif des vertébrés et souvent qualifiées de
« commensales ». Les vertébrés fournissent un habitat adapté a leurs conditions de croissance
optimale (pH, anaérobie...), et en eéchange, ces bactéries participent & la dégradation de
nutriments fournissant a I’hote certaines des vitamines indispensables (vitamines B et K). Ces
bactéries permettent également la constitution, le maintien et la stimulation constante du

systéme immunitaire.



Ainsi, et compte tenu de ces aspects immunitaires et nutritionnels, les interactions entre I’hdte
et ces bactéries dans le tube digestif seraient a requalifier sous le terme de mutualistes plutot
que de commensales [5]. Enfin, des relations délétéres pour une des especes impliquées existent
également. La prédation est une interaction dans laquelle un des deux partenaires va
littéralement servir de nourriture a I’autre, comme c’est le cas des lionnes qui chassent puis
dévorent le gnou. Contrairement a la prédation ou la proie finit par étre mangée par le prédateur,
le parasitisme est une relation souvent réversible qui fait intervenir un organisme qui vit au
dépend d’un autre sans qu’il n’existe d’échange positif. Cette relation implique une co-
adaptation liée a I’évolution, ’organisme parasite, pour survivre, n’ayant aucun intérét a tuer
son hote. On distingue deux types de parasites, les endoparasites qui vivent a 1’intérieur de
I’hote (dans les tissus et les fluides) comme Plasmodium spp. (agent responsable du paludisme)

et les ectoparasites qui eux, vivent a la surface de leur hote comme les puces par exemple.

Tout comme les puces, les tiques sont des ectoparasites hématophages stricts (elles se
nourrissent exclusivement de sang) et dépendent de la présence d’hotes vertébrés pour survivre.
Ce sont donc des parasites obligatoires mais temporaires car leur cycle de vie comporte en
alternance des phases dites parasitaires durant lesquelles elles se gorgent sur leurs hotes, et des
phases dites libres dans I’environnement. Les tiques ont co-évolué avec leurs hotes pour étre
soit spécialistes et ne se nourrir que sur une espece d’hote en particulier (exemple de
Rhipicephalus (boophilus) microplus), ou alors a I’inverse devenir généralistes et étre capables

de se gorger sur une variété d’hotes vertébrés importante (exemple d’Ixodes scapularis).

1.2 L’origine des tiques et de nos connaissances sur ces ectoparasites

De récents travaux baseés sur une espece de tique encore vivante mais considérée
phylogéntiqguement comme une espéce ancestrale tendent a envisager une origine située dans
une zone désertique du bassin du Karoo du Gondwana, en Afrique du sud, au Permien moyen
(de -260 a -270 millions d’années) [6].

Par ailleurs, d’autres études ont pu montrer grace au recoupement d’informations deduites des
associations entre les tiques et leurs hétes, et de caractéres morphologiques et moléculaires,
que, pour ces derniéres, la diversification des espéces coincidait avec la diversification des
espéces de vertébrés existantes et a I’apparition de nouvelles especes de vertébrés (dinosaures,

oiseaux et marsupiaux) [7].



Cette diversification d’hdtes fut sans doute I’'un des facteurs de la spéciation des especes de
tiques, spéciation qui semble s’étre intensifiée a 1’ére Tertiaire avec I’apparition des primates
et I’explosion des mammiféres (-55 Millions d’années) [7]. Tres récemment, des tiques
conservées dans de I’ambre qui daterait d’environ -99 Millions d’années ont été découvertes en
Birmanie, tiques qui parasitaient trés probablement les dinosaures a plumes de 1’époque [8].
Toutes ces espéces de tiques ont ensuite évoluées indépendamment les unes des autres comblant
les niches écologiques vacantes, se nourrissant sur tous les genres de vertébrés terrestres
disponibles (oiseaux, reptiles, mammiféres, amphibiens), et se déplacant au grés des
mouvements migratoires de leurs hétes. Ainsi, les combinaisons des habitats, des hotes et du
climat ont été les moteurs de la spéciation et de la diversification des espéces de tiques.

Les premiers écrits rapportant 1’existence des tiques remonteraient a 1’époque des
Egyptiens (-3150 a -30 av. J.C.) ou ces arthropodes seraient decrits dans le Papyrus Ebers (-
1550 avant J.C.) [9]. Plus tard, chez les grecs (-1900 a -30 av. J.C.), Homere raconte le retour
d’Ulysse a Ithaque dans son ceuvre /’Odyssée (environ 800 avant J.C.), dans laquelle son fidele
compagnon, le chien Argos, serait couvert de vermine, faisant alors probablement référence a
des tiques [10]. Dans les textes de 1’Antiquité, les tiques sont effectivement mentionnées
comme parasites du bétail, des oiseaux ou des chiens mais pas de I’homme. De la méme fagon,
E. Littré dans son Dictionnaire de la langue francaise (1872-1877), mentionne que les tiques
s’attachent « aux chiens, aux beceufs, aux moutons et autres animaux » mais n’évoque pas

I’homme.

Si la découverte, en 1877 par Manson, de la filaire de Bancroft dans un moustique est
considérée comme les débuts de I’entomologie médicale en représentant la premiére
implication possible d’un arthropode dans la transmission d’un agent pathogéne, cette derniere
a été prouvée pour la premiere fois avec les tiques. C’est en effet entre 1889 et 1893 que les
deux chercheurs nord-américains, T. Smith et F. Kilbourne, rapporterent ’existence d’une
transmission du parasite Babesia bigemina, par la tique Rhipicephalus (Boophilus) annulatus a
des bovins [11]. Cette découverte majeure fut a I’origine de 1’éradication de la « fiévre du
Texas » des bovins aux Etats-Unis dés 1942, par I’éradication des tiques en baignant les bovins

dans des piscines d’arsenic.

Aujourd’hui, celui qui est considéré comme le « pere fondateur » de la recherche sur les tiques
est Harry Hoosgtraal, avec son ouvrage « Bibliography of ticks and tickborne diseases : from
Homer (about 800 B.C.) to 31 December 1986 » [10].



1.3 Classification des tiques

La classification des tiques et la détermination de leur position systématique est un sujet
qui a passionné les scientifiques depuis la moitié du XXeme siécle. Initialement basée sur
I’étude des caractéres morphologiques, la répartition géographique et les caractéristiques
biologiques, la classification des genres et des especes de tiques est parfois arrivée a des non-
sens évolutifs. Fort heureusement, ’avenement de la biologie moléculaire apres la seconde
guerre mondiale a permis d’éclaircir un certain nombre de zones d’ombres méme si subsistent

encore des divergences d’opinion au sein de la communauté scientifique.

Trois grandes écoles de pensée se sont affrontées au sujet de la systématique et la
phylogénie des tiques : les écoles russe, anglo-saxonne et francaise [10, 12, 13] . Ces trois écoles
ont eu des divergences d’opinion surtout quant a la phylogénie des tiques molles, mais se sont
néanmoins accordées pour classifier les tiques dans I’embranchement des Arthropoda, le sous-
embranchement des Chelicerata, la classe des Arachnida, la sous-classe des Acarida, le
superordre des Anactinotrichoida et enfin ’ordre des Ixodida. Cet ordre des Ixodida se subdivse

en trois sous-ordres : Nuttalliellina, Argasina et Ixodina (Figure 1).

Une seule espéce est actuellement répertoriée au sein du sous-ordre des Nuttalliellina,
Nuttalliella namaqua identifiée en Afrique. Morphologiquement il semblerait que cette espéce
constitue un intermédiaire entre les tiques du sous-ordre des Ixodina et celui des Argasina.
Devant le peu d’études qui se limitent a I’observation de quelques nymphes et femelles isolées,
ces hypotheses morphologiques restent incertaines. Conséquences du peu de données récoltées
sur cette espece, son biotope, ses préférences d’hdtes, son importance en santé animale et

humaine, ainsi que sa distribution ne sont, a I’heure actuelle, pas connus.

Le sous-ordre des Argasina, aussi appelées « tiques molles » a cause de leur tégument
pourvu de chitine (polymere azoté de N-acétylglucosamine perméable a I’air et a I’eau) mais
non sclérifié, correspond a une seule famille, les Argasidae, subdivisée en deux sous-familles
que sont les Argasinae et les Ornithodorinae composeées respectivement de trois et huit genres
(Figure 1). Biologiquement, les tiques molles se caractérisent par le fait qu’aux stases
nymphales et adultes, ces tiques prennent plusieurs repas sanguins relativement courts (de
quelgues minutes a quelques heures), la femelle effectuant une ponte aprés chacun de ces repas.
Chez les tiques, les différentes étapes de développement larve, nymphe et adulte sont

dénommées stases et correspondent a des métamorphoses quand I’appellation stades fait



référence a des mues de croissance successives sans metamorphoses et separées par la prise
d’un repas sanguin. Ainsi, chez les tiques molles les stases nymphales et adultes comportent

plusieurs stades.

Les « tiques dures » quant a elles, appartiennent au sous ordre des Ixodina et possédent
un tégument chitinisé et sclérifié. Ce sous-ordre se subdivise en deux grandes familles : les
Amblyommidae comprenant 13 genres, et les Ixodidae composés de deux sous familles les
Ixodinae et les Eschatocephalinae qui contiennent respectivement un et cing genres. A la
différence des tiques molles, les tiques dures ne prennent qu’un seul long repas sanguin par
stase (stades et stases sont donc équivalents chez les tiques dures) avant de muer dans la stase
suivante, ou de pondre des ceufs pour la femelle. Ces repas, trés longs, peuvent aller jusqu’a 10-

12 jours pour les adultes de certaines especes.

Ordre Inodida
|
| | |
Sous-ordre Argasina Mutalliellina Ixodina
|
Famille Argasidae Mutallieilidae Amblyommidae Ixodidae
[ I
Sous-famille Argasinae Ornithodorinae Eschatocephalinae Ixodinae
Argas Alectorobivs Nuttaifielia Amblyormma Cerativodes Ixodes
Caros Alveonasus Anoccentor Eschatocephalus
Ogadonus Antricola Anomalhimalava lepidixodes
Microargas Aponomma Pholeoixodes
Genres Nothoaspis Boaphiius Scaphixodes
Ornithodoros Cosmiomima
Parantricola Dermacentor
Ctobius Haemaphysalis

Hyalormma
hargarapus
Moo
Rhipicentor
Rhipicephalus

Figure 1: Classification systématique des espéces de tiques (selon Camicas et al. 1998).

Au total 907 espéces de tiques tous genres confondus sont actuellement décrites. Les Argas (58
especes), Carios (88 especes) et Ornithodoros (37 especes) sont les genres les plus représentés
chez les «tiques molles ». Quant aux tiques dures, les genres Amblyomma (143 espéces),
Dermacentor (36 espéces), Haemaphysalis (166 especes), Hyalomma (27 espéces) et Ixodes

(249 espéces) comptent le plus grands nombres de représentants [14].
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1.4 Importance médicale et vétérinaire des tiques

A travers le monde, et notamment dans les régions tropicales, I’infestation par les tiques
constitue une contrainte majeure pour 1’élevage et contribue a réduire fortement la production
animale [15]. Leur impact sur la santé humaine constitue aussi un probléme majeur, notamment
dans 1’hémisphére nord en raison essentiellement de la Borréliose de Lyme et de ’encéphalite
a tiques (TBE pour « Tick-borne Encephalitis » en anglais) [16]. L’émergence ou la ré-
émergence de maladies liées aux tiques représente a 1’heure actuelle une inquiétude légitime a
la fois en santé humaine et en santé animale, I’incidence de ces maladies étant en augmentation
dans plusieurs pays européens [17]. Hématophages, les tiques prennent des repas de sang plus
ou moins long suivant le stade et I’espece concernés (de quelques minutes pour des tiques
molles a 12 jours pour des tiques dures) sur des hotes vertébrés domestiques ou sauvages.
L’homme, en s’introduisant dans le biotope de ces hétes, peut alors devenir un hote accidentel
des tiques. Ces derniéres ont un impact important en santé animale comme en santé humaine
par le biais d’effets a la fois directs en tant qu’ectoparasites hématophages, et indirects en tant

que vecteur d’agents pathogenes transmis lors du repas sanguin.

1.4.1 Impacts sanitaires directs des tiques

Du simple fait de leur piqire, en I’absence de toute transmission d’agents pathogenes,
les tiques peuvent représenter un danger pour I’homme mais ont surtout, par ce biais, un impact
important en santé animale et peuvent étre responsables de pertes économiques conséquentes

pour les éleveurs.

Pour se nourrir de sang les tiques doivent dans un premier temps se fixer sur leurs hotes.
Elles insérent pour cela leurs piéces buccales dans la peau de I’hote vertébré, perforant et
dégradant ainsi la peau de ’animal en rendant difficile la transformation et la vente du cuir par
la suite. De plus, une tique peut prélever au cours de son repas sanguin jusqu’a 200 fois son
poids en sang pour certaines especes, ce qui, pour des especes du genre Amblyomma peut
représenter par exemple jusqu’a 4 ml de sang. Ainsi, une infestation importante aura pour
conséquence un fort affaiblissement de I’hdte a cause de la spoliation sanguine et de I’anémie
induite. Un tel affaiblissement aura un impact sur la production de lait et de viande et sur la
susceptibilité de ’animal vis-a-vis d’infections diverses. Les piqures de tique, en générant une
plaie, peuvent aussi représenter une porte d’entrée pour des microorganismes opportunistes

pathogénes, risque accentué par le contexte d’immunodépression locale due a la salive de la
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tique. A la suite de piqures de la tique Amblyomma variegatum et parce que sa salive crée une
dépression immunologique locale trés importante, il n’est pas rare par exemple de trouver le
développement de microorganismes pathogénes comme Dermatophilus congolensis a partir du
site de piqure [18].

Par ailleurs, I’injection de salive au cours de la piqlre, peut aussi avoir des effets
néfastes a la fois chez I’homme et chez I’animal. Certaines especes de tiques comme
Dermacentor andersoni, Dermacentor variabilis et surtout Ixodes holocyclus possédent une
salive riche en neurotoxines responsables de la paralysie ascendante a tique, qui intervient suite
a une piqire a proximité d’un trajet nerveux et peut conduire a la mort par arrét des fonctions
cardio-respiratoires [19]. Enfin, des réactions allergiques a la salive de tique peuvent aussi
exister et, dans de rares cas, conduire a un choc anaphylactique, notamment concernant des
tiques molles du genre Argas spp. [20]. Enfin, récemment, un nouveau phénoméne allergique
vis-a-vis d’un sucre appelé « alpha-Galactose » ou « alpha-Gal » contenu dans la salive de tique
a éte mis en évidence [21]. L’homme, qui ne synthétise pas ce sucre, peut étre sensibilisé suite
a une piqdre de tique et faire ensuite, par réaction croisée, un choc anaphylactique en mangeant
de la viande rouge qui en contient [22]. Initialement décrit en Australie, ce phénoméne devient
de plus en plus préoccupant aux Etats-Unis et quelques cas ont été rapportés en Europe et en
France [21].

1.4.2 Impacts sanitaires indirects des tiques

Outre leur impact direct en tant qu’ectoparasites, les tiques sont d’importants vecteurs
d’agents pathogénes comme le sont les moustiques, les puces, les mouches piqueuses ou autres
phlébotomes. Au niveau mondial, les tiques sont le deuxiéme vecteur d’agents pathogeénes
touchant les humains derriére les moustiques, et le premier vecteur d’agents pathogénes en santé
vétérinaire [16, 23]. Ce sont des arthropodes capables de transmettre la plus grande variété
d’agents pathogenes incluant des bactéries, des parasites, des virus et des helminthes [24].
Néanmoins, comme ’ensemble des vecteurs, les tiques ne sont pas des « seringues » et chaque
espece va posséder une compétence vectorielle qui lui est propre vis-a-vis de tel ou tel agent
pathogene, compétence régit par des facteurs génétiques. La majorité de ces agents pathogénes

sont zoonotiques, a savoir qu’ils sont transmissibles de I’animal a I’homme et inversement.

Les tiques sont d’excellents vecteurs d’agents pathogeénes en raison de plusieurs de leurs
caractéristiques biologiques. En effet, les modalités de gorgement de ces arthropodes

impliquent des repas trés longs et volumineux pour les tiques dures et des repas fréquents pour
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les tiques molles. D’autre part la capacité de beaucoup d’espéces de tiques a se nourrir sur une
trés large variété de vertébrés permet une excellente circulation des agents pathogénes entre ces
espéeces. La trés grande longévité de ces arthropodes participe également a maintenir les agents
pathogeénes dans la nature. Enfin, malgré la complexité de leurs cycles biologiques au cours
desquels une forte mortalité peut étre observée, les populations de tiques se maintiennent dans
la nature grace a un haut potentiel reproducteur, une femelle pouvant pondre des milliers d’ceufs
[25]. Les principales espéces de tiques d’Europe, leurs répartitions géographiques, les micro-
organismes qu’elles sont susceptibles de transmettre, les réservoirs animaux et les maladies
associées sont présentés dans le Tableau 1. En Europe, Ixodes ricinus est 1’espece la plus
abondante avec la répartition géographique la plus large, et représente I’espece de tique la plus
importante en santé humaine [26, 27]. Cette espéce, a méme de se nourrir sur plus de 300
especes d’hotes différentes, est en effet susceptible de transmettre a I’homme, hote accidentel,
les bactéries responsables de la maladie de Lyme, de rickettsioses et de I’anaplasmose, des virus
dont celui de I’encéphalite a tiques (TBEV), ou encore des parasites responsables de la babésiose
(ou piroplasmose). Les agents pathogenes les plus importants et les plus frequemment transmis
aux animaux de rente, sont ceux responsables de I’anaplasmose ou de la babésiose. Pour les
bovins, les autres espéces de tiques les plus importantes - surtout rencontrées dans le sud de
I’Europe - sont Haemaphysalis punctata, vecteur de Babesia major, Rhipicephalus annulatus
et Rhipicephalus bursa, vecteurs de Babesia bovis, Babesia bigemina et Anaplasma marginale,
et Hyalomma anatolicum excavatum, vecteur de Theileria annulata. En France, pour les
équidés ce sont essentiellement Dermacentor reticulatus et Dermacentor marginatus qui
transmettent Babesia caballi et Theileria equi, responsables de la piroplasmose équine. 1.
ricinus, peut aussi transmettre aux équidés des Borrelia spp., Anaplasma phagocytophilum ou
encore le virus de I’encéphalite infectieuse équine. Pour les chiens, D. reticulatus, I. ricinus et
Rhipicephalus sanguineus représentent, les espéeces ayant le plus fort impact sanitaire en leur
transmettant des Babesia, des Borrelia, A. phagocytophilum, et des Ehrlichia [28]. Enfin
Hylomma marginatum, principal vecteur du virus de la fievre de Crimée-Congo (CCHF) (Page
230 du présent manuscrit de these) déja présente en Corse, a été récemment identifiée comme
une nouvelle espece de tique établie dans le sud de la France représentant ainsi un potentiel
impact en santé humaine important. Ainsi, certaines espéces de tiques peuvent transmettre
plusieurs agents pathogénes simultanément, engendrant des phénoménes de co-infection

susceptibles d’étre a I’origine de problémes de diagnostic chez I’homme comme chez I’animal.
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Tableau 1: Espéces de tiques majoritaires en Europe, les agents pathogénes qu'elles transmettent ainsi que leurs réservoirs
animaux associés, et les maladies associées.

Agents
Tiques Répartition pathogénes
vectrices géographique transmis Réservoirs animaux Maladies associées
Ixodes ricinus | Europe Borrelia sp., Rongeurs, oiseaux, lézards Maladie de Lyme

Anaplasma sp.

Francisella
tularensis.

Rickettsia
helvetica

Bartonella
henselae

Coxiella burnetii

Babesia sp.

Virus de
I'encéphalite a
tique (TBEV)

Virus de Louping
ill

Virus Eyach

Rongeurs, Ruminants, Chiens,

Chevaux, Oiseaux

Lagomorphes, Rongeurs

Cervidés ? Rongeurs ? Sangliers ?

Chat

Mammiferes

Bovins, Canidés, Rongeurs,

Rongeurs

Ovins

Mammiferes, Lagomorphes, Oiseaux

Anaplasmose granulocytaire
bovine et humaine;
anaplasmose erythrocytaire
ovine

Tularémie

Rickettsiose anéruptive

« Maladie des griffe du
chat »

Fiévre Q

Piroplasmose —ou babésiose-
bovine, canine, et humaine

Encéphalites

Encéphalites

Encéphalites, troubles
neurologiques

Ixodes
persulcatus

Nord-est de I'Europe

Borrelia sp.,

virus de la fiévre

Rongeurs, oiseaux, lézards

Maladie de Lyme

Asie hémorragique Rongeurs Fievre hémorragique
d'Omsk
Virus de
I'encéphalite a Rongeurs Encéphalites
tique (TBEV)
Ixodes Europe du sud Borrelia sp., Rongeurs, Insectivores Maladie de Lyme
hexagonus

Afrique du nord

Babesia microti

Rickettsia sp.

Babesia vulpes sp.
nov.

Rongeurs

Cervidés,
Lagomorphes?

Chien?, Rongeurs?,

Canidés

Piroplasmose humaine

Rickettsioses

Babésiose canine
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Dermacentor

Europe du sud

Anaplasma ovis,

Ovins, Caprins, Ruminants sauvages

Anaplasmose erythrocytaire

marginatus ovine
Rickettsia sp., Chien? Rickettsioses (TIBOLA)
Coxiella burnetii Mammiferes Fievre Q
Francisella .
. Lagomorphes, rongeurs Tularémie
tularensis
Siberian tick L
? Typhus sibérien
typhus P
Babesia sp. Canidés, Piroplasmose canine
Babesia cabalii Equidés Piroplasmose équine
Theileria sp., Equidés Theilériose
Dermacentor Francisella -
. Europe du nord et centrale ; Lagomorphes, rongeurs Tularémie
reticulatus tularensis

Rickettsia sp.,

Coxiella burnetii.,

Babesia canis,

Babesia sp.,

Theileria sp.,

Virus de la fiévre

Chien?

Mammiferes

Chiens

Bovins, Chiens, Rongeurs, Renards

Bovins, Equidés,

Rickettsioses (TIBOLA,
typhus sibérien)

Fiévre Q
Babésiose canine

Piroplasmose bovine,
canine

Theilériose bovine, équine

hémorragique Rongeurs fievre hémorragique
d'Omsk
Rhinicenhal Rickettsia conorii | Chiens Fie::vre boutlonneuse
|p|c_ep alus Europe du sud méditerranéenne
sanguineus Coxiella burnetii Mammiferes

Ehrlichia canis

A. platys

Hepatozoon canis

Babesia sp.,

Dipetalonema sp

Chiens, canidés sauvages

Chien

Chien

Bovins, Chiens, Rongeurs, Renards

Canidés

Fievre Q
Ehrlichiose monocytaire
canine

Thrombopénie canine

Ehrlichiose monocytaire
canine

Piroplasmose bovine,
babésiose canine, babésiose
humaine

Filarioses des canidés

Haemaphysalis
concinna

Europe de l'ouest

Rickettsia sibirica

Thyphus sibérien

Rhipicephalus
(Boophilus)
annulatus

Europe du sud

Afrique du nord

Anaplasma
marginale

Babesia bigemina

Babesia bovis

Bovins, ruminants sauvages

Anaplsmaose érythrocytaire
bovine

Piroplasmose bovine

Piroplasmose bovine
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Rhipicephalus
bursa

Europe du sud et centrale

Anaplasma sp.,

Theileria equi,

Babesia sp.,

Ruminants, chiens, chevaux rongeurs
oiseaux

Equidés

Bovins, Chiens, Rongeurs, Renards

Anaplasmose erythrocytaire
bovine, canine, ovine, équine

Théilériose équine

Piroplasmose bovine, ovine,
babésiose canine

méningo encéphalites,

Virus Bhanja ? paralysie, troubles
neurologiques
Virus de la fiévre Lagomorphes, Hérissons, Rongeurs, S . .
. . . . . Fiévre hémorragique et arthro
hémorragique de Ruminants  domestiques,  Porcins, mvalaique
Crimée Congo Equidés yalgia
Europe du sud Rickettsia sp., Cervidés, Chien? Rongeurs? . .
p p 9 Rickettsioses
Lagomorphes?
Hyalomma
marginatum -
Theileria o .
. Theilériose bovine
annulata Bovins
Virus de la fiévre Lagomorphes, Hérissons, Rongeurs, . . .
. . . . . Fiévre hémorragique et arthro
hémorragique de Ruminants  domestiques,  Porcins, mvalaique
Crimée Congo Equidés yalglg
Hyalomma Piroplasmose bovine, ovine,
anatolicum Europe du sud Babesia sp. Bovins, Chiens, Rongeurs, Renards babésiose canine, babésiose
excavatum humaine
. Theileria . o .
Nord de I'Afrique Bovins Theilériose bovine
annulata
Theleiria . o . .
. Ovins Theilériose caprine et ovine
lestoquardi,
Virus de la fievre Lagomorphes, Hérissons, Rongeurs, L . .
. . . . . Fiévre hémorragique et arthro
hémorragique de Ruminants  domestiques,  Porcins, mvalaiaue
Crimée Congo Equidés yallg

Haemaphysalis
punctata

Europe du sud

Bassin méditerranéen

Babesia sp.,

Theileria sp.,

Anaplasma
phagocytophilum

Babesia major

Bhanja virus

Virus de la fiévre
hémorragique de
Crimée Congo

Virus de
I'encéphalite &
tique (TBEV)

Bovins, Chiens, Rongeurs, Renards

Bovins, Equidés, Ovins

Ruminants  domestiques, chiens,
chevaux, rongeurs, oiseaux

Bovins

?

Lagomorphes, Hérissons, Rongeurs,
Ruminants  domestiques,  Porcins,
Equidés

Rongeurs

Piroplasmose bovine, ovine,
babésiose canine, babésiose
humaine

Théilériose bovine, ovine,
équine

Anaplasmose erythrocytaire
bovine

Piroplasmose bovine
Méningoencéphalites,

paralysie, troubles
neurologiques

Fiévre hémorragique et arthro
myalgique

Encéphalites
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1.4.3 Les mécanismes de la transmission d’agents pathogénes

Tube digestif

Glande
salivaire

Peau de
Ihote Salive Sang

Hématome

Agent
pathogene

Figure 2: Représentation schématique de l'acquisition et de la transmission d'agents pathogénes par une tique. (1) Les
agents pathogénes sont ingérés au cours du repas sanguin et envahissent l'intestin (2), puis en fonction des agents
pathogenes, vont rester dans l'intestin ou franchir immédiatement la barriére épithéliale de I'intestin pour se disséminer

dans le corps de la tique (3). Les agents pathogénes vont coloniser les glandes salivaires (4) et s’y multiplier (5) pour ensuite
étre a nouveau transmis lors du prochain repas sanguin via la sécrétion salivaire au site de piqure. D’aprés Simo et al, 2017.

Les tiques s’infectent toujours suite a un repas sanguin pris sur un hote infecté. Les agents
pathogenes prélevés au cours de ce repas vont ensuite se multiplier et/ou se transformer au sein
de la tique et étre transmis lors d’un nouveau repas de sang pris par la tique sur un nouvel hote
(Figure 2). Ces agents pathogenes, conservés de stade en stade et retransmis, suivent une
transmission trans-stadiale. Certains de ces agents vont par ailleurs étre transmis a leur
descendance et générer une nouvelle génération de tiques infectées. Par exemple, les
protozoaires du genre Babesia vont migrer, de I’intestin dans les glandes salivaires afin d’étre
transmis lors d’une prochaine piqtre, mais aussi dans les ovaires de la tique femelle infectant

ainsi par la suite la descendance, il s’agit de la transmission trans-ovarienne.

Certains agents pathogenes vont directement envahir les glandes salivaires peu de temps apres
avoir colonisé I’intestin de la tique comme les parasites Babesia sp. [29], ou le virus de
I’encéphalite a tique [30], alors que d’autres comme les bactéries Bartonella sp. [31, 32] et
Borrelia spp. [33] nécessitent le stimulus du repas sanguin pour entamer leur migration de
I’intestin vers les glandes salivaires. Ainsi, plus long est le temps de gorgement, plus sont

importants les risques liés a la transmission d’agents pathogénes.
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La transmission des bactéries par les tiques s’opére, pour la majorité d’entre elles, entre 18h et
24h apreés la fixation de la tique sur son hote, pour les parasites la durée est supérieure, avec une
transmission & partir de 36h, alors que pour les virus, elle intervient dés les premiéres minutes
apreés la fixation [34]. Bien entendu ces durées de transmission sont dépendantes des couples

agents pathogénes-espéces de tiques considérées.

1.5 Moyens de lutte contre les tiques

151 Moyens de lutte chimique

Devant I’'importance des tiques en santé vétérinaire et humaine, ’'usage des acaricides n’est
pas récent. Il remonte au debut du XIXéme siécle, ou ils étaient administrés en prophylaxie
pour protéger le bétail de I’infestation par les tiques et étaient utilisés sous forme de bains
majoritairement composés de solutions de dérivés arsenicaux. Ce fut une methode trés utilisee
pendant une cinquantaine d’années, mais devant I’apparition croissante de résistances des tiques
vis-a-Vis de ce type de pesticides, des molécules de synthese firent leurs apparitions des 1946 :
les organochlorées (DDT, Lindane, Toxaphene). Cette classe de pesticides, en inhibant le
systeme GABAEérgique et dans une moindre mesure le systeme dopaminergique, perturbe la
transmission de I’information nerveuse, conduisant a terme, a la mort de neurones et donc de la
tigue. Comme les dérivés arsenicaux, ces molécules de synthese ont rapidement dd étre
remplaceées a cause de I’apparition de résistances et de leurs forts impacts négatifs sur
I’environnement. A partir de 1960, d’autres molécules de synthése, les organophosphorés
(Chloropyrifos, coumaphos, diazinon, malathion, ethion, ...), ont progressivement remplacé les
organochlorés. Ces nouveaux composés agissent au niveau neuronal, en empéchant
I’acétylcholinestérase de dégrader ’acétylcholine et donc le retour a un état basal de la cellule
conduisant a la mort de cette derniere [35]. Aujourd’hui ils ne sont quasiment plus utilisés a
cause des nombreuses résistances observées [36]. Pendant une période, la pyréthrine naturelle
issue du chrysanthéme a aussi été utilisée dans les bains pour le bétail pour son activité
inhibitrice sur les canaux sodium neuronaux perturbant la communication de I’information
nerveuse, mais a cependant été rapidement remplacée a cause de 1’apparition de résistances et
de son faible temps de vie di a sa photo sensibilité. Des recherches ont alors abouti a la synthese
de pyréthrinoides plus sables (deltaméthrine, perméthrine) qui eux aussi inactivent ces canaux
sodium et sont davantage exploitables pour les bains d’acaricides [37]. IIs sont encore exploités,
mais d’avantage en aspersion a haute concentration sur les animaux de compagnie ou encore le
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bétail plutot qu’en bain [38]. Dans la classe des neurotoxiques, on trouve aussi le fipronil et

I’amitraz qui agissent respectivement sur les systétmes GABAergique et onctopaminergique
[39].

Malgré une toxicité vis-a-vis des mammiferes, ces deux molécules présentent les meilleurs
résultats contre la tique du chien R. sanguineus. Une autre classe d’inhibiteurs est ensuite
apparue, ce sont les inhibiteurs de croissance (fluazuron) qui peuvent blogquer la maturation des
stases les plus précoces en perturbant la synthése de la chitine en inhibant la maturation sexuelle
[40]. Enfin, des lactones macrocycliques (éprinomectine, ivermectine, moxidectine...) sont
également utilisées. Elles provoquent une atteinte neuro-musculaire par I’inhibition des canaux
chlorures glutamate-dépendants spécifiques des cellules neuronales et musculaires. Bien
évidemment, devant I’augmentation du nombre des résistances vis a vie de I’ensemble de ces

molécules, des cocktails sont parfois testés avec plus ou moins de réussite [41].

Ainsi, la contamination des productions animales (lait et viande) et environnementale combinée
a I’émergence de résistances dues aux acaricides, font de ces produits des outils, certes pour
certains encore efficaces, mais qui ont montreé leurs limites et qui ne sont pas cohérents avec les
politiques actuelles de préservation de I’environnement et des espéces non ciblées [42].
D’autres moyens de lutte sont donc envisagés méme si leur mise en ceuvre et leur efficacité

semblent plus complexe a établir.

1.5.2 Moyens de luttes biologique

La tique posséde des prédateurs naturels comme par exemple les fourmiliers, ou
certaines especes d’oiseaux. Cependant, il parait difficile de gérer correctement ces animaux
dans leurs milieux afin qu’ils centrent leur alimentation exclusivement sur les tiques pour en

diminuer les populations.

Les tiques sont aussi, comme d’autres espéces d’arthropodes, susceptibles d’étre
attaquées par des organismes parasitoides, dont certains sont utilisés en lutte biologique.
Ixophagus hookeri est I’hyménopteére le plus communément retrouvé chez les tiques, et le seul
a avoir fait 'objet d’études approfondies dans le cadre d’une lutte biologique. Des expériences
de lachers de grande ampleur ont malheureusement montré I’absence de persistance du
parasitoide au cours du temps, obligeant ainsi a répéter I’opération chaque année pour obtenir

une efficacité du dispositif [43].
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L efficacité d’une vingtaine d’espéces de champignons entomopathogénes a été évaluée vis-a-
vis de plusieurs espéces de tiques. Les résultats ont montré que la pathogénicité dépend de la
stase, du temps de gorgement, de ’espéce et de la saison. Metarhizium anisopliae et Beauveria
bassiana sont les deux especes qui semblent étre les plus pathogénes pour les tiques [44, 45].
Leurs conditions de croissance spécifique (faible exposition UV, humidité élevée), entraine
cependant un colt de production élevé rendant 1’utilisation de ces champignons limitée. De
plus, la diffusion dans la nature de champignons entomopathogénes pose question, puisque

leurs actions ne sont pas circoncises aux tiques et pourraient atteindre la faune non ciblée.

Des bactéries entomopathogenes utilisées en lutte biologique vis a vis d’autres arthropodes
vecteurs comme les moustiques et appartenant au genre Bacillus, ont montré une certaine
efficacité vis a vis de plusieurs especes de tiques (Dermacentor andersoni, R. microplus,
Amblyomma hebraem) [46]. Cependant, leur utilisation n’est a ce jour pas envisageable en
raison de problémes d’application a grande échelle et au vu de la biologie des tiques. De plus,
les mémes réserves que celles invoquées pour 1’utilisation des champignons entomopathogénes,

s’appliquent ici.

Des nématodes entomopathogénes atteignant les tiques existent mais les études demontrant leur

efficacité restent encore insuffisantes et peu probantes [46].

Comme les insectes, les tiques communiquent notamment via 1’émission de
phéromones, et bien que les connaissances sur ces molécules chez les tiques soient tres limitées,
il existe quelques études montrant leur importance et leur possible utilisation dans la lutte contre
ces arthropodes. En effet, combinées a des acaricides, dans le but d’attirer (role de la
phéromone) pour mieux maitriser (r6le des acaricides), leur utilisation augmente
significativement la mortalité des tiques en augmentant dans le méme temps I’exposition a
’acaricide [47].

1.5.3 Moyens de lutte écologique

Les moyens de lutte écologique sont presque exclusivement basés sur la prévention dans le
but de limiter le contact entre hotes vertébrés et tiques ou en modifiant I’environnement pour le
rendre inhospitalier pour les tiques. La gestion des sites de nidification, 1’élimination ou la
limitation de certaines espéces comme les rongeurs, peut également permettre de réduire les

populations de tiques, mais ces mesures restent difficiles a mettre en place a grande échelle et
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ne sont clairement pas une solution durable pour I’écosysteme. En revanche, bien plus
envisageable est la gestion de la végétation, de la litiere, des piles de bois dans le but de
diminuer les habitats propices aux différents stases de tiques et donc d’engendrer la diminution
globale des populations [48]. L’édification de clotures, en limitant I'introduction des tiques

par les animaux sauvages, a aussi montré une efficacité averée [49].

154 Moyens de lutte génétique

Les moyens de lutte génétique existent mais sont rares. lls reposent sur des lachers de
nombreuses tiques génétiquement modifiées, qui doivent prendre le pas sur les populations
sauvages. Outre les méthodes classiques de stérilisation par irradiation, il a par exemple été
montré que I’extinction de ’expression de la subolesin par ARN interférence conduisait a la
formation de males steriles [50]. Cependant, les difficultés liées a 1’¢levage des tiques en raison
de leurs cycles de développement complexe et long, rendent ce moyen de lutte trés difficile a
mettre en ceuvre. De plus, la problématique liée aux lachers d’arthropodes OGM dans la nature

n’est pas encore clarifiée a ce jour.

155 Les vaccins anti-tiques

Depuis les années 1980, la recherche d’alternatives plus durables s’est de plus en plus
développee, et notamment concernant les vaccins anti-tiques [51]. En ciblant le vecteur, ces
vaccins présentent le double avantage de lutter a la fois contre les tiques elles-mémes, et contre
I’ensemble des agents pathogénes potentiellement transmis simultanément. Deux grands types
de vaccins contre les tiques sont développés, ceux visant des antigénes non exposes au systéme
immunitaire de I’hdte au cours du gorgement, c’est le cas des antigenes du tube digestif, et ceux
au contraire qui sont exposés aux réponses immunes de I’hote comme les antigenes salivaires
[52]. En agissant sur le processus de gorgement, les vaccins dirigés contre ces derniers
présentent I’avantage d’agir a la fois sur les populations de tiques mais aussi sur I’acquisition
et la transmission d’agents pathogenes. Le volume de sang ingéré étant directement lié au
nombre d’ceufs pondus, en réduisant significativement I’efficacité¢ du gorgement, les femelles
pondront moins d’ceufs, entrainant la réduction des populations de tiques. La transmission
d’agents pathogénes n’étant pas immédiate pour beaucoup d’entre eux (bactéries et parasites),
bloguer rapidement le gorgement permettrait ainsi d’éviter leur transmission. De plus,
’utilisation d’antigénes présents dans la salive de la tique injectée a I’hote au cours du

gorgement permettrait de générer des rappels naturels. Enfin, un certain nombre de molécules
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impliquées directement dans la transmission des agents pathogénes ou dans la modulation des
réponses de ’hote a la piqire de la tique ont été identifiées [53] et pourraient representer des
candidats vaccin contre une telle transmission. L’étape cruciale dans le développement de
vaccin anti-tiques est I’identification et la validation du caractére immunogéne et protecteur
d’antigénes. Aujourd’hui, a I’heure de I’avénement des technologies de séquencage a haut
débit, de plus en plus de données sont disponibles (banques d’ADNc, ESTs, transcriptomes,

génomes) permettant I’identification d’antigénes d’intérét.

Historiqguement, ce sont Allen and Humpheys en 1979 qui ont démontré la faisabilité
d’une vaccination pour lutter contre les tiques [54], en s’inspirant du phénoméne de
I’acquisition naturelle de résistance des cobayes apres des piqures répétées de tique [55],
phénomene également observé au laboratoire chez des lapins avec I. ricinus. L’ immunisation
de cobayes et de bovins avec des antigenes extraits d’organes de tiques femelles Dermacentor
andersoni pré-gorgées a montré une diminution significative du nombre d’ceufs pondus et du
taux de gorgement des tiques [54]. De facon similaire, une protection a été également observée
chez des bovins (Bos taurus, Bos indicus) a la suite de piqures de tiques R. microplus, suggérant
tout comme chez D. andersoni, la possibilité d’identifier des antigenes protecteurs utilisables

en lutte vaccinale [56].

Suite a la prometteuse reussite des immunisations réalisées avec des antigenes de tique
D. andersoni, les recherches se sont intensifiées chez la tiqgue R. microplus, notamment en
Australie, avec la découverte d’un antigéne protecteur exprimé a la surface de 1’épithélium de
I’intestin des tiques et nommé Bm86 [57]. Ces recherches ont abouti au développement de
vaccins diriges contre Bm86 au début des années 1990 [58]. S’en est suivit alors, la
commercialisation en Amérigue du sud et en Australie de deux vaccins ciblant cette méme
protéine, sous les noms de Gavac™ et Tick GARD™ [59, 60]. Ces deux vaccins sont dérives
de protéines recombinantes respectivement exprimées dans la levure Pischia pastoris et la
bactérie Escherichia coli. Leur efficacité sur le gorgement et sur la fertilité des tiques est
similaire [58, 61]. Néanmoins, ces vaccins présentent des contraintes importantes en termes de
colt car nécessitent des rappels et sont surtout souche spécifique avec des taux de protection
variables d’une région a une autre sur son espece cible : R. microplus. Ces taux de protection
vont de 0 a 80% selon les populations de tiques, ce qui a notamment entrainé I’arrét de la
commercialisation du vaccin Tick GARD™ en Australie il y a quelques années. Ces vaccins
dirigés contre Bm86, constituent les seuls commercialisés a ce jour contre les tiques et ayant

apporté des résultats concluant a travers le monde. Un homologue de Bm86, Bm95, a été
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identifiée comme ayant des effets protecteurs en réduisant le taux d’infestation, I’efficacité du
gorgement, 1’oviposition et I’éclosion, dans les régions ou Bm86 n’était pas protecteur contre
R. microplus, mais aussi contre de nombreuses autres souches de cette tique a travers le monde,
représentant ainsi un antigene plus universel que Bm86 contre cette espéce [62]. Des essais de
vaccination menés avec Bm86 sur des especes de tiques proches ou plus éloignées de
R. microplus ont montré des taux de protection trés variables mais qui peuvent étre tres

importants dans certains cas contre R. annulatus [63-65].

Les recherches se sont donc tournées vers 1’identification d’orthologues de Bm86 chez
d’autres espéces de tiques afin d’évaluer leur pouvoir vaccinal. Pour R. annulatus, la
vaccination contre Ba86 a montré un fort impact sur le taux d’infestation des bovins, le
gorgement, 1’oviposition, et I’éclosion des ceufs avec 83% d’efficacité mais ici aussi de fagon
souche-dépendante [66]. Chez H. anatolicum, un autre orthologue de Bm86, Haa86, a montré
une protection de 82,3% sur cette espéce et permis la reduction de la transmission de
T. annulata chez les bovins [67]. Plus récemment, ATAQ, une protéine paralogue a Bm86, a
été identifiée comme étant exprimée dans I’intestin et les tubules de Malpighi de ’ensemble
des métastriata (genres  Rhipicephalus, Amblyomma, Hyalomma, Dermacentor,
Haemaphysalys, Bothriocrotinae) [68]. Bien qu’aucun essai de vaccination n’ait été encore
réalisé, ATAQ apparait comme une proteine prometteuse en raison de son homologie avec

Bm86 et de sa conservation au sein de plusieurs genres.

D’autres molécules vaccinales, 8 méme de diminuer I’infestation et les populations de
tiques ont été identifiées. La vaccination contre la ferritine, protéine essentielle au transport de
I’héme de I’hémoglobine de I’intestin a travers 1’hémolymphe, a ainsi montré un impact sur le
gorgement, ’oviposition et la fertilité des tiques I. ricinus, R. microplus et R. annulatus  [69,
70].

Outre la recherche d’antigénes a méme d’impacter la biologie et donc les populations
de tiques comme Bm86, des recherches s’orientent aussi sur des antigenes impliqués
directement ou indirectement dans la transmission des agents pathogénes afin de bloquer celle-
ci. La Subolesin, homologue de I’ Akirin des mammiféres et des insectes [71], s’est révélée étre
un antigene protecteur contre I. scapularis, A. americanum, R. microplus, R. annulatus, et D.
variabilis [72]. Elle semble étre impliquée dans de nombreuses voies métaboliques dont celle
de I’'immunité innée des tiques, et son importance dans la biologie et le développement de la
tigue [50, 71, 73], ainsi que dans la transmission d’agents pathogénes tels que
A. phagocytophilum, A. marginale, B. bigemina, et B. burgdorferi [74-76], font de cette protéine
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un candidat vaccin idéal. De récents essais dans lesquels sont combinés la vaccination avec la
subolesin et I’extinction du géne ont montré des résultats encourageants chez R. microplus [75,
77].

Des essais de vaccination utilisant la molécule du cément 64TRP de R. appendiculatus ont
montré une efficacité croisée contre plusieurs especes de tiques [78, 79], et contre la
transmission du Virus de I’Encéphalite a Tique (TBEv) par I. ricinus [80]. Les serpines,
protéines essentielles a la biologie des tiques car impliquées dans un nombre important de
processus comme la modulation de la coagulation sanguine, la digestion du sang, la régulation
de I’inflammation, ou I’immunité des tiques constituent elles aussi d’intéressants candidats
vaccinaux [81]. Des essais chez Haemaphysalis sp. et Rhipicephalus sp. combinant plusieurs
serpines ont montré une réduction du taux de gorgement et une augmentation de la mortalite
chez ces tiques [82, 83], ainsi qu’une augmentation de la mortalité des tiques infestées par
Theileria parva [84].

Chez I. scapularis, I’inhibition de TROSPA, récepteur intestinal du ligand bactérien
OspA de B. burgdorferi [85], par des anticorps ou via ARNi a montré une diminution de
I’adhérence des bactéries a la paroi intestinale des tiques, réduisant leur infection et
potentiellement la transmission [85]. Chez cette méme espece de tique, des anticorps diriges
contre le récepteur salivaire de la bactérie, Salp15, ont aussi montré un effet protecteur pour des
souris [86]. L’immunisation de souris contre Salp25D a montré une diminution de la capacité
des tiques I. scapularis a acquérir la bactérie B. burgdorferi sur des souris infectées [87]. A
I’inverse, une immunisation contre des tHRF a montré une diminution de la transmission de
cette bactérie par ces tiques a des souris saines [88]. Un résultat similaire a été récemment
obtenu suite a une immunisation de souris avec TSLPI (Tick Salivary Lectin Pathway Inhibitor)
en protégeant notamment les bactéries contre ’action du complément [89]. Ces essais
vaccinaux qui ont démontré que la transmission n’était pas complétement inhibée suggerent
I’utilisation d’une combinaison de molécules dans I’¢laboration de vaccins afin de bloquer

totalement la transmission de cette bactérie a I’hote [90].

Enfin, les tiques hébergent elles aussi un microbiote qui leur est essentiel et qui participe
a I’infection et a la transmission d’agents pathogénes par ces vecteurs [91-93]. La manipulation

de ce microenvironnement bactérien par le biais d’une vaccination, pourrait ainsi affecter la
p
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compétence vectorielle des tiques et réduire les risques de transmission d’agents pathogénes

tout en diminuant leur capacité de gorgement.

A T’exception de Bm86 (pour certaines populations de tiques), aucun antigéne de tique n’a,
a ce jour, démontré une efficacité totale contre le gorgement des tiques ou la transmission
d’agents pathogénes. Ainsi, la mise en place d’une vaccination efficace nécessiterait
probablement Tutilisation de plusieurs antigénes responsables d’un blocage partiel du
gorgement et/ou de la transmission d’agents pathogénes dans un vaccin « cocktail ». En effet,
les protéines de tiques ont des fonctions trés souvent redondantes, comme démontré pour la
modulation de la coagulation sanguine par exemple [94], et I'utilisation d’un vaccin combinant
plusieures protéines pourrait palier a ce phenoméne. De plus, de tels vaccins, en utilisant
plusieurs antigénes, diminueraient la possibilité de sélectionner des souches de tiques

résistantes.

1.6 La tique Ixodes ricinus

Comme mentionné précedemment, I. ricinus est I’espece de tique la plus abondante en Europe
et celle qui y posséde la plus large répartition géographique (Figure 3). Cette répartition est en
pleine évolution ces derniéres décennies avec des populations de tiques qui remontent vers le
nord et que I’on trouve a des altitudes de plus en plus élevées [17, 95, 96]. Cette évolution est
multifactorielle et bien que les changements climatiques soient souvent évoqués, ils ne sont pas
le seul facteur en cause (voir en annexe 1’article publié dans le point Vétérinaire N°385, p224-
231). A cela s’ajoutent les changements socio-eéconomiques et environnementaux qui vont,
entre autres, impacter tres fortement 1’abondance et la disponibilité des hotes [97]. Cette espéce
de tique étant tres sensible a la dessiccation, elle vit dans les endroits humides dans lesquels les
températures ne sont pas trop élevées, comme par exemple les foréts de feuillus [98, 99]. En
France, elle présente deux principaux pics d’activité : un au printemps et un second moins

important a ’automne [25, 100].
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Figure 3: Carte de répartition d’l. ricinus datant de juin 2018. Source ECDC-EFSA.

1.6.1 Morphologie

1mm
Adulte femelle

Adulte male

Figure 4: Les différents stades évolutifs d’Ixodes ricinus. De gauche a droite : mdle, femelle, nymphe et larve.
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. ricinus est une tique dure de la famille des Ixodidae. Comme tous les acariens, elle possede
quatre paires de pattes (sauf la larve qui n’en a que 3) (Figure 4), et contrairement aux insectes
dont le corps est composé de trois segments distincts (téte, thorax et abdomen), son corps n’est
pas segmenté et se compose de deux parties : I’idiosome qui porte les pattes et le capitulum (ou
gnathosome) qui porte les piéces buccales. Les tiques dures, a ’opposé des tiques molles, ont

leur tégument sclérifié, en plus d’avoir des piéces buccales en position apicale plutét qu’en

position ventrale (Figure 5). Ce tégument est recouvert de trés nombreuses soies sensorielles
(Figure 6).

Face dorsale

Pieces buccales qui pénétrent
dans I’h6te (hypostome et
chélicéres)

Palpes sensoriels Partie souple

extensible,
. e rugueuse,
Partie dl:II’e chitinisée granuleuse ou
protectrice (scutum) tuberculée

Partie souple
extensible

Piéces buccales
qui pénetrent

Face ventrale

dans I'hote
Palpes (hypostome et
sensoriels chéliceres)
Pore génital
Anus

Figure 5 : Différences morphologiques entre les tiques dures et les tiques molles femelles. D’aprés Bonnet et Boulanger, sous presse.
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Figure 6: Tégument d’une femelle Ixodes ricinus prise au MEB (X550) et montrant des soies sensorielles. (Photo T. Blisnick, Unité
Biologie cellulaire des Trypanosomes, Institut Pasteur)

A
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Figure 7: Face ventrale de femelle |. ricinus au MEB (X90). La fleche désigne I'organe de Haller situé dans une petite dépression sur le
cété dorsal de la premiére patte avant. (Photo T. Blisnick, Unité Biologie cellulaire des Trypanosomes, Institut Pasteur)

L’idiosome représente la majeure partie du corps de la tique et se subdivise en deux sous-
parties. La partie antérieure ou podosome porte les paires de pattes liées via les coxas au corps
de la tique, et I’orifice génital. La partie postérieure de 1’idiosome ou opisthosome, porte les
stigmates et I’anus en face ventrale. Les pattes sont composées de six segments appelés
podomeres et ce a toutes les stases. Sur la premiere paire se trouve I’organe de Haller, organe
sensoriel permettant a la tique de repérer la présence d’un hote via les changements de
luminosité, I’émission de CO2 mais aussi les phéromones émises par les autres tiques (Figure7)
[101, 102].
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L’anus, lui, sert a excréter les métabolites digérés a partir du sang. |. ricinus appartenant aux
prostriata son sillon anal est en forme d’arche avec un contournement par ’avant alors que chez
les métastriata le sillon anal est en U avec un contournement anal par 1’arriére (sauf chez les
Boophilus spp. ou le sillon est absent) [103]. Les stigmates permettent la respiration chez les
nymphes, les méles et les femelles, tandis que chez les larves la respiration est transcutanée. Du
coté dorsal, I’idiosome est composé d’une partie sclérifiée appelée scutum, qui chez les
femelles, les larves et les nymphes ne recouvrent que la partie antérieure, alors que chez les
males il recouvre I’ensemble de la surface dorsale et est nommé conscutum. I. ricinus présente

donc un dimorphisme sexuel bien marqué (Figure 4).

La partie antérieure, ou capitulum, porte les piéces buccales, qui chez les tiques dures sont en
position apicale. 1. ricinus possede des pieces buccales longues, on dit qu’elle est longirostre.
Ces pieces buccales ont pour base le basis capituli, qui porte le rostre qui comprend les
chélicéres qui permettent a la tique de dilacérer les chairs de son hote afin d’y faire pénétrer son
hypostome qui ressemble trés fortement a un harpon (Figure 8). Ce rostre est entouré de
pédipalpes qui sont des organes sensoriels de la tique et ne pénétrent pas dans les tissus de ’hote
lors de la piqQre. Sur la partie dorsale de la basis capituli, les Ixodidae présentent des aires

poreuses, qui secrétent une substance dont la tique enveloppe ses ceufs au fur et a mesure de la

ponte pour les protéger [25].

Figure 8:Vue face ventrale du rostre de femelle Ixodes ricinus au MEB (250x). La fleche blanche montre les chélicéres et la fleche orange
I’hypostome. (Photo T. Blisnick, Unité Biologie cellulaire des Trypanosomes, Institut Pasteur)
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1.6.2 Anatomie d’l. ricinus

Glande
salivaire

Tubes de
Malpighi

Intestin

Sac rectal

Ovaires

Figure 9: Anatomie générale d’une tique dure. A : représentation schématique ; B : vue au microscope d’une tique
1. ricinus femelle apres dissection.

16.2.1 L’appareil circulatoire et I’hémolymphe
Les tiques possédent un systéeme circulatoire ouvert dans lequel circule I’hémolymphe qui

contient les cellules de I’immunité, les hémocytes. C’est dans ce fluide que baigne I’ensemble
des organes. Sa circulation dans le corps de la tique est assurée grace a un systeme circulatoire
rudimentaire qui s’apparente a une pompe cardiaque située coté dorsal avec des sinus
péricardiaques, une aorte, des vaisseaux et des muscles. Cet ensemble cardiaque est en réalité
formé d’un tube allongé surmonté de sinus péricardiques et entourés de muscles qui vont assurer
I’effet pulsatile afin de créer un mouvement circulatoire pour que ’hémolymphe puisse irriguer
I’ensemble des organes de la tique [25]. L’hémolymphe circulante permet, en plus de maintenir
les organes de la tique en homéostase, de défendre cet arthropode des menaces que représentent
les micro-organismes pathogénes via I’action des hémocytes en tant que cellules de I’'immunité
innée (équivalent des macrophages chez les vertébrés) [104], également capables de synthétiser
nombre de molécules de défense telles des peptides anti microbiens comme les défensines, ou
les lectines [105].
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1.6.2.2 Le systéme respiratoire
Le systéme respiratoire des tiques est commun a toutes les espéces connues, mais n’est présent

que chez les stases nymphales et adultes et absent chez les larves. Ce systéme est constitué
d’une paire de stigmates placés ventro-latéralement juste en dessous de la derniere paire de
pattes. Ces stigmates sont percés de nombreux petits orifices reliés au réseau trachéolaire qui
est ramifié et joint tous les organes. Les échanges gazeux se font donc au niveau des stigmates

et des trachées.

1.6.2.3 Les tubules de Malpighi
Chez les tiques, les tubules de Malpighi, sont présents en double, formant une paire (Figure 9).

IIs lient le sac rectal et sont composés du méme épithélium que celui-ci. Un peu a la maniére
d’un rein chez ’homme, ces tubules participent a la détoxification en collectant, et en

transportant les déchets dans le sac rectal d’ou ils sont ensuite éliminés [25].

1.6.24 Le systeme nerveux
Les tiques, a la différence des insectes, n’ont pas de chaine ganglionnaire, le systéme nerveux

chez cet arthropode n’étant composé que d’un ganglion cérébral, ou synganglion [106]. Cet
organe est subdivisé en deux parties distinctes a cause de 1’cesophage qui le traverse, et définit
ainsi la zone supra- et sub-oesophagiale. Le synganglion est compose de plusieurs zones qui
semblent remplir des fonctions différentes. On trouve dans un premier temps le cortex, puis
dans la région supra-oesophagiale de nombreuses protrusions qui innervent des organes tels que
les chélicéres, les palpes, les glandes salivaires, le pharynx, I’cesophage et les yeux, alors que
la région sub-oesophagiale comporte les ganglions nerveux innervant les pattes et autres

organes internes, et enfin un lobe sensoriel qui serait en lien avec les organes de Haller.

1.6.25 Les glandes salivaires
Comme chez I’ensemble des tiques, les glandes salivaires de I. ricinus sont présentes en position

antéro-latérale et par paire (Figure 9 et 10). Elles ressemblent a des grappes, car sont constituées
de clusters de structures alvéolaires appelées acini. Les acini d’un méme cluster sont liés les
uns aux autres par des canaux qui déversent leurs contenus dans un méme canal salivaire, le
salivarum. Lors de la phase de gorgement, les glandes salivaires, innervées par le synganglion
[107], voient leur taille considérablement augmenter afin de produire la quantité de salive
nécessaire tout au long du repas sanguin [108]. Elles vont ensuite peu a peu dégénérer pour

laisser la place, chez les femelles, aux ovaires dont la taille devient tres importante [108].

L’organisation des glandes salivaires chez les Ixodidae est plus complexe que chez les

Argasidae qui ne comptent que deux types d’acini (type I et type II) [25]. En effet chez I.
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ricinus, quatre types d’acini sont retrouvés. Les acini agranulaires (acini de type 1) en nombre
restreints, sont concentrés dans la partie antérieure de la glande, sur le canal salivaire et les
ramifications principales, et sont composés de quatre types cellulaires différents. Ces acini
permettent aux tiques, par la synthése de composés hygroscopiques, de prélever I’eau présente
dans I’atmospheére [109]. lls sont également impliqués dans la synthése des composants du
cément qui permet a la tique de solidifier le point d’attache sur son héte. Les acini granulaires
(Type I, 111 et 1V), bien plus nombreux, occupent les ramifications secondaires plus étroites et
sont liés par un canal lobulaire aux ramifications. Les acini de type IV n’existent que chez les
males. Les acini de type Il, composés de six types cellulaires différents, sont impliqués dans la
sécrétion du cément et de la salive lors du repas sanguin [109]. Enfin, les acini de type Ill, ne
se composent que de trois types cellulaires et sont eux aussi acteurs dans la synthese du cément
et ’homéostasie hydrique et ionique de la tique en participant activement a €liminer les
excédents d’eau et de sels acquis lors du repas sanguin ; c’est ce qu’on appelle la transsudation
post prandiale qui chez les tiques molles se fait via les glandes coxales et non pas comme ici

via les glandes salivaires [25].

Figure 10: Anatomie et position des glandes salivaires chez la tique 1. ricinus. A : Ixodes ricinus femelle. B : vue de la tique
apreés excision de la cuticule dorsale, C : vue apres ablation du tube digestif, des ovaires et des trachées (lesfleches montrent
les glandes salivaires qui apparaissent blanches et translucides), D : Glandes salivaires apres extraction du corps de la tique.
E : Glande salivaire vue microscope, CS : conduit salivaire. Il : acini type Il. Il acini type lll. F : acini type Ill vus au microscope.
Figure tirée du chapitre n°6 du livre Tiques et maladies a tiques [110].
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1.6.2.6 Le systeme digestif
Chez les tiques, apres le canal pré-oral, ’appareil digestif est divisé en trois parties, avec dans

la partie la plus antérieure 1’intestin antérieur, puis I’intestin médian et finalement 1’intestin
postérieur (Figure 9). Les tiques effectuent plusieurs repas sanguins au cours de leur cycle,
durant lesquels elles vont ingérer le sang de leur hoéte, tout en injectant de la salive a I’endroit
de la piqure de maniére alternative, et ceci par le méme canal. De puissants muscles pharyngés
permettent I’influx sanguin dans la tique. Le sang arrive dans 1’ intestin meédian, qui est composé
d’un estomac duquel des diverticules se déploient et dans lesquels sera stocké le bol alimentaire
pour une digestion ultérieure. Chez les tiques, contrairement aux moustiques par exemple, la
digestion du sang s’effectue a I’intérieur des cellules épithéliales et non dans la lumiére
intestinale [111]. La grande quantité de sang absorbé par les tiques, jusqu’a plus de 100 fois
leurs poids a jeun pour certaines espéces, les oblige a réguler 1’apport de fluide en concentrant
leur bol alimentaire, pour conserver les éléments essentiels et évacuer 1’eau et les composés
ioniques en exces. Cette transsudation post prandiale, déja évoquée, se fait chez les tiques dures,
via les glandes salivaires dans la plaie de I’hote. Ainsi, des éléments de 1’hote vertébré vont, au
cours du repas, passer de I’intestin aux glandes salivaires pour étre réinjectés a 1’hote. C’est
I’existence de ce trajet qui permet d’envisager des stratégies vaccinales contre les tiques visant
des antigénes des glandes salivaires. Les déchets produits lors de la digestion sont quant a eux
transportés dans le sac rectal pour étre ensuite évacués par I’anus. Les tiques peuvent digérer

leur repas de sang durant des mois et vivre plusieurs années sur ces reserves [111].

1.6.2.7 Le systeme reproducteur
La tique I. ricinus possede une reproduction sexuée, et la fécondation a lieu soit dans le milieu

extérieur avant le repas sanguin de la femelle, soit sur I’hote au cours de celui-ci [25]. La
rencontre méles et femelles est notamment permise grace a I’émission et la reconnaissance de
phéromones [112]. Les tiques males possédent un systeme reproducteur qui comporte une paire
de testicules tubulaires, la vasa deferentia, la vésicule séminale, un canal efférent et une glande
accessoire. Chez les femelles Ixodidae, I’appareil reproducteur n’est composé que d’un seul
ovaire en forme de grappe qui se prolonge par deux oviductes qui se rejoignent pour déboucher
dans le vagin (Figure 9). Ce dernier débouche, du cbté interne, dans le réceptacle seminal utilisé
par la femelle pour stocker les spermatozoides du male, et coté externe sur le pore génital situé
a hauteur des coxas portant la 4eme paire de pattes. Lors de ’accouplement le male introduit
son rostre dans le pore génital de la femelle pour y déposer son spermatophore. La maturation
des spermatozoides aura lieu dans les voies génitales de la femelle [113] . Une fois fécondée et

le gorgement achevé, la femelle va pondre un nombre conséquent d’ceufs qui va dépendre
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notamment du volume de sang ingéré au cours du repas de sang, en une masse unique, et sur
une durée de 5 a 20 jours [113]. Lors de I’expulsion des ceufs, ’organe de Géné qui comporte
une protrusion externe permet le dépdt d’une substance protectrice sur les ceufs qui, additionné
a celle secrétée par les aires poreuses, va protéger les ceufs afin qu’ils résistent aux contraintes
exercées par le milicu extérieur jusqu’a leur éclosion [114]. Chez I. ricinus, I’embryogénése

va alors ensuite durer environ 1 mois avant I’éclosion des larves.

1.6.3 Le cycle de développement d’l. ricinus

1.6.3.1 Les stades de développement
Comme toutes les tiques dures, I. ricinus ne prend qu’un repas sanguin par stase pour se

métamorphoser dans la stase suivante. Chaque stase va prendre un repas sanguin sur un hote
vertébré pour, au sol, se métamorphoser en nymphe pour la larve et en adulte male ou femelle
pour la nymphe [25]. La femelle, quant a elle, pondra ses ceufs aprés son repas et la fécondation,
puis mourra. La larve se caractérise, outre par sa petite taille, par I’absence d’une quatriéme
paire de patte présente chez les nymphes et les adultes. La nymphe se différencie de la femelle
par I’absence de pore génital. Comme chez toutes les tiques dures le dimorphisme sexuel est
marqué chez I. ricinus avec chez les males I’absence de pore génital et un tégument sclarifié

qui recouvre 1’ensemble du corps (Figure 4).

1.6.3.2 Phases libres et parasitaires
La vie des tiques est rythmée par I’alternance de phases de vie « libres » dans leurs habitats

naturels et de phases parasitaires au cours desquelles elles prennent leurs repas de sang sur leurs
hotes vertébrés. Chez les tiques dures, trois grands types de cycles de vie ont été identifiés.
Suivant le nombre d’hdtes on distingue, les cycles dits monophasiques, diphasiques et
triphasiques, et I. ricinus posséde un cycle a la fois triphasique et trixéne [115]. Cette derniére
notion implique que les hotes sur lesquels chacun des stades se nourrit appartient en général a
une espece de vertébré différente (Figure 11). Dans la nature, les larves I. ricinus se gorgent
pendant environ 2 a 3 jours, les nymphes environ 5 a 6 jours et les femelles pendant environ 8
a 10 jours. Chez 1. ricinus, le male ne se gorge pas. Une fois leur repas de sang effectué, chaque
stase se laisse tomber au sol pour muer dans le stade suivant qui se remettra en quéte d’un

nouvel héte.
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A T’opposé des tiques molles (endophiles), la majorité des tiques dures dont I. ricinus, vivent
dans des habitats ouverts a semi ouvert a la recherche de leurs hotes, et sont donc qualifiées
d’exophiles. Tous les stades d’l. ricinus sont exophiles et chassent a I’affut, c’est a dire qu’ils
attendent sur la végétation que leurs hotes passent pour s’y agripper. Néanmoins, trés sensible
a la dessiccation, elle est régulierement obligée de redescendre dans la litiére pour « recharger »
ses batteries en eau.

La durée du cycle dépend d’une combinaison de parametres dont les plus importants sont
météorologiques (hygrométrie et température) mais concernent aussi la disponibilité des hotes
sur lesquels les tiques se gorgent. En effet la rareté des hdtes et des conditions
environnementales défavorables vont contribuer a augmenter la durée du cycle biologique [25].
Les tiques passent ainsi la majorité de leur vie au sol en état de diapause, qu’elle soit
développementale (métamorphose, ponte, incubation des ccufs) ou comportementale (en
I’absence de conditions favorables pour la recherche d’un héte). Le cycle de vie d’l. ricinus

dure en moyenne 2-3 ans dans la nature.

3-4 mois

Larve
(Repas : 2-3 jours) ¥

Oeufs “ﬁ% Nymphe

4

5-6 mois (Repas : 5-6 jours)

/ ! E 3-4 mois

Femelle
(Repas : 8-10 jours)

Figure 11: Cycle de développement triphasique et trixéne d’l. ricinus. Les larves, les nymphes et les adultes se nourrissent sur des
hétes différents. La larve va se gorger sur un animal vertébré de petite taille pendant 2-3 jours, et un fois gorgée, elle va se laisser
tomber et effectuer sa mue au sol. De méme la nymphe se gorgera sur un héte vertébré de taille moyenne pendant 5-6 jours, et
une fois gorgée se laissera tomber pour muer au sol et se transformer en adultes mdles ou femelles. Ces adultes s’accoupleront
afin que la femelle puisse prendre un repas sanguin conséquent pendant 8-10 jours. Une fois gorgée, elle tombera au sol pour
pondre ses ceufs. Les encarts noirs indiquent le temps de mue entre les stades. Schéma adapté d’aprés J. Gray.
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1.6.3.3 Notion de préférences trophiques
La notion de préferences trophiques concerne les especes animales sur lesquelles les tiques vont

préférentiellement se gorger. Ces préférences sont assez marquées notamment chez les tiques
du genre Argasidae pour certaines espéces nidicoles comme Ornithodoros moubata qui se
gorge de maniere assez stricte sur les suidés, ou bien chez les Ixodidae, comme Ixodes
arboricola, qui elle se gorge sur les petits rongeurs et les mésanges charbonniéres [116]. A
I’opposé, certaines tiques sont dites opportunistes ou non spécialisées avec un spectre d’hotes
large voire tres large. C’est le cas d’l. ricinus capable de se nourrir sur plus de 300 especes
animales différentes, incluant ’homme. Les larves se gorgent principalement sur de petits
vertébrés (rongeurs principalement), les nymphes sur des vertébrés de taille moyenne
(lagomorphes, oiseaux), et les femelles sur des vertébrés de grandes tailles comme les cervidés

ou les bovins.

Outre qu’elle est dépendante de 1’espéce, cette préférence trophique est également dépendante
de la stase considerée. En effet, de la sensibilité des stades a la dessiccation va dépendre la
hauteur a laquelle elles sont a I’affut sur la végétation et donc les hotes rencontrés. La larve,
plus fragile, montera moins haut dans la végétation pour guetter I’arrivée de son hote en
comparaison d’une adulte, et se retrouvera dans la majorité des cas a parasiter des petits
mammiferes alors que les adultes pourront, elles, se nourrir sur de plus grands animaux. De
méme, la longueur de ’hypostome de la stase considérée va aussi jouer sur I’épaisseur de la
peau de I’hote que la tique va devoir traverser et donc sur le choix de celui-ci. Enfin, la quantité
de sang disponible chez un héte (et donc sa taille) va aussi étre déterminante en raison des

grandes quantités de sang prélevees par la tique, notamment le stade femelle.

1.6.4 Les principaux agents pathogenes transmis par la tique Ixodes ricinus

. ricinus est ’espéce de tique la plus importante en Europe, de par son abondance, sa large
répartition et le nombre d’agents pathogénes qu’elle peut transmettre a I’homme ou a I’animal
[26, 100]. Cette tique dure est capable de transmettre lors de ses longs repas sanguin, bactéries,
virus et parasites. L’ensemble des agents pathogeénes susceptibles d’étre transmis par |. ricinus
est présenté dans le tableau 1. Nous ne développerons ici que les agents ayant une réelle

importance sanitaire.

36



1.64.1 Les bactéries transmises par I. ricinus
En santé humaine, les bactéries spirochetes du groupe Borrelia burgdorferi sensu lato

représentent les agents étiologiques de la maladie vectorielle la plus importante de I’hémisphére
nord : la borréliose ou maladie de Lyme [117]. Ce groupe de bactéries, composé de 20 especes,
sont transmises exclusivement par les tiques dures du genre Ixodes dont I. ricinus (Europe de
I’ouest) et |. persulcatus (Europe de 1’est) en Europe. Seules 5 especes d’entre elles sont
reconnues comme pathogénes pour ’homme ; Borrelia burgdorferi s.s., Borrelia garinii,
Borrelia afzelii, Borrelia spielmanii, et Borrelia bavariensis. Les rongeurs et les oiseaux
constituent les réservoirs principaux de ces bactéries. Les cas sont peu documentés chez les
animaux, mais les chiens semblent étre assez touchés par I’infection et développent de la fievre,
des arthrites et dans les cas les plus graves des atteintes rénales [118]. Chez I’homme, I’infection
se manifeste dans 50 a 80% des cas par ’apparition d’un érythéme migrant autour du site de
piqure de la tique. Si elle n’est pas traitée, cette infection peut évoluer en arthrite avec des
douleurs articulaires importantes, générer une atteinte du systeme nerveux (neuroborréliose),
ou engendrer des manifestations cutanées tardives, associées a une fatigue chronique [119]. La
diversit¢ des symptomes liés a la maladie rend son diagnostic difficile, d’autant que les
techniques de diagnostic biologiques actuelles ne sont basées que sur la détection d’anticorps
(ELISA et western blot).

La bactérie a gram négatif, Bartonella henselae, bien que transmise de chat a chat par les puces,
est egalement susceptible d’étre transmise par 1. ricinus lors de son repas sanguin [31]. Cette
bactérie qui infecte les globules rouges, est responsable, chez I’homme, de la maladie des griffes
du chat [120]. La bactérie présente dans les déjections des puces infectées hébergées par le chat,
infecte généralement I’homme par voie cutanée lors de griffures. Réservoir de la bactérie, le
chat ne présente en général pas de signes cliniques quand, chez I’homme, I’infection
se manifeste tout d’abord par des rougeurs ou de petites Iésions cutanées en forme de papules
qui se transforment en vésicule et éventuellement en ulcére. Associée a des syndromes pseudo
grippaux, une adénopathie est ensuite observée entre 2 et 4 semaines apres la
contamination. Des complications cardiaques, nerveuses ou oculaires, rares mais possibles,

peuvent ensuite apparaitre avec des troubles cognitifs et moteurs [121, 122].

D’un point de vue santé vétérinaire, les bactéries qui nuisent le plus aux animaux de rente
appartiennent au genre Anaplasma sp et sont responsables de 1’anaplasmose granulocytaire
bovine et ovine. A. phagocytophilum est par ailleurs responsable d’infections chez I’lhomme et

de I’anaplasmose granulocytaire humaine.
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De nombreux animaux sauvages sont réservoirs de ces bactéries dont les cervidés et les
rongeurs. Souvent asymptomatique, I’infection peut induire chez les animaux une forte fievre
accompagnée d’une diminution de la production laitiére, d’une anorexie et d’un risque
d’avortement chez les femelles gestantes [123]. Chez les humains, les patients infectés déclarent
un syndrome pseudo grippal accompagné d’hyperthermie, de malaises et de symptomes gastro-
intestinaux, avec parfois des manifestations hématologiques comme la leucopénie et I’anémie
[124]. 11 n’est pas rare que cette maladie entraine une hospitalisation (36% des cas) avec de
rares cas mortels (0.6% des cas) [125].

Francisella tularensis est une bactérie zoonotique a gram négatif responsable de la tularémie,
qui est retrouvée majoritairement chez les lagomorphes (lapins, liévres), les rongeurs et les
oiseaux galliformes qui en sont les réservoirs [126]. De nombreuses voies de transmission
existent dont la piqare d’une tique infectée (environ 20% des cas en Europe). Cette maladie
peut, dans sa forme la plus sévere, provoquer un syndrome pseudo-grippal brutal, associant des
signes gastro intestinaux a des céphalées, puis évoluer vers une septicémie avec des marqueurs
hématologiques tels que des thromboses ou a I’inverse des hémorragies. La forme ulcéro-
ganglionnaire est la forme la plus couramment observée. Deux biovars existent : le biovar
tularensis américain, le plus virulent (taux de mortalité de 5%), et le biovar holartica eurasien

(0,1% de mortalité). Les déces sont en général dus a des complications pulmonaires [126].

I. ricinus est également a méme de transmettre une autre espece de bactérie gram négatif
intracellulaire obligatoire et zoonotique, Rickettsia helvetica, dont les réservoirs sont les
cervidés [127]. Chez I’homme, cette bactérie provoque des éruptions cutanées et un syndrome
fébrile commun aux rickettsioses mais sans escarres d’inoculation. Des infections du myocarde
et du péricarde pouvant entrainer la mort chez des patients dont le systéme immunitaire est

fragile ont par ailleurs été rapportés [128].

Enfin, la bactérie a gram négatif Coxiella burnetti responsable de la fievre Q peut étre vectorisée
par l. ricinus méme si ce n’est pas son mode de dissémination préférentiel. Ce bacille est
strictement intracellulaire et cible les monocytes/macrophages dans lesquels il niche dans le
phagolysosome et s’y multiplie, échappant ainsi a tout traitement antibiotique [129]. Cette
bactérie est dans 60% des cas responsable d’infections asymptomatiques chez I’homme mais
peut se manifester, chez certains patients, sous la forme d’un syndrome pseudo-grippal, associé
a des céphalées intenses, des myalgies, des arthralgies et de la toux. La guérison est en général
spontanée mais de rares cas de complications (endocardites, méningites, encéphalites...) ont
été rapportés [130]. Dans la forme chronique, une endocardite mortelle peut se déclarer en
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I’absence de traitement chez les sujets a risques (femmes enceintes, anomalies vasculaires ou

valvulaires, immunodépression) [131].

1.6.4.2 Les parasites transmis par I. ricinus
Outre des bactéries, I. ricinus peut transmettre des parasites appartenant au genre Babesia

(Babesia venatorum et Babesia divergens), qui sont des protozoaires apicomplexa proches de
Plasmodium sp., agent du paludisme transmis par des Anopheles. B. divergens est responsable
de la piroplasmose bovine et peut infecter I’homme. Parasite de cervidés, B. venatorum peut
aussi infecter I’homme. Ces parasites ont, chez leur vecteur tique, une transmission
transovarienne [132]. Etant intra erythrocytaires, ils générent chez 1’hote infecté des syndromes
hémolytiques concomitant avec une forte anémie, I’émission d’urines rouges, une forte fievre,
des céphalées et myalgies, des douleurs abdominales et un ictére orangé. L'hémoglobinémie
importante provoque alors des graves problémes rénaux avec des complications pulmonaires
(cedéme pulmonaire). Chez le bétail, on observe alors une chute de la production laitiére et un
amaigrissement chez les animaux infectés, entrainant de lourdes pertes économiques pour les
éleveurs [133]. Chez I’homme, la maladie est en général asymptomatique mais elle peut étre
mortelle pour des individus immunodéprimés ou splénectomisés, avec une fiévre élevée, une

anémie hémolytique, une hémoglobinurie, un ictere et une insuffisance rénale [134].

1.6.4.3 Les virus transmis par I. ricinus
. ricinus peut aussi transmettre des virus dont la majorité appartient a la famille des flaviviridae

tels que le virus de I’Encéphalite a tique (TBEV) ou encore le virus du Louping I11 (LIV).

Concernant TBEV, la gravité de la maladie va dépendre du sous-type de virus concerné. Trois
sous-types existent : extréme-oriental et sibérien transmis par |. persulcatus et européen
transmis par I. ricinus. Les deux derniers sont les moins virulents (entre 0,5 et 3% de mortalité)
quand le sous type extréme-oriental peut provoquer 35% de mortalité [135]. L’infection peut
étre asymptomatique, mais apres une période d’incubation d’environ 1 mois, des symptomes
peuvent apparaitre avec une forte fievre, des céphalées, de la fatigue, des myalgies, des nausées
et des vomissements, une sensibilité importante a la lumiére, et des troubles visuels et sensoriels
importants. Les cas graves sont associés a des signes neurologiques avec parésies, paralysies,
convulsions et comas.

Le virus Louping Ill infecte principalement les ovins et trés rarement ’homme. Lors d’une
infection par le virus, les ovins développent des symptdmes allant de la légére paralysie avec
des tremblements musculaires, des incoordinations, et de ’ataxie, a la mort subite [136]. Rare

chez ’homme, I’infection par ce virus se caractérise par un syndrome fébrile avec des céphalées
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peu intenses qui peuvent se compliquer avec une augmentation de la ficvre, et ’apparition de

signes neurologiques évidents, similaires a ceux retrouvées chez les animaux [137].

1.7 La piqure de tique et ’importance de la salive

1.7.1 Meécanismes de la piqure

Dés lors que la tique est sur son hote, elle se met a la recherche des zones les plus favorables
pour pouvoir piquer. En général, il s’agit de zones ou la peau est la plus fine, I’humidité
importante, et qui sont difficiles d’accés par I’h6te. Une fois la zone adéquate identifiée, la tique
utilise alors ses chéliceres pour perforer par cisaillement 1’épiderme puis le derme de son hote
et permettre D’entrée passive de I’hypostome. La salive, par 1I’émission de substances
cytolytiques, va participer a la dégradation des tissus et a la pénétration du rostre [109]. C’est
la forme en harpon de ’hypostome, couplée a la turgescence des chelicéres qui va permettre un
ancrage tres puissant de la tique dans son hote. De plus, certaines especes de tiques, dont I.
ricinus, sécretent le cément, fluide qui va progressivement se solidifier et agir en tant que
substance adhésive, renforcant ainsi cet ancrage. Le cément servirait également a eviter les
pertes de fluides au niveau du site de piqure, et faciliterait la prise du repas de sang en faisant
un écran entre les piéces buccales de la tique et les cellules immunitaires de 1’h6te [138]. En
pénétrant la peau de son hoéte par dilacération, la tique provoque des dommages tissulaires
importants en rompant notamment les micro-capillaires qui irriguent le derme. Ainsi la pigdre
induit la formation d’un micro hématome dans lequel la tique va alors prendre son repas qui
comprendra 1’ensemble des fluides présents dans ce micro-hématome, c’est pour cela qu’elle
est classee parmi les arthropodes telmophages [139]. L’ingestion de sang vers I’intestin de la

tique va se faire en alternance avec I’injection de salive dans le micro hématome.

Chez les tiques dures comme . ricinus on distingue classiquement 3 phases dans le processus
de gorgement qui dure environ 8 jours chez les femelles [140]. La premiere phase d’attachement
dure entre quelques heures et 2 jours et comprend la phase de recherche de la zone de piqdre,
la pénétration des chairs de ’hote et I’attachement a celui-ci. La seconde phase concerne ce que
I’on appelle la « phase lente » d’absorption du sang au cours de laquelle, en 5-6 jours, la tique
va prendre environ un tiers de son repas de sang. Au cours de cette phase ont lieu de nombreux
remaniements tissulaires notamment au niveau de 1’intestin et des glandes salivaires de la tique

ainsi que la synthese des nombreuses enzymes et molécules impliquées dans la digestion du
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sang, en particulier dans le traitement de I’héme des molécules d’hémoglobine [139]. Enfin, la
derniere phase de gorgement est dite la phase « rapide » qui consiste en 1’absorption des deux
tiers du sang total prélevé par la tique en seulement 24h-36h. Une fois cette phase achevée, la
tique va alors se détacher de son héte en mettant fin a la turgescence de ses chélicéres.

1.7.2 La salive de tique et son role dans le gorgement

Comme évoqué précédemment, la salive de tique est sécrétée au cours du repas sanguin par les
glandes salivaires et, injectée a ’hote, se retrouve a I’interface des interactions entre celui-ci et
I’acarien. Au vu de la longueur des repas sanguins chez les tiques (de plusieurs minutes a heures
pour les tiques molles a plusieurs jours pour les tiques dures), la salive doit donc posséder un
solide arsenal moléculaire pour assurer a la tique le pouvoir de prélever la trés grande quantite
de sang qui lui est nécessaire, et passer inapercue pour éviter son elimination par 1’hdte pendant
toute la durée du gorgement. Ainsi, la salive de tique va étre 8 méme d’empécher la sensation
de douleur liee a la pigdre, et de moduler a la fois I’angiogenése, les réponses hémostatiques et
immunes, offrant par la méme occasion un environnement trés propice a la transmission a I’hote

des agents pathogenes.

1.7.21 Modulation de la douleur chez I’héte vertébré
La tique va, par I’action des molécules contenues dans sa salive tels que des peptides, des

proteines et des métabolites, réprimer dans un premier temps la douleur liée a la piqure.
Certaines des métalloprotéases salivaires hydrolysent ainsi la bradykinine relarguée a la suite
du traumatisme de la piqure et impliquée dans le processus de la douleur [141, 142]. Par ailleurs,
et outre la douleur, les réactions allergiques sont aussi controlées car tout comme pour la
bradykinine, I’histamine est réprimée par des protéines salivaires de la famille des Lipocalines
et des anti-histaminiques [143, 144]. De plus, la salive de tique contient des protéines qui
inhibent I’activation des voies de synthése de médiateurs tels que les chimiokines, et empéchent

ainsi d’activer les nocicepteurs, permettant a la tique de passer inapercue [145].

1.7.2.2 Modulation de ’angiogenése chez I’héte vertébré
Suite a la dilacération des tissus et la rupture des micro capillaires présents au site de pigdre,

la tique inhibe la cicatrisation. Ce processus physiologique est essentiel a I’hdte lors d’une plaie,
et comporte 3 phases : I’inflammation, la phase de prolifération et la phase de remodelage

tissulaire. L’angiogenése interviendrait dans la seconde phase, phase de prolifération des
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cellules endothéliales, via le recrutement des fibroblastes et la synthése du collagéne [146, 147].
Latique, par sa salive, réprime I’angiogenése en inhibant le recrutement cellulaire et I’adhésion
des cellules endothéliales et des fibroblastes a la matrice extracellulaire [148], mais aussi
I’inflammation locale. Cette salive posséde des molécules se liant directement a de nombreux
facteurs de croissance tels que le Transforming Growth Factor (TGF)-B1, le Platelet-Derived
Growth Factor (PDGF), le fibroblast growth factor (FGF)-2, ou encore I’Hépatocyte Growth
Factor (HGF) entrainant leur séquestration, réduisant leur disponibilité, et donc également leur
effect activateur sur la prolifération cellulaire [149-151]. Plusieurs protéines de tique ont ainsi
éte identifiees comme responsables de cette inhibition de 1’angiogenese comme 1’haemangin
[152], la Troponin-1 like [153] ou certaines metalloprotéases [154].

1.7.2.3 Modulation de I’hémostase chez I’hdite vertébré
L’hémostase est un ensemble de phénomenes physiologiques qui concourent a 1’arrét des

saignements extra vasculaires, et inclus la coagulation plasmatique et la fibrinolyse. Des lors
qu’un endothélium vasculaire est endommagé, 1’hémostase primaire se déclenche et consiste
en la formation d’un clou plaquettaire a I’endroit méme ou la bréche vasculaire s’est formée
gréce a la reconnaissance du collagéne et des microfibrilles alors exposées aux les plaquettes.
S’en suit alors D’activation des voies hémostatiques secondaires : voie intrinseque, voie
extrinseque et voie commune de la coagulation pour aboutir a la formation d’un caillot de
fibrine [155]. Ces voies sont décrites dans le tableau 1 de la revue bibliographique (page 49).
Briévement, la voie intrinséque (qui ne semble pas la plus importante), ou voie de contact, est
initiée par le contact du sang avec les structures sous endothéliales entrainant la formation d’un
premier complexe (kininogen pré-kallikrein et facteur XII) sur le collagéne, complexe qui va
activer une cascade de facteurs pour aboutir a I’activation du facteur X en Xa. La voie
extrinseque, elle, s’active rapidement a la suite de dommages vasculaires suite a I’expression
du facteur tissulaire (FT) dans le milieu extracellulaire. Via I’activation de plusieurs facteurs,
celui-ci aboutira aussi a ’activation du facteur X. Ce premier facteur de la voie commune
permet la formation de la thrombine a partir de la prothombine. Outre un retro contrdle positif
sur plusieurs facteurs des trois voies, la thrombine va cliver le fibrinogene en fibres de fibrine
qui participeront a la formation du thrombus. Dans cette cascade protéique, la majorité des
protéines qui interviennent sont des sérines protéases sous leur forme zymogéne (forme non
activée) comme les facteurs 1, VII, IX, X, XI, la pré-kallikréine et le kininogéne de haut poids

moléculaire.
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Ainsi, une autre réaction importante a laquelle la tique doit faire face lors de son gorgement, est
’action des voies de la coagulation qui s’enclenchent trés rapidement lorsque la tique pénétre
la peau de son hote. En effet, la tique doit impérativement agir a I’encontre de la coagulation
sanguine afin de maintenir le sang a I’état fluide dans le micro hématome pour pouvoir I’ingérer.
De nombreuses études ont permis de montrer que la majorité des inhibiteurs de la coagulation
produits par les tiques ciblent le facteur X et la thrombine, sous forme zymogéene comme active
du fait de leur réle central dans la coagulation et la formation de fibres de fibrine [94]. Mais
bien que ces deux sérine protéases soient des cibles privilégiées, d’autres sérine protéases sont
aussi inhibées par la salive de tique. Il s’agit par exemple d’inhibiteurs de la voie extrinseque,
au niveau de la formation du complexe FT/VIla [156, 157]. Dans la voie intrinséque, des
inhibiteurs de la phase de contact [158, 159] et du complexe kallikreine-kinine [160] ont aussi
été identifiés dans la salive ou les glandes salivaires de tique. De plus, P23 identifié chez I.
scapularis, apparait étre un inhibiteur de I’activation du facteur V par le facteur Xa, et augmente

donc le temps de coagulation [90, 161].

La cascade de coagulation sanguine aboutissant a la formation d’un caillot de fibrine, sa
résorption dépend de la lyse de ce dernier. Ce processus induit par la plasmine a partir du
plasminogeéne, permet de rendre a I’endothélium vasculaire ses propriétés de perméabilité une
fois sa reconstruction terminée, c’est la fibrinolyse. Les tiques ne se contentent pas de prévenir
la formation du caillot de fibrine, elles possédent aussi des protéines qui induisent la lyse des
molécules de fibrines du caillot. En effet, certaines protéines salivaires dont la Longistatin, vont
activer la formation de la plasmine qui dégrade les molécules de fibrine, rendant instable le
caillot [162, 163].

1.7.24 Modulation des réactions immunitaires de I’hote vertébré
En plus de lutter contre les réponses cellulaires de I’hote visant a maintenir 1’homéostasie de

I’organisme, la tique doit aussi faire face aux réponses multiples du systéme de défense de
I’organisme, le systéme immunitaire. En premier lieu, lors d’une infection ou d’une agression,
une réponse cellulaire s’organise autour des cellules sentinelles circulantes comme les
macrophages, les cellules dendritiques, les monocytes, et des cellules résidentes comme les
kératinocytes. Ces cellules, par le biais de sécrétion de chémokines et de chimiokines, vont
permettre I’activation du systéme immunitaire avec dans un premier temps un recrutement
cellulaire important, puis, dans un second temps, ’activation de cellules effectrices produisant

des anticorps. La salive de tique comporte un arsenal visant chaque étape de I’activation de ce
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systeme : certaines protéines vont empécher le recrutement et la prolifération cellulaire au site
de piqure, quand d’autres empécheront 1’activation des cellules, diminueront I’inflammation ou

la production de médiateurs [109, 164, 165].

Réponses immunitaires innées
Au site de piqure, la salive de tique empéche le recrutement cellulaire (macrophages, cellules

dendritiques, neutrophiles, monocytes, lymphocytes, Mastocytes, Natural Killer (NK)...) via
une modulation de I’expression de protéines d’adhésion cellulaire, participant ainsi a réduire a
la fois I’action du systéme immunitaire inné [166] et I’inflammation [167-173]. Cette salive va
également diminuer les sécrétions de chémokines (MCP-1-3, MIPs, Eotaxin, RANTES, IL-8,
IP10) et chimiokines pro-inflammatoires (IFNy, I1L-6, IL-12, IL-1pB, IL-2, TNF-a) par les
macrophages et les neutrophiles, et promouvoir la sécrétion des cytokines anti inflammatoires
(IL-10, IL-4, IL-13) [174, 175]. Bien que ces cytokines soient classifiées de la sorte, il est
important de noter néanmoins que nombreuses sont celles qui peuvent jouer un rdle a la fois
pro et anti-inflammatoire, on dit qu’elles sont pléiotropes. C’est le cas par exemple de ’IL-6
qui peut induire a la fois une réponse immune Th2 mais aussi une repression de I’inflammation
[176].

De plus, les fonctions de phagocytose des macrophages et des neutrophiles [177-179], ainsi que
la libération d’espéces réactives de 1’oxygéne (ROS) d’une part [177, 180, 181], et de
monoxyde d’azote (NO) [182, 183] d’autre part, sont négativement affectées par la salive de
tique. Les cellules NK présentent par ailleurs une cytotoxicité plus faible en présence de salive
de tique [184, 185].

De maniére similaire, les neutrophiles, les basophiles, les éosinophiles et les mastocytes voient
leurs capacités d’adhésion cellulaires et d’infiltration tissulaire diminuées en présence de salive
de tique [109]. Principalement chez les neutrophiles et les mastocytes, la capacité a induire une
inflammation locale au site de piqure par relargage des composés pro inflammatoires stockés
dans leurs granules de sécrétion, est aussi fortement restreinte en présence de salive de tique
[177, 186]. 1l en est de méme pour P’activité de protéases qui participent a 1’inflammation,
comme la chymase, la tryptase, ou I’élastase et la cathepsine G, respectivement libérées par les
mastocytes et les neutrophiles [187-189]. La réponse aux chémokines est, chez les éosinophiles,

aussi inhibée par I’action de la salive de tique [167, 190, 191].

La salive de tique bloque également I’activation du complément, systeéme de défense liant

immunité innée et adaptative. Ce systéme peut étre activé suivant trois voies distinctes : la voie
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classique, la voie alterne, et celle des lectines, qui toutes trois résultent en la formation de deux
complexes (les C3 convertases) a méme de cliver C3 afin de produire C3b, forme initiatrice du
complexe C5 convertase. Ce complexe va alors convertir C5 en C5b qui va se fixer sur un
récepteur membranaire et recruter C6, C7, C8 et C9 pour finalement former le complexe
d’attaque membranaire (CAM). La voie alterne est la principale voie activée lors d’une
infection par un agent pathogene ou suite a une lésion comme la piqdre de tique. Des protéines
salivaires de tique ont été identifiées comme modulant ’action du complément en inhibant la
formation du complexe C3 convertase [192-194], ou alors I’activation du C5 comme pour
certaines lipocalines [195, 196]. Il faut noter que I’activation de C5 provoque la formation,
d’une part de C5b qui initie la formation du CAM, et d’autre part de C5a qui est 'une des
anaphylatoxines les plus importante chez les vertébrés. Cette derniere est un puissant chimio
attractant pour les neutrophiles, les éosinophiles, les monocytes et les lymphocytes T, et
entraine la sécrétion de cytokines pro inflammatoires par les macrophages [197]. Un certain
nombre de protéines capables d’inhiber a la fois la voie classique mais aussi la voie des lectines

du complément a ainsi été identifiées chez I. ricinus [198].

Réponses immunitaires adaptatives
Les cellules dendritiques immatures sont, comme les autres cellules du systeme

immunitaire, inhibées dans leur migration au site de piqure via une inhibition de 1’expression
de récepteurs a certaines cytokines comme CCR5 et CCR7 [199, 200]. En raison de leur role
prépondérant dans la présentation antigénique initiant la réeponse immune adaptative, elles
sont également la cible de molécules salivaires de tiques comme certaines prostaglandines
[201], qui répriment alors leur activation, leur différentiation, et modulent négativement

I’expression de cytokines pro-inflammatoires [202].

Les lymphocytes B et T, en tant que principaux acteurs de la réponse immune adaptative,
apparaissent eux aussi comme des cibles privilégiées pour les protéines de la salive de tique.
En effet celle-ci promeut une diminution de ’expression de protéines d’adhésion cellulaire
restreignant la migration cellulaire de ces cellules au site de piqure [203]. De plus, la salive de
tique inhibe I’activation des lymphocytes [204, 205]. En présence de salive, une baisse
importante de la réponse lymphocytaire a une stimulation par un agent mitogene
(Concanavaline A (ConA), lipopolysaccharide (LPS)) est aussi observée indépendamment de
I’espéce de tique considérée [174, 203, 206-211]. La salive de tique engendre également chez

les lymphocytes la polarisation des réponses immunitaires vers la voie Th2 plut6t que Thl ou
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Th17, réduisant ainsi ’activité inflammatoire et cytotoxique des cellules immunitaires et

permettant la réussite du repas de sang [206, 210, 212-217].

Le ratio de lymphocytes CD4/CD8 est augmenté in vivo lors de la pique de la tique par la
diminution des populations de LT CD8", contribuant également a orienter la réponse immune
vers la voie Th2 [218].Conséquence de cette polarisation de type Th2, une forte diminution de
la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-2, IL-12, TNFa, IFNy) [217, 219] et une
augmentation de la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires (1L-6, 1L-10, 1L-4) [215, 217,

220] par les lymphocytes sont observées.

1.7.3 Impact sur la transmission et ’acquisition d’agents pathogénes

En créant un environnement immunodéprimé au site de piqure, la salive de tique crée de facto
un environnement propice a I’acquisition, la transmission et le développement de I’agent
pathogéne chez 1’hGte vertébré [221]. L’impact positif qu’exerce la salive de tique sur
I’acquisition et la transmission des agents pathogénes par ces vecteurs a pris, en anglais le nom
de SAT pour « Saliva-Assisted Transmission » [222]. Ce phénoméne a été mis en evidence
pour la premiere fois avec le virus Thogoto transmis par la tique R. appendiculatus [223]. Il a
ensuite eté démontré que, suite & une immunisation contre des piqires de tiques, des tiques
infectées par B. burgdorferi n’étaient plus capable de transmettre cette bactérie a des hotes de
laboratoire [224, 225]. Depuis, des protéines comme la subolesin [74], Salp 16 [226] ou TSLPI
[89] ont été identifiées comme participant a ’acquisition par les tiques d’A. phagocytophilum,
ou a la transmission par leur vecteur de B. burgdorferi [227], de F. tularensis [228], et du virus

de I’encéphalite a tique [229].

1.8 Importance des inhibiteurs de sérine protéases chez les tiques

D’aprés la littérature, les inhibiteurs de sérine protéases (ISP) apparaissent comme la classe
d’inhibiteur de protéases la plus représentée chez les tiques, sans doute en raison des trés

nombreux roles qu’ils ont dans la biologie de ces acariens [230, 231].

Les quatre grandes familles d’ISP que sont les serpines, les alpha-macroglobulines, les
protéines a domaines kazal et celles a domaines kunitz sont retrouvées chez les tiques quand de

rares Trypsin-inhibitor-like (TIL) ont été identifiés. Quand les serpines et les alpha-
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macroglobulines inhibent leurs enzymes cibles de facon définitive par liaison covalente en
formant un complexe, les protéines & domaines kunitz et kazal inhibent le site actif par des
interactions non covalentes et entrainent par conséquent une inhibition réversible. Leurs réles
chez les tiques sont multiples et ils sont indispensables dans nombre de processus biologiques.
Ces inhibiteurs sont en effet impliqués dans le systéme immunitaire de la tique, dans le maintien
de I’hémostase, dans la digestion du repas sanguin, et participent également a 1’oviposition et
au développement et a la maturation des ceufs. Enfin, leurs réles sont primordiaux pour la tique
dans la physiologie du gorgement avec notamment une importante implication dans la
modulation de I’inflammation et de la réponse immunitaire innée comme adaptative de I’hote
vertébré. Ils régulent aussi négativement 1’ensemble des voies de signalisation qui conduisent
a la formation d’un thrombus, via les voies intrinseque, extrinséque et commune de la cascade
de coagulation et incluant la régulation de la fibrinolyse. Par le biais de ces actions sur 1’hote
vertébré, les ISP sont donc aussi indirectement impliqués dans la transmission d’agents

pathogenes.

L’ensemble des rdles attribués aux inhibiteurs de sérine protéases et identifiés a ce jour, a la
fois dans la physiologie de la tique et dans les interactions avec 1’hdte vertébré au moment de
la piqQre, est présenté dans la revue suivante publiée en 2017 dans « Frontiers in cellular and

infection Microbiology ».
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New tick and tick-borne pathogen control approaches that are both environmentally
sustainable and which provide broad protection are urgently needed. Their development,
however, will rely on a greater understanding of tick biology, tick-pathogen, and tick-host
interactions. The recent advances in new generation technologies to study genomes,
transcriptomes, and proteomes has resulted in a plethora of tick biomacromolecular
studies. Among these, many enzyme inhibitors have been described, notably serine
protease inhibitors (SPIs), whose importance in various tick biological processes is only
just beginning to be fully appreciated. Among the multiple active substances secreted
during tick feeding, SPIs have been shown to be directly involved in regulation of
inflammation, blood clotting, wound healing, vasoconstriction and the modulation of
host defense mechanisms. In light of these activities, several SPIs were examined and
were experimentally confirmed to facilitate tick pathogen transmission. In addition, to
prevent coagulation of the ingested blood meal within the tick alimentary canal, SPIs
are also involved in blood digestion and nutrient extraction from the meal. The presence
of SPIs in tick hemocytes and their involvement in tick innate immune defenses have
also been demonstrated, as well as their implication in hemolymph coagulation and
eqgg development. Considering the involvement of SPIs in multiple crucial aspects of
tick-host-pathogen interactions, as well as in various aspects of the tick parasitic lifestyle,
these molecules represent highly suitable and attractive targets for the development of
effective tick control strategies. Here we review the current knowledge regarding this
class of inhibitors in tick biology and tick-borne pathogen transmission, and their potential
as targets for future tick control trials.

Keywords: ticks, tick serine protease inhibitors, tick-borne pathogens, tick-host interactions, immune responses

INTRODUCTION

Ticks are among the most common and important vectors of both human and animal pathogens
worldwide including some parasites, bacteria and viruses (Dantas-Torres et al., 2012). These
obligate hematophagous arthropods are divided into two main families; soft and hard ticks.
Tick developmental stages include larval, nymphal and adult forms, all of which—for most
species—require blood meals to complete development and enable reproduction. Compared to
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other hematophagous arthropods, hard -or Ixodidae- tick
feeding is a slow and complex process, taking several days
until repletion, and thus necessitates extended control over
the vertebrate host’s immune response. Whereas the soft—or
Argasidae—ticks usually complete a blood meal in less than
1h (Sonenshine and Anderson, 2014). During this feeding
process, all ticks inject saliva and absorb blood alternately. Blood
cells are lysed in the midgut lumen and, in contrast to other
hematophagous arthropods, further digestion of proteins and
other blood molecules occurs intracellularly, taking place within
midgut epithelial cells.

Current tick control strategies essentially rely on the use of
chemical acaricides and repellents. Their widespread deployment
however, has a profound environmental impact (Rajput et al.,
2006; De Meneghi et al., 2016), and has led to the emergence
of resistance in multiple tick species (Rosario-Cruz et al., 2009;
Adakal et al., 2013). New environmentally sustainable approaches
providing broader protection against current and future tick-
borne pathogens (TBP) are thus urgently needed. To investigate
new candidate pathways to fight the spread of these pathogens,
a complete understanding of tick biology, tick-pathogen and
tick-host interactions is essential. Since the beginning of the
twenty first century the continual development of cutting-edge
high-throughput methods has enabled the study of genomes,
transcriptomes, and proteomes, thus facilitating many diverse
biomolecular studies (Metzker, 2010). These tools have been
essential in the discovery of specific tick biological gene products.
The most studied tick species have been those that present
significant human and/or livestock disease risk in the northern
hemisphere: Ixodes scapularis in the USA (deer; black-legged
tick); Ixodes persulcatus in Asia and Eastern Europe (Taiga tick);
and Ixodes ricinus in western and central Europe (sheep tick).
Additionally, the Rhipicephalus (Boophilus) microplus cattle tick
that causes massive damage in Australia, Africa, Central America,
and Asia has also been intensively studied.

Most studies have investigated specific tick organ
transcriptomes under a variety of conditions, especially tick
salivary glands (SGs) (Santos et al., 2004; Francischetti et al.,
2005b; Ribeiro et al., 2006; Garcia et al., 2014; Liu et al., 2014) or
midgut (Anderson et al., 2008; Chmelar et al., 2016), occasionally
eggs or ovaries (Santos et al, 2004), and less frequently
hemocytes (Santos et al., 2004; Kotsyfakis et al., 2015), body fat

Abbreviations: c«2M, alpha 2-macroglobulin; APC, antigen presenting cells;
aPTT, activated partial thromboplastin time; BPTI, bovine pancreatic trypsin
inhibitor; BSAP, BaSO4~ adsorbing protein; CAMs, chorioalantoic membranes;
Efh, EF hand; FCT, fibrinogen clotting time; FRE follistatin-related-protein;
HBE, heparin binding exosite; HMWK, high molecular weight kininogen; hNE,
human neutrophil elastase; hTFPI, human tissue factor pathway inhibitor; HuPK,
human prekalikrein; HUVEC, human umbilical vein endothelial cells; LICI,
limulus intracellular coagulation inhibitor; MA, methyl amine; PAR, proteinase
activated receptor; PARP, poly (ADP-r-ribose) polymerase; PDGE platelet-derived
growth factor; PECAM-1, platelet-endothelial cell adhesion molecule-1; PPE,
porcine pancreatic elastase; PT, prothrombin time; RCL, reactive center loop;
RCT, recalcification time assay; RNAi, RNA interference; SGs, salivary glands;
STAT 3, signal transducer and activator of transcription 3; ST, soybean trypsin
inhibitor; TBP, tick-borne pathogens; TFE, tissue factor; TGF-alpha, tissue growth
factor alpha; TIL, trypsin inhibitor-like domain; tSPL tick serine protease inhibitor;
TT, thrombin clotting time; VEGE, vascular endothelial growth factor.

or synganglia (Bissinger et al., 2011; Egekwu et al., 2014). Several
comprehensive protein catalogs describing protein diversity in
various tick fluids such as saliva (Madden et al., 2004; Cotté
et al., 2014; Radulovic et al., 2014; Tirloni et al., 2014a, 2015) or
hemolymph (Gudderra et al., 2002; Stopforth et al., 2010), as well
as in midgut during feeding (Schwarz et al., 2014; Oleaga et al.,
2015), have been compiled, vital to understanding mechanisms
implicated in different biological processes such as tick feeding
or tick immunity.

Several studies also reported that TBP can influence gene and
protein expression in tick, highlighting evidence of molecular
interaction between pathogens and the vector (review in Liu and
Bonnet, 2014). These studies focused on specific organs including
SGs, midgut, ovaries, or on the whole tick during infections with
several different pathogens, and reported differential expression
of ticK’s genes links to pathogen transmission. TBP are imbibed
by tick when feeding on a pathogen-infected vertebrate host and,
once ingested, they directly or not -depending of the pathogen-
escape the midgut and invade the SGs and the ovaries for
vertically transmitted pathogens (see Liu and Bonnet, 2014).
Then, for most TBP, transmission to a new host occurs via
the saliva during blood feeding. During both their transmission
and development into the vector, TBP undergo developmental
transitions and migrations and suffer population losses, to which
tick factors surely contribute. In addition, during the prolonged
tick-host attachment period, many proteins injected into the host
via tick saliva dampen host defenses, thereby creating a favorable
environment for survival and propagation of TBP (Brossard and
Wikel, 2004; Nuttall and Labuda, 2004; Ramamoorthi et al., 2005;
Wikel, 2013).

Many enzyme activity inhibitors were described among the
transcripts or proteins detected in these studies, including
multiple protease inhibitors often belonging to serine protease
inhibitor families. These inhibitors can vary in molecular weight
from less than 10 kDa to almost 100 kDa, and can reversibly
or irreversibly inhibit their targets via family-specific domains.
Their global tissue expression suggests involvement in various
important tick biological pathways, including innate immunity,
hemolymph clotting formation, blood uptake, digestion, as well
as oviposition and egg laying. In addition, tick serine protease
inhibitors (tSPIs) also modulate vertebrate host responses during
biting, act on hemostasis, immune responses, or angiogenesis.
Their implications in these various processes suggest that
tSPIs can indirectly influence tick pathogen transmission, and
indeed some have been directly experimentally linked with TBP
transmission. The aim of the present review is to summarize
current knowledge concerning these tSPIs (detailed in Table 1),
in order to highlight their role in tick biology, TBP transmission,
and to identify putative targets which could contribute to effective
tick and TBP control strategies.

THE SERINE PROTEASE INHIBITOR
FAMILY

Four groups of serine protease inhibitors have been identified
in plants and animals, and can be classified into two main
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TABLE 1 | Tick serine protease inhibitors implicated in both tick biology/physiology and modulation of vertebrate host responses to tick bite, classified
according to their inhibitor group (Serpin, Macroglobuline, Kunitz, Kazal), and the corresponding tick species.

Inhibitor name Molecular Inhibitor type Tick species Action References
weight (kDa)
TAM 420 a2M O, moubata Tick immune defense Kopacek et al., 2000
IrAM 440 a2M [ ricinus Antimicrobial activity Buresova et al., 2009
BmCl 6.5 Kunitz R. (B.) microplus Antimicrobial activity Lima et al., 2010
DviKPI 62 Kunitz D. variabifis Antimicrobial activity Ceraul et al., 2008
Ixodidin 74 Trypsin Inhibitor R (B) microplus Antimicrobial activity Fogaga et al., 2006
Like (TIL)
BmSI 6-7 74,73 Trypsin Inhibitor R. (B.) microplus Antimicrobial activity and tissue Sasaki et al., 2008
Like (TIL) preservation
BmTI-A 13.6 Kunitz R. (B.) micropius Probable antimicrobial activity Tanaka et al., 1999
HLS 2 44 Serpin H. longicornis Hernolymph clat formation Imamura et al., 2005
HLSG-1 37.7 Serpin H. longicornis Hernolymph clot formation Mulenga et al., 2001
R. appendiculatus Hernolymph clot formation Mulenga st al., 2003b

Serpin

RAS 3-4

HLSG-2 31.2 Serpin H. longicornis Prabable blood digestion helper Mulenga et al., 2001

HIMKI 12 Kunitz H. longicarnis Probable blood digestion helper Miyashi et al., 2010
HLS-1 41 Serpin H. longicornis Probable blood uptake and digestion Sugino et al., 2003
helper
HICh! 6.7 Kunitz H. longicornis Probable blood digestion helper Alim et al., 2012
RAMSP 1-3 32.3,51.2, 495 _ R. appendiculatus Probable blood digestion helper Mulenga st al., 2003a
RAS-1 and -2 41.9, 42.7 Serpin R. appendiculatus Probable blood digestion helper Mulenga et al., 2003b
AAS19 43 Serpin A americanum Prabable blood digestion helper Kim et al., 2015
RMS-3 -6 -9-13-16 40-55 Serpin R. (B.) microplus Probable blood digestion helper Tirloni et al., 2014ab;
-16-17 -21 -22 Radriguez-Valle et al., 2015
BmTI-A 136 Kunitz R. (B.) microplus Probable blood digestion helper Sasaki et al., 2004
BmTI-D 1.6 Kunitz R. (B.) microplus Probable blood digestion helper Sasaki et al,, 2004
AamS6 42 Serpin A. americanum Probable blood digestion helper Chalaire et al., 2011;
Mulenga et al., 2013
Ixophilin 54.4 Kunitz I scapularis Probable blood digestion helper Narasimhan et al., 2013
BmTls Kunitz R. (B.) microplus Tick egg production and development Tanaka et al,, 1999
RMS-3 40 Serpin R (B) microplus Tick reproduction egg production Rodriguez-Valle et al,, 2012
RMS-6 40 Serpin R. (B.) microplus Probable role in embryogenesis Rodriguez-Valle et al., 2012
RMS-19 40.7 Serpin R. (B.) microplus Rale in tick development Rodriguez-Valle et al., 2012
RMS-20 311 Serpin R. (B.) microplus Rale in tick development Radriguez-Valle et al., 2012
RMS-21 12:5 Serpin R. (B.) microplus Probable rale in embryogenesis Rodriguez-Valle et al., 2012
RMS-22 10.7 Serpin R. (B.) microplus Probable role in embryogenesis Rodriguez-Valle et al., 2012
RmKK 16.7 kunitz R. (B.) microplus Probable protection of undesired egg Abreu et al., 2014
proteolysis
BmTI-6 33.8 kunitz R. (B) microplus Regulation of egg production and Andreotti et al., 2001;
proteases in eggs and larvae Sasaki et al., 2004, Sasaki
and Tanaka, 2008
RsTls 8-18 kunitz R. (B.) microplus Regulation of egg production and Sant'Anna Azzalini et al.,
proteases in eggs and larvae 2003
Tick FRP 32 Kazal H. longicornis Rale in tick oviposition Zhou et al., 2008
AAS19 43 Serpin A. americanum Rale in tick oviposition Kim et al., 2016
Ixolaris 16.7 Kunitz | scapularis Blocks FVlla/TF complex activity Francischetti et al., 2002
Penthalaris 35 Kunitz | scapularis Block FVlla/TF complex activity Francischetti et al., 2004
(Continued)
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TABLE 1 | Continued

Inhibitor name Molecular Inhibitor type Tick species Action References
weight (kDa})
BSAP1 9.3 _ O, savignyi Targets tissue factor (TF) Ehebauer et al., 2002
_ O, savignyi Targets tissue factor (TF) Ehebauer et al., 2002

BSAP2

HC

IrCPI
BmTI-A

Rhipilin-2

Haemaphysalin

DvKPI

TAP
FXa inhibitor

AASTY
Amblyormin-X

BmAP

9.1

135

60

Kunitz

Kunitz

Kunitz

Kunitz

Kunitz

Kunitz

Kunitz

Serpin
Serpin
Kunitz

1. ricinus

R (B) microplus

R (B.) microplus

H longicomis

D. variabilis

O moubata
O.savignyl

H truncatum

H dromaderii

R appendiculatus
A americanum
A. cajennense

Blocks FXII, FXI, and kallikrein
activation

Blocks plasmin, elastase, and plasma

kallikrein
Affects APTT test clotting time

Blocks kallikrein-kinin system
activation

Affects APTT test clotting time

Blocks FXa activity
Blacks FXa activity
Blaocks FXa activity
Blocks FXa activity
Blocks FXa activity

Blacks FXa and plasmin action

Blacks FVlla/TF complex activity and
prothombin conversion

Decrem et al., 2009

Tanaka et al., 1999

Cac etal, 2013
Kato st al., 2005a,b

Ceraul et al., 2008

Waxman et al., 1990
Gaspar et al., 1996
Joubert et al., 19956
lbrahim et al., 2001b
Limo et al., 1991

Kim et al., 2015, 2016

Batista et al., 2010; Branco
etal, 2016

_ R (B) microplis Thrombin inhibitor Horn et al., 2000
Microphilin 1.7 _ R (B.) microplus Thrombin inhibitor Ciprandi et al., 2006
BmGTI 26 _ R (B.) microplus Thrombin inhibitor Ricci et al., 2007
RMS 15 48 R (B.) micropius Thrombin inhibitor Rodriguez-Valle et al., 2015;
Xuetal, 2016
Boophilin 13.9 Kunitz R (B.) microplus Thrombin inhibitor Macedo-Ribeiro et al., 2008;
Assumpgo et al,, 2016
Ixin - _ I ricinus Thrombin inhibitor Hoffrann et al., 1991
Iris 43 Serpin L ricinus Thrombin inhibitor Leboulle et al., 2002b
Madanin 1 a7 _ H longicomis Thrombin inhibitor wanaga et al., 2003
Madanin 2 71 _ H longicomnis Thrombin inhibitor wanaga et al., 2003
Chimadanin 7.4 _ H. longicornis Thrombin inhibitor Nakajima et al., 2006
HLS2 44 Serpin H. longicornis Weak thrombin inhibitor Imamura et al., 2005
Hernalin 20 Kunitz H lengicomis Thrombin inhibitor Liac et al,, 2009
1xSc-1E1 45 Serpin 1. scapularis Thrombin inhibitor Ibelli et al., 2014
Ametricanin 12 _ A, americanum Thrombin inhibitor Zhuetal., 1997
Amblin 17.4 Kunitz A hebrasum Thrombin inhibitor Lai et al., 2004
Variegin 3.7 - A variegatum Thrombin inhibitor Kazimirové et al., 2002
Hyalomin 1-4 84,8582, 7.4 H marginatum rufipes Thrombin inhibitor Francischetti et al., 2011;
Jablonka et al,, 2015
NTI 1 3.4 _ H dromadsrii Thrombin inhibitor Ibrahim et al., 2001a
NTI 2 14.9 _ H dromaderii Thrombin inhibitor Ibrahim et al., 2001a
Rhipilin-1 18 Kunitz R haemaphysaloides Thrombin inhibitor Gao et al,, 2011
RHS-1 4.9 Serpin R hasmaphysaloides Thrombin inhibitor Yuetal, 2013
RHS-2 42.7 Serpin R hasmaphysaloides Thrombin inhibitor Yuetal, 2013
Calcaratin 14.6 _ R B calcaratus Thrombin inhibitor Maotoyashiki et al., 2003
- e 1 holocyclus Thrombin inhibitor Anastopaulos st al., 1991
Ornithodarin 12 Kunitz Q. moubata Thrombin inhibitor van de Locht et al,, 1996
Savignin 12 = O, savignyi Thrombin inhibitor Mans et al., 2002
Manobin 16 Kunitz A monoiakensis Thrombin inhibitor Mans et al., 2008
(Continued)
Frontiers in Cellular and Infection Microbiclogy | weww.frontiersin.org 4 May 2017 | Volurne 7 | Article 199

52



Blisnick et al.

Tick Serine Protease Inhibitors

TABLE 1 | Continued

Inhibitor name

Molecular
weight (kDa)

Inhibitor type

Tick species

Action

References

BmSI-7

Serpin
Serpin

Serpin

Serpin

Serpin
Serpin

Kunitz

Kunitz

Serpin

Kunitz

R. (B.) microplus
A. americanum
A. americanum
A. americanum
1. ricinus

I persulcatus

1. ricinus

1. scapularis

R. appendiculatus
R. (B.) microplus

R. (B.) microplus

Elastase inhibitor
Probable anti-inflammatory action

Inhibits elastase, plasmin, and
chymase

Inhibits plasmin

Inhibits elastase-like proteases and
suppresses pro-inflammatory
cytokine secrstion

Modulates CD14+- cells activation
Modulates T cell differentiation, T17
cell maturation and inhibits chymase
and cathepsin G

Inhibits elastase, tryptase, plasmin,
matryptase

Inhibits plasmin and tryptase

Probable interaction/modulation of B
cell action

Inflammatory response maodulation

Sasaki et al., 2008
Mulenga et al., 2007

Chalaire et al., 2011;
Syrovets et al., 2012

Syrovets et al., 2012; Kim
etal, 2015, 2016

Leboulle et al., 20023;
Prevot et al., 2009

Toyomane et al., 2016
Chmelar et al., 2011

Payne and Kam, 2004; Dai
etal, 2012, Valdés et al.,
2013

Paesen et al., 1999, 2007
Rodriguez-Valle et al., 2012

Sasaki et al., 2004

Lopsins A3-44
AamSe 42
AAS19 43
Iris 43
Ipis-1 M7
IRS-2 419
Tryptogalinin 103
Tdpi 11.1
RMS-3 40
BmTI 2 -3 171,31
BmCl 6.5
Haemangin 14.1
BmTI-A 13.5
Amblyomin-X 13.5

DvkPI 62
IrSPI 12
Ixophilin 54.4

BmTI-A 13.6

Kunitz

Kunitz

Kunitz

Kunitz

Kunitz
Kunitz
Kunitz

Kunitz

R. (B.) microplus

[, scapularis

R. (B.) micropius

A cajennense

R. (B.) microplus

D. variabifis
1. ricinus

[ scapularis

Pro-apoptotic role and inhibits cell
proliferation

Abolishes angiogenesis and
neovascularization

Inhibits plasma kallikrein, plasmin,

and elastase, cell proliferation and
migration

Tumeor cell cycle alteration,
proteasome inhibitor, caspase
cascade activation, angiogenesis
repressor

Limits B. bovis proliferation in ticks

Modulates Rickettsia development
Modulates Bartonslia henselae
development

Probable role in B. burgdorferi
development

Limaet al., 2010

Islam et al,, 2009

Soares et al,, 2012, 2016

Chudzinski-Tavassi et al.,
2010; Morais et al., 2016

Rachinsky st al., 2007
Ceraul et al., 2008
Liu etal., 2014

Narasimhan et al., 2013

RAS-1 419
RAS-2 427
BmTls 6.2-184
HLS-1 M
RmLTl 46

Serpin

Serpin

Kunitz

Serpin

Kunitz

R. appsndiculatus

R. appendiculatus

R. (B.) microplus

H. longicornis

R. (B.) micropius

Impacts engorgement and tick
viability

Impacts engorgement and tick
viability

Impacts tick viability and engorged
tick weight

Impacts tick viability and the
developmental cycle

Impacts egg eclosion, viability, and
larval hatchability

Imamura et al., 2006

Imamura et al., 2006

Andrectti et al,, 2002

Sugine et al., 2003

Andreotti et al., 2012

categories: trapping inhibitors including the serpins and the o2
macroglobulines («2M); and tight-binding inhibitors including
the Kunitz or Kazal domain-containing proteins (Figure 1).

Trapping inhibition results in proteolytic cleavage, whereas
proteases bound to tight-binding inhibitors can be released
undamaged, while the inhibitors are liberated in either native
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FIGURE 1 | Representative schematic diagrams of secondary structures of the four types of serine protease inhibitors: serpins, «2 macroglohulins,
Kunitz-type inhibitors, and Kazal-type inhibitors. Loops, f-sheets, and a-helices are labeled with blue, yellow, and red, respectively. (A) IRS 2 semin from the /.
neinus tick showing the three p-sheets &, B, and C (Chmelar et al., 2011, PDB accession number: 3NDA). The green anow represents the additional strand (s44)
formed after proteolysis, resulting in Reactive Center Loop cleavage, and insertion of the amino-temminal portion into the A p-sheet. B) Human a2 macroglobulin
complement component 5 in native homodimer conformation (Fredslundet &l 2008; PDB accession number: 3CU7). (C) Kunitz-type inhibitor Tick-Derived Protease
Inhibitor (TDPI) from R. appendiculatus harboring one Kunitz domain compaosed of p-sheets and an a-helix stabilized by three highly conserved disulphide bridges
(Paesen et al., 2007 ; PDB accession number: 2UUX). (D) Kazal-type inhibitor Dipetalin from blood-sucking insect Dipetalbogaster maximus. harboring one Kazal
domain composed of one a-helix with adjacent B-sheets and loop (Schiott et al,, 2002 ; PDB accession number: 1KMA),

NH2

or deaved forms. Target-protease interaction occurs via the
reactive center loop (RCL), which demonstrates a range of
different conformations and a high degree of conformational
flexibility, with each inhibitor family displaying characteristic
serine protease inhibitory mechanisms. Serine protease inhibitors
can be dassified into two functional groupsbased on their ability
to inhibit either trypsin or chymotrypsin: inhibitors of trypsin-
like proteases such as thrombin, or inhibitors of chymotrypsin-
like proteases such as elastase.

Trapping Inhibitors

Serpins

Serpins form a large group of homologous proteins that appear
to be ubiquitous in multicellular eukaryotes. They are composed
of approximately 400 amino acids and are often glycosylated.
Serpins fold into an NHj-terminal helical domain and a
COOH-terminal beta-sheet domain (Figure 1A). The serpin fold
consisting of three beta-sheets (A-C) with eight or nine alpha-
helical linkers and an exposed ~20 residue RCL acts as bait for
the protease target (Gubb et al., 2010). An unusual aspect of
serpins is their native unstable fold, where the RCL is on top
and the beta-sheet A is outward. Following proteolysis however,
the RCL is deaved, and the RCL amino-terminal portion inserts
into the center of beta-sheet A to form an additional (fourth)

strand (s4A), which effectively stabilizes the complex structure
(Law et al., 2006). The protease is thus denatured and the
serpin/protease complex is targeted for degradation (Huntington
et al., 2000). This amino-terminal RCL insertion can either occur
upon proteolytic cleavage, or spontaneously (Huntington, 2011).
Hence serpins interact with their target via a “suicide-cleavage”
mechanism, resulting in the formation of an inactive covalently
linked serpin/protease complex. While the majority of serpins
inhibit serine proteases, they can also bind to several others
such as cysteine proteases, metalloproteases, caspases (Ray et al.,
1992), papain-like cysteine proteases (Irving et al., 2002), as well
as some non-protease ligands, such as collagen, DNA, or protein
Z. Serpins have also been ascribed several additional roles, such
as heparin or heparin sulfate co-factor (Khan et al., 2011), as
well as rare non-inhibitory functions; as a hormone transporter
(Pemberton et al.,, 1988), molecular chaperone (Nagata, 1996), or
tumor suppressor (Zou et al., 1994).

o2-Macroglobulins

Members of a2-macroglobulin (a2M) group have been identified
in a broad spectrum of vertebrate and invertebrate species and
comprise the C3, C4, and C5 components of the vertebrate
complement system (Sottrup-Jensen et al., 1985). a2Ms are
considered as early-acting innate immunity components, similar
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to opsonin, but their role in the proteolytic attack of invading
pathogens remains hypothetical. Most «2Ms are tetramers
assembled from pairwise subunits with disulfide-bridges, but
monomeric and dimeric forms also exist, the latter more
common in invertebrates (Figure 1B) (Starkey and Barrett,
1982). Interaction with targeted proteases is initiated by
proteolytic cleavage at a defined motif characterized by an
exposed and highly flexible 30-40 amino acid residue region
(Sottrup-Jensen, 1989). The inhibitory activity of «2Ms is directly
due to their thiol-ester bond, which can be abolished by small
amines such as methylamine (Larsson and Bjork, 1984). This
bait region with multiple cleavage sites inhibits a broad range
of proteases including serine-, cysteine-, aspartic- and metallo-
proteases (Sottrup-Jensen, 1989). In addition, «2Ms could play
a role as hormone transporters (Peslova et al., 2009), and
can counteract inhibition from other high molecular weight
inhibitors by protecting protease active sites (Armstrong et al.,
1985).

Tight-Binding Inhibitors

Kunitz/BPTI Inhibitors

Initially discovered at high concentrations in beans, Kunitz
proteins are typically small proteins with a molecular weight
close to or less than 20 kDa (Kunitz, 1945). The most well-
studied inhibitor from this family is the bovine pancreatic trypsin
inhibitor (BPTI) that gives the family its name (Creighton,
1975). Generally they contain between one to twelve Kunitz
domains (Laskowski and Kato, 1980), and each domain encloses
disulphide-rich o helices and -folds stabilized by three highly-
conserved disulphide bridges, leading to a compact and
stable molecule (Ranasinghe and McManus, 2013) (Figure 1C).
Inhibitors of this kind possess a bait region inhibiting targeted
proteases that precisely matches the enzyme’s catalytic site, thus
generating a particularly stable substrate/inhibitor complex (Ram
et al., 1954). Through the RCL region, inhibitors block the
serine protease active site with a tight non-covalent interaction
without any conformational changes -similarly to enzyme-
substrate Michaelis complex- forming a f3-sheet between the
enzyme and its inhibitor (Ascenzi et al, 2003; Krowarsch
et al., 2003; Chand et al, 2004). Despite opening of the bait
ring region following proteolysis, the free cut ends tend to
maintain the initial fold, so the hydrolysis reaction is likely to
be reversible with an equilibrium between cleaved and uncleaved
[inhibitor/protease] complexes (Laskowski and Qasim, 2000).
The tight-binding exposed RCL loop of Kunitz/BPTT inhibitors
is suited to a wide variety of protein folds suggesting a large range
of possible protease targets. However, some Kunitz domain-
containing proteins with RCL region substitutions have other
functions such as ion channel blockers or snake toxins (Grzesiak
et al., 2000).

Kazal Inhibitors

Initially identified in vertebrates, Kazal inhibitors have also
been identified in several invertebrates (Rimphanitchayakit and
Tassanakajon, 2010). They can carry from two to fifteen Kazal
domains (Rawlings et al., 2004), which have between 40 and

60 amino acids of variable sequence, except for six well-
conserved cysteine residues able to form three disulfide-linked
sub-domains (Cerenius et al., 2010; Rimphanitchayakit and
Tassanakajon, 2010). These domains comprise one « helix with
three adjacent 3 sheets and loops, that precisely fit the active
sites of targeted proteases and block them stoichiometrically,
resulting in a relatively stable protease/inhibitor complex
(Figure 1D) (Laskowskiand Kato, 1980). Although non-covalent
binding occurs, Kazal inhibitor and protease association is
tight, resulting in strong inhibition (Somprasong et al., 2006;
Wang et al.,, 2009). Interactions between Kazal domains and
proteases can occur via multiple different amino acids, thus
influencing binding intensity and specificity. This enables the
inhibition of several targets including trypsin, plasmin, porcine
pancreatic elastase (PPE), human neutrophil elastase (hNE),
chymotrypsin, proteinase K, or thrombin (Rimphanitchayakit
and Tassanakajon, 2010).

ROLE OF SERINE PROTEASE INHIBITORS
IN TICK BIOLOGY

Tick Immune System

It is well known that ticks possess innate immunity that also
affects their vector competence (Hajdusek et al., 2013). Although
all of the involved mechanisms have not yet been fully clarified,
microbe phagocytosis by tick hemocytes seems to be coupled to
a primitive complement-like system, a variety of antimicrobial
peptides and possibly reactive oxygen species (Kopacek et al.,
2010). Studies in both hard and soft ticks have implicated several
tSPIs in immune responses against different microbes, mostly
identified in hemolymph (Figure 2, Table 2).

The most studied tick species in this context is R (B.)
microplus. Firstly, Ixodidin, a tSPI discovered in hemocytes, was
reported to have strong inhibitory activity against Micrococcus
luteus and, to a lesser extent against Escherichia coli (Fogaca
et al., 2006). In addition to this bacterial clearance role,
Ixodidin also possesses inhibitory activity against chymotrypsin
and elastase serine proteases (Fogaca et al., 2006). However,
it remains unclear whether the antimicrobial activity is due
to protease inhibition or directly through peptide effects on
bacterial membranes. Two additional inhibitors have been
identified from R. (B.) microplus eggs: BmSI 6 and BmSI
7 (Boophilus microplus subtilisin inhibitors), that target Prl
proteases from Mefarhizium anisopliae, a fungus used as a
biological insecticide (Sasaki et al., 2008). These Prl proteases
induce host cuticle degradation, enabling hyphae penetration to
obtain nutrition (Leger et al., 1987). Only BmSI 7—which shares
several similarities with Ixodidin—has been well characterized. It
harbors disulphide bonds and a trypsin inhibitor-like cysteine-
rich domain (TIL), and as it is expressed in adult ovaries,
midgut, SGs, hemocytes, body fat, and larvae, it could be involved
in tick defense mechanisms, and/or in avoiding tick tissue
degradation (Sasaki et al., 2008). Random sequencing of a tick
body fat cDNA library enabled the discovery of, BmCI (Boophilus
microplus chymotrypsin inhibitor), a chymotrypsin inhibitor that
belongs to the Kunitz/BPTI inhibitor family (Lima et al., 2010).
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FIGURE 2 | Schematic representation of a tick during feeding. Several tick serine protease inhibitors identified in different tick species and implicated in both tick.
biclogy/physiology and modulation of the vertebrate host responses to tick bite are also indicated. The red amow represents blood absomption. The blue arrow
represents saliva injection, The red star corresponds to a tick-bome pathogen. Note that only half of the digestive tract and a singlke salivary gland and ovary are
represented here. Boophius micropius subtilisin inhibitors (Brm8l); Boophilus micropius Chymotrypsin inhibitor BmCl); ixodes ricinus alpha macroglobuline (raM);
Dermacentor vanabilis Kunitz protease inhibitor (DviKPl); Tick a-Macroglobulin (TAM); Boophilus micropius trypsin inhibitor (BmTls); R, appendiculatus Serpins (RAS);
H. longicornis serine proteinase genes HLSG); Haamaphysalis bngicomis midgut Kunitz-type inhibitor (HIMK]); Haemaphysalis bngicomis serpin (HLS);
Haemaphysalis longicomis chymotrypsin inhibition (HICh); R, appendicuiatus Midgut Serine proteinases (RAMSP); R.B. micropius Serpin (RMS); Amblomma
americanum sempin 6 (AamS8), Amblyomma americanum serpin 19 (AAS1S); R.B. micropius Kunitz kallikrein inhibitor (Rmi<i); /. ricinus contact phase inhibitor (rCPI);
Tick Anticoagulant Protein (TAP); Boophilus micropius Anticoagulant Protein (BmAP); B. micropius gut thrombin inhibitor BmGTi); Nymph thrombin inhibitor (NTI);
Rhipicephatis hasmaphysaloides serpin (RHS); . richus immunosuppressive (Is); /. ricinus serpin (IRS); Ixodes persulcatus iImmunosuppressive (pis); /. ricinus serine

Quay Tls, RMSs, R
2t in BmTls, s, RmKK,
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Tick-borne pathogen
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Ixolaris, Amblyomin, BSAP1-2, Ir-CPI,
BmTI-A, Rhipilin-1-2,
Haemaphysalin, DvKPI, TAP, AAS19,
AAS, BmAP, microphilin, RMS-15,
Boophilin, Ixin, madaninin 1-2,
chimadin, 1xcS-1E1, Ixophilin,
Americanin, Amblin, Variegin,
Hyalomins 1-4, NTI-1-2, RHS 1-2,
Calcaratin, Ornithodorin, Savignin,
Monobin, AAMS6AAS1Y, Lopsins,
Iris, IRS-2, Ipis 1, Tryptogalinin, TdPI,
BmSI 7, RMS-3, BmCl, Haemagin,
BMTI-A, Amblyomin-X

BmCI strongly and specifically inhibits chymotrypsin, and also
hNE with reduced specificity. BmCI gene expression analysis
demonstrated higher expression in hemocytes and ovaries than
in SGs and body fat. Following infection with M. anisopliae,
increased BmCI expression was only observed in tick hemocytes
clearly suggesting a role in the tick defense system (Lima
etal., 2010). Finally, among BmiITs (Boophilus microplus trypsin
inhibitors) identified in both larvae and eggs (Tanakaetal., 1999),
a double Kunitz-containing inhibitor, BmTI-A, had increased
transcript levels in ovaries following Babesia bovis infection
(normally transmitted transovarially in ticks), also suggesting
a probable role in the tick immune system (Rachinsky et al.,
2007).

IrAM (I. ricinus alpha macroglobuline), was identified in
the hemolymph of I. ricinus as a a2M composed of two non-
covalently linked subunits (Buresova et al., 2009). Alternative
splicing occurring during IrAM synthesis generates seven bait
variants, increasing the spectrum of targeted proteases. IrAM
transcripts are detected throughout all tick developmental stages.
Gene expression was higher in SGs from partially engorged
females than in hemocytes or ovaries, even though IrAM

protein is only detected in tick hemocytes. RNAi experiments
revealed that IrAM is not involved in tick fitness, mortality,
or fecundity (Buresova et al., 2009). However, IrAM enhanced
phagocytosis and elimination of the bacteria Chryseobacterium
indologenes due to its active thioester bonds, which was
not observed with other bacteria such as B. burgdorferi
(Buresova et al., 2006; Buresova et al., 2009). IrAM likely
interacts with the major C. indologenes virulence factor, a
metalloprotease, suggesting a role in the tick immune system
during phagocytosis of metalloprotease-producing bacteria
(Buresova et al., 2009).

Following the discovery of over-expressed genes in
Dermacentor variabilis tick body fat and midgut in response to
Rickettsia montanensis infection (Ceraul et al., 2007), several
Kunitz/BPTI inhibitors were identified including DvKPI
(Dermacentor variabilis Kunitz protease inhibitor with five
Kunitz domains) (Ceraul et al., 2008). DvKPI was up-regulated
six-fold in infected ticks thathad fed for three days. These results
suggested that DvKPI is involved in tick responses to Rickettsia,
avoiding massive colonization which would be detrimental to

ticks.
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TABLE 2 | Antimicrobial activities of serine protease inhibitors of ticks
{tSPI).

Targeted tSPI Tick species References
microbe

Micrococcus Ixadidin R. (B.) microplus  Fogaga et al., 2006
liteus

Escherichia coff Ixodidin R (B.) microplus Fogaga et al., 2006
Metarhizium BmSI 6, BmSI 7 R (B) microplus  Sasaki et al., 2008
anisopliac BmCl Lima et al,, 2010
Babesia bovis BmTI-A R. (B.) microplus  Rachinsky et al., 2007
Chryseobacterium  IrAM I, ricinus Buresova et al,, 2009
indologenes

Rickettsia DvKPI D, variabilis Ceraul et al., 2007
montanensis

Bartonslia IrSPI 1. ricinus Livet al, 2014
hensslae

Borrelia Ixophilin I scapuilaris Narasimhan et al.,
burgdorferi 2013

Several tSPIs have also been identified in Ornithodoros
moubata soft tick hemolymph, including TAM, (tick o-
macroglobulin), the second most abundant protein after
vitellogenin (Kopacek et al., 2000). TAM is a tetrameric
glycosylated protein that displays similar structural features
present on IrAM, and exerts inhibitory activity against both
trypsin and thermolysin (Kopacek et al., 2000). Comparing the
conserved cysteine motifs between human and limulus «2Ms
enables the prediction of disulfide bridge patterns which explain
the atypical molecular arrangement of the four TAM bait region
variants, likely arising from alternate splicing (Saravanan et al.,
2003). While TAM was initially detected in tick hemocytes,
significant up-regulation has also been reported in SGs and gut
after 1 day of feeding (Saravanan et al., 2003). TAM is believed to
be involved in tick defense systems, but an additional role as an
anti-coagulant has also been postulated (Keller et al., 1993; van de
Locht et al., 1996).

Hemolymph Clotting Formation

As for vertebrates, effective clotting is critical in ticks to limit
hemolymph loss and to inhibit pathogens from entering into
the tick through the wound. Little is known about the proteins
involved in tick hemolymph clotting but several tSPIs have been
implicated in this defense system due to homology with known
proteins (Figure 2).

Four Rhipicephalus appendiculatus tick serpins have been
identified as potential clotting enzymes involved in the
hemolymph coagulation cascade: R. appendiculatus serpin-1, -
2, -3, and -4 (RAS-1, -2, -3, and -4) (Mulenga et al., 2003b).
All exhibit similarities ranging from 25 to 30% with limulus
intracellular coagulation inhibitor type 1 (LICI-1) from the
Japanese horseshoe crab Tachypleus tridendatus. RAS-3 harbors
also amino acids similarities with LICI-2 and is comparably
expressed in all tick organs, while RAS-1, -2 and -4 expression
was stronger in SGs than in other tick organs (Mulenga et al.,
2003b).

HLS2, a serpin from Haemaphysalis longicornis, contains an
RCL with high sequence similarities to both vertebrate and
invertebrate serpins, and may interact with both chymotrypsin
and thrombin (Imamura et al., 2005). HLS2 also demonstrates
similar molecular features to RAS-3 and LICI, and its mRNA
has only been detected in the hemolymph of partially or fully
engorged nymphs and females, suggesting a possible role in
endogenous hemolymph circulation. In the same tick species, the
serpin HLSG-1 harbors high similarity (32-44%) to Japanese and
mangrove horseshoe crab clotting factor C precursors, mouse
manan-binding lectin serine protease 1, and rat/mouse hepsin
proteins (Mulenga et al, 2001). In partially fed ticks HLSG-1
transcripts were weakly expressed in the midgut and strongly
detected in the SGs.

Blood Uptake and Digestion Modulation

As strict haematophagous acari, ticks require blood meals to
complete their development and reproduction. These arthropods
are pool-feeders and create haemorrhagic pools from which
they collect nutritive fluids while biting, and interestingly, some
temale hard ticks can imbibe enough blood to increase in size
by as much as 100 times (Sonenshine and Anderson, 2014). This
unique feeding method implies the existence of very effective
blood uptake and digestion mechanisms, in which several tSPIs
have now been implicated (Figure 2).

In 2001, Mulenga et al. identified HLSG-2 in H. longicornis
ticks, a serpin with chymotrypsin-like protease selectivity
(Mulenga et al., 2001). HLSG-2 transcripts were only detected
in partially fed ticks and expression increased in parallel with
feeding duration. HLSG-2 expression was strong in midgut
and weak in salivary glands, suggesting probable links with
blood uptake and digestion processes (Mulenga et al., 2001).
In the same tick species, another serpin-1 (HLS-1) harboring
similarities to the I ricinus SG serpins RAS-2 and RAS-
1 (Sugino et al., 2003) was identified. Taking into account
additional sequence homologies with other anticoagulation
factors, its specific expression in midgut of partially fed ticks,
as well as the fact that clotting time can be delayed by
HLS-1 in a dose-dependent manner, all indicate that HLS-
1 has a probable role in tick blood meal uptake as well
as maintaining blood fluidity in the midgut (Sugino et al,
2003). Then in 2010, Miyoshi et al. identified a Kunitz-
type tSPI exclusively expressed in the midgut of adult ticks
named HIMKI (Haemaphysalis longicornis midgut Kunitz-type
inhibitor) (Miyoshi et al, 2010). Immunofluorescent analysis
demonstrated that HIMKI likely interacts with HISP, a hemolytic
serine protease expressed in the tick midgut, and that both
proteins harbored similar expression patterns with a 72 h peak
during feeding (Miyoshi et al., 2007). HIMKI displayed inhibitory
activity against the HISP protein, and against chymotrypsin and
elastase to a lesser extent. Altogether these results suggested
that HIMKI can regulate blood digestion in tick midgut via
HISP modulation (Miyoshi et al., 2010). Lastly, another Kunitz-
type tSPI was identified in H. longicornis hemocytes, and
was named HIChI because of its chymotrypsin inhibitory
profile (Alim et al., 2012). HIChI has strong chymotrypsin
inhibitory activity but low trypsin inhibitory activity. The HIChI
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gene is expressed in larvae, nymphs, and adults during all
feeding phases, and transient up-regulation has been clearly
detected from feeding initiation to repletion. During feeding,
HIChI is mainly localized in hemocytes, though low expression
levels were also detected in midgut, salivary glands, ovaries,
and the epidermis (Alim et al., 2012). Several HIChI-RNAi-
injected ticks died 48h after feeding, while others ingested
significantly smaller and slower blood meals, laid fewer eggs,
and demonstrated lower larvae conversion (Alim et al., 2012).
During feeding, HIChI expression in hemocytes peaks at 96h,
coinciding with low proteolytic activity and a low homeostasis
level maintained by a few principal inhibitors (Franta et al,
20105 Alim et al., 2012). Thus HIChI is likely an indirect but
essential actor in both vital blood feeding and tick reproduction
processes.

In R appendiculatus ticks, three serine protease inhibitors
of chymotrypsin or trypsin and named RAMSP 1-3 (R
appendiculatus midgut serine proteinases 1-3) were identified,
and are likely involved in feeding processes or blood digestion
(Mulenga et al., 2003a). RAMSP-1 and -2 transcripts have only
been detected in partially fed ticks, while RAMSP-3 mRNA was
detected in both unfed and partially fed ticks, with stronger
signals in the latter. RAMSPs expression is not restricted to
the midgut because RAMSP-1 is equivalently expressed in all
tick organs, while RAMSP-2 is weakly expressed in both SGs
and midgut, and RAMSP-3 is more weakly expressed in SGs
than midgut (Mulenga et al, 2003a). Additionally, all three
RAMSPs are expressed in tick carcasses (whole tick without
SGs and midgut), suggesting widespread distribution of these
inhibitors in other tick tissues (Mulenga et al., 2003a). In terms
of RAS serpins, RAS-1 and RAS-2 mRNAs can be detected at
all life stages, as well as in both sexes, with positive detection
in 4-day partially fed and fully engorged ticks (Mulenga et al.,
2003b). This suggests gene expression both during and after
feeding, although they were not expressed in saliva, likely because
they do not contain signal peptide sequences (Mulenga et al.,
2003b). Indeed, RAS-1 and RAS-2 might be associated with
feeding in both SGs and the midgut by modulating blood uptake
and digestion. Confirmation occurred when significantly fewer
fully engorged nymphs were counted when ticks were fed on
vaccinated compared to non-vaccinated cattle (Imamura et al.,
2006).

Then in 2014, NGS technologies enabled the identification
of 22 RMS serpins (RMS-1 to RMS-22) from R. (B.) microplus
(Tirloni et al., 2014a,b), among which 18 full-length coding
sequences were identified (Rodriguez-Valle et al., 2015). While
serpin consensus patterns were conserved, these 18 members of
the RMS family showed high amino acid sequence variability
suggesting a broad spectrum of targeted serine proteases.
Transcription levels of RMS-13, -15, -16 in SGs, or RMS-6, -
7, -9, -17 in both SGs and the midgut, suggested that they play
a role in the blood meal process, either in uptake or during
digestion (Rodriguez-Valle et al., 2015). Functionally, RMS-3
strongly inhibits chymotrypsin and elastase, but only weakly
trypsin and thrombin. RMS-15 is a strong thrombin inhibitor
and RMS-6 a chymotrypsin inhibitor. Finally while RMS-21 and
-22 are not secreted, they were detected in the midgut and SGs

suggesting a probable role in proteolysis activity during blood
digestion (Rodriguez-Valle et al., 2015). Among the previously
mentioned R. (B.) microplus BMTIs, the Kunitz inhibitors BmTi
A and BmTI D were also believed to play an important role in
feeding by inhibiting human prekallikrein (HuPK) implicated
in the coagulation cascade (Sasaki et al., 2004), thus facilitating
blood fluid uptake.

The serpin AamS6 was identified in the Amblyomma
americanum tick (Mulenga et al., 2013). Both AamS6 mRNA
and protein are strongly expressed in the SGs and midgut
in unfed ticks, as well as during the first 72 h of feeding,
before fading at 96 h, suggesting injection into the bite site
and a role in tick anchorage to the host (Chalaire et al.,
2011). As expected according to its serpin-like sequences, AamS6
interacted clearly and selectively with trypsin, chymotrypsin,
elastase, and chymase, but also surprisingly with papain-like
cysteine proteases, indicating that it is a cross-class protease
inhibitor (Mulenga et al., 2013). In addition, AamS6 seems to
transiently interact with fibrin-lysing plasmin. Despite only in
vitro data providing the proof for plasmin-AamSé interaction,
it was hypothesized that this inhibitor could sustain blood
flow to the tick feeding site and prevent clot formation
(Mulenga et al, 2013). In this series of experiments, AamS6
only delayed recalcification time (RCT, the time to plasma
clotting once calcium ions and blood-clotting co-factor(s) are
reintroduced to citrate plasma), and did not inhibit any of the
three coagulation pathways (extrinsic, intrinsic, and common,
Figure 3). Platelet aggregation inhibition was also reported,
that, when combined with previous results, bears out AamSé&s
involvement in inhibiting blood coagulation both in the midgut
and via saliva secretion (Mulenga et al., 2013). Later, an A.
americanum transcriptomic study identified a novel serpin,
AAS19, which has the most fully conserved RCL among the
ixodid ticks (Kim et al., 2015; Porter et al., 2015). The presence
of the tripeptide Arg-Gly-Asp which constitutes a “RGD” motif,
in the AAS19 sequence suggests a potential relationship between
integrin GPIIb-IITa and AAS19 during platelet aggregation
(Nurden, 2014). Additionally, as AAS19 is abundantly and
mostly expressed in the midgut at 96 h during feeding, it likely
ensures that host blood doesn’t clot during feeding (Porter et al.,
2015). AAS19 demonstrates inhibitory activity against plasmin,
FXa, and FXIa, and at a lower efficacy rate against FXlla,
Flla (activated thrombin), FIXa, and tryptase, demonstrating
its broad activity spectrum. In addition, the three coagulation
pathways have delayed clotting in the presence of AASI9,
likely due to weak thrombin inhibition. Altogether these results
support AAS19 involvement in blood digestion (Kim et al,
2015).

Finally, Ixophilin was identified as a Kunitz thrombin
inhibitor secreted in the midgut of I scapularis and which
shares homology with Hemalin and Boophilin (see below)
(Narasimhan et al., 2013). Ixophilin was preferentially expressed
in adult and nymphal midgut and was induced upon feeding,
consistent with a potential role in preventing blood clotting
in the midgut. In addition, Ixophilin mice immunization
experiments demonstrated that ixophilin was necessary for
efficient engorgement (Narasimhan et al., 2013).

Frontiers in Cellular and Infection Mi

10

58

May 2017 | Volume 7 | Article 199



Blisnick ef al. Tick Serine Protease Inhibitors

PK/HMWK
N[{l}ﬂgsk pathway / Extrinsic pathway
BmTLA Xl 7 Vil
Haemaphysalin ey Xila /& lx &
ir-CPI X1 g N Villa
Rhipilin-2 Xla e
DVKPI
r
IXa/Vllla
TAP BmAP
Amblyomin-X X Xa X RMS-15
AAS19 Boophilin
0. Savignyi tSP1 1 N :x‘in
H. 1 1 tSPI ris
H, dromaderi] tSPI B e M= ai\a Madanin 1 and 2
R. appendiculatus tSPI | Cat Chimadanin
| Prothrofbi : Ixes151
. Frothrombin Thrombin - xcSAH
i Americanin
| (1) < (na) Amblin
= Variegin
i Hyalomin1-4
o NTI-1 and NTI-2
z S Rhipilin-1
fibrinogen fibrin RHS-1 and RHS-2
Calcaratin
S Xllla-—Al Ornothodorin
ll clot Monabin

Common pathway

FIGURE 3 | Schematic overview of the three vertehrate hlood coagulation cascade pathways, with indicated tick serine protease inhibitors and their
targets. The intrinsic pathway is activated following a trauma and when blood comes into contact with subepithelial cells [contact phase with XII, Prekallikrein (PI),
and High Molkecular Weight Kininogen mokcules (HMWI]], which then results in successive activation of factors X, X, and IX. The IXa/Vllla complex then activates
transformation of factor Xinto factor Xa. The extrinsic pathway is initisted following contact between Tissue Factor (TF) from vessels and circulating factor VIl After
injury, they form a complex and catalyze the activation of factor Xintofactor Xa. Once activated by either pathway, factor Xa complexes with its cofactor Va to form the
pro-thrombinase complex, which can then convert prothrombin irto thrombin. Thrombin then transforms fibrinogen into fibrin to create a plug. Black amows represent
direct activation, dotted blue lines show positive thrombin feedback, red lines correspond to tSPI inhibition targets.

Tick Development, Oviposition, Egg Laying The RMS-3 serpin is expressed in the $Gs of semi-engorged
Tick oviposition and egg laying are essential aspects of the tick  females, but lower expression levels were also observed in the
life cycle determining tick population expansion. These processes  midgut and ovaries of R. (B.) microplus (Rodriguez-Valle et al.,
are regulated by many proteins, induding tSPIs (Figure2).  2012). In vifro feeding assays showed that both egg weight and
Inhibitors may be endogenous to certain organs and, for ovaries,  larval transformation rates were reduced in female ticks pre-
itappears that some proteins—induding tSPIs—can be captured  fed on anti-RMS-3 sheep serum, thus implicating RMS-3 in
from the midgut by receptor-mediated endocytosis followed by ~ reproduction and egg development (Rodriguez-Valle et al,, 2012).
incorporation into the eggs (Tufail and Takeda, 2009). An additional Kunitz serine protease inhibitor with trypsin
Several tSPIs named BmTIs, with a similar target spectrum  and kallikrein inhibitory activities named RmKK was recently
(trypsin, plasmin, and HuPK), have been discovered in the eggs  discovered in R. (B.) microplus eggs (Abreuet al,, 2014). Although
and larvae of R. (B.) microplus (Tanaka et al., 1999). However,  the native protein was obtained from eggs, the RmKK transcript
differing concentrations and inhibitor specificity changes have  was only detected in the midgut, suggesting possible midgut
been reported between egg and larval stages (Andreotti et al,  expression and subsequent transport to the ovaries and egg
2001; Sasaki et al, 2004). Andreotti et al. showed a 69.7 and  incorporation. Interestingly, kallikrein inhibitors were thought to
71.3% reduction in both engorged tick number and egg weight  protect against undesired egg proteolysis (Willadsen and Riding,
respectively when female ticks were fed on BmITs-immunized = 1950). Lastly, four other serpins were also recently implicated
cattle, confirming a crucial role for BmITs in egg production  in tick embryogenesis regulation or vitellogenesis: RMS-19 and
and development (Andreotti et al., 2002). BmTI-6, a Kunitz =~ RMS-20, which are expressed in all tissues and at all stages, RMS-
tSPI identified in ovaries, was also expressed in tick body fat 6 which is only detected in ovaries, and RMS-21 and -22 which
and demonstrated specific inhibitory activity against trypsin and  are only detected in eggs (Rodriguez-Valle et al., 2015).
trypsin-like proteases, such as plasmin (Sasaki and Tanaka, 2008). Studies on the dog tick Rhipicephalus sanguineus identified
As for other BmTIs, BmTI-6 is suspected to play a role in  a group of proteins belonging to the Kunitz/BPTI tSPI family,
controlling endogenous proteases in the egg and larval stages  called RsTIs in larval stages (Sant Anna Azzolini et al,, 2003).
(Andreotti et al., 2001; Sasaki et al., 2004). Three of which—RsTIQ2, RsTIQ7 and RsTIS5—inhibit trypsin,
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neutrophil elastase, and human plasmin. RsTIQ2, and to a lesser
extent RsTIQ7Z, also inhibit HuPK (Sant’Anna Azzolini et al.,
2003). Because RsTIs are similar in structure and inhibitory
activity to previously described tSPIs from R. (B.) microplus, a
similar role in egg production has been hypothesized.

A human follistatin-related-protein (FRP) homolog was also
identified in H. longicornis ticks, and is implicated in tick
oviposition (Zhou et al., 2006). This protein harbors three distinct
domains, a follistatin-like domain, a Kazal domain and two
EFh calcium-binding motifs. Polyclonal antibodies revealed FRP
presence in tick salivary glands, midgut, body fat, hemocytes,
and a strong expression in ovaries (Zhou et al., 2006). RNAi
experiments silencing FRP in adult rabbit-fed ticks as well as the
use of anti-FRP antibodies showed significant negative effects on
tick oviposition while no differences were observed in feeding
duration, engorgement weight, and survival (Zhou et al., 2006).

Finally, when the aforementioned A. americanum AAS19
gene was RNAI silenced, ticks imbibed much less blood and
presented curious body deformities compared to controls, likely
due to deficiencies in hemostasis regulation (Kim et al., 2016).
In addition, ticks that fed on rAAS19-immunized rabbits took
smaller blood meals and detached prematurely. Following a
second round of infestation on these rabbits, ticks also failed to
lay eggs, suggesting an important role for AASI9 in both tick
homeostasis and reproduction (Kim et al., 2016).

ROLES OF SERINE PROTEASE
INHIBITORS IN MODULATING
VERTEBRATE HOST RESPONSES

The long feeding period of ticks necessitates extended control
over the vertebrate host’s haemostasis and immunity. During this
feeding process, ticks alternatively inject saliva into and then
absorb fluids from the bite wound. To enable the feeding process
and avoid tick rejection, several salivary components are thought
to control host responses, including several tSPIs (Figure 2).

Anti-Hemostatic Effects of Tick Serine

Protease Inhibitors

Hemostasis in vertebrates is a tightly regulated process to avoid
blood leakage following injury (Aird, 2003). Many biochemical
mechanisms are involved in blood clot formation with a central
enzymatic cascade that can be activated by three different
pathways (Figure 3). When the vessel epithelium is damaged,
tissue factors (TF) expressed by epithelium cells initiate clot
cascades, leading to activation of extrinsic blood coagulation
pathways. Displaying TF triggers factor VII activation thus
forming TF/VIIa complexes which then activate central factor X.
The second intrinsic pathway is activated by contact factors—
XII, prekallikrein (PK) and high molecular weight kininogen
(HMWK)—that cause successive activation of intermediate
factors (factors XI, IX), and IXa/VIIla complex formation, which
also activates factor X. Thus intrinsic and extrinsic coagulation
pathways merge in order to activate Factor X to Xa. Then in
the “common pathway,” activated factor Xa interacts with its co-
factor Va and forms the pro-thrombinase complex. This complex

then processes pro-thrombin (factor II) into thrombin (factor
ITa) that converts fibrinogen into fibrin which then polymerizes
to constitute a clot. Ticks prevent clot formation in the host, in
the micro hematoma at the bite site, but also, in tick mouthparts
and midgut. They inject numerous proteins via their saliva into
the blood bowl, mostly tSPIs that affect serine proteases or their
zymogens (Factors II, VII, IX, X, XI, XII, and prekallikrein)
implicated in clot formation (Tatchell, 1969; Ribeiro et al,
1985). As anticoagulant factors, these inhibitors are essential in
allowing ticks to take their blood meal, and concomitantly ingest
and transmit pathogens. In addition, during the long feeding
period, the blood in the tick midgut is maintained in a fluid
state until repletion. To retain blood fluidity, anticoagulants are
secreted from the tick midgut epithelium to the midgut lumen.
Coagulation inhibitors secreted into the midgut mostly inhibit
thrombin whereas anticoagulants secreted from SGs mainly
inhibit FXa.

Extrinsic Pathway Tick Inhibitors
L scapularis was intensively studied in order to understand
tick saliva anticoagulant properties, leading to the discovery
of multiple anticoagulant molecules, the first being Ixolaris
from the SGs (Francischetti et al., 2002). This inhibitor,
similar to human hTFPI (tissue factor pathway inhibitor),
contains two Kunitz domains. Ixolaris, like hTFPI, either
blocks FVIIa/TF complex activity through direct interaction
with the active site, or sterically via the formation of a
tight complex [FVIIa/TF/Ixolaris/FX(a)], resulting in effective
extrinsic pathway inhibition (Francischetti et al., 2002). Ixolaris,
reaching high concentrations only in the feeding cavity in vivo,
behaves as a fast ligand of the FX and FXa heparin binding
exosite (HBE)—a site distinct from the FXa reactive site—
presumably via its second atypical Kunitz domain (Monteiro
et al., 2005). The prothrombinase complex could be resistant
to physiological concentrations of Ixolaris due to competition
with its prothrombin substrate, as reported for hTFPI (Mast and
Broze, 1996). Ixolaris’ mechanism of action was then proposed
to be competitive and concentration dependent (Monteiro
et al., 2005). Further analyses of an SG ¢cDNA library enabled
the discovery of another Kunitz domain protein implicated
in coagulation inhibition, Penthalaris (Francischetti et al,
2004). This inhibitor harbors five tandem Kunitz domains and
like Ixolaris, inhibits FVIIa/TF-induced FX activation at high
concentrations by binding to the HBE of both FX and FXa.
Finally, two Ornithodoros savignyi saliva anti-coagulants have
been identified: BSAP1 and BSAP2 (Ehebauer et al., 2002).
These proteins do not inhibit the intrinsic pathway, whereas
the extrinsic pathway appeared to have delayed clot formation.
Therefore, these proteins may only target TE as FVII does not
seem to be inhibited. It may be the first time a direct TE-
interacting protein has been reported, because until now the
majority of known extrinsic pathway inhibitors target other
factors forming complexes with TF.

Intrinsic Pathway Inhibitors
The Kunitz protein Ir-CPI was identified in L ricinus SGs
and binds to contact phase factors, FXII, FXI, and kallikrein
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(Decrem et al., 2009). In vitro experiments showed that Ir-
CPI considerably prolonged aPTT, without modifying the
extrinsic pathway, whereas experiments on both venous and
arterial thrombus formation in animal models showed that Ir-
CPI mainly inhibits clot propagation and thrombin generation
(Decrem et al., 2009). Like Ixolaris, Ir-CPI does not block
amidolytic activity of targeted proteases by binding to the
catalytic site as is usual for Kunitz-type inhibitors, but likely
acts by binding to an exosite, thereby preventing enzyme
activity with high affinity steric hindrance (Laskowski and Kato,
1980).

Among the BmTIs from R. (B.) microplus tick eggs and larvae,
BmTI-A strongly inhibits trypsin, hNE, plasmin and HuPK
(Tanaka et al., 1999). It was initially described with two Kunitz
domains, the first implicated in trypsin and HuPK inhibition and
the second inhibiting hNE (Tanaka et al., 1999; Guerrero et al.,
2005). Subsequently, a further five Kunitz-BPTI domains were
identified (Soares et al., 2016). BmTI-A transcripts are mainly
expressed in the tick midgut, and are weakly expressed in SGs
and ovaries (Tanaka et al., 1999). It is possible that the inhibitor
is transferred from ovaries to the larval stage where it could
be important for controlling blood coagulation, inflammation,
and angiogenesis during the larval feeding process, by inhibiting
plasma kallikrein, neutrophil elastase, and plasmin (Tanaka et al.,
1999; Soares et al., 2016).

Another Kunitz-type tSPI with a unique Kunitz
domain named Rhipilin-2 was identified in Rhipicephalus
hemaphysaloides, and is highly similar to members of the TFPI
mammalian protein family (Cao et al., 2013). Rhipilin-2 does
not prolong recalcification time in PT assays, but increases
coagulation time of citrated rabbit plasma in aPTT assays. It
inhibits approximately 60% of trypsin activity but does not
inhibit thrombin. Rhipilin-2 gene expression was only detected
in SGs and the midgut of fed ticks (Cao et al., 2013). One-day-fed
ticks presented the highest expression that gradually faded until
total engorgement, suggesting probable injection via saliva into
the host during feeding to restrict blood clotting at the wound
site (Cao et al., 2013).

Haemaphysalin, a Kunitz-type inhibitor from the hard tick
H. longicornis also inhibits intrinsic coagulation pathways by
blocking kallikrein-kinin system activation (Kato et al., 2005a,b).
Its acts via its two Kunitz domains, and does not affect the
amidolytic activities of intrinsic coagulation factors. Direct
binding assays demonstrated binding of the COOH-terminal
domain to both high molecular weight kininogen (HMWK) and
factor XII (Kato et al., 2005a,b). The COOH-terminal domain
may then inhibit factor XII and HMWK association on the cell
surface, and hence inhibits kallikrein-kinin system activation by
interfering with prekallikrein and factor XII reciprocal activation.
Zn** ions appear to be involved in interactions between
haemaphysalin and its targets, suggesting that these cations
induce conformational changes which enable haemaphysalin’s
inhibitory effect (Kato et al., 2005a,b).

Previously mentioned studies of DvKPI highlighted its ability
to inhibit the coagulation cascade as revealed by both delayed
aPTT assays and robust antitrypsin activity. Although DvKPI
expression was detected in both body fat and SGs, the highest

expression was in the midgut and which increased upon feeding,
demonstrating that its anticoagulant activity in the midgut is
essential (Ceraul et al., 2008).

FX(a) Factor Inhibitors

Tick anticoagulant protein TAP, the first tSPI to specifically
inhibit FX(a) factor was identified in the soft tick Ornithodoros
moubata as a Kunitz inhibitor (Waxman et al., 1990). Whereas
Kunitz inhibitors are generally highly basic, TAP is acidic,
and was classified as a slow, tight-binding inhibitor, because
it requires at least 15-min pre-incubation for maximal FX(a)
inhibition.

Amblyomin-X was initially discovered following SG
transcriptome sequencing of the Amblyomma cajennense
Cayenne tick (Batista et al, 2010). This protein harbors one
Kunitz-type domain, and is observed in monomeric, dimeric,
trimeric, and tetrameric conformations. Amblyomin-X inhibits
FXa in a non-competitive manner but also increases PT
and aPTT, suggesting an effect on prothrombin conversion
(Batista et al., 2010; Branco et al., 2016). Four hypotheses have
been proposed to explain the FXa inhibitory mechanism of
Amblyomin-X. Firstly, as Amblyomin-X shares amino acid
sequence similarities with TAP, it could bind FXA as a slow,
tight-binding inhibitor. The second is that the strongly negatively
charged COOH-terminal domain of Amblyomin-X could bind
to positively charged FXa exosites. Thirdly, an additional binding
of the Amblyomin-X NH,-terminus to the FXa active site could
exist. Lastly, Lys30 from the characteristic Kunitz domain loop
could bind to the FXa active site (Batista et al., 2010).

The aforementioned AAS19 serpin from A. americanum also
appears to be injected into the host during feeding, and enhances
feeding success by inhibiting trypsin-like proteases including Fxa,
hemostasis, and host immune-defenses (Kim et al., 2015, 2016).

Lastly, and despite not being fully characterized, several
other FX(a) inhibitors from different tick species have been
reported. Amongst these is an SG protein from the soft tick
O. savignyi, with an approximate 7 kDa molecular weight
and six cysteine residues suggesting a single Kunitz domain.
FXa inhibition appears specific, although thrombin was also
very weakly inhibited (Gaspar et al, 1996). In Hyalomma
truncatum, the bont-legged tick, several SG proteins inhibiting
both extrinsic and intrinsic coagulation pathways were detected
(Joubert et al., 1995). Of these, one 17 kDa nameless protein
possesses Factor Xa inhibitory activity and was only identified
in females pre-fed for 5-7 days, suggesting involvement in
tick feeding process. This FXa inhibition appeared to be non-
competitive, in contrast to TAP from O. moubata, but similar
to another 15 kDa tSPI identified in nymphs of the camel
tick, Hyalomma dromedarii. This last tSPI totally inhibits FXa
but only partially inhibits thrombin activity (30% inhibition).
Extremely efficient FXa inhibition could be explained by the
presence of two binding sites on the inhibitor (Ibrahim et al.,
2001b). Finally, a 65 kDa FXa inhibitor from R. appendiculatus
was also isolated from SG extracts (Limo et al., 1991). No
complexes between FXa and this inhibitor were identified,
and it was established that inhibition may occur via exosite

binding.
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Thrombin Inhibitors
Crude saliva of R. (B.) micropluswas initially investigated because
of its effective bovine plasma coagulation inhibiting properties,
and subsequently several thrombin inhibitors were identified.
BmAP was described as a non-tight binding thrombin inhibitor,
possibly dimerized, and which interacts with both thrombin
active sites and subsites (Horn et al., 2000). Two microphilin
isoforms were then discovered, and which are the smallest non-
tight binding thrombin inhibitors identified thus far (Ciprandi
et al., 2006). Microphilin only interacts with thrombin at exosite
I, the crucial site for both fibrinogen and platelet thrombin
receptor interactions. BmGTI, from the R. (B.) microplus midgut,
was reported to inhibit fibrinogen cleavage by thrombin (Ricci
et al., 2007), via interaction with thrombin’s positively charged
exosite I (Monteiro, 2005). The serpin RMS-15 was identified
as the highest affinity thrombin inhibitor (Rodriguez-Valle et al.,
2015; Xu et al,, 2016). RCT assays showed that plasma clotting
time is delayed in the presence of RMS-15, in a dose-dependent
manner. The elevated RMS-15 IgG titres found in bovine sera
after prolonged exposure to tick infestation, and the presence of
RMS-15 transcript in $Gs and midgut (Rodriguez-Valle et al.,
2015), suggest a likely secretion of this serpin into the tick-
feeding site, which then acts on host coagulation (Xu et al,
2016). Lastly, a Kunitz-type serine-protease inhibitor harboring
two Kunitz domains was isolated from the tick midgut and
named Boophilin (Macedo-Ribeiro et al., 2008). Boophilin
greatly increases TT (Assumpgio et al., 2016), significantly affects
PT, and increases aPTT, albeit weakly (Macedo-Ribeiro et al.,
2008). Boophilin displayed partial effects on plasma kallikrein
and weak inhibitory effects on FVIIa, showing probable, but
limited, implication in both extrinsic and intrinsic pathways. In
addition, boophilin can block amidolytic activity of other trypsin-
like serine proteases, most notably trypsin and plasmin (Macedo-
Ribeiro et al., 2008). Boophilin is a strong thrombin inhibitor
forming a stable thrombin/boophilin complex in a non-canonical
manner (Macedo-Ribeiro et al., 2008). The proximal interaction
between boophilin and meizothrombin (MzT) suggests that
boophilin may not only target circulating thrombin but also the
MzT intermediate. When boophilin and MzT are complexed, the
boophilin NH; terminus remains effectively available and able to
bind proximal coagulation factors including FXa.

At the end of the nineteenth century it was demonstrated that
L ricinus saliva also contains anticoagulant molecules (Sabbatini,
1899). Ixin, a specific thrombin inhibitor, was isolated from
adult saliva in 1991 (Hoffmann et al., 1991), and the serpin
Iris—for “L ricinus immunosuppressor”—was identified in 2002
(Leboulle et al., 2002b). Iris expression is induced in SGs while
ticks feed, peaking at day four, coinciding with the period
when the I ricinus female ingests the most amount of blood.
Iris demonstrates dose-dependent FXa inhibition and inhibits
close to 30% of thrombin. Its inhibitory activity arises from the
RCL domain where the P1 residue plays a key role, which was
confirmed with Iris structural model interactions (Prevot, 2006).
Iris hampers fibrinolysis by inhibiting both tissue plasminogen
activator (t-PA) and elastase released by leukocytes. It also acts as
a hypo-fibrinolytic factor by targeting serine proteases, especially
elastase-like proteins, and appears to prevent platelet adhesion

via a mechanism independent of its enzyme inhibitory activity
(Prevot, 2006). However, even if Iris inhibits several serine
proteases in coagulation pathways, it does not appear to be a
powerful anticoagulant (Prevot, 2006).

Madanin 1 and 2 have also been identified from SGs of
H. longicornis, as inhibiting both the intrinsic and extrinsic
coagulation pathways (Iwanaga et al., 2003). Madanin proteins
do not exhibit any sequence similarities with any other previously
identified proteins, do harbor a signal peptide sequence, and
interact with thrombin, but not with factor Xa (Iwanaga
et al, 2003). Thrombin inhibition by madanins probably
involves competitive binding to thrombin’s fibrinogen-binding
site (anion-binding exosite 1), and not via binding to the active
site. They inhibit blood coagulation at an early stage by inhibiting
thrombin activation of factors V and VIII, and thus likely
contribute considerably to tick blood feeding success (Iwanaga
et al., 2003). Another thrombin inhibitor named Chimadanin
was identified in H. longicornis SGs with very weak expression. [t
was also detected in the hemolymph during nymphal and adult
stages from the third day of blood feeding and declines until
extinction on the 6th day (Nakajima et al., 2006). Lastly, Hemalin
with two Kunitz domains, was identified in larval, nymphal, and
adult stages, and exhibited highest expression levels during the
rapid blood meal sucking period during all tick life stages (Liao
et al., 2009). In addition to its role as a thrombin inhibitor,
Hemalin also inhibits trypsin activity. Initially discovered in the
midgut, Hemalin is also expressed in major tissues of the female
tick including SGs, ovaries, hemolymph, and body fat.

In 2014, Ibelli et al. reported the presence of a new tSPI from I
scapularis saliva belonging to the serpin family, IxcS-1E1 (Ibelli
et al., 2014). IxcS-1E1 transcript was detected both in SGs and
in the midgut of ticks with a dichotomous temporal expression
pattern. In SGs, expression is up-regulated from the 24 first
hours of feeding, while midgut expression was down-regulated in
response to feeding activity (Ibelli et al., 2014). During feeding,
IxcS-1E1 is injected into the host and likely prevents platelet
aggregation, as it extends clotting time both in aPTT and PT in
vitro assays. It inhibits thrombin and trypsin activities by forming
stable complexes, and also probably inhibits cathepsin G and
factor Xa enzymatic activities. Therefore IxcS-1E1 appears to be
one of the most important I scapularis saliva proteins mediating
tick evasion from the host’s hemostatic defense system (Ibelli
et al., 2014).

In the Amblyomma genus, the Americanin protein was
isolated from the SGs of A. americanum, and was shown to be a
slow reversible tight-binding-type thrombin inhibitor (Zhu et al.,
1997). Similar to Ixolaris and boophilin, Amblin was isolated
from the synganglia of engorged A. hebracum females, from
where the protein is exported into the hemolymph where it
can also be detected (Lai et al., 2004). Without a signal peptide
and composed of two Kunitz-like domains, amblin specifically
inhibits the thrombin enzyme via an unknown inhibitory
mechanism. Crude SG extracts from A. variegatum, the tropical
bont tick, also exhibited potent anticoagulant activity in the three
TT, PT, and aPTT coagulation assays, thus inhibiting at least one
factor implicated in the two coagulation pathways (Koh et al.,
2007). The TT assay demonstrated the most significant results,
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indicating that the major targeted factor is thrombin. Variegin
was then identified as a protein without any similarities to other
tSPIs (Kazimirova et al., 2002). Nevertheless, its NH,-terminal
sequence appears to be a fast competitive tight-binding inhibitor
of thrombin. Following HPLC purification, another inhibitor
with anti-thrombin effects on human blood platelets and with
hirudin-like activity, was also identified from the saliva of A.
variegatum, but has not been further characterized (Kazimirova
et al., 2002).

Hard tick Hyalomma marginatum rufipes SG transcriptome
investigations unearthed four peptide-encoding sequences,
named hyalomins-1-4, that showed weak similarity to madanin
1 and 2 from H. longicornis (Francischetti et al.,, 2011). The
central core of these polypeptides contains a weakly conserved
acidic region that forms a putative serine protease cleavage site.
Hyalomin-1 appears to be a specific thrombin inhibitor and
noncompetitively binds to its active site, as well as an exosite I,
thus significantly extending fibrin clot formation time in whole
plasma (Jablonka et al., 2015). It also blocks thrombin activation
of coagulation factor XI and factor V. In addition, hyalomin-
1 also impedes platelet aggregation by inhibiting thrombin
activation of platelet proteinase activated receptor (PAR).

Two thrombin inhibitors from H. dromedarii nymphs were
also described and named NTI-1 and NTI-2 (Ibrahim et al.,
2001a). Inhibition assays revealed that N'TI-1 inhibits 13% of
FXa activity and 65% of thrombin activity, whereas NTI-2
inhibits 100% of FXa activity and 58% of thrombin activity, but
with higher affinity for this enzyme than NTI-1. In addition,
thrombin inhibition by NTI-1 and NTI-2 is non-competitive and
competitive, respectively.

Rhipilin-1, identified in the hard tick Rhipicephalus
haemaphysaloides, shares a similar conformation—a unique
Kunitz domain—with other thrombin inhibitors such as
boophillin, amblin, and hemalin (Gao et al., 2011). The protein,
tested on rabbit citrated plasma, has the capacity to extend
both RCT and aPTT in a dose-dependent manner. Both tick
attachment and engorgement processes require rhipilin-1
expression, which is consistent with specific gene expression only
in fed ticks (Gao et al., 2011). Two other thrombin inhibiting
serpins were also identified in this tick species, serpin-1 (RHS-1)
and serpin-2 (RHS-2) (Yu et al., 2013). They share similarities
with other tSPIs described in this review including: RHS-1
with lopsins 1 and 2; and RHS-2 with lopsin 7 and RAS-2.
Functional characterization indicated that RHS-1 is expressed
in SGs of fed ticks and secreted at the tick-host interface during
feeding, whereas RHS-2 is only expressed in fed tick midgut
(Yu et al., 2013). Inhibition assays showed that both RHS-1 and
RHS-2 mostly inhibit chymotrypsin but they also have thrombin
inhibitory activity, with maximum inhibition rates of 65.5 and
20%, respectively (Yu et al., 2013). For both, weak FXa inhibition
was observed, and neither trypsin nor elastase was inhibited.
Anticoagulation assays revealed that aPTT was prolonged in
the presence of RHS-1 but not RHS-2. RNAI assays implicated
both proteins in tick attachment and engorgement rates, but not
in repletion time or average body weight, confirming the role
of RHS-1 and RHS-2 in tick blood feeding by blocking blood
coagulation (Yu et al., 2013).

Calcaratin was identified from Rhipicephalus (Boophilus)
calcaratus and was able to delay coagulation time in all tests
(aPTT, TT, and FCT), via an unknown thrombin inhibition
mechanism (Motoyashiki et al., 2003).

Concerning soft ticks, ornithodorin was described from O.
moubata as a thrombin inhibitor harboring two Kunitz domains
(van de Locht et al., 1996). Interactions with thrombin implicate
its active and exosite: the NH,-terminal domain appears to
be responsible for the majority of thrombin interaction with
two van-der-Waals contacts and hydrogen bonds, whereas the
COOH-terminal domain has mostly electrostatic interactions
with thrombin (Klingler and Friedrich, 1997). An ornithodorin
ortholog was identified in O. savignyi SGs, named savignin (Mans
et al., 2002). Its NH;-terminal region seems to be implicated in
binding to the thrombin active site, whereas the COOH-terminal
domain helix binds to the fibrinogen-recognition exosite domain.
Savignin was then described as a slow competitive tight-binding
inhibitor that binds to thrombin’s fibrinogen-binding exosite
for inhibition. It carries a signal peptide substantiating likely
secretion during blood feeding (Mans et al., 2002). Lastly, the
monobin, a slow specific tight-binding thrombin inhibitor, and
an ornithodorin and savignin ortholog belonging to the Kunitz
family, was also identified in Argas monolakensis (Mans et al.,
2008). These three tSPIs harbor a non-canonical mechanism of
action as inhibition results when their NH; -terminal residues are
inserted into the enzyme active site instead of their active Kunitz
loops (van de Locht et al., 1996).

Lastly, studies on salivary gland extracts from Ixodes
holocyclus, the Australian paralysis tick, showed that thrombin
was the main enzyme targeted by salivary anticoagulant
molecules, with an uncharacterized mechanism (Anastopoulos
etal., 1991).

Vertebrate Host-Immune Modulation by

Tick Serine Protease Inhibitors

Because ticks are blood-feeding arthropods requiring hours
to weeks to complete their blood meal, they have developed
several mechanisms to evade host rejection during this long
feeding period (Ribeiro, 1995 Francischetti et al, 2009
Kazimirova and Stibraniova, 2013; Kotal et al., 2015). Their
saliva injected into the wound site carries many components
able to manipulate vertebrate host responses, including anti-
inflammatory compounds as well as immunomodulators acting
on both innate and acquired immunity, and among which are
included several tSPIs.

In A. americanum, the aforementioned anticoagulants AamS6
and AAS19 can also target plasmin, known for its role in
pro-inflammatory cytokine release, monocyte and dendritic cell
chemotaxis, neutrophil attraction, tissue remodeling, and wound
healing, suggesting involvement in the regulation of monocyte,
macrophage, and dendritic cell functions, and in inflammatory
responses (Syrovets et al, 2012). In addition, 17 different
serpins called lopsins (L1-L17) were found to be expressed in
various organs such as SGs, midguts, ovaries, and the carcasses
of partially fed A. americanum ticks (Mulenga et al., 2007).
Sequence analysis revealed the presence of glycosaminoglycan
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binding sites on all lopsins, similar to several other proteins
involved in the modulation of blood coagulation, inflammatory
responses, or immune cell migration (Munoz and Linhardt,
2004). However, further investigations are required to identify
their inhibitory targets and to decrypt mechanisms governing
lopsins’ likely immunomodulatory activities.

Iris from L ricinus is also a powerful immunosuppressive
molecule (Leboulle et al., 2002a). It is secreted at the tick-bite site
and strongly inhibits elastase-like proteases (leukocyte elastase
and pancreatic elastase) with rapid kinetics, thus repressing
host inflammation (Prevot, 2006). Iris regulates innate immune
mechanisms by suppressing T lymphocyte proliferation and
inducing Th2-type immune responses with increased IL-4 and
by inhibiting typical Thl molecule production (IL2, IFN-y)
(Leboulle et al., 2002a). IRS-2, another serpin exhibiting specific
anti-chymotrypsin activity, was identified from L ricinus SGs
(Chmelar et al, 2011). In SGs, IRS-2 is highly expressed at
2 days with maximum expression 6 days after attachment,
suggesting a role in the early stage of feeding. IRS-2 inhibits both
tissue swelling and neutrophil migration into inflamed tissue,
modulates T cell differentiation, and decreases IL-6 production
at both protein and mRNA levels in spleen dendritic cells
activated by B. burgdorferi (Chmelar et al., 2011). In addition,
by decreasing STAT-3 signaling molecule phosphorylation, IRS-2
impairs Th17 cell development (Pélenikovd et al., 2015). IRS-
2 is also the only known serpin that targets both cathepsin G
and chymase. Both of these proteases are secreted following
neutrophil (cathepsin G) and mast cell (chymase) activation,
and are involved in a huge range of physiological processes
associated with the acute inflammatory response, particularly
in crosstalk between neutrophils and platelets (Zarbock et al.,
2007). IRS-2 also affects thrombin-induced platelet aggregation,
thus likely playing multiple roles in inflammation and hemostasis
particularly through the modulation of PAR activation (Chmelar
et al,, 2011).

The serpin Ipis-1, which shares 95.5% sequence identity with
Iris, was isolated from SGs of fed Ixodes persulcatus and may
be associated with immunomodulatory effects on both innate
and acquired immune responses (Toyomane et al., 2016). Ipis-
1 may directly interact with and inhibit T cells and CD14"
cells (mainly macrophages, neutrophils, and dendritic cells), with
an as yet unidentified inhibitory mechanism. Similarly, Ipis-1
affects cytokine and chemokine activity via currently unknown
mechanisms (Toyomane et al., 2016).

Based on previous I scapularis sialome exploration (Ribeiro
et al., 2006), a salivary Kunitz inhibitor with unusual structure
was characterized and named tryptogalinin (Dai et al., 2012;
Valdés et al., 2013). Tryptogalinin has a broad spectrum
(potentially explained by the presence of three intrinsic
disordered regions) and a high affinity for serine proteases
playing an important role in inflammation and host immune
responses (Heutinck et al., 2010). In fact, tryptogalinin inhibits
trypsin, o-chymotrypsin, plasmin, matriptase, elastase, and
especially human skin p tryptase found in mast cells (Valdés et al.,
2013). Mast cell f-tryptase has a key role in host-inflammatory
responses by stimulating chemoattractant release, such as IL-
8, and by inducing IL-1f mRNA expression (Caughey, 2007).

Tryptogalinin causes excitation of sensory neurons and has
anti-inflammatory activity by repressing tryptase-PAR type 2
activation which normally mobilizes intracellular calcium stores
to increase intracellular Ca>t concentrations (Payne and Kam,
2004).

The glycosylated Kunitz inhibitor, TdPI (tick-derived
protease inhibitor), was isolated from SGs of R. appendiculatus
adult females (Paesen et al., 2007). TdPI is only expressed
during the four first hours of feeding and manipulates host-
immune defenses during the tick feeding process. TdPI potently
inhibits trypsin and moderately affects human plasmin and
human tryptase activity (Paesen et al., 2007). Mast cells and
eosinophils initiate and/or amplify inflammation at the tick
feeding site, mostly via the production and degranulation of
several pro-inflammatory molecules such as histamine and
tryptase. Accordingly, TdPI transcription coincides with that
of RaHBPs (R. appendiculatus Histamine-Binding Proteins)
known to sequester histamine in ticks (Paesen et al., 1999),
thus highlighting a probable role for TdPI as a human tryptase
inhibitor via complex formation (Paesen et al., 2007). In addition,
TdPI may bind to tryptase inside mast cells, and may suppress its
autocatalytic activation step (Sakai et al., 1996).

In R. (B.) microplus, BmSI 7 inhibitor regulates bovine
neutrophil elastase pro-inflammation activity, due to its strong
elastase inhibitory activity. Thus by reducing inflammation
and/or avoiding tick tissue degradation, it enables the tick to
thwart the host immune system (Sasaki et al., 2008). Similarly,
RMS-3 is likely secreted into tick saliva during feeding, and
carries a B-Lymphocyte epitope, highlighting a probable role
in host-immune response modulation (Rodriguez-Valle et al.,
2012). Finally, 12 further proteins have been extracted from R.
(B.) microplus larvae, initially BmTT A-F, then BmTI 1-7, among
which only BmTI 2 and BmTT 3 were further characterized as
follows (Sasaki et al., 2004). Both BmTIs were classified into the
BPTI-Kunitz family as they are suspected to have two Kunitz
domains. Both inhibit trypsin and hNE, BmTI 2 demonstrating
greater trypsin inhibition, and BmT1 3 stronger hNE inhibition,
suggesting a role inhibiting the host’s inflammatory response
(Sasaki et al., 2004).

Host Angiogenesis and Apoptosis

Induction

While ticks are biting, they must control and limit wound
neovascularization and cell proliferation responses to enable
blood meal uptake. Thus, they inject salivary proteins to favor
apoptosis and slow down neovascularization as reported for I
scapularis (Francischetti et al., 2005a), and interestingly, tSPIs
have also been implicated in this role.

Significant similarities are shared between BmCI from R.(B.)
microplus (Lima et al., 2010) and dendrotoxins. Dendrotoxins
are non-inhibitory Kunitz proteins able to block different ion
channels (Nat, K+, Cat) involved in both cell proliferation
(Lang etal.,2005) and apoptosis (Nutt et al., 2002). BmCI appears
to be highly cytotoxic and causes fibroblast cell death via pro-
apoptotic activity, without affecting cell cycle integrity, likely by
Ca™ channel activity regulation (Lima et al., 2010).
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Haemangin was identified as a salivary Kunitz inhibitor
from H. lonigicornis carrying one single Kunitz domain,
which is up-regulated during blood feeding (Islam et al.,
2009). It strongly inhibits trypsin and chymotrypsin, pootly
inhibits elastase, and is able to efficiently stimulate degradation
of both heavy and light plasmin chains during fibrinolysis,
therefore strongly supporting plasmin-dependent fibrinolysis
inhibition (Islam et al, 2009). Haemangin also inhibits
chick aortic explant angiogenesis; human umbilical vein
endothelial cell (HUVEC) differentiation, proliferation, and
tube formation; and chick ChorioAlantoic Membrane (CAMs)
neovascularization, demonstrating that it can impede with
both pre-existing vessel angiogenesis and neovascularization
(Islam et al, 2009). Haemangin also significantly induces
apoptosis in HUVECs (Nagata, 2000), and affects wound
healing in an artificially wounded HUVEC monolayer (Islam
et al, 2009). Anti-haemangin RNAI experiments showed that
ticks completely failed to make blood pools by 72h and
achieved significantly diminished engorgement by 144 h, while
control ticks become engorged by 120h, with the simultaneous
increase of neovascularization in knockdown ticks (Islam
et al, 2009). High-throughput studies also indicated that
Haemangin can utilize multiple intracellular signaling pathways
to negatively regulate angiogenesis, and angiogenesis-dependent
wound healing (Islam et al., 2009). Interestingly, it was noticed
that soft ticks—which are fast blood-feeders compared to
hard tick—lack Haemangin homologs, thereby highlighting the
importance of these molecules during the long blood feeding
processes of hard ticks (Francischetti et al., 2005a).

BmTI-A from R. (B.) microplus also strongly inhibits
neovascularization, and prevents new vessel formation in vitro
by inhibiting plasma kallikrein, plasmin, and elastase (Soares
et al., 2016). In addition, BmTI-A inhibits endothelial cell
viability and proliferation through kallikrein inhibition (Lang
et al., 2005), leading to an absence of bradykinin release, which
normally stimulates cell growth and survival (Andoh et al., 2010).
The inhibition of plasma kallikrein and plasmin by BmTI-A
prevents angiogenic growth factor release during tick infestation,
thereby averting cell adhesion mechanisms (Soares et al., 2016).
Neutrophil elastase degrades a broad spectrum of extracellular
matrix and cell surface proteins, and the release of growth factors
such as TGF-B, PDGE and VEGE induces cell proliferation and
migration. By inhibiting neutrophil elastase, BmTI-A could also
inhibit angiogenesis (Wada et al., 2007). BmTI-A is also believed
to have an inhibitory action on both vessel formation and wound
healing, thus enabling R. (B.) microplus to continue feeding
(Soares et al., 2012).

Finally, the anticoagulant Amblyomin-X from A. cajennense
can also act as a proteasome inhibitor (Chudzinski-Tavassi
etal., 2010). Amblyomin-X demonstrates cytotoxicity in different
tumor cells lines, but not in healthy human fibroblast cells
(Chudzinski-Tavassi et al., 2010; Morais et al, 2016). In
human tumor cells, Amblyomin-X alters the expression of
several genes related to the cell cycle (related to the G0/G1
phase, as supported by observed G0/G1 alterations), causes
endoplasmic reticulum stress marker accumulation, slightly
modulates intracellular calcium concentration [Ca2t], causes

mitochondrial dysfunction, cytochrome C release, poly (ADP-
ribose) polymerase (PARP) cleavage, and activates the caspase
cascade (Chudzinski-Tavassi et al., 2010; Morais et al., 2016).
Additional in vitro assays on endothelial cells showed that
Amblyomin-X delays the cell cycle, inhibits cell proliferation
and adhesion, tube formation, and membrane expression of
the platelet-endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-
1) (Drewes et al., 2012). In vivo, Amblyomin-X reduces
tumoral mass in a murine melanoma model, decreases the
number of metastatic events (Chudzinski-Tavassi et al., 2010),
and also inhibits VEGF-A-induced angiogenesis in the dorsal
subcutaneous tissue in mice (Drewes et al., 2012). Similar effects
were observed in chicken chorioallantoic membrane (CAM).
These investigations confirm the anti-tumorigenic and anti-
angiogenic properties of Amblyomin-X.

SERINE PROTEASE INHIBITORS
INVOLVED IN TICK-BORNE PATHOGEN
DEVELOPMENT AND TRANSMISSION

During tick feeding, all the above-mentioned molecules
modulating host immune responses and homeostasis create
an environment conducive to pathogen transmission and host
infection (Brossard and Wikel, 2004; Nuttall and Labuda, 2004;
Ramamoorthi et al., 2005; Wikel, 2013). Several tick molecules
directly implicated in pathogen transmission have also been
identified. They either facilitate pathogen development in the
tick vector, or enhance pathogen transmission to the vertebrate
host (Liu and Bonnet, 2014). Among them, a few tSPIs have
been shown to affect pathogen development and/or transmission
(Figure 2, Table 2) but, in all cases, the precise mechanisms
involved remain unknown.

Two-dimensional electrophoresis of total proteins from fully
engorged R. (B.) microplus adults revealed BmTI-A up-regulation
in B. bovis-infected ticks. This differential expression suggests a
putative role for this protein in the tick’s immune system, to either
limit the potentially detrimental proliferation of the parasite in
the vector, or as a molecule required for parasite development
and/or colonization of tick tissues (Rachinsky et al., 2007). It
is noticeable that the expression of BmTI-A in tick ovaries is
coherent with the vertically transmission that occurs for this
parasite from the female to the next generation.

DvKPI from D. variabilis reduces burden of the obligate
intracellular bacteria R. montanensis at 24h post-infection in
L1929 mouse fibroblasts in vitro (Ceraul et al., 2008), and
associations between the inhibitor and the bacteria have been
reported, thus it was hypothesized that bacteria may express
trypsin-like proteases on their outer surface (Ceraul et al.,
2011). Alternatively, DvKPI may be implicated in recruiting host
factors, such as plasminogen activation system factors facilitating
midgut epithelium transmigration, as has been demonstrated for
B. burgdorferi (Coleman et al., 1997). Therefore DvKPI might
be involved in both the tick immune system and in Rickettsia
development (Walker et al., 1984).

In L ricinus, a comparison of Bartonella henselae-infected or
non-infected SG transcriptomes led to the discovery of I1rSPI
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(Ixodes ricinus serine protease inhibitor), a Kunitz inhibitor
with the highest expression following bacterial infection (Liu
et al., 2014). It was demonstrated that B. henselae, a facultative
intracellular bacterium responsible for cat-scratch disease, can
be transmitted by L ricinus through the injection of saliva
(Cotté et al., 2008). RNAI experiments showed that when IrSPI
expression was significantly knocked down, both the weight
of engorged ticks and B. henselae SG load were significantly
decreased, suggesting IrSPI involvement in blood feeding, as well
as in SG bacterial development (Liu et al., 2014).

Lastly, Lyme disease caused by bacteria from the Borrelia
genus is unquestionably the predominant concern for the
Northern latitude (Dantas-Torres et al, 2012) and several
studies concern their transmission by tick from the Ixodes
genus. Ixophilin-immunized mouse assays showed that despite
no effects on Borrelia burgdorferi burden in L scapularis tick
midgut, significantly increased B. burgdorferi burden in the
skin, heart, and bladder of immunized mice was observed,
suggesting a probable role in B. burgdorferi transmission to
and/or development in the host (Narasimhan et al., 2013).

APPLICATIONS IN TICK CONTROL

To date, acaricides are mainly used to control ticks. But their
use has several detrimental effects, including a negative impact
on the environment and non-targeted species, as well as an
associated rise in resistant tick strains. Thus new effective control
measures are urgently required, such as anti-tick vaccines.
Vaccines that target important molecules implicated in tick
feeding processes and physiology could decrease tick populations
and limit transmission of a vast number of pathogens. This
is the manner in which the only two commercially-available
anti-tick vaccines—based on an R. (B.) microplus midgut
protein—are believed to function (Kemp et al., 1989). By
targeting tick molecules implicated in pathogen establishment,
development and transmission, vaccines could also completely
impair pathogen transmission.

Several tSPIs have been investigated as possible targets to
create anti-tick vaccines. First, a combination of RAS-1 and -2
R. appendiculatus serpins was tested on cattle (Imamura et al.,
2006). Results showed that the cumulative number of engorged
nymphs and adults fed on vaccinated cattle was significantly
lower compared to controls, tick mortality rates were significantly
higher, and eggs masses from females were lower. But for ticks
that did feed, feeding duration as well as engorgement weight did
not differ between the two tick groups.

BmTIs from R. (B.) microplus have also been used in cattle
immunization assays. A reduction in the total number of
engorged ticks was observed (72.8%), as well as reduced engorged
female weight in vaccinated animals comparing to controls
(Andreotti et al., 2002).

The Serpin-1 (HLS-1) from H. longicornis was also evaluated
as a vaccine candidate against tick infestation (Sugino et al.,
2003). No differences in feeding duration or engorgement
weight between vaccinated rabbits and controls groups were
observed, but a significant increase in tick mortality rates was
reported for ticks fed on vaccinated animals. As rabbit anti-
tick immunity compromised tick physiology of both nymphs

and adults, these promising results support HLS-1 as a vaccine
cocktail component, along with other previously characterized
antigens (Mulenga et al., 1999; Tsuda et al., 2001).

Another trypsin inhibitor from R. (B). microplus was recently
identified due to its homology with BmTI. Named RmLTI—for R.
(B.) microplus larval trypsin inhibitor—it belongs to the Kunitz
inhibitor family (Guerrero et al., 2005; Andreotti et al., 2012).
RmLTT’s role is completely unknown, but due to encouraging
results reported for BmTIs, RmLTT’s potential as a vaccine antigen
was also tested in cattle. Vaccination with recombinant RmLTI
showed that the average weight of engorged ticks was significantly
lower after feeding on vaccinated cattle for up to 9 days after
vaccination, but then remained equivalent from days 9-13,
probably due to declining antibody levels (Andreottiet al., 2012).
However, ticks detaching from RmLTI-immunized cattle still
appeared to be affected at day 13, and while no differences were
observed in egg laying, significant effects were observed on egg
viability, eclosion rate, as well as larval hatchability (Andreotti
etal., 2012).

CONCLUSION

The goal of this review was to comprehensively describe the
varied roles of tSPIs in both tick physiology and vertebrate host
response modulation following tick bite, emphasizing their vital
roles in tick-host-pathogen interactions. tSPIs are thus involved
in essential processes such as tick’s innate immune system and
hemolymph clotting. In addition, some tSPIs expressed in ovaries
and eggs are essential for tick development, oviposition and egg
laying. Some ovary-expressed inhibitors are also utilized by eggs
to avoid self-proteolysis and protection against foreign micro-
organisms. Ticks have been obligatory blood feeding arthropods
for more than 90 million years, as such, they've developed
and adapted appropriate molecules to facilitate their extremely
efficient feeding processes. Several tSPIs are implicated in blood
uptake and digestion in the tick midgut, SGs, and at the wound
feeding pool on the host. In addition to immunomodulation and
angiogenesis suppression, most tSPIs inhibit blood coagulation,
often via FXa and thrombin targeting, enabling effective blood
intake. Some tSPIs have also been reported to be involved
in direct pathogen establishment and/or transmission, and
also by creating opportune conditions to facilitate pathogen
transmission from ticks to hosts. Such a wide spectrum of actions
ensures that tSPIs are attractive and promising target candidates
in anti-tick vaccine strategies to block tick feeding and/or TBP
transmission.
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2.0rigine du projet de these et résultats antérieurs

Comme présenté¢ dans l'introduction de ce mémoire, il est a I’heure actuelle urgent de
développer de nouvelles stratégies de lutte contre les tiques qui soient a la fois efficaces,
respectueuses de I’environnement et qui n’atteignent pas les espéces non ciblées. La découverte
de ces nouvelles stratégies nécessite d’étudier et de comprendre les interactions qui existent
entre les tiques, leurs hétes vertébrés, et les agents pathogenes transmis. Le laboratoire ou ce
travail de theése a été effectué s’attache tout particulierement a comprendre les mécanismes
moléculaires qui régissent ces interactions. Pour ce faire, le laboratoire posséde un élevage de
tiques I. ricinus et a initié un travail basé sur le modele de transmission des bactéries Bartonella
sp. par cette espéce de tique. Suite a la validation de la transmission de B. henselae et B. birtlesii
par 1. ricinus [31, 32], un travail de thése a été realisé par XY. Liu dans le but d’identifier des
genes de la tique dont le produit serait impliqué dans la transmission bactérienne [232, 233].
Pour ce faire, des larves « pathogen-free » puis les nymphes issues de ces larves ont été
infectées par gorgement artificiel par B.henselae quand des lots contrdles ont été gorgés sur du
sang non-infecté [234]. Aprés transformation, les adultes ont été pré-gorgées pendant 4 jours
sur du sang sain. Les transcriptomes des glandes salivaires des femelles ont alors été séquencés
par des techniques a haut débit afin d’identifier les geénes différentiellement exprimés entre

glandes salivaires de tiques infectées par B. henselae et de tiques non-infectées.

I1 faut noter qu’a ce jour le génome d’l. ricinus n’est pas séquencé et que le seul génome
de tique disponible est celui de sa « cousine » américaine, |. scapularis. Bien que cette espece
de tique soit proche de I. ricinus, de nombreuses différences existent sur le plan génétique.
Aussi, il a été nécessaire de réaliser dans un premier temps, par séquencage 454, une banque de
référence de 1’ensemble des transcrits des glandes salivaires de la tique (24539 isotigs).
L’abondance des transcrits a été ensuite comparée entre les échantillons infectés et non infectés
par la technologie Illumina. Suite a I’infection, 5,6% des génes d’l. ricinus présentaient une
expression qui était modulée (829 transcrits sur-exprimés et 517 sous-exprimés, Tableau 2).
Parmi les genes sous-exprimés en présence de B. henselae ont été identifiés des genes codant
des protéines anti complément, des défensines, des inhibiteurs de sérine protéases de la famille
des BPTI/Kunitz, des « Collagen-Like Salivary secreted Peptides » (CSLP), des protéines de
choc thermique (HSP), des micropulsines, des « Tick Histamine Binding Proteins » (THBPS),

des protéines de la famille de Salp15, et enfin des Métalloprotéases. A ’opposé, d’autres genes
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sont surexprimeés tels des inhibiteurs de sérine protéases de la famille des BPTI/Kunitz, ceux
codant des protéines de la famille de Salp15, des THBPs, et également des Métalloprotéases.

Tableau 2: Identification des génes différentiellement exprimés dans les glandes salivaires suite a l'infection des tiques
Ixodes ricinus femelles par B. henselae. (Liu et al., 2014b)

Number of isotigs

Hypothetical proteins

Up-regulated Down-regulated
Proteins of known functipn
Anti-complement proteins 0 10
Arthropod defensins 0 4
BPTI/Kunitz family of serine protease inhibitors 7 17
Collagen-Like Salivary secreted Peptide (CLSP) 0 6
Heat Shock Proteins (HSP) 0 9
Microplusin proteins 0 6
Salp15 super-family proteins 24 32
Tick Histamine Binding Proteins (THBPs) 14 26
Zinc-dependent metalloproteases 2 4
Proteins of unknown function
Amblyomma maculatum Hypothetical proteins 27 10
Daphnia pulex Hypothetical proteins 4 0
Ixodes scapularis Hypothetical proteins 93 19
Ixodid Secreted salivary gland proteins 55 156
Ixodes scapularis Conserved hypothetical proteins 34 3
Ixodid proteins 164 60
Other species proteins 32 9
Tick Salivary Peptide Group 1 TSPG-1) 12 30
Zinc finger proteins 14 1]
Unknown genes 347 116
Total 829 517

L’analyse quantitative des niveaux d’expression a alors montré que le transcrit le plus sur-
exprimeé dans les glandes salivaires en condition d’infection est KF531922, codant un inhibiteur
de sérine protéase de la famille des BPTI/Kunitz. Ce gene a donc été nommé Ixodes ricinus
Serine Protease Inhibitor (IrSPI) en raison de son appartenance a cette famille d’inhibiteurs, et

sa sur-expression validée par gRT-PCR.
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Au regard de la sur-expression de IrSPI lors d’une infection des glandes salivaires de la tique,
I’hypothése a donc été émise que le produit de ce géne soit impliqué dans I’infection de la tique
par B. henselae. Des expériences d’ARN interférence ciblant le transcrit IrSPI ont alors été
réalisées pour valider une telle hypothése. Les résultats ont montré qu’aprés une étape de
prégorgement de 7 jours de femelles infectées par B. henselae sur du sang sain, I’extinction de
IrSPI générait une diminution a la fois de la quantité de sang prélevée par les tiques et de la

charge bactérienne dans les glandes salivaires (Figure 12).
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Figure 12 : Extinction du géne IrSPI par ARN interférence (A) et mesure de I'impact de cette extinction sur la quantité de sang
prélevée par des tiques |. ricinus femelles lors du gorgement (B), et sur la charge bactérienne dans les glandes salivaires de
ces tiques infectées par B. henselae (C) (Liu et al, 2014b).

Ces deux résultats suggeérent I’implication du produit de ce gene dans le gorgement des tiques
mais également dans I’infection des glandes salivaires de la tique par la bactérie B. henselae.
IrSPI, en agissant sur ces deux parametres, represente ainsi, un candidat vaccinal prometteur
contre les tiques 1. ricinus et la transmission d’agents pathogénes. De plus, son étude devra
contribuer a une meilleure compréhension du dialogue moléculaire entre le vecteur, I’agent
transmis, et I’hote vertébré, compréhension essentielle a la mise en place de toute stratégie de

lutte contre les tiques et les micro-organismes qu’elles transmettent.
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3. Objectifs de la these

L’objectif des travaux de thése présentés ici est de caractériser le géne IrSPI, au niveau de sa
structure et de son expression, et d’appréhender le role joué par la protéine IrSPI dans la biologie
de la tique, notamment lors de la prise du repas sanguin et donc dans les interactions avec 1’hote
vertébré. Ce travail de thése s’attache a répondre a ces problématiques a travers les trois axes

présentés ci-dessous.

Analyse du géne IrSPI et de sa structure.

L’objectif de cette premicre partie est d’obtenir la séquence compléte du géne IrSPI dans
le but d’en connaitre la structure et de le replacer au sein de la famille des inhibiteurs de type
Kunitz afin d’étoffer nos connaissances sur ce géne et d’ouvrir des pistes de réflexion sur sa
possible fonction. Outre la recherche in silico d’homologues chez d’autres especes de tiques,
différentes techniques ont donc été éprouveées ici afin de séquencer la totalité du géne, seule la
séquence codante d’IrSPI étant connue au début de cette these.

De plus, dans une optique vaccinale, il est essentiel de connaitre la variabilité d’IrSPI pour
¢évaluer [D’efficacité potentielle de la vaccination vis-a-vis de différentes populations
européennes de tiques. Dans ce but, de nombreuses collaborations nous ont permis d’obtenir
un échantillonnage représentatif d’l. ricinus en Europe. Une telle analyse de variabilité
antigénique concerne la séquence codante du géne mais, malheureusement, les conditions de
conservation des échantillons ne permettant pas 1’exploitation des molécules d’ARNSs, seul
I’ ADN permettrait de la réaliser. Pour ce faire, il était donc nécessaire de parvenir a sequencer

la totalité du géne IrSPI.
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Etude de I'expression et de la fonction d’/IrSPI dans la biologie de la tique.

Dans cette seconde partie, notre objectif était de déterminer la fonction de IrSPI a la fois
dans la physiologie de la tique et dans les interactions avec 1’hote vertébré au moment de la
prise du repas de sang.

Une analyse bio-informatique a été réalisée dans un premier temps afin de prédire les
potentielles modifications post traductionnelles et les structures secondaires de la protéine en
lien avec sa fonction potentielle. Ces prédictions ont ensuite été confrontées a des analyses
biophysiques de la protéine recombinante IrSPI synthétisée en cellules de drosophile S2. Dans
un second temps ’analyse de I’expression du géne IrSPI a été réalisée afin de déterminer les
conditions qui regissent la synthése de IrSPI et apporter des pistes de réflexion quant aux
fonctions possibles que peut remplir cette protéine chez la tique 1. ricinus. Outre la
détermination de ses protéases cibles, I’objectif était ici de définir ’impact de IrSPI sur les
réactions de I’hdte vertébré lors de la piqiire d’une tique au niveau de I’hémostase, de

I’angiogenése, et des réponses immunes.

Identification des interactions protéiques que peut avoir IrSPI

Afin d’approfondir les connaissances sur IrSPI et ses roles potentiels, 1’objectif de ce
dernier chapitre était de déterminer les éventuels partenaires protéiques de la protéine a la fois
chez la tique 1. ricinus et chez 1’h6te vertébré. Dans ce but, des banques d’ADN
complémentaires (ADNc) d’hétes vertébrés (banques bovine et humaine) ou de tique (1. ricinus)

ont été criblées par le systeme de double hybride en levure.
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4. Etudes expérimentales
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Chapitre | : Analyse du gene IrSPI et de sa structure
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4.1.1 Introduction

Les travaux antérieurs sur IrSPI ayant mis en évidence son implication a la fois dans le
gorgement des tiques 1. ricinus et la transmission de B. henselae, cet inhibiteur de sérine
protéase apparait comme un potentiel candidat vaccinal pouvant interférer a la fois sur le
gorgement des tiques et les agents pathogénes transmis. Outre 1’évaluation expérimentale de
’efficacité vaccinale d’IrSPI actuellement en cours au sein du laboratoire, il est essentiel
d’estimer sa variabilit¢ antigénique pour présager de son efficacité chez les différentes
populations de tiques a cibler. Cette étude nécessite la comparaison des séquences codantes de
diverses populations de tiques représentatives de la diversité génétique qui existe chez les
populations d’l. ricinus en Europe. Cependant, les conditions de conservation des tiques
obtenues via de nombreuses collaborations ne permettent pas I’analyse des ARNm trop peu
stables, et impliquent donc de connaitre la séquence du géne pour I’amplifier et étudier la
variabilité de la séquence codante. De plus, I’analyse d’IrSPI dont fait I’objet la présente these,
impliquait aussi la caractérisation du gene IrSPI dans le but d’en connaitre la structure, et de

réaliser une étude phylogénétique grace aux échantillons collectés a travers I’Europe.

En I’absence de génome séquencé pour l. ricinus, nous avons donc dans un premier temps
utilisé les données disponibles dans les banques afin de reconstituer la structure supposée de ce
gene grace aux genes connus qui possedent les pourcentages d’identité les plus élevés avec
IrSPI. Des analyses bio informatiques comparatives ont ainsi été réalisees a partir des séquences
disponibles dans les banques de données Vectorbase (Vectorbase.org) et NCBI, et de serveurs
permettant de prédire la structure du géne. Dans un second temps, nous avons tenté d’obtenir
la séquence compléte d’IrSPI par des approches d’amplification par Polymerase Chain
Reaction (PCR) ou de capture de fragments d’ADN sur billes magnétiques. Une tentative de
détermination de la séquence compléte du géne IrSPI ayant déja fait I’objet d’un stage de Master
2, les résultats préliminaires obtenus lors de ce stage sont inclus dans ce manuscrit car ont servis

de base a cette partie de mon travail.
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4.1.2 Résultats antérieurs

gcccgogggattegattacatctaccgt tcaagATGRAGGCAACCCTCGTAGCCATTT

GCTTCTTCGCTGCTGTCTCGTACTCCATGGGGCGGCIGACTCAGACACARTGCAGATT
TCCTGTGCCAGTTACTTCATGC EECCAACEEEO T ARG TAGAAC TGTCTACTCCTTT

ARCARCAATACAAACCAATGCGAGCCTTTGAAGGGGAGCTGTGGAGAAGGTGTGAATC
AARTTTGRAAACTGAAGACTGCTGCAGGCGGGAATGTCCGTACGGARAAGCATTCCAAGGT

CGGCMGG_qatcthctqqctqcctctggagaaagggtt
ctgcoga il -  t ct tgaaataaaactctgeat

Figure 13: Séquence de I'lsotig KF531922.2 contenant la séquence d’IrSPI et position des amorces utilisées en PCR (en 5’-3°)
(tableau annexe 8). En gras la séquence codante d’IrSPI, en jaune I'amorce 1F, en bleu clair 'amorce 2F, en rose I'amorce
3F, en vert foncé I'amorce 2R, en gris I'amorce 4 R, en marron 'amorce 3R, en vert clair et soulignée I'amorce 1R, en violet
I’'amorce ID23882 et en lettres bleues I'amorce 5F.

L’étude du transcriptome des glandes salivaires d’l. ricinus a permis I’identification de IrSPI
comme étant le transcrit le plus surexprime suite a une infection des tiques par B. henselae et

I’obtention de sa séquence codante portée par I’isotig KF531922.2 [232] (Figure 13).

Un travail de Master 2 réalisé en 2015 par Margaux Verheyden-Greloux (Université Pierre et
Marie Curie Paris V1) a par la suite porté sur le séquencage du gene IrSPI afin d’en connaitre
la sequence complete. La stratégie alors utilisée était basée sur 1’utilisation de différents couples
d’amorces basés sur la séquence de 1’isotig contenant la séquence codante de IrSPI (Figure 13)
et permettant, par des amplifcations PCR successives et un séquencage, de reconstruire la
séquence complete du gene. Les résultats obtenus sont compilés dans le tableau 3 qui récapitule
les amorces utilisées les résultats des amplifications par PCR, le pourcentage d’identité observé
sur le génome d’l. scapularis et le pourcentage d’identité avec I’ADN complémentaire (ADNCc)
d’IrSPI. Les séquences des amorces utlisées dans ce chapitre sont présentées dans le tableau 8

en annexe.
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Tableau 3: Tableau récapitulatif des résultats antérieurs de séquengage d’IrSPI. qui récapitule les amorces utilisées, les
résultats des amplifications par PCR, le pourcentage d’identité observé sur le génnome d’l. scapularis et le pourcentage
d’identité avec I’ADN complémentaire d’IrSPI.

Couple Résultats des PCR % d’identité avec le génome d’I. % d’identité avec
d’amorces (en pb) scapularis I’ADNc d’IrSPI
1F-1R = 5000 Supercontig DS886827 : 0

- 90,8% sur 1056 pb en 5’
- 87,6%sur 1073 pb en 3’

975 Supercontig DS673612 0
2F-2R Pas d’amplification
2F-1R Pas d’amplification
2F-3R Pas d’amplification
3F-1R Pas d’amplification
3F-3R Pas d’amplification
3F-4R 1026 Supercontig DS944088 ; 75,5% sur 0

1012 pb
183 Supercontig DS965545 : 100% sur 183 pb

- 76,8% sur 175 pb en 5°

- 743%sur171pben?

5F-4R 2000 Supercontig DS965545 : 100% sur 121 pb

- 73,4% sur 162 pb (sur 519
pb séquencées)

- 79,4% sur 252 pb (sur 398
pb séquencées)

3F- Pas d’amplification
1D23882

Seulement trois couples d’amorces (1F-1R ; 3F-4R ; 5F-4R) ont donné lieu a une amplification
d’ADN. Seules deux ségeunces amplifiées par 3F-4R et 5F-4R présentaient une homologie avec
IrSPI, permettant ainsi 1’élaboration d’une ébauche de la structure de ce gene (Figure 14). Ce
dernier, a I’image du géne homologue d’l. scapularis porté par le Supercontig DS965545,
possederait, au minimum, un intron de 1630 pb et deux exons de 66 et 177pb. Néanmoins, une

partie du gene, en 3’, restait toujours inconnue a ce stade.

ATG Intron 1 3

!; | l 4! — —- — -TAA -
1 66 1696 Exon 2 1873 1914
Exon 1

Figure 14: Schéma de la structure du géne IrSPI avec 2 exons (vert) et un intron (rouge). La séquence en pointillés est
inconnue.
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4.1.3 Matériels et Méthodes

4.1.3.1 Analyses bio-informatiques

La recherche de séquences homologues dans la base de données Vectorbase et dans notre propre
base transcriptomique des glandes salivaires d’l. ricinus [232], a été réalisée grace a 1’outil
d’alignement Blast qui permet d’obtenir le pourcentage d’identité et la longueur de la séquence
homologue. Les homologies de séquence identifiées ont servi de base a la détermination des
différentes amorces utilisées pour les amplifications PCR. Le serveur Genscan a permis la
prédiction du nombre et de la position d’introns et d’exons au sein du gene a partir de la

séquence codante (http://genes.mit.edu/GENSCAN.html) [235, 236].

4.1.3.2 Collecte et élevage de tiques

Les tiques 1. ricinus utilisées ici ont été collectées en forét de Sénart (lle-de-France), par la
méthode du drapeau [237]. Pour ce faire, un tissu blanc d’environ 60 cm? arrimé a I’extrémité
d’un baton est trainé sur la végétation et les tiques a I’affit qui s’accrochent sur le tissu sont
alors collectées, rapportées au laboratoire, identifiées, et conservées dans les conditions de notre
élevage : 22°C, 95% d’humidité relative et un cycle jour-nuit de 12h/12h [29].

De plus, le laboratoire maintient une population non consanguine de tiques réguliérement
alimentée a partir des populations de la forét de Sénart. Les tiques adultes femelles collectées
sont gorgées au laboratoire sur lapin ou sur membrane [29, 238]. Aprés la ponte, leur statut
sanitaire est évalué, par PCR, sur les cadavres des femelles, au regard des bactéries des genres
Anaplasma, Borrelia, Bartonella, Francisella, Rickettsia, et des protozoaires des genres
Babesia et Theileria susceptibles de circuler dans la région [237]. En fonction des résultats, les
larves issues des ceufs sont alors incluses ou non dans une colonie dite « Pathogen-free » ou

saine dans la mesure ou elles ne portent aucun des agents pathogénes testés.

Au laboratoire, I’utilisation d’un systéme de gorgement artificiel permet de gorger et d’infecter
des tiques avec les agents pathogénes désirés [29, 234]. 1l est composé de deux parties en verre
qui s’emboitent, la partie inférieure contenant les tiques et la partie supérieure le sang avec ou
sans agent pathogene. Ces deux parties sont separées par une membrane (peau de lapin ou
gerbille) a travers laquelle les tiques vont prélever leur repas sanguin. L’ensemble est maintenu

a 37°C pendant toute la durée du gorgement.
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4.1.3.3 Extraction de I’ ADN

L’ADN de tique a été extrait a I’aide du kit Nucleospin Tissue (Macherey Nagel). La premicre
étape de lyse a été réalisée en présence de protéinase K a 56°C pendant 3h. La seconde étape
de lyse a été réalisée a 70°C pendant 10 minutes dans un tampon fourni par le kit. Une fois les
acides nucléiques extraits et fixés sur la membrane de silice, ils sont dessalés et lavés, et sont

finalement élués dans 50ul d’eau pure puis conservés a -20°C jusqu’a utilisation.

4.1.3.4 Extraction d’ARN totaux et synthése d’ADNc

Les ARN utilisés pour le 3’ RACE sont issus de femelles entieres ou de leurs glandes salivaires
apres une éetape de prégorgement sur lapin pendant 4 jours [238]. Les ARNm des glandes
salivaires ont été extraits apres dissection des glandes sous loupe binoculaire, 3 ringages dans
du PBS froid (137 mM NaCl, 1,45 mM NaH2POs, H20, 20,5 mM NaxHPO4, pH 7.2) puis
congélation a -80°C. L’extraction d’ARN a ensuite été réalisée en homogénéisant les glandes
salivaires manuellement au potter dans 300ul de Trizol (Thermo Fisher Scientific). Aprés une
incubation de 5 minutes, le volume de trizol a été ajusté a 1ml puis 200l de chloroforme ont
été ajoutés. Les echantillons ont éte vigoureusement agites pendant 15 secondes puis incubes 5
minutes a température ambiante. Une centrifugation a 12000 g pendant 15 minutes a 4°C permet
la separation des phases contenant les ARNs, ’ADN et les protéines. La phase translucide
supérieure contenant les ARNSs est récupérée, et ces derniers sont ensuite précipités par 1’ajout
de 500 pl d’isopropanol. Aprés homogénéisation et incubation de 10 minutes a température
ambiante, la solution est centrifugée 10 minutes a 12000 g a 4°C. Le culot d’ARNS est lavé
deux fois avec 1ml d’éthanol a 75% froid. Apres quelques minutes de séchage, le culot est
dissout dans 50 ul d’cau ultrapure RNAse free puis conservé a -80°C. Avant utilisation, les
ARNSs sont traités avec 2U/ul de DNAse (Ambion) et 2U/ul d’inhibiteur de RNAse (RNAsin
Ribonuclease Inhibitor, promega) dans un volume final de 50 pl pendant 30 minutes a 37°C.
Une extraction au phénol/ chloroforme est ensuite réalisée aprés homogénéisation dans 500 pl
de phénol/chloroforme (V/V). Apres 15 minutes de centrifugation a 12000 g a 4°C, la phase
aqueuse est récupérée puis les ARNs sont a nouveau précipités grace a 300 ul d’une solution
d’isopropanol (5 uM Acétate de sodium) et incubation a -20°C pendant 2h. Aprés 15 minutes
de centrifugation (12000 g a 4°C), les ARNs sont rincés deux fois en d’éthanol a 75%, séchés,

repris dans 30 pl d’eau ultrapure RNAse free puis conservés a -80°C.
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Les ARNs sont ensuite rétro transcrits grace au kit SuperScript 111 (Invitrogen) utilisant entre
100 et 400 ng d’ARNs avec 2,5uM d’amorce (5> GACTCGAGTCGACATCGA-Oligo dT)
(Adapto primer) dans un volume total de 20ul, et grace au cycle suivant : 5 minutes a 65°C, 3
minutes a 4°C, 50 minutes a 50°C. Le cycle est terminé par une étape d’inactivation des
enzymes & 70°C pendant 15 minutes. Les ADN complémentaires néosynthétises sont stockes a
-80°C.

4.1.3.5 Réaction d’amplification par PCR

La stratégie adoptée ici pour déterminer la séquence manquante en 3’ du gene IrSPI est
I’amplification successive par PCR puis séquengage de I’ADN d’l. ricinus avec différents
couples d’amorces. Les conditions PCR et la séquence des amorces utilisées sont présentées en
annexe (tableaux 8 et 9), et la position des amorces dans la Figure 15. Dans un premier, temps,
des amorces situées dans I’intron déja identifié (F1-intron, F2-intron, F3-intron, F4-intron, F5-
intron, F6-intron, et F7-intron) ont éte utilisées. En fonction des résultats obtenus, les conditions
de PCR ont éte optimisées en augmentant notamment la spécificité des amorces grace a une
PCR touchdown en utilisant les amorces F1-intron F2-Intron pour les amorces sens, et R2 et
ID23822 pour les amorces anti sens). De plus, des PCR nichées ont été effectuées avec les
amorces sens F3-intron, F4-intron, F5-intron, F6-intron F7-intron, et antisens 1D23882 et R2.
Enfin, dans le but de déterminer de nouvelles portions de séquences utiles pour la synthése de
nouvelles amorces en 3’ du codon stop de la séquence codante, la PCR 3” RACE a été utilisée
sur de I’ADNCc de I. ricinus (amorces sens F1 RACE, F2 RACE avec ’amorce adapto primer

en amorce antisens)
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AAGGCAACCCTCGTAGCCATITGCTTCTTCGCTGCTGTCTCGTACTCCATGGGGCGGCTGACT tctggtaagt
cccigtctgtcacgacgttactttitittittacgaagttaggtgtaticctgeagtcaaagtitacgtcaaatttictcaaactttaaaacaattagctce
ttattcttttgtaatttgactttattaaaatataagaatgaatttagcctaatictacaataataaaacgcactagtccatagtcccgetgaaagttat
ttttttcatgtictgcttaagtagaccaaacgactttttttcctttcacatggggctatctctgactgatattittatacctgeaatcttgeagtttcaatt
tcgttcgocttttatttgeactacttgggeacaaacaataaataacactacagaaatgtigaagaaaaaattatcctttittticcattgtictgticaa
cttagaaccagaccttgtgacgttccctactagacaaggcaatttctitagcactcaactattaggttttaagctgacaggttattactgtatctgtat
tcgttttgattgcataattgacaaaatattittttatttgccagtcataaatactcatccatttgtagettctccacagtcactaaacaacaagaatga
agttctctaaaaacactcatcagtigtigttactaatgaactagtcctactgatttgatgticcactgectacgcttaaacacattagaaactcggat
atttttaggccttagtgtcaccgtccggaaaacaaagacgaatigtaacatgecaataccgetecggtgtttctggetigectgeaaatttctittgee
ttgacgtitgagaacacaacaaagggcaaagraggticgaagattgctaggtgagecticggaagaacgcticaaaacaatggtaaacttattc
Eccactttttttittttggcaacagactca, gccctggcacactictggttcacgtatatatcctaatittctacte
attgticttttatigtaagagtgaataagtacgacagtgctataagaggccatttcagaagatagcgegeatacttgacttcggaattactgcaaa
accag_aagtggttgggggctatttgacacctca CECEagaaagagcaeataget
tgtagtttactgtgtgtcctaaaaagttttttattatccttaagaageataatttgacaccatatttagticticcaatcttttagatcaaatttatgtat
tgttagttcctattaattttacgtagectaatggectatacgtitttgigicggttaatgtcaaccteticactgectctgagectctttaaaaticaga
aatgtttgtctttgctgtgtttt cacadaatatcctigtctaaaaatttatattaaactaccaagcatctt
gctcatgttttttttttttaattttatttcgeccagetctgcgetatagaattgticagtigtaactataageagtictgaggaagatgctatatattaag
gacacgaatatcttatgtatttttcaaaccctictgcaGAGACACAATGCAGATTTCCTGTGCCAGTTACTTCATGCGCCGAA
GGGGCTAAACTTAGAACTGTCTACTCCTTITAACAACAATACAAACCAATGCGAGCCTTTGAAGGGGAGCTGT
GGAGAAGGTGTGAATCAATTTGAAACTGAAGACTGCTGCAGGCGGGAATGTCCGTACGGAA--------~-~~
IAGCATTCCAAGGT ACATTTTAAgatctcgCtggCtReCtctRRaRaaaRRR CIECRBaRAT
tactgcaaggcacttagaactcttgaaataaaactctgeat

Figure 15: Séquence connue du géne IrSPI et position des amorces utilisées pour les amplifications PCR. La séquence codante
du géne est en gras avec le codon initiateur ATG en vert, et le codon stop en rouge, la séquence inconnue est en pointillés.
Amorces : F1 intron en jaune, F2 intron en vert clair, F3 intron en vert foncé, F4 intron en bleu clair, F5 intron en rose, F6
intron en bleu foncé, F7 intron en gris clair, F1 RACE en lettre capitales marron, F2 RACE en lettre capitales bleues, R2
soulignée en bleu et /D 23882 soulignée en rouge.

4.1.3.6 Capture de séquences d’ADN cibles par hybridation a I’aide de billes magnétiques

Principe général

| Fabrication de la sonde bictinylée

Biotine

= i &

o

Bille
magnétique

AIMANT

Figure 16: Principe général de I'expérience de capture de séquence d’ADN par I'utilisation de billes magnétique.
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Pour obtenir la séquence ADN inconnue en 3° du géne IrSPI, nous avons utilisé le Kit
Dynabeads Streptavidin Trial (ThermoFisher Scientific) (Figure 16). Ce kit permet, aprés
fragmentation de I’ADN, de capturer a 1’aide d’une sonde monocaténaire biotinylée
complémentaire a une portion connue de la séquence recherchée, un fragment d’ADN

contenant a la fois cette séquence et la séquence inconnue du géne recherché.

L’ADN génomique est dans un premier temps fragmenté par sonication ou digestion
enzymatique. En parallele, une sonde monocaténaire est préparée a partir de la séquence
connue du géne d’intéret puis biotinylée en son extrémité 3°. L’ ADN fragmenté est denaturé
puis mis en contact avec la sonde pour hybridation. L’ensemble est ensuite incub¢ avec des
billes magnétiques afin que les sondes et les billes se lient par interaction covalente biotine-
streptavidine, permettant 1’isolement des ADN capturés et I’¢limination des ADN et des
sondes qui ne se sont pas li€s aux billes. L’¢lution du fragment d’intérét est ensuite réalisée,
par rupture de la liaison biotine-streptavidine et sa sequence déterminée par séquencage avec

ou sans une étape de clonage.

Synthese de la sonde monocaténaire et biotinylation
Une sonde monocaténaire de 183 paires de bases (pb), située en 5’ du geéne IrSPI a été

synthétisee :
5’(TGACTGAGACACAATGCAGATTTCCTGTGCCAGTTACTTCATGCGCCGAAGGGGCTAAACTTAG
AACTGTCTACTCCTTTAACAACAATACAAACCAATGCGAGCCTTTGAAGGGGAGCTGTGGAGAAGG
TGTGAATCAATTTGAAACTGAAGACTGCTGCAGGCGGGAATGTCCGTACGGAA) 3°.

Un ADN double brin a été amplifié¢ a partir d’un plasmide contenant I’ADNc de IrSPI via les
amorces 3F et 4R. Un ADN simple brin est ensuite synthétisé a partir de cet amplicon grace a
I’amorce 4R par PCR asymétrique. Cette réaction a été réalisée dans un volume final de 25uL
contenant 0,8X de dNTP, 1X de tampon, 0,4 uM de I’amorce 4R, 5U de Taq polymérase
(TaKaRa, Ozyme) et 300 ng d’ADN de tique. Le poids moléculaire du produit de PCR vérifié
par électrophorese révélée par GelRed®, il est ensuite purifié en utilisant le kit Gel and PCR
Clean up (Macherey-Nagel). La sonde néosynthétisée est alors biotinylée en son extrémité 3’
d’apres les recommandations du kit Biotin 3> End DNA Labeling Kit (Pierce, ThermoFisher
Scientific). La biotine est incubée avec 25 pmol de sonde pendant 30 min a 37°C en présence
de Terminal deoxynucleotidyl Transferase (TdT) catalysant la fixation de la biotine en 3’ de la
sonde, réaction stoppée par I’ajout d’EDTA 0,2 M. L’ajout de 50 uL de chloroforme/isoamyl
alcool (V/V) va permettre ensuite, aprés 2 minutes de centrifugation, I’extraction des sondes

biotinylées se trouvant dans la phase aqueuse.
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Fragmentation de ’ADN
L’ADN total de tique est fragmenté par digestion enzymatique ou sonication de maniére

a obtenir des fragments d’une taille compatible avec I’hybridation sur la sonde (taille maximale

des fragments compatibles avec le kit : jusqu’a 1 kb).

En se basant sur un autre géne d’l. ricinus (NDI, numéro d’accession : JIN248424.2) et
sur le supercontig d’l. scapularis présentant le pourcentage maximum d’identité avec IrSPI,
DS965545 (Vectorbase), nous avons sélectionné des enzymes de restriction dont les sites de
restrictions ¢étaient fréquents sans I’€tre trop et n’étaient pas présents dans la séquence de la
sonde, tout en tenant compte de la présence d’au moins un site de restriction en 5° de I’exon 2
d’IrSPI pour pouvoir capturer de longs fragments d’ADN en 3°. Ainsi, trois enzymes ont été
sélectionnées, Ase I, Hinc Il et SnaB | (New England Biolabs), et testées séparément ou
ensemble pour Ase | et Hinc I1.

Chacune des digestions enzymatiques a été réalisée avec 1ug d’ADN de tique, 10U de ’enzyme
de restriction et 1X de tampon approprié (NEB 3.1 pour les enzymes Ase | et Hinc 11, et cutsmart
pour I’enzyme SnaB I), dans un volume total de 50 pl pendant une heure a 37°C. Les enzymes
ont ensuite été inactivées par la chaleur en suivant les recommandations du fabriquant (New

England Biolabs) et les produits de la digestion utilisés pour I’expérience de capture.

La sonication de I’ADN a été réalisée avec 1 pg d’ADN de tique dans un volume de 1
ml en utilisant le sonicateur Bandelin HD 2070, avec la sonde MS 72. Différentes puissances
(20% et 50%) et temps de sonication ont éte évalués (2 fois 15 secondes, 2 fois 30 secondes, 1
et 2 minutes). L’ADN est ensuite concentré en suivant les instructions du kit NucleoSpin

« Gel and PCR Clean up » (Macherey-Nagel) dans un volume final de 30 pl.

Hybridation de la sonde biotinylée et des fragments d’ADN total
L’ADN double brin fragmenté est dénaturé par chauffage a 100°C pendant 10 minutes,

puis la sonde biotinylée est ajoutée (V/V) pour une hybridation réalisée a 60°C au bain-marie a

sec pendant 3h.

Isolement des fragments d’ADN d’intérét via les billes magnétiques
Le Kit contient quatre types de billes magnétiques dont les propriétés different : M-270

Streptavidin, M-280 Streptavidin, MyOne Streptavidin C1 et MyOne Streptavidin T1. Les deux
premiéres présentent un calibre de 2,8 um et une capacité de liaison avec la sonde biotinylée de
200 pmol/mg de billes tandis que C1 et T1, de calibre 1um, ont une capacité de liaison de 500
pmol/mg et de 400 pmol/mg respectivement. Une fois rincées, ces billes magnétiques

permettent, grace aux interactions entre la biotine et la streptavidine, de lier les complexes
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sondes/ADN. Les trois types de billes M-280, C1 et T1 ont été testés ici. Aprés hybridation des
complexes sonde/ADN, leur isolement utilise les propriétés magnétiques des billes qui vont les
retenir lors des 3 lavages successifs. Afin de récupérer les complexes sonde-ADN, deux
conditions d’élution ont été évaluées : eau a 70°C ou une solution de 95 % de formamide en
2M EDTA dans un volume final de 100 pl.

Dans le cas des €lutions au formamide, 1’éluat a été purifié a 1’aide du kit « NucleoSpin Gel and

PCR Clean up » (Macherey-Nagel) et repris dans 22 pl.

4.1.3.7 Clonage dans le vecteur pGEM-T easy et séquencage

Avant clonage, I’¢longation des extrémités simple brin du complexe sonde/ADN est réalisée
avec 5U de Tag TaKaRa (Ozyme) et des dNTPs a 72°C pendant 30min ; I’enzyme sans
activité exonucléase, permettant I’ajout d’un nucléotide A non apparié en 3 qui permet le

clonage dans le vecteur pGEM-T easy (Promega, Figure 39 en annexe).

L’¢étape de ligation dans le vecteur aux extrémités cohésives (thymines en 5°), est réalisée
pendant 2h a température ambiante avec un ratio ADN/vecteur de 5/1, 3U de ligase, et 1uL de

tampon ligase dans un volume final de 12pL.

La construction plasmidique contenant le fragment d’ADN recherché est alors utilisée pour
transformer des bactéries Escherichia coli DHs compétentes (kit Mix&Go, Zymo Research).
Un volume de 100 pl de bactéries compeétentes sont mises en présence de 6 pl de produit de
ligation, ensuite 50 pl de suspension bactérienne sont étalés sur une boite de Pétri contenant
du milieu Luria-Bertani (LB), de I’ampicilline (50 ug/ml), de 'IPTG et du X-gal (Invitrogen)
et incubés a 37°C pendant une nuit. Ne pousseront que les clones ayant intégré un vecteur qui
leur confere une résistance a I’ampicilline, et seront sélectionnés ceux qui, ayant un insert ne
pourront plus dégrader le X-gal et constitueront de ce fait des colonies blanches. Ces clones
positifs sont par la suite cultivés en milieu LB liquide avec ampicilline (50ug/ml) a 37°C sous

agitation, une nuit.

L’extraction de I’ADN plasmidique est alors réalisée a partir de 2 ml de culture liquide
bactérienne grace au kit NucleoSpin Plasmid (DNA purification) de Macherey-Nagel. L’élution

finale s’effectue avec de 1’eau pure a 70°C avec 2x20ul.
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La séquence d’ADN exogene introduite dans le vecteur est amplifiée grace aux amorces
SP6 et T7 encadrant le site d’insertion sur le vecteur. Cette PCR est réalisée avec la Taqg TaKaRa
(Ozyme) dans les mémes conditions que la PCR 3F-4R. Les poids moléculaires des produits de
PCR sont vérifiés par électrophorése puis les amplicons sont purifiés comme décrit
précédemment grace au kit NucleoSpin Gel and PCR Clean up afin de les faire séquencer
(GATC biotech).
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4.1.4 Résultats

4.1.4.1 Analyses in silico de la séquence du géne IrSPI

Identification de génes homologues
La banque de données dédiée aux vecteurs d’agents pathogenes, Vectorbase (Vectorbase.org)

regroupe beaucoup de séquences appartenant aux arthropodes vecteurs tels que les moustiques,
les glossines, les tiques ou les phlébotomes. Parmi les especes de tiques on retrouve I.
scapularis, 1. ricinus et R. microplus, mais seul le génome de 1. scapularis a €té entierement

séquencé [239].

Des recherches par Blast dans cette banque de données, nous ont permis d’identifier seize
séquences de I. ricinus présentant une forte identité (comprise entre 76,9% et 98,9%) avec
I’ADNc d’IrSPI (Tableau 4). Dix de ces séquences sont issues d’une premiére étude réalisée en
2013 par Schwarz et al [240] qui avait pour but de comparer ’expression de geénes dans les
glandes salivaires au cours du gorgement, chez des femelles et des nymphes. Deux temps de
gorgement pour chacune des stases ont été étudiés et comparés entre eux grace a la technologie
[llumina aprés qu’ait été réalisée une banque de référence des transcrits par pyrosequencage
454, Les 6 autres séquences émanent d’une seconde étude parue en 2015 ayant pour but de
décrire les modifications transcriptomiques chez les nymphes et les femelles dans les glandes
salivaires et I’intestin en réponse a I’attachement et au gorgement des tiques [241]. Les
pourcentages d’identité identifiés montrent que IrSPI pourrait ainsi, chez I. ricinus, appartenir

a une famille de genes relativement proches les uns des autres.
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Tableau 4: Tableau récapitulatif des séquences d’ADNc homologues d’IrSPI retrouvées chez |. ricinus.

Longueur de

Nom I'alighement avec % De ' % . . N* .
IrSPI (en pb) recouvrement d'identité d'accession
Schwarz etal., 2013
1r2-23207 255 89% 82% GADI01001709.1
Ir2-1529 255 89% 81,20% GADI01007489.1
Ir2-5915 253 89% 80,80% GADI01002565.1
Ir2-8388 234 82% 79,70% GADI01000784.1
Ir2-5577 255 89% 79,60% GADI01001735.1
Ir2-5772 255 89% 79,60% GADI01007495.1
Ir2-5976 255 89% 78,80% GADI01001733.1
1r2-8909 246 86% 78% GADI01001733.1
Ir2-5114 285 100% 77,20% GADI01004575.1
Ir2-54664 285 100% 76,90% GADI01004576.1
Kotsyfakis et al., 2015

Irsgmg-150466 267 94% 98,90% GANP01007846.1
Irmgsg-168635 271 95% 81,20% GANP01001011.1
Irmgsg-169124 271 95% 81,20% GANP01001111.1
Irsgmg-161164 252 88% 81,30% GANP01009421.1
Irmgsg-176862 252 88% 80,80% GANP01002050.1
SigP-177097 240 84% 81,70% GANP01014341.1

Neuf génes orthologues chez 1. scapularis ont également été identifiés dans Vectorbase avec
des pourcentages d’identité (entre 75,3% et 93,7%) et de recouvrement similaires a ceux
observés chez 1. ricinus (tableau 5). Trois de ces genes (AF483693.1, AF483686.1,
AF483681.1) ont éte identifiés par Valenzuela et al. [242], lors d’un inventaire a la fois
transcriptomique et protéique des glandes salivaires apres 3-4 jours de gorgement, ayant conduit
a l’identification de 735 ADNc. Trois ADNc¢ (DQ066178.1, DQ066150.1, DQ066087.1) ont
été découverts par Ribeiro et al. [243] dans une autre étude transcriptomique visant elle aussi a
réaliser un catalogue des transcrits a différents temps au cours du gorgement chez des femelles
entiére (non gorgées, gorgées 6-12h, ou 18-24h) et chez des nymphes pré-gorgées (24-48h),
représentant un total de 8150 ADNCc répertoriés. Enfin, trois derniers génes (DN970511.1,
DN970337.1 et DN970313.1) ont aussi été découverts par Ribeiro et sont répertoriés dans un

travail non publié chez des nymphes pré-gorgées pendant 48h.
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Tableau 5: Tableau récapitulatif des séquences d’ADNc orthologues d’IrSPI retrouvées chez |. scapularis

N° d'accession Longueur de % de recouvrement % d'identité
I'alignement avec IrSPI
(en pb)
Valenzuela et al., 2002
AF483693.1 282 98,9% 76,20%
AF483686.1 242 84,9% 77,30%
AF483681.1 282 98,9% 75,30%

Ribeiro et al., 2006

et unpublished

DQ066178.1 285 100,0% 93,70%
DQ066150.1 270 94,7% 78,10%
DQ066087.1 282 98,9% 75,50%
DN970511.1 285 100,0% 93,30%
DN970237.1 285 100,0% 93,30%
DN970313.1 270 94,7% 93%

Des analyses ont aussi été effectuées a ’aide de la fonction tBlastX de Vectorbase permettant
la comparaison de la séquence traduite en protéine de I’ADNc d’IrSPI avec la traduction des
ADNCc contenus dans les banques de données chez I. ricinus et I. scapularis, ce qui explique
que les résultats de la longueur de 1’alignement soient donnés en pb (tableau 6). Les noms des

genes et non des protéines ont été conserveés ici.

Tableau 6: Tableau récapitulatif des protéines homologues d’IrSPI retrouvées dans les banques de données de Vectorbase

Nom du géne Longueur de % de recouvrement % d'identité N° d'accession
I'alignement avec IrSPI
(en pb)

Ixodes ricinus

Schwarz et al. 2013

Ir2-23207 261 91,6% 70,10% JAA72099.1
Ir2-1529 174 61,1% 75,90% JAA66319.1
Ir2-5915 174 61,1% 74,10% JAA71243.1
Ir2-8388 150 52,6% 68% JAA73024.1
Ir2-5577 174 61,1% 69% JAA72073.1
Ir2-5772 162 56,8% 72,20% JAA66313.1
Ir2-5976 162 56,8% 72,20% JAA72075.1
Ir2-8909 171 60,0% 68,40% JAA66563.1
Ir2-5114 285 100,0% 67,40% JAA69233.1
Ir2-54664 174 61,1% 68,40% JAAB9232.1
Kotsyfakis et al.2015

Irsgmg-150466 267 93,7% 100% JAB76622.1
Irmgsg-168635 285 100,0% 70,50% JAB83457.1
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Irmgsg-169124 285 100,0% 70,50% JAB83357.1

Irsgmg-161164 261 91,6% 74,70% JAB75047.1
Irmgsg-176862 171 60,0% 71,90% JAB82418.1
SigP-177097 174 61,1% 75 ,90% JAB70127.1
Valenzuela et al.2002

AF483693.1 285 100,0% 68,40% AAM93615.1
AF483686.1 150 52,6% 64% AAM93608.1
AF483681.1 207 72,6% 72,50% AAM93603.1
Ribeiro et al.2006 et

unpublished

DQ066178.1 285 100,0% 91,60% AAY66815.1
DQ066150.1 150 52,6% 66% AAY66787.1
DQ066087.1 285 100,0% 67,40% AAY66724.1
DN970511.1 285 100,0% 90,50% DN970511.1
DN970237.1 285 100,0% 90,50% DN970237.1
DN970313.1 270 94,7% 91,10% DN970313.1

Suite a ces analyses, nous avons retrouvé chez 1. ricinus une proteine identique a IrSP1 (Irsgmg-
150466), bien que le pourcentage de recouvrement ne soit pas total (93,7%). Il semble
cependant que le peptide signal de cette derniére soit plus court que celui d’IrSPI, ce qui pourrait
étre di a des erreurs de séquencage compte tenu de I’homologie parfaite du reste de la s€quence.
Cette protéine est également un membre de la famille des inhibiteurs de sérine protéases de type
Kunitz et son gene est exprimé a la fois chez les nymphes et chez les femelles, au début du
gorgement, dans les glandes salivaires (12h-24h chez les nymphes et 12h-36h chez les
femelles). Seules les femelles présentent également une expression de I’ARNm correspondant

a cette protéine dans I’intestin au cours du gorgement (12h-36h) [241].

Les autres protéines identifiées présentaient des pourcentages d’identité relativement faibles
avec IrSPI (entre 68% et 75,9%). De plus, ces pourcentages d’identité sont a mettre en rapport
avec des pourcentages de recouvrement, qui eux aussi sont faibles (52,8% et 56,8%
respectivement pour 1r2-8388, et 1r2-5772, 1r2-5976), ce qui laisserait plutét penser a des
homologies de séquence correspondant a des domaines retrouvés chez d’autres protéines de la
famille des inhibiteurs de serine protéases de type Kunitz chez cette tique. Tout comme pour
Irsgmg150466, les ARNm correspondant a ces protéines sont synthétisés chez les nymphes et
les femelles au cours du gorgement, avec chez les nymphes une augmentation de leur
expression entre le début et la fin du gorgement quand une diminution est observée au cours du

gorgement chez les femelles [240].
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Chez I. scapularis, le pourcentage d’identité avec IrSPI des séquences traduites oscille entre
64% et 91,6% et les pourcentages de recouvrement sont compris entre 52,6% et 100%.
DQ066178.1, identifié ici comme le géne le plus proche d’IrSPI avec 91,6% d’identité possede
un pourcentage de recouvrement de 100%. Chez I. scapularis les pourcentages d’identité
importants relevés pour 4 des protéines identifiées (DQ066178.1, DN970511.1, DN970237.1
et DN970313.1) montrent qu’IrSPI possedent des orthologues proches chez cette autre espéce.
Par ailleurs, ces protéines identifiées dans les glandes salivaires de nymphes de I. scapularis,
font probablement partie du groupe des Monolaris (protéine a un seul domaine Kunitz) a cause
de leur petit nombre d’acides aminés et de I’homologie avec la protéine AAY66815 qui

appartient a ce groupe de protéines a domaine Kunitz [244].

Prédiction de la structure du gene IrSPI
Le serveur Genscan (http://genes.mit.edu/GENSCAN.html) a été utilisé pour prédire la

présence d’exons et d’introns dans la séquence de IrSPI. L’analyse réalisée a partir de la
portion connue du géne IrSPI, a montré la prédiction de deux exons un premier de 66 pb entre
les positions 1 et 66 et un second de 218 pb entre les positions 1696 et 1914, et une séquence
de poly adénylation signifiant la fin du géne entre les positions 1982 et 1987pb. Ainsi une
structure similaire a celle obtenue précédemment par séquencage (Figure 13) avec 2 exons

séparés par un intron de 1630 pb est donc retrouvée ici.

Les exons définis par Genscan et identifiés par séquencage ont alors €té alignés sur le génome
d’l. scapularis dans Vectorbase. Le premier exon de 66 pb matche a deux positions, sur le
supercontig DS965545 du génome de scapularis entre 47060 et 47125 pb (89,39% d’identité),
et entre 29788 et 29859 pb (85,5%). Le second exon de 177 pb, matche en deux positions sur
ce méme supercontig : sur 180 pb a la position 45169 (76,8% d’identité) et sur 176 pb a la
position 27986 (74,3% d’identité). Néanmoins 43 pb de la séquence codante ne matchent en
aucune position sur ce supercontig. En revanche, 82 pb en aval du codon stop (3’UTR) matchent
en deux positions sur ce supercontig a 39590 et 21688 ph. Ce résultat suggererait la présence
d’au moins un autre exon contenant les 43 pb manquantes, ce qui porterait a au moins 3 le
nombre d’exons composant le géne IrSPI et impliquerait la présence, a minima, d’un second
intron dans la séquence encore inconnue en 3’. Or la traduction en protéine de IrSPI et
I’utilisation de tblastn a permis de mettre en évidence que les 6 derniers acides aminés présents
juste avant le codon stop étaient identiques a ceux retrouvés sur la séquence traduite du

supercontig DS965545 en position 21773 a 21789. IrSPI matche donc aussi sur ce supercontig
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entre les positions 21689 et 21790, incluant les 6 derniers acides aminés, le codon stop et le
début du 3’UTR. L’existence de cet exon en amont du codon stop serait donc en faveur d’un
nombre total de 4 exons. Le méme résultat est obtenu au niveau de la seconde position ou
matche IrSPI (entre les positions 39591 et 39692).

Ainsi, si on considére que le supercontig DS965545 du génome de |. scapularis correspond a
I’horthologue de IrSPI chez cette autre espece de tique, et que la structure de ce dernier peut
étre extrapolée a partir de ce gene, IrSPI serait constitué de 4 exons de 66 pb, 177 pb, 25 pb et
18 pb, d’un intron de 1630 pb et de deux autres introns de tailles encore inconnues (Figure 17).
Il est & présent indispensable de valider une telle structure par séquencage. Malgré des matchs
identifiés sur les premiéres données du génome de I. ricinus dans Vectorbase, en 1’absence

d’assemblage de ce génome, aucune conclusion n’est encore possible a I’heure actuelle.

1630 pb

Figure 17: structure hypothétique du gene IrSP| a I'heure actuelle de nos connaissances. Les exons dont les positions sont connues sont
représentés en bleu. Le rectangle orange représente un exon dont la position est encore inconnue, et le rectangle vert représente le 3’'UTR
du gene IrSPI. A partir du supercontig DS965545 ont été établies, les positions de début et de fin des exons. Pour chaque position, deux
valeurs sont assignées car deux positions homologues sur ce supercontig ont été identifiées. Position 1 : 47125 ou 29859 ; position 2 :
47060 ou 29788 ; position 3 : 45350 ou 28159 ; position 4 : 45169 ou 27986 ; position 7 : 39692 ou 21790; position 8 : 39673 ou 21772 ;
position 9 : 396700u 21773 ; position 10 : 39589 ou 21689. Le seul intron de taille connue se trouve entre les positions 2 et 3 et correspond

] ] e

1 2 3 4 5 6 7 89 10

a une séquence de 1630 pb.

4.1.4.2 Séquencage du gene IrSPI

Recherche de la séquence en 3’ du géne IrSPI par amplification PCR
Afin de déterminer la séquence manquante en 3’du gene IrSPI, de nombreux couples d’amorces

nucléotidiques ont été définis a partir de la séquence connue du gene (Figure 15). Les amorces
sens sont situées dans la partie 3” de I’intron, et les amorces antisens dans le 3°’UTR apres le

codon stop.

En se basant sur I’hypothése ou IrSPI ne possederait qu’un seul et unique intron, déja connu,
nous devrions obtenir, pour les amplifications avec F1 intron-1D23882 et F2 intron-1D23882,
des tailles d’amplicons de respectivement 430pb et 490pb. De ce fait, si des amplicons de plus
petites tailles sont observés par électrophorése, il s’agit surement d’amplifications non
spécifiques. En revanche, si sont observés des amplicons de taille égale ou supérieure, cela

pourrait correspondre a la partie 3* d’IrSPI : a taille égale il n’y aurait pas d’autres introns, et a
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taille supérieure, il y aurait au moins un autre intron. Les résultats des amplifications sur trois

¢chantillons d’ADN de tiques femelles I. ricinus, montrent soit des amplicons de taille

inférieure a celle attendue (et donc de probables « mismatchs »), soit aucune amplification
(Figure 18).
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Figure 18: Electrophoréses en gels d’agarose a 2% de produits de PCR obtenus aprés amplification par les amorces F1
intron-1D23822 (A) et F2 intron-ID23822 (B) de I’ADN d’\. ricinus. 1a 3 . amplifications réalisées a partir d’ADN extraits de
trois tiques femelles distinctes T- : témoin négatif. M : marqueur de poids moléculaire

Devant ces résultats, de nouvelles amplifications utilisant de nouveaux couples d’amorces ont
été réalisées avec F1 intron-R2 et F2 intron-R2 a partir de nouvelles extractions d’ADN de
femelles 1. ricinus. La taille minimum des amplicons attendue, dans I’hypothése d’un seul
intron, devrait ici étre respectivement de 402 pb et 462pb. Les résultats de 1’¢électrophorése
(Figure 19) montrent que les amplicons obtenus sont de taille inférieure, suggérant ici aussi une

hybridation aspécifique des amorces ailleurs dans le génome.
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Figure 19 : Electrophoréses sur gels d’agarose a 2% de produits de PCR obtenus aprés amplification par les amorces
F1 intron-R2 (A) et F2 intron-R2 (B) de I’ADN d’l. ricinus. 1a 4 : amplifications réalisées a partir d’ADN extraits de
quatre tiques femelles distinctes M : marqueur de poids moléculaire
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Afin d’améliorer la spécificité des amorces pour le géne IrSPI, des PCR touchdown ont été
réalisées en commengant les cycles d’amplification par une température d’hybridation tres
élevée puis en la diminuant progressivement. Ces PCR ont été réalisées avec les couples
d’amorces F2 intron-R2 et F2 intron-1D23882 sur le méme ADN provenant de femelles I.
ricinus. Les tailles des amplicons obtenus se sont encore révélées inférieures au minimum
escompté, impliquant que malgré 1’augmentation de la spécificité de la PCR par la méthode du
touchdown, nous n’avons toujours pas réussi a cibler le géne IrSPI (Figure 20). Un résultat
similaire a été obtenu avec les couples d’amorces F1 intron-R2 et F1 intron-1D23882 (résultat

non montré ici).

Figure 20 : Electrophorése en gel d’agarose 2% des amplifications par PCR touchdown
par les amorces F2 intron-R2 et F2 intron-ID23882 sur de I’ADN d’l. ricinus. 1 :
amplification avec le couple d’amorce F2 intron-R2 et 2 : amplification avec le couple
d’amorces F2 intron-1D23882. 3 et 4 : témoins négatifs. M : marqueur de poids
moléculaire
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Afin d’augmenter la spécificité de ’amplification PCR, des protocoles de PCR nichées ont alors
¢été utilisés avec de nouveaux couples d’amorces sens : F3 intron, F4 intron F5 intron F6 intron
F7 intron, et antisens : 1D23882 et R2. Pour la premiére PCR, nous avons testé toutes les
amorces sens avec I’amorce 1D23882, puis les produits obtenus servent de matrice pour une
seconde PCR utilisant les mémes amorces sens que précédemment mais 1’amorce anti sens R2
interne au produit d’amplification. Dans I’hypothése selon laquelle IrSPI ne possederait qu’un
seul intron, les poids moléculaires attendus des amplicons devraient ici étre compris entre 740
pb pour F7 intron-1D23882 et 975 pb pour F3 intron-1D23882. Nos résultats de PCR ne
présentaient néanmoins aucun amplicon de poids moléculaire compatible avec une

amplification du géne cible (résultat non montré ici).

Une approche de type 3> RACE a alors été tentée afin d’augmenter la longueur de la séquence
connue en 3’ du codon stop pour y définir des nouvelles amorces utilisables ensuite sur I’ADN

seulement 80pb étant connues en 3’ du stop sur I’isotig contenant IrSPI. Ce type de PCR, en
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ayant comme matrice nucléotidique des ARNs messagers rétro-transcrits a 1’aide d’une amorce
Oligo dT modifiée (Adapto primer), permet I’amplification de la séquence de I’ADN
complémentaire entre la queue polyA a la fin du gene et une amorce spécifique définie sur le
géne d’intérét. Les amorces spécifiques utilisées ici sont F1 RACE et F2 RACE. Les résultats
obtenus ont montré plusieurs amplifications probablement non spécifiques mais deux especes
moléculaires par couples d’amorces (Bandes 1-4 de la Figure 21) d’environ 250 a 400 pb ont
néanmoins été purifiées pour clonage dans le vecteur pPGEM-T easy et séquencage. Cing clones
positifs ont été sélectionnés par condition. Les résultats aprés amplification des inserts ont
montré la présence d’une bande majoritaire dans la majorité des puits pour les quatre espéces
moléculaires clonées (Figure 22). Les résultats de séquengage n’ont en revanche pas permis
d’identifier la séquence connue d’IrSPI, supposant une amplification non spécifique. Les
recherches d’homologie de séquences des produits obtenus sur le génome de I. scapularis ont
en effet mis en évidence des pourcentages d’identité de 72 a 90% ce qui laisse supposer que
nous avons bien amplifié de I’ADN de tique mais pas le géne IrSPI recherché. N’ayant pu
obtenir la séquence en 3’ de I’ARNm codant IrSPI, nous n’avons ainsi pas pu identifier de

nouvelles régions cibles pour dessiner de nouvelles amorces.

Figure 21: Electrophorése en gel d’agarose 2% des produits d’amplification de I’ADNc de . ricinus avec les
amorces F1 RACE-Adapto primer (puits 1) et F2 RACE-Adapto primer (puits 2). Puits 3 et 4 : témoins négatifs, M
et M? : marqueurs de poids moléculaire. Les encadrés bleus 1, 2, 3, 4 indiquent les bandes qui ont été purifiées
pour le clonage.
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Figure 22: Electrophoreses sur gel d’agarose de produits d’amplification d’ADN de |. ricinus apres clonage.

A :les puits 1 a 5 et 6 a 10 sont respectivement les produits des amplifications par PCR a partir des clones positifs transfor més
par le vecteur pGEM-T contenant I’espéce moléculaire 1 ou 2 encadrées Figure 17. B : les puits 1 a 5 et 6 a 10 sont
respectivement les produits des amplifications par PCR a partir des clones positifs transformés par le vecteur pPGEM-T
contenant ’espéce moléculaire 3 ou 4 encadrées Figure 17. M : marqueur de poids moléculaire).

Différentes enzymes Taq polymérase, notamment permettant 1’amplification de grands
fragments d’ADN, ont aussi été utilisées afin de réussir a amplifier la séquence de IrSPI :
Takara, Phusion et PrimeStar. Parmi les enzymes et les combinaisons d’amorces testées (F1
intron, F2 intron, pour les amorces sens, et ID23882, R2 et R3 pour les amorces antisens), seul
le couple d’amorces F2 intron-ID23882 avec la Taq PrimeStar a permis 1’amplification de 4
amplicons de 2800 pb, 1300pb, 1200pb et 700pb. Seul I’amplicon de 2800pb a pu Etre s€quenceé

sur 640pb mais ces dernieres ne correspondaient pas a IrSPI.

Nos tentatives diverses pour amplifier par PCR la partie 3’ manquante du geéne IrSPI ayant donc
échoué, une nouvelle approche a été envisagée, la capture d’ADN en utilisant des billes

magnetiques.

Capture d’ADN cible a I’aide de billes magnétiques
Afin de déterminer la séquence en 3’ du gene IrSPI, des expériences de capture d’ADN avec

des billes magnétiques couplées a la streptavidine ont été mises en place. Plusieurs méthodes
de fragmentation de I’ADN génomique de I. ricinus ainsi que différentes techniques d’élution

des fragments capturés ont été éprouveés.

Apreés synthese, la taille de la sonde (183pb) a dans un premier temps été validée sur gel
d’agarose. Les premiers essais de capture ont ensuite été réalisés avec les billes M280 et les
enzymes de restrictions Hinc II et Snab I pour fragmenter ’ADN et avec une ¢élution finale au

formamide. L’amplification, apres clonage, des fragments capturés a montré la présence d’un
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amplicon d’environ 200 pb (Figure 23). Ce poids moléculaire, équivalent a celui de la sonde,

nous laisse supposer que seule celle-ci a été récupérée au cours de cette premiere expérience.
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Figure 23: Electrophorése en gel d’agarose des produits d’amplification, apres clonage, des fragments d’ADN de I. ricinus
capturés par la sonde de 183 pb. 1- 6 : fragments clonés aprés digestion de I’ADN par Hinc II. 7- 9 : fragments clonés aprés

digestion par SnaB I. M : marqueur de poids moléculaire. La fleche noire désigne le poids moléculaie de I’espéce moléculaire
amplifiée.

Ce premier résultat montrait que s’il n’y a probablement pas de probléme au niveau des étapes
de biotinylisation de la sonde, d’élution des fragments capturés ou du clonage, il semble y en
avoir lors de celle d’hybridation de la sonde avec les fragments d’ADN cible. Il est aussi
possible que les sites de restriction des enzymes soient trop éloignés les uns des autres, générant

ainsi de tres longs fragments qui ont des difficultés a s’hybrider sur la sonde qui ne fait que
183 pb.

De nouvelles expériences ont alors été réalisees dans les mémes conditions, mais apres
fragmentation de I’ADN de . ricinus par Ase | ou par sonication a 50% de puissance pendant
1 minute ou deux minutes. Le résultat obtenu apres amplification des fragments capturés puis

clonés était similaire avec un seul amplicon a environ 200pb quelles que soient les conditions
testées.

Pour la suite des tests realises ci-aprés, j’ai pu bénéficier de I’aide de Béatrice Fédit, qui a réalisé
son stage de DUT (DUT génie biologique, Université Clermont Auvergne) sur le sujet, et que

J’ai encadrée au laboratoire.
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Les précédentes expériences ont été répétées en utilisant les billes C1 pour la capture des sondes
préalablement mises en contact avec de I’ADN digérés soit par Hinc II soit par Ase I. Apres
clonage, la présence et la taille des inserts ont été évalués sur gel d’agarose pour 5 clones issus
de la digestion par Hinc Il et 5 autres par Ase I. Des profils de migration identiques avec de
multiples fragments d’ADN ont alors été retrouvés pour I’ensemble des clones ce qui laisse
supposer une contamination. Pour pallier a cette contamination, les amplifications par PCR ont
été renouvelées en présence de 10% de Diméthylsulfoxyde (DMSO) a partir des colonies
isolées. Une seule et unique espéce moléculaire a alors été amplifiée mais, comme
précédemment d’une taille avoisinant 200 pb et qui n’a pu €tre séquencée mais correspond ici

aussi probablement a la seule sonde.

De nouvelles conditions ont alors été testées avec de I’ADN de tique ayant subi une sonication
de 2 fois 15 secondes a 20% de puissance ou bien avec de I’ADN digéré simultanément par les
deux enzymes de restrictions Ase | et Hinc Il ; ceci afin de fragmenter davantage le génome, et
d’augmenter la probabilité d’hybridation de fragment d’ADN cible avec la sonde. Les billes
magnétiques C1 ont été ici utilisées pour récupérer les sondes apres 1’étape d’hybridation avec
I’ADN de tique. Afin d’éviter les étapes de clonage, sources potentielles de contamination, une
amplification par PCR a éteé réalisée directement sur les éluats avec les amorces 3F-4R, 3F-1R
et 3F-ID23882. Les deux amorces anti sens 1R et ID23822 étant situées en 3° du codon stop du
gene IrSPI, I’obtention d’un amplicon par PCR dont la taille serait au moins supéricure
respectivement, a 241 et 302 pb, laisserait envisager une probable amplification de la partie 3’

du géne IrSPI dans I’hypothése ou ce géne ne contiendrait que le seul intron déja identifié.

Figure 24: Electrophorése en gel d’agarose des produits
d’amplification par PCR, avec les amorces 3F-4R (1), 3F-ID23882 (2)
et 3F-1R (3) a partir de I’éludt de I'expérience utilisant I’ADN
doublement digéré par Ase | et Hinc Il. Les carrés orange représentent
les bandes qui ont été séquencées.
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Chaque couple d’amorces, 3F-4R, 3F-1D23882 et 3F-1R, a permis I’amplification d’une espece
moléculaire majoritaire qui a été séquencée (encadrées en orange sur la Figure 24). Seule la
bande la plus intense amplifiée avec le couple 3F-1D23882 dont le poids moléculaire avoisine
les 180 pb a permis d’obtenir une séquence exploitable. Cette séquence s hybride sur 163 pb de
I’exon n°2 du geéne IrSPI a cause d’une hybridation aspécifique de I’amorce 1D23822. Dix
nucléotides sur 21 de cette amorce sont en effet complémentaires d’une séquence située en 5’

de I’amorce 4R utilisée pour la synthése de la sonde expliquant ainsi le résultat obtenu.

Lors d’une derniere expérience, nous avons utilisé les billes magnétiques T1 avec de I’ADN
digéré avec une seule enzyme de restriction a la fois (Ase I, Hinc Il ou SnaB I), digéré
simultanément par deux enzymes (Ase | et Hinc Il), aprés 2 sonication de 30 secondes a 20%
de puissance. L’¢lution de ’ensemble de ces expériences a €té réalisée avec de I’eau a 70°C, et
des PCR avec les amorces 3F-4R, et 3F-1R et 3F-1D23882 directement sur les eluats ont eté
réalisées en présence de 10% de DMSO. Des produits d’amplifications par PCR ont été obtenus
uniquement pour le couple d’amorces 3F-4R, avec 2 bandes autour de 200 pb et 400 pb, alors
que le couple 3F-ID23882 a montré I’amplification d’un fragment d’une taille de 200 pb (Figure
25). Les especes moléculaires amplifiees dans les puits 3 et 11 ont été envoyées au séquencage

mais aucune séquence n’a pu étre exploitée.

10 11 12 13 14 15 16+ 17 18 19 20 21

Figure 25: Résultats des amplifications par PCR avec les amorces 3F-4R (1-7), et 3F-1R (15- 21) et 3F-1D23882 (8- 14).
Pour chaque couple d’amorces les échantillons ont été déposés dans [’ordre suivant > amplicons obtenus & partir des ADN
issus des simples digestions avec Ase I, Hinc 1, et SnaB I, puis obtenus par double digestion avec Ase | et Hinc Il, et enfin
apres sonication 2 x 30 secondes & 20% de puissance. Les deux derniers puits sont des témoins négatifs, le premier est un
témoin de capture d’ADN sans ADN et le second est celui de la PCR sans aucun ADN. M : marqueur de poids moléculaires.
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4.1.5 Conclusions et perspectives

L’objectif de ce premier chapitre était d’obtenir la séquence compléte du géne IrSPI afin d’en
connaitre la structure et de pourvoir étudier sa variabilité antigénique. Des travaux antérieurs
avaient permis de créer un schéma préliminaire de la structure du géne montrant la présence de
2 exons (de 66 et 177 pb) entre lesquels s’intercale un intron de 1630 pb. Néanmoins, la partie
3’ du geéne étant toujours manquante, nous avons ici tenté d’une part de prédire sa structure par
des recherches bioinformatiques et d’autre part, de séquencer cette partie du gene par diverses
méthodes. Nos prédictions laissent supposer la présence de 4 exons au sein du géne, prédictions

que nous ne sommes malheureusement pas parvenus a valider par séquencage.

La présence d’introns de grande taille, tel celui déja identifié et comme supposé par les
prédictions bioinformatiques, pourrait dans un premier temps expliquer 1’échec d’une
amplification de la partie manquante d’IrSPl malgré I’utilisation d’enzymes polymérases
adaptées. L’alternative utilisée via la technique de capture sur billes magnétiques, si elle semble
avoir techniquement fonctionné car ayant permis la capture d’une séquence de 163 pb déja
connue dans le géne, n’a malheureusement, elle non plus pas donné de résultats exploitables.
Pour résoudre le probable probléeme d’hybridation de la sonde avec I’ADN cible, de nouvelles
méthodes de fragmentation de ’ADN génomique utilisant des enzymes de restriction dont la
fréquence des sites de coupure serait plus importante ou des temps de sonication plus long afin
d’optimiser la taille des fragments d’ADN a capturer pourrait étre envisage. Il serait également
possible d’optimiser la méthode de dénaturation de I’ADN, en utilisant de la soude par exemple.
D’autres moyens pourraient aussi permettre d’obtenir ce fragment d’ADN, comme 1’utilisation
du southern-blot par exemple, méme s’il est reconnu que les sondes utilisées actuellement en

remplacement des sondes radiomarquées fonctionnent moins bien.

Les échecs répétés d’amplification du géne IrSPI a I’aide de multiples combinaisons d’amorces
peuvent aussi s’expliquer par I’existence démontrée de nombreuses séquences répétées dans le
génome des tiques [239], expliquant un potentiel manque de spécificité des amorces utilisées.
Le génome de I. scapularis serait effectivement approximativement composé de 70% de

séquences répétées [239].

Les recherches réalisées in silico ont par ailleurs démontré la présence de nombreux genes tres
proches d’IrSPI chez I. ricinus avec des pourcentages d’identité compris entre 76,9% et 98,9%
et un taux de recouvrement important. Ainsi il semblerait qu’IrSPI appartienne a une famille

multigénique chez cette tique, bien que seules des données éparses de séquencage Shotgun sans
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assemblage existent pour I. ricinus a ce jour. Chez I. scapularis, tique américaine trés proche
de I. ricinus et seule espéce séquencée [239], I’ADNc le plus proche d’IrSPI (DQ066178.1)
présente lui aussi un fort pourcentage d’identité avec de nombreux autres genes, dont ceux
présentés dans le tableau 4 et 5. D’aprés I’analyse, chez I. scapularis, de génes orthologues,
deux événements de duplication auraient eu lieu ces 40 derniers millions d’années [239]. Ofr,
sur le super contig qui partage le plus haut pourcentage d’identité avec IrSPI, DS965545, la
séquence connue de notre géne d’intérét matche en deux positions distinctes. Cela pourrait donc
étre effectivement le fruit d’une duplication du géne homologue, mais nous ne pouvons pas non

plus exclure des problémes dans I’assemblage du génome de I. scapularis.

La structure du géne IrSPI semble, d’aprés nos résultats d’analyse d’homologie de séquence,
étre composé de 4 exons. D’aprés I’étude de Dai et al. [244] réalisée chez I. scapularis, les
genes codant des protéines avec un seul domaine Kunitz seraient composes de 3 exons, le
premier comportant le peptide signal, le second codant le domaine kunitz, et le dernier le codon
stop. De plus, bien que les introns de ces génes soient de longueurs hétérogenes, il semblerait
que leur taille soit en général élevee, avoisinant en moyenne les 2000pb, et donc plus proches

de celles retrouvées chez les vertébrés que chez d’autres invertébrés [239].

En se basant sur I’homologic de séquence qu’lrSPI partage avec DQ066178.1 chez I.
scapularis, nous pouvons dire qu’IrSPI appartient au groupe 2 des genes codant des protéines
a un domaine kunitz [244]. Ce groupe représente un cluster de genes ayant évolué séparément
du groupe 3 chez les tiques du genre Ixodes, a ’opposé des génes du groupe 1 qui sont partagés
par plusieurs especes de tiques et d’autres especes de bilatériens ou de cnidaires et apparait
comme un groupe ancestral [244]. Les génes du groupe 2, ont, au cours de 1’évolution, acquis
de nouvelles fonctions par rapport au groupe 1 ancestral dont les fonctions principales sont la
régulation de la coagulation sanguine. En effet, ils ont acquis la capacité d’interagir avec des
canaux ioniques, et peuvent ainsi, par exemple, en plus de réprimer I’activité de sérine
protéases, étre acteurs dans la modulation de I’ingestion de sang au cours du repas sanguin et

dans la modulation des réactions immunitaires de 1’hote vertébré [245].

En conclusion, comme seules des données de séquencage Shotgun sans assemblage sont a
I’heure actuelle disponibles, seul le séquengage du génome d’l. ricinus pourra apporter des
réponses a notre questionnement sur la structure du gene IrSPI. Un tel projet est actuellement
en cours (projet GENERIC) sous I'impulsion de collegues de 'INRA de Nantes mais les

données ne sont pas encore disponibles.
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Ainsi, dans I’attente du séquencage complet de ce génome, et pour évaluer la variabilité
antigénique d’IrSPI, I’idéal serait maintenant de recommencer une collecte de tique a 1’échelle
européenne en prenant soin de ne récupérer que les individus vivants afin de pourvoir en extraire

I’ARN, et de séquencer la séquence codante du geéne pour des études comparatives.
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Chapitre Il : Etude de ’expression et de la fonction
d’IrSPI dans la biologie et le gorgement de la tique |.
ricinus
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4.2.1 Introduction

Comme mentionné dans la revue présentée en introduction de ce mémoire, les inhibiteurs de
sérine protéases peuvent avoir de multiples fonctions chez les tiques. Parmi elles on retrouve
des implications dans la ponte des ceufs, leur maturation et I’éclosion, dans la mue, dans
I’homéostasie et le systeme de défense immunitaire des tiques, dans la coagulation de
I’hémolymphe, et dans I’ingestion et la digestion du sang. Lors de la prise du repas de sang,
certains de ces inhibiteurs agissent sur les réponses de 1’hote a la piqtire de la tique en inhibant
la coagulation sanguine au niveau des voies de la coagulation intrinséque et extrinséque, en
réprimant I’angiogenese via une induction de I’apoptose cellulaire, et enfin en modulant les

réponses immunitaires de 1’hote.

L’objectif de ce chapitre 2 est d’étudier et de comprendre le role d’IrSPI dans la biologie de la
tique 1. ricinus, au travers des actions qu’il peut exercer, a la fois chez la tique elle-méme, puis

chez I’hote vertébré lors de la prise du repas sanguin.

L’¢étude de I’expression d’un geéne a la fois dans le temps et I’espace apporte des indications
essentielles quant a son role dans I’organisme dont il est issu. Nous savons d’ores et déja que
I’infection par la bactérie B. henselae est un des stimuli qui induit une sur-expression de IrSPI
au niveau des glandes salivaires de la tique I. ricinus femelle quatre jours apres le début du
gorgement [232]. Le gorgement des tiques n’étant pas un processus linéaire dans le temps, une
analyse plus fine de son expression au cours du gorgement est a présent requise pour
comprendre le réle d’IrSPI lors de ce processus vital pour la tique. Par ailleurs, I’expression de
ce géne pourrait ne pas étre cantonné aux glandes salivaires, et la mise en évidence d’une
expression dans d’autres organes de la tique serait aussi indicative du rdle de cet inhibiteur de
sérine protéases dans la biologie du vecteur. Enfin, il est nécessaire de savoir si IrSPI est
exprimé a tous les stades de la tique, et notamment chez les ceufs et les males qui ne se gorgent
pas pour envisager d’autres fonctions que celles mises en évidence dans I’infection par une
bactérie et la prise du repas de sang. Enfin, I’expression d’IrSPI a été évaluée dans d’autres
conditions d’infection par une autre bactérie transmise, B. birtlesii, et par une bactérie non
transmise, E. coli, pour mettre en évidence un réle potentiel d’IrSPI dans la réponse immune

de la tique.

108



La démonstration antérieure, par ARN interférence, de 1’implication de IrSPI dans la prise du
repas sanguin par la tique [232] pouvait laisser supposer un impact de cet inhibiteur chez 1’hote
vertébré au cours de ce processus. Pour répondre a cette question, il était dans un premier temps
essentiel d’établir si cette protéine est ou non sécrétée lors du repas sanguin et injectée a 1’hote.
Les analyses fonctionnelles d’un possible impact d’IrSPI chez I’hote réalisées ensuite,
nécessitaient I'utilisation d’une protéine recombinante qui a été ici synthétisée en cellules S2
de drosophile. Cette protéine recombinante nous a dans un premier temps permis de verifier les
prédictions bio-informatiques réalisées concernant les structures secondaires et les
modifications post-traductionnelles d’IrSPI. Elle a ensuite permis d’identifier la sérine protéase
cible de cet inhibiteur. Enfin, cette protéine recombinante nous a permis d’évaluer 1I’impact
d’IrSPI sur les réponses de 1’hote vertébré liées a la piqlre de la tique, dont la coagulation,
I’angiogenese des cellules endothéliales, et la modulation des réponses immunitaires au niveau

du site de piqdre, en particulier sur les lymphocytes et les macrophages.

L’ensemble des matériels et méthodes, des résultats et leur discussion est présenté sous la forme
d’un manuscrit en préparation pour une soumission au journal PLOS Pathogens. De plus, des
expériences et résultats complémentaires non inclus dans la publication prévue sont présentés
dans une seconde partie, par manque de place dans la publication ou parce que certaines

expériences nécessitent d’étre renouvelées.
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4.2.2 Article en préparation

The immunomodulatory effect of IrSPI, a salivary gland serine
protease inhibitor involved in Ixodes ricinus tick feeding.

Short title: IrSPI, an Ixodes ricinus saliva immunomodulator of host immune system
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Abstract

Ticks are strict hematophagous arthropods and represent the most important vectors of
pathogens affecting domestic and wild animals worldwide and second to mosquitoes as vectors of
human pathogens. Hard tick feeding is a slow process, taking up to several days for repletion prior to
detachment, and necessitates extended control over the host response. The success of the feeding
process depends on the tick injecting saliva, which must, not only control host haemostasis and wound
healing, but also subvert the host immune response to avoid tick rejection during the lasting process.
In turn, the manipulation of the host immune response creates a favourable niche for the survival and
propagation of diverse tick-borne pathogens transmitted during feeding. Here, we report on the
molecular and biochemical features and functions of IrSPI, a serine protease inhibitor from Ixodes
ricinus saliva involved in acquisition of the blood meal. Our results show that IrSPI harbours the typical
fold of the Kunitz type | serine protease inhibitors and that it inhibits the serine protease elastase, and
to a lesser extent, chymotrypsin. We also show that IrSPI is injected into the host during feeding.
Crucially, IrSP1 was found to have no impact on tissue factor pathway induced coagulation, fibrinolysis,
apoptosis or angiogenesis but to mediate a strong effect on immune cells. IrSPI affected macrophages
as antigen presenting cells by diminishing their IL-5 production. In addition, IrSPI repressed mitogen-
stimulated proliferation of CD4" cells, and in the absence of mitogen, induced proliferation of B cells.
Inhibition of T cell proliferation was associated with marked diminution in pro-inflammatory cytokine
secretion. Our study contributes to a better understanding of tick-host interactions and provides
insight that can be exploited for the design of a vaccine candidate against tick bites, by targeting an

immunomodulator implicated in the feeding success of I. ricinus ticks.
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Author summary

In Europe, ticks represent the most important vector for both human and animal health, Ixodes
ricinus corresponding to the most abundant species. Ticks feed on blood for an extended period of
time during which their saliva favors both feeding and pathogen transmission by interfering with host
responses. A better understanding of tick-host-pathogen interactions is central to the discovery of
improved control methods. In that context, we previously identify IrSPl as an /. ricinus salivary molecule
implicated in both tick feeding and bacteria transmission. Here, this serine protease inhibitor was
almost characterized as an elastase inhibitor. We found that it was overexpressed during blood feeding
in several tick organs, and especially in salivary glands. We then demonstrated that IrSPI is injected to
the host through saliva, and despite no impact found on angiogenesis and apoptosis of endothelial
cells, we reported an immunomodulatory role along blood feeding, with the repression of T CD4*
lymphocyte proliferation, increase of B cell proliferation, and modification of the cytokine secretion
pattern of both splenocytes and macrophages. Our study provides new insights into the complex
armament develop by ticks to overcome the host response and then a potential target against their

feeding process and pathogen transmission.
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Introduction

Ticks are obligate hematophagous arthropods able to feed on diverse vertebrate hosts
including mammals, birds, amphibians and reptiles. They cause substantial economic losses in the
livestock industry due to blood spoliation and secondary infection of bite wounds, which consequently
decrease food production and the value of leather. Crucially, ticks are excellent vectors of pathogens
including bacteria, parasites and viruses. They represent, after mosquitoes, the second most important
vector of human pathogens, and the first for animal health [1]. In particular, the hard tick Ixodes ricinus
is the most widespread and abundant tick species in Europe, as well as the most efficient transmitter
of pathogens of major concern to both human and animal health [2]. This tick species follows a three-

host life cycle and involves three distinct stages that feed only once on their respective hosts.

The blood meal of hard ticks represents one of the longest feeding processes by blood feeding
arthropods, taking over ten days for adults in several species and thus causing severe tissue damages.
The success of the blood meal is critically dependent on saliva, which represents the primary tick-host
interface (reviewed in [3]). Indeed, tick saliva possesses essential properties that facilitate feeding,
including its ability to repress host pain at the tick bite site, thus preventing detection by the host. In
addition, tick saliva has the capacity to counteract the host’s haemostatic and immunological
responses at the site of injury. As pool-feeders, ticks create a haemorrhagic blood-pool and alternate
blood absorption with saliva injection such that the anti-coagulant properties of the saliva maintain
the blood-pool in a fluid state through blocking blood coagulation cascade activation and promoting
fibrinolysis. Moreover, tick saliva impedes the host’s innate immune system by preventing
complement activation and immune cell recruitment, thus precluding tissue remodelling and
angiogenesis as well as local inflammation. Due to the repression of lymphocyte recruitment to the
tick bite site, tick saliva also impairs anti-tick adaptive immune responses. Finally, these tick bite-
associated processes create an environment that is favourable to the transmission of tick-borne

pathogens (TBP) to the host.

A better understanding of tick-host-pathogen interactions is central to the discovery of
improved control methods for ticks and tick-borne disease (TBD) [4]. In order to identify tick factors
involved both in tick biology and in pathogen transmission, we previously compared gene expression
through NGS technologies in salivary gland (SG) tissue from uninfected and Bartonella henselae-
infected /. ricinus ticks [5]. This gram-negative bacterium is responsible of cat scratch disease in human
and is transmitted from cat to cat by fleas. But, albeit most part of its transmission to human is due to
scratches and bites from infected cat, we have previously demonstrated that /. ricinus is also able to

transmit it [6]. A small percentage (5.6%) of genes was found to be modulated by bacterial infection.
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The most highly overexpressed gene — that we named Ixodes ricinus serine protease inhibitor (/rSPI) —
encoded a putative serine protease inhibitor (IrSPI). Preliminary functional analysis by RNA
interference (RNAI) revealed that IrSPI was implicated in tick feeding as well as in B. henselae infection
of tick SG, rendering it a promising target for a vaccine against /. ricinus. Also justifying our interest for
IrSPI, it is known that several serine protease inhibitors are involved in the abovementioned processes
maintaining the blood-pool by the tick saliva [7]. In fact, serine protease inhibitors represent one of
the main protein family injected to the host by ticks along blood feeding due to the key roles of proteins
they inhibit in host regulation of coagulation, angiogenesis, haemostasis and immune responses.
Moreover, in ticks, some of them are involved in blood digestion, tick innate immune system, tick

reproduction, as well as pathogen transmission [7].

The aim of this study was to elucidate the role of IrSPI both in tick biology and at the interface
of the tick and its vertebrate host during feeding. In silico characterization of IrSPI confirmed that it
belonged to the Kunitz type | family of inhibitors of serine proteases. We showed that /rSP/ was induced
during blood feeding and was injected into the host, suggesting that it is involved in modulating the
host responses to tick feeding. Through recombinant expression, we found that IrSPl inhibited elastase
but did not interfere with the tissue factor pathway of blood coagulation, fibrinolysis, endothelial cells
apoptosis or angiogenesis. Finally, we demonstrated the implication of IrSPI in the modulation of the
host immune response by reducing T lymphocyte proliferation and by altering the cytokine profile

expression of both macrophages and splenocytes.

Results

Molecular characterization of IrSPI

The full-length IrSPI cDNA encompasses a 321-nucleotide open reading frame encoding a 19-
residue signal peptide followed by a 285-nucleotide sequence encoding a 94 amino acid protein. /.
ricinus and I. scapularis sequences that present the greatest degree of identity with IrSPI are shown in
Fig 1A. IrSPI sequence harboured 7 cysteines potentially forming 3 disulfide bonds. The putative
mature protein has a molecular mass of 8163.10 Da, a single potential N-glycosylation site and 10
putative phosphorylation sites (Fig 1B). To investigate these post-translational modifications,
recombinant IrSPI expressed in Drosophila S2 cells was analysed with the UltrafleXtreme MALDI-

TOF/TOF mass spectrometer (Bruker-Daltonics, Germany). Results revealed a 990 Da shift between the
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practical mass (13,034 Da) and the theoretical mass (12,044 Da), consistent with 10 phosphoryl groups
(80 Da) and a single N-linked glycan (161 Da) as previously hypothesized through NetNGlyc 1.0 and
NetPhos 3.1 servers (Fig S1).

The predicted protein structure, as determined by using Phyre 2 software, consists of 2 [3-
sheets, 2 a-helix, and a single Kunitz-like inhibitory domain, suggesting that IrSPI belongs to the Kunitz
type | protease inhibitor family (Fig 1C). IrSPI recombinant protein was used to confirm this structure
but circular dichroism experiments failed to reveal the expected a-helix signals (Fig S2). In addition,
the main population observed in analytical ultracentrifugation (AUC) had a sedimentation coefficient

of 1.6S and a frictional ratio (f/f0) of 1.2, consistent with a monomeric and globular IrSPI (Fig S3).

Taking into account that the absence of helix into IrSPI structure may not allowed the formation of
disulphide bonds that probably exposed hydrophobic residues to the protein surface, the globular
aspect of IrSPI could be the consequence of the abortion of native folding process and its globular form
might represent an intermediate of folding and not the real structure of IrSPI. Altogether, the results
suggested that the recombinant protein may have been misfolded, which might compromise its
functional activity as a protease inhibitor. Consequently, inhibition assays of the serine proteases were

performed with a refolded form of IrSPI and the refolding buffer used as control.

Inhibition of serine proteases

In accordance with the presence of an Alanine as P1 residue, we hypothesized that IrSPI could
inhibit serine proteases of the elastase-like family. To test this prediction, the ability of IrSPI to inhibit
cleavage of their respective substrates was evaluated for several serine proteases including elastase.
Although no inhibition on any serine proteases was evidenced with the non-refolded protein, after
refolding, IrSPI in excess (1 uM) decreased the catalytic activity of elastase to a moderate extent
(23.9%), and very slightly that of chymotrypsin (1.7%) (Fig 2). No inhibition of trypsin, thrombin or

kallikrein was detected.

IrSPI expression and localization of its product

To explore IrSPI function, transcriptional investigations in all tick stages from our . ricinus
pathogen free colony were performed by quantitative RT-PCR. IrSPI mRNA was not detected in eggs,
unfed larvae, nymphs, and adults of both sexes, or in fed larvae at day 1 and 3 of engorgement.

However, comparison of the transcript abundance in unfed, 3 days fed, and 5 days fully engorged
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nymphs, revealed a significant up-regulation of the IrSPI mRNA following 5 days feeding (Fig 3A). The
expression of IrSPI mRNA in different tissues was then evaluated in a pool of 17 field females pre-fed
for 5 days on rabbit, which was shown to be infected with Babesia venatorum and Rickettsia helvetica
by PCR as previously described [8]. Results showed that in adults and at roughly half way through
feeding, IrSPI is expressed in SG, guts, synganglions, ovaries and the rest of tick body (carcasses) with
a significant higher expression in SG (Fig 3B). IrSPI-specific transcripts were then analysed in various
organs of B. henselae-infected I. ricinus. The results confirmed its over-expression following infection
in SG, and revealed an up-regulation also in gut and to a lesser extent in ovaries (Fig 3C). Such
overexpression was not found following infection with B. birtlesii, a phylogenetically proximal

bacterium.

The expression of IrSPI was also analysed after infection of ticks with a non-transmitted
pathogen, Escherichia coli, to estimate its potential implication in the tick innate immune response.
The efficiency of this response was validated in parallel by evaluation of the expression level of
defensin6, which is known to be up-regulated following E. coli infection in ticks [9]. While we confirmed

that defensin6 was up-regulated following infection, expression of /rSPI was unchanged (Fig 3D).

To document IrSPI expression in the salivary glands and to determine whether the gene
product would be present in tick saliva injected into the vertebrate host, mRNAs of IrSPI were analysed
by in situ hybridization in salivary glands of pathogen-free, partially fed, females. The IrSPI transcript
was identified in the secretion vesicles of type Il acini, responsible for tick saliva secretion in hard ticks
[10] (Fig 3E). The presence of IrSPI protein was then studied in tick saliva and in salivary gland extracts
obtained from a pool of 17 I. ricinus females from the field after a 5-day pre-feeding step on rabbit.
SDS-PAGE analysis revealed major differences in the protein composition of saliva and salivary gland
extracts, with a higher quantity of proteins in the salivary glands (Fig 4A). The presence of IrSPI was
confirmed by western blot analysis using an antiserum from mice immunized with recombinant IrSPI
(Fig 4B), as well as a serum collected from a tick-infested rabbit (Fig 4C). Native IrSPI was only faintly
detected by the mouse antiserum in the tick salivary glands and not at all in its saliva (Fig 4B). However,
its recombinant counterpart was detected by the serum raised in tick-infested rabbit demonstrating
that IrSPI generated an antibody response in rabbit and is indeed injected by ticks into the host though
the saliva along blood feeding (Fig 4C). These results suggested possible difference regarding
immunogenicity/conformation and/or protein quantity between the recombinant and native proteins

since mouse antiserum recognized less native than recombinant IrSPI.
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Anticoagulant activity

The hypothesis that IrSPI might display anti-coagulant activity was evaluated through thrombin
generation and clot waveform assays. Thrombin formation was triggered by adding calcium to a premix
of plasma, phospholipid vesicles and tissue factor, in the presence or absence of various amounts of
‘refolded’ IrSPI. Analysis of the kinetics suggested that IrSPI had little or no impact on clot formation
(Fig 5). At concentrations up to 0.8 uM IrSPI, the lag-time of clot formation and amounts of thrombin
formed were comparable between the positive control (peak-high at 371 s) and samples containing
IrSPI (peak at 371 s) or refolding buffer alone (peak at 357 s) (Fig 5A). IrSPI had no significant impact
on fibrin formation either, clotting-times of 105 s versus 119 s for controls (with and without refolding
buffer) and containing IrSPI, respectively (Fig 5B). To evaluate the ability of IrSPI to modulate clot
stability, its potential influence on clot lysis was also investigated. Fibrin formation was triggered as
above with a mixture of phospholipid vesicles, tissue factor and calcium, but in the presence of tPA to
induce fibrin clot lysis. Again, no significant impact on the half-lysis times between refolding buffer

with or without IrSPI could be detected (512 versus 528 s, respectively; Fig 5C).

Apoptosis and Angiogenesis

As IrSPI was shown to be a component of the tick saliva, we next hypothesized that it could
modulate formation of new vessels by promoting apoptosis and/or inhibiting microvascular
endothelial cell proliferation. The ability of IrSPI, refolded or not and cognate media as controls, to
induce apoptosis was first evaluated in HsSKMEC endothelial cells using cell viability and apoptosis
markers, i.e., cells labelled with Annexin V-FITC but not propidium iodide corresponding to viable cells,
by flow cytometry (Fig 6). Addition of 1 uM IrSPI refolded or not to culture medium had only a weak
effect (11.9% and 9.2% versus 10.5 % with culture medium alone); the highest effect was actually

obtained by adding refolding buffer without IrSPI (25.5%).

Two endothelial cell lines were used to investigate the impact of IrSPI on angiogenesis: HskMEC and
HEPC-CB1. For this purpose, we first evaluated the toxicity of IrSPI (between 0.0625 and 2 uM) refolded
or not as well as that of the culture and refolding media on HsKMEC cells. Concentrations of 0.5 uM
and 1 uM refolded IrSPI that did not induce any significant toxicity (mortality of 18% and 29%,
respectively) compared to the control, were used to evaluate its impact on angiogenesis. Compared
with culture medium, non-refolded IrSPI at any concentration had no effect on the number of
junctions, master junctions, segments, master segments, meshes or total segment length for two
endothelial cell lines, namely, HsKMEC and HEPC-CB1 (Fig 7). In both cell lines, and depending on the

concentration, the refolded IrSPI had also no impact on some of these angiogenesis parameters or,
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when it decreased some of them, our results showed that it was mainly due to the refolding buffer and

not to IrSPI itself (Fig 7).

Splenocyte proliferation assay

Next, we tested whether IrSPI might have a role in host immunomodulation during tick feeding.
Splenocytes isolated from 3 OF1 mice were cultured in the presence or absence of ConA for 3 days and
the impact of unrefolded IrSPI on three lymphocyte subsets (CD4* and CD8* T cells, B cells) proliferation
was evaluated by CFSE dye dilution assay via flow cytometry. As expected, we observed no cell
proliferation in absence of Con-A. Then under ConA-mitogen stimulus, total splenocytes were in
proliferation. This observation was due to responses of T-cells since ConA does not induce B cell
proliferation. Results presented in Figure 8 showed that CFSE staining was not perfectly similar for the

3 experiments due to the use of non-inbred mice.

In the absence of mitogen stimulation, no effect was observed on either of the T cell subsets
when, in unstimulated B cells, a substantial increase in cell division was observed (+28.31%) in the
presence of IrSPI. This last result should be taken with a certain degree of caution, due to the small
number of gated cells. Indeed, only live cells were taken into consideration for analysis of proliferation,
and the number of live cells remaining after the 3-day incubation was quite low. Indeed, with
unstimulated splenocytes, 214 + 149 (SD) gated B cells were counted per well in the absence of IrSPI,
while only 55 + 25 (SD) gated B cells were counted when splenocytes had been incubated in the

presence of IrSPI.

Upon ConA stimulation and in the presence of IrSPI, CD8* T cells exhibited a decrease in
proliferation (-3.6%), which did not reach statistical significance. In contrast, proliferation of CD4* T
cells was significantly diminished (-18%) in the presence of IrSPI. IrSPI reduced then the number and

intensity of peaks for both CD4* and CD8" positive cells, validating its role in immune modulation.

Cytokine expression in response to IrSPI

In order to gain insight into how IrSPI might influence immune cells, cytokines and chemokines
secreted in the supernatants of mitogen-stimulated and unstimulated splenocytes were compared by
using a multiplex bead-based assay. The 26-plex panel included 17 cytokines representative of multiple
T helper subsets (Th1, Th2, Th9, Th17, Th22 and Treg) and 9 chemokines. In the absence of mitogen

stimulation but in the presence of IrSPI, secretion of several cytokines and chemokines were
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significantly diminished (P<0.01), in particular IP-10 (-32.8%), MCP-3 (-72.3%), MIP-13 (-26%) and
RANTES (-15.6%) (Table 1 and S1). IrSPI also significantly decreased (P<0.01) several chemokines in
mitogen-stimulated splenocytes including IP10 (-46.5%), MIP-1f (-17.9%), RANTES (-37.9%), GM-CSF
(-71.9%), and Eotaxin (-21.3%). Moreover, expression of several T helper cytokines was also
significantly reduced, namely, IFN-y (-50.3%), IL-1p (-45%), IL-18 (-46%), IL-13 (-75.1%), IL-6 (-54.8%),
TNF-a (-46,1%), and 1L-9 (-48.8%) (Tables 1 and S2). By contrast, a single cytokine, IL-2, was significantly

up-regulated (+49.2%) following IrSPI exposure.

To address the impact of IrSPI on immune sentinel cells, we also compared T helper secretion
of cytokines and chemokines in the supernatants of murine macrophages grown in the presence or
absence of IrSPI following activation with IFN-y and LPS. Secretion of all tested T helper cytokines and
chemokines was diminished, but statistical significance was attained only for the decrease in IL-5 (-

9.6%; P<0.01) (Table 1 and S3 table).
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Table 1: Impact of IrSPI on mice splenocyte cytokine/chemokine production with or without mitogen

stimulation by Concanavalin A (ConA).

Cytokines/ Effect of IrSPI P-value
chemokines (percentage)
Splenocytes

Without IP-10 Decrease (- 32,8%) 2,21E-03
ConA

MCP-3 Decrease (- 72,3%) 8,07E-04

MIP-13 Decrease (- 26 %) 2,11E-03

RANTES Decrease (- 15,6 %) 3,94E-03

With IL-16 Decrease (- 45 %) 1,15€E-03
ConA

IL-13 Decrease (- 75,1 %) 4,47E-04

IL-18 Decrease (- 46 %) 1,63E-07

IL-6 Decrease (- 54,8 %) 5,80E-06

IL-9 Decrease (- 48,8 %) 7,06E-03

TNF-a Decrease (- 46,1 %) 7,23E-06

IFN-y Decrease (- 50,3 %) 2,28E-07

IP-10 Decrease (- 46,5 %) 4,30E-05

MIP-13 Decrease (- 17,6 %) 2,28E-03

RANTES Decrease (- 37,9 %) 1,26E-04

Eotaxin Decrease (- 21,3 %) 3,89E-03

GM-CSF Decrease (- 71,9 %) 8,67E-08

IL-2 Increase (+ 49,2 %) 5,62E-04

Macrophages
With
LPS/IFN-y IL-5 Decrease (-9,6%) 8,37E-03

* All results are presented as the significance of expression changes (P-value < 0.01; ANOVA) after a 3-
day incubation with IrSPI. Splenocytes of each of 3 mice were evaluated separately in triplicate for
each condition. Results are expressed as the mean for the 3 mice after calculating the mean of
triplicate wells for each mouse.
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Taken together, our data suggest that, apart from IL-2, IrSPI repressed secretion of multiple T helper
cytokines and chemokines by activated immune cells (splenocytes and macrophages), consistent with

a role for IrSPI as an immune modulator of the host response against tick bites.

Discussion

Extensive knowledge is accumulating regarding the capacity of tick saliva from both soft and
hard ticks to counteract the host responses and to allow them to accomplish their blood meal
successfully [11-13]. Relatively few salivary compounds, however, have been molecularly
characterized as the active factors responsible for this process (recently reviewed in [3]). In a previous
study, we identified a serine protease inhibitor, named IrSPI, potentially present in I. ricinus saliva and
demonstrated its implication both in tick feeding and in Bartonella infection of I. ricinus salivary glands
[5]. The presence of homologous/paralogous genes to IrSPI in both . ricinus and I. scapularis ticks
suggests that it belongs to a family of genes that are involved in important functions in tick physiology
and that the regulatory role of such SPIs is highly conserved. Here we also provide evidence that IrSPI
is a Kunitz SPI that is induced during blood feeding and present in tick saliva. Moreover, we show that
IrSPI inhibits elastase and modulates host immune responses. It is likely that such immunomodulation
substantially contributes to successful feeding and engorgement of /. ricinus ticks, and thereby

facilitates transmission of TBP.

Production of functionally active recombinant protein has already been proved to be difficult
in some cases. As example, it has been demonstrated that the p36 immunosuppressive salivary gland
protein from Dermacentor andersoni salivary glands exerted its activity only when the recombinant
protein was expressed in insect cells but not in bacteria [14], suggesting that functional activity might
depend upon proper post-translational modifications, such as glycosylation. Similarly, Konnai and co-
workers have tentatively attributed the lack of histamine binding affinity of lipocalins from Ixodes
persulcatus to the expression of the recombinant proteins in E. coli [15]. In the present study, we
therefore expressed IrSPI in Drosophila cells, and showed that the protein was functional, e.g., exerted
an immunomodulatory activity, when expressed in this insect cell system. However, circular dichroism
analysis of recombinant IrSPI suggested that it lacked important secondary structural features of
Kunitz. Nonetheless, when subjected to a refolding step, it displayed an inhibitory activity against

elastase.
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In accordance with its primary structure, IrSPI belongs to the Kunitz SPI superfamily, whose
members competitively inhibit serine protease activity in a reversible lock-and-key fashion. In ticks,
certain members of this superfamily have been shown to be involved in subversion of host defence
mechanisms during feeding [7]. Invertebrate Kunitz inhibitors possess diverse inhibitory effects on
several serine proteases depending on their amino acid composition, especially the P1 residue
presents in the reactive site. Positively charged P1 residues, such as Lys or Arg, are associated with
inhibition of trypsin-like SP; large hydrophobic residues, such as Phe, Tyr or Leu, with inhibition of
chymotrypsin-like SP; and small hydrophobic residues, such as Ala or Val, with inhibition of elastase-
like SP [16]. We showed that IrSPI, which harbours Ala as P1 residue, does indeed inhibit elastase. IrSPI
also inhibited the activity of chymotrypsin, albeit weakly, in keeping with the partial fit of Ala-bearing
SPI within the active site of this protease, but less effectively than SPI bearing large hydrophobic amino
acids at the P1 position. Elastase, a serine protease synthesized and released by neutrophil cells after
trauma, is responsible for tissue inflammation and remodelling [17]; chymotrypsin also participating
in this latter process [18]. Through its inhibitory activity, IrSPI might thus participate in reducing
inflammation and tissue repair upon tick bite, as has been suggested for other Kunitz SPI, such as for

Tryptogalinin from Ixodes scapularis, which also inhibits, among other proteases, elastase [19].

We showed that IrSPI mRNA was expressed in diverse organs from pooled ticks, including SG,
guts, ovaries, and synganglions as well as the carcasses in wild pre-fed ticks that harboured, at least
for one tick of the pool, two TBP. This wide tissue distribution suggests that IrSPI might be implicated
in multiple aspects of tick biology. Expression of IrSPI in pools containing infected ticks is compatible
with its induction by TBP, as we previously demonstrated for B. henselae [5]. In fact, TBP infection has
already been shown to modulate expression of many tick genes, and a number of these, including
some encoding Kunitz proteins, have been identified as implicated in TBP transmission [20]. Such
molecular interactions reflecting the vector competence of an arthropod [4] may be common but also
TBP-specific as we showed for B. henselae and B. birtlesii regarding IrSPI. A previous RNAi experiment
has also shown that IrSPI is potentially involved in bacterial adhesion, invasion and/or multiplication
within the tick salivary gland, but also potentially in tick defence mechanism as it may act against other
bacteria potentially in competition with B. henselae [5]. This latter hypothesis was thus evaluated here
regarding E. coli, but over expression of IrSPl was not observed following tick infection with this not

transmitted bacterium.

We next demonstrated that IrSPI expression is induced in tick salivary glands by the blood
feeding process: in nymphs at the end of the engorgement (day 5) and in females in the middle of the
feeding process at day 5 on rabbits and at days 4 and 8 on membrane [5]. Similar blood-meal induction

has been also reported for Irsgmg-150466, which likely corresponds to the same gene as it presents,
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without the signal peptide, 100% identity at the protein level. Expression of Irsgmg-150466 was high
12 h after the beginning of the engorgement, but then decreased after 24 h and 12 h in salivary glands
of I. ricinus females and nymphs, respectively [21]. Chmelar and co-workers have also reported the
expression of a homologous gene (contig 240) in I. ricinus female salivary glands 24 h after tick
attachment [22]. This dynamic expression of paralogs of IrSPI was recently reported by Dai et al. in /.
scapularis [23], lending support to the discontinuous BPTI/Kunitz gene expression by both /. ricinus and
I. scapularis during the ingestion of the blood meal, with both up- and down-regulated transcripts
depending on time. Nevertheless, it should be noted that in these studies, appreciation of the level of
expression is based on detection of mMRNA, which may differ from protein expression, as transcript

expression profiles do not necessarily translate into variation in the corresponding protein expression.

Importantly, due to the presence of a signal peptide and expression in salivary glands, IrSPI
was predicted to be a secreted protein, potentially present in tick saliva. We have shown that /IrSP/
MRNA is expressed in the type 2 acini that are responsible for saliva secretion, and, using anti-IrSPI
antibodies raised in rabbits infested with ticks, that the native IrSPI protein is present in tick saliva and
injected into the host during the bite. This demonstration that IrSPI takes part in the molecular
dialogue between the tick and its vertebrate host strongly argues in favour of a role for IrSPI in the tick

feeding process.

Host skin represents the first obstacle that ticks need to overcome for feeding. Upon tissue
damages, cellular components of host skin, including epithelial cells, fibroblasts and endothelial cells,
generate biomolecules that facilitate tissue remodelling and wound healing including angiogenesis. As
slow-feeding hematophagous arthropods, and in order to remain attached to their host and capable
of obtaining blood over several days, ticks have to inhibit these processes. The first study that
demonstrated the ability of tick saliva to inhibit angiogenesis was published in 2005 [12]. Since then, a
number of tick salivary molecules have been reported to be able to modulate angiogenesis and wound
healing. These include certain Kunitz SPI from Haemaphysalis longicornis (Haemangin [24]), R.
microplus (BmTI-A [25] and BmCI [26]) and Amblyomma cajennense (Amblyomin-X [27]). Nevertheless,
although IrSPI, like BmTI-A and BmCl, acts as an elastase inhibitor, it does not seem to directly perturb
neither apoptosis of HsSKMEC cells or the angiogenic capacity of HsSKMEC and HEPC-CB1 cells. However,
it should be noted that this in vitro observation might be different in a whole organism, with a possible
indirect effect of IrSPI on angiogenesis due to its inhibitory effect on proinflammatory cytokines, which

are implicated in this process, as observed in both splenocytes and macrophage cells.

The initial step in tick bites is laceration of host tissue, which releases a large amount of tissue

factors that trigger activation of pathways involved in haemostasis, and fibrin clot formation and lysis.

123



In vertebrate blood coagulation, two different pathways (intrinsic and extrinsic pathways) act in
concert to induce formation of thrombin and activate a third pathway (common pathway) required for
formation of a fibrin clot and thus prevention of blood leakage after tissue damage. The major pathway
of blood coagulation, however, is the tissue factor pathway (extrinsic pathway), which is rapidly
activated following damage to blood vessels caused by tick bite. Several tick factors have been
described as being able to counteract vertebrate blood haemostasis (reviewed in [3]), most of them
corresponding to SPI. In fact, most of the tick SPI injected into the host during blood feeding facilitate
completion of the long blood meal by targeting one or more SP involved in blood coagulation
pathways, thereby preventing blood clot formation and maintaining blood in a fluid state in the tick
bite site [7]. IrSPI, however, did not appear to regulate the extrinsic pathway, as no effect was observed
on the thrombin formation time or the fibrin clot formation time. In addition, some tick SPI could also
accelerate the lysis of the fibrin clot that is currently forming [7], but IrSPI did not present any activities
in that way. Nevertheless, such a result might be expected given that alanine residue at the P1 site of
IrSPI — suggested elastase-like targets — and the exclusive presence of trypsin-like serine proteases
within the host-blood coagulation cascade [28]. Further investigations would be required to determine
whether IrSPI might regulate other processes of blood coagulation, such as platelet aggregation or the

intrinsic pathway.

To avoid host rejection, ticks have developed a complex armament to circumvent both innate
and adaptive immune responses as well as complement activation [11]. Relatively few tick salivary
factors responsible for this immunomodulation have been identified, which have recently been
reviewed by Simo et al. [3]. They have been reported to play a role in the activation and/or recruitment
of multiple resident and infiltrating cell types at the tick bite site, including macrophages, mast cells,
dendritic cells, endothelial cells, keratinocytes and lymphocytes, as well as in the polarization of an
initial Th1 helper response towards a Th2 orientation, considered to be more favourable to tick blood
feeding [11]. Here we showed that IrSPI inhibits ConA-induced proliferation of murine CD4* T cells, as
has been reported for saliva of not only /. ricinus [29], but also several other tick species including D.
andersoni [30], A. variegatum [31] and I. dammini [32]. It is noteworthy that in our study IrSPI inhibited
secretion of IL-9, which promotes the proliferation of CD4* rather than CD8" T cells [33]. Until now, a
small number of salivary proteins with immunosuppressive capacity have been characterized,
including the most highly investigated protein Salp15 from I. scapularis [34], P36 from D. andersoni
[14] and Iris from . ricinus [35]. It should be noted that in our study the impact of IrSPI was assessed
on mouse splenocytes, which comprise, in addition to the high proportion of T cells, multiple other
immune cell types such as B cells, macrophages, dendritic cells, eosinophils, basophils, natural killer

cells and neutrophils. Thus, an indirect action of IrSPI on T cells via other cells should not be excluded,
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as has already suggested for dendritic cells [36]. Indeed, we observed that IrSPI decreased the
expression, by splenocytes, of multiple chemokines and cytokines that directly or indirectly stimulate
T cell proliferation, including MIP-13, RANTES and IL-9 [37, 38]. Furthermore, we showed that IrSPI also
repressed the expression of IL-13, which is mainly produced by Th2 lymphocytes, and which may
regulate proliferation and differentiation of DCs and B cells [39], when in parallel we observed that
IrSPI appeared to stimulate B cell proliferation in the absence of mitogen stimulation. Such a result is
in accordance with the reported fact that, in cultured murine splenocytes, some neutrophil elastase
inhibitors are able to promote B-cell differentiation into IgG and IgA producing cells [40]. This activity
may be related to the induction of several B cell genes, including Aid, Baff and April, which play a role
in their differentiation and proliferation [41, 42]. In addition, we showed that IrSPI decreased the
expression of some neutrophil chemokines, and it is thus plausible that the impact of IrSPI on B cell
proliferation was related to its capacity to interact with elastase-like proteases other than elastase at

the B cell surface.

At the tick bite site, and in response to tissue damage, numerous cell types (including
fibroblasts, endothelial cells, macrophages, DCs, T cells, neutrophils, eosinophils, and resident tissue
cells) are able to secrete immunological factors, thereby promoting inflammation, tissue remodelling,
wound healing, angiogenesis, and pathogen clearance. To repress immune cell activation and
proliferation that, if unchecked, would compromise tick feeding, tick saliva, as a rich source of immune
modulators (reviewed in [3]) that act in concert to achieve a stronger effect, hijacks cellular immune
responses and notably secretion of cytokines and chemokines, thus affecting the previously mentioned
processes. Our results showed that for . ricinus, IrSPI, as part of this salivary cocktail, represents one
of the molecules that is likely to contribute to the modification of the cytokine profile as evaluated on

both splenocytes and macrophage cell lines.

The effect of tick saliva being able to polarize immune responses towards Th2 rather than Thl
has been reported for several tick species including I. ricinus [36, 43, 44]. Our results show that, by
repressing the production of IP-10, MCP-3, MIP-13 and RANTES from a large variety of cells (present
in splenocytes), IrSPI may be one of the actors acting in Th2 immune polarization by restraining Th1
cytokines. Another elastase inhibitor from I. ricinus, Iris, has been shown as promoting Th2 polarization
by enhancing Th2 cytokine expression at the tick bite site by increasing IL-10 secretion and repressing
IL-6 and IFN-y [35]. It has been reported that polarization of the immune response toward the Th2
subset is associated with tolerance to tick bites in mice [45], in addition to creation of favourable

conditions for the tick-borne bacteria Borrelia burgdorferi [46].
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This switch toward a Th2 response of lymphocytes promotes an anti-inflammatory answer and
an inhibition of pro-inflammatory molecules as already reported with total salivary gland extracts of /.
ricinus [43]. Among down-regulated molecules by IrSPI, MIP-13, GM-CSF and RANTES, strongly
associated with secretion of IFN-y, are considered to be proinflammatory chemokines typically
expressed in response to infection, promoting recruitment of effector cells to the site of pathogen
entry [47]. Our data also showed that IrSPI decreased the expression of IFNy as has been reported for
salivary gland extracts of I. ricinus [48]. IFN-y is principally produced by cytotoxic and Th1l cells, and
constitutes one of the major regulators of both innate and adaptive immunity, as well as inflammation.
Local tissue inflammation and allergic reactions at the tick bite site are also controlled by IrSPI through
the inhibition of eotaxin-1, IL-18, or IL-9. Inhibition of this last cytokine has also been reported for the
salivary cysteine protease inhibitor sialostatin L from /. scapularis, thus preventing the development of

experimental asthma [49].

In addition, and like the dendritic cell modulator Japanin from Rhipicephalus appendiculatus
[50], IrSPI also repressed the expression of TNFa, which is predominantly produced by both activated
macrophages and T lymphocytes in inflammatory and infectious conditions. Although unable to drive
the differentiation of naive CD4" cells towards a Th2 phenotype in a direct manner, IL-13, also
repressed by IrSPI, may affect T cell function indirectly via downregulation of proinflammatory Thl
cytokines, including IL-12, which have been shown to be also repressed by OmC2 from the soft tick

Ornithodoros moubata [51].

As Japanin [50], IrSPI also decreased IL-1B. In addition to trigger the release of other pro-
inflammatory cytokines, this cytokine, which is secreted following injury, activates neutrophil and
macrophage phagocytosis and the release of toxic oxygen and nitrogen radicals. As serine proteases
from neutrophils and macrophages such as elastase have been reported to process pro- IL-1p into
active fragments [52], we thus cannot exclude a role for IrSPI as an indirect inhibitor of IL-1J3 secretion
through inhibition of these molecules. As this cytokine was among the most highly down regulated in
the presence of IrSPI, and given the importance of IL-1B in both immune cell recruitment and
nociception, its suppression by IrSPI may well participate in avoidance of tick rejection by the host.
Besides IL-1J3, pain sensation is reinforced by pro nociceptive chemokines and cytokines release at the
tick bite site including TNFa, IFN-y, IL-6, IL-18, MCP-3, RANTES, and MIP-1f3 [53] that are also repressed
by IrSPI. Immune cell recruitment might be also impacted by IrSPI through the modulation of MIP-1j3,
RANTES, GM-CSF and IP-10 or IL-6 triggering the expression of T cell attractant chemokines and

eotaxin-1, TNF-o or IL-13 regulating cell adhesion proteins [54].
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As previously mentioned, in order to feed successfully, tick must maintain blood flow, and
inhibition of some cytokines/chemokines by IrSPI may also impact this host response in order to
antagonize homeostasis and angiogenesis. It includes RANTES that modulates neovascularization and
endothelial cell spreading [55], IL-6 through induction of VEGF [56], TNF through induction of COX 2
[57], and eotaxin-1 through direct chemotaxis of endothelial cells and the formation of blood vessels

in vivo [58].

Being co-administered with the pathogens transmitted during the tick bite, the
immunosuppressive effect of IrSPI necessarily influences their transmission. Several
cytokines/chemokines that were reported here as repressed by IrSPI have effectively been shown to
be implicated in pathogen control and clearance, including in the recruitment of effector cells to the
site of pathogen entry as for RANTES, MIP-1p and IL-18 [47] as well as IL-9 [59]. While most
proinflammatory cytokines and chemokines were significantly inhibited by IrSPI, a single cytokine, IL-
2, was up-regulated. This result was somewhat unexpected in the light of published data reporting a
decrease in IL-2 expression by tick saliva [11]. Nevertheless, while IL-2 is often considered to be
proinflammatory, it can also behave as an anti-inflammatory cytokine by promoting Treg
differentiation, long-term survival and suppressive activities [60] thus decreasing local inflammation

and promoting tolerance towards pathogen [61].

Together with the results observed for splenocytes, the macrophages response to IrSPI
confirms that this salivary molecule is able to down regulate proinflammatory cytokines and the Thl
promoting ones. Such a result has been already reported for saliva of R. microplus on bovine
macrophages activated by LPS with a decrease of TNF-a., IL-12 and IFN-y [62]. Here, while a decrease
of all tested cytokines was observed, only significant impact on mice macrophages was reported for
IL-5 having pro-inflammatory functions, including eosinophil activation, B cell growth and promotion
of antibody production. Its pro-inflammatory feature is reinforced through its ability to increase the
susceptibility of B and T cells to IL-2, and subsequently the production of cytotoxic T cells. Though
this cytokine is considered to be predominantly expressed by CD4* T cells, recent evidence suggests

that macrophages may also be a source of IL-5 [63].

IrSPI is derived from the most important vector in Europe and represents an important
component of the tick salivary cocktail that enables the tick to overcome the host immune system and
thus to successfully feed and transmit pathogens. While requiring further investigation to understand
the molecular processes involved in modulation of the host immune response, this work represents a

real advance in the identification of the key molecules in immunomodulation mediated by tick saliva.
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Indeed, since host immunity elicited against these kinds of molecules might diminish tick infestation
and/or transmission of TBD, IrSPI represents a potential target antigen for anti-tick vaccine
development. Anti-tick vaccines hold the promise of affording broad protection against multiple TBD
transmitted by the same vector. The utilisation of so-called “exposed” salivary antigens like IrSPI,
rather than “concealed” tick antigens to which the host is never naturally exposed, may allow natural
boosting of the host response upon exposure to ticks [64]. In addition, immunity against such proteins
may block the feeding process prior to pathogen transmission, which typically occurs many hours or
even days after tick attachment. However, the fact that IrSPI belongs a protein family with extensive
functional redundancy [65], suggests that the vaccinal potential of IrSPI should be evaluated as a
component of a multivalent vaccine with cocktails of antigens involved in distinct mechanisms against

host defence or targeting epitopes that are common to IrSPI’s protein family.

Material and methods
Ethics

Animal experiments involving rabbits and mice used for tick feeding were approved by the
local ethics committee for animal experimentation (ComEth Anses/ENVA/UPEC; Permit Number
2015091413472401). Regarding rabbits used for feeding of pathogen-free ticks, they have

subsequently been put up for adoption via the White Rabbit Association, Paris, France.

Ticks

I. ricinus ticks from the field of from a pathogen-free colony were used in this study. Questing
ticks (nymphs and adults) were collected by flagging in the Sénart forest, located south-east of Paris
(France), as previously described [8]. All pathogen-free I. ricinus ticks were derived from a laboratory
colony reared at 22°C and in 95% relative humidity with 12 h light/dark cycles as previously described
[66].

Cloning and sequencing of IrSPI cDNA

Our previous results generated a total of 24,539 isotigs following NGS sequencing of the .
ricinus salivary gland transcriptome [5]. Of these, the coding sequence of IrSPI (GenBank KF531922.2)
without the stop codon (282 pb) was amplified with ID23822F (5’-ACATCTACCGTTCAAGATGAAG -3’)
and ID23822R (5’-TCTAAGTGCCTTGCAGTAGTC-3’), and was cloned into the pET28 vector following the
manufacturer’s instructions (Novagen). After transformation of E. coli TOP10 bacteria (ThermoFisher
scientific) with the plasmid and kanamycin selection, IrSPI sequence insertion was validated by PCR

and sequencing.

128



Recombinant IrSPI protein production

The open reading frame (ORF) of IrSPI lacking the 5° sequence encoding its signal peptide
(MKATLVAICFFAAVSYSMG) was synthetized (Eurofin) as a fusion with the sequence encoding
Twin-Strep-Tag (WSHPQFEKGGGSGGGSGGGSWSHPQFEK) and enterokinase (DDDDDK). The
Bglll and EcoRI restriction sites were used for insertion of the sequence in the pMT/BIP/V5-His
plasmid (ThermoFisher). The production of recombinant IrSPI protein was performed in the Platform
of Recombinant Proteins in Eukaryotic Cells, Pasteur Institute Paris, France. Briefly, drosophila S2
cells (Invitrogen, Carlsbad, CA) adapted to serum free Insect Xpress (Lonza) medium were co-
transfected with pMT/BIP/IrSPI and the pCoPURO vector (Addgene) conferring resistance to
puromycin, using the cellfectin Il transfection reagent (Invitrogen). The upstream pMT/BiP/V5-His
Drosophila BiP secretion signal allows the recombinant protein to enter the S2 cell secretory pathway
for recuperation in culture medium. IrSPI expression was driven by the metallothionein promoter
after induction by 5 uM CaCl,. Clarified cell supernatants were concentrated 10-fold using Kicklab
tangential flow filtration cassettes (GE Healthcare, cut-off 10 kDa) and adjusted to pH 8.0 in 10 mM
Tris before purification in an AKTA Avant system by Steptrap-HP chromatography (GE Healthcare).
Final purification was achieved by gel filtration using a Superdex 75 HiLoad 16/60 column (GE
Healthcare) equilibrated in PBS-X (without Ca?* and Mg?"). Protein quantity was estimated by peak

integration.

IrSPI refolding

Eight pug of IrSPI were refolded for 30 minutes at 25°C in a final volume of 100ul containing
10pg of the disulfide isomerase protein (sigma-Aldrich) with reduced / oxidized glutathione (Sigma-
Aldrich) (2mM / 0.2mM) in borate buffer (100 mM Borate, 150 mM NaCl, pH 7.4).

Circular dichroism

Circular dichroism experiments were performed in the far-UV region using an Aviv CD
spectrometer model 215 equipped with a water-cooled Peltier unit. A 200ul volume of recombinant
IrSPI at 0.075ug/ul was used to record spectra in a cell of measure width of 1-mm path length in far-
UV (between 190 to 270 nm) at 25°C. IrSPI and its cognate buffer were screened ten times successively
to produce an averaged spectrum. The spectra were corrected using buffer baselines measured under
the same conditions. Data were normalized to residue molar absorption measured in mdeg (M™ cm™)
and expressed as delta epsilon (Ag) allowing BestSel website algorithm treatment for secondary

structure predictions [67].
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Sedimentation Velocity (SV) and Analytical Ultracentrifugation (AUC)

The oligomerization state of IrSPI was determined in a sedimentation velocity experiment in a
Proteomelab XL-I analytical ultracentrifuge (Beckman-Coulter, USA). Briefly, after loading IrSPI at
0.075 mg.mlt in a 1.2 cm epoxy double sector cell, cell assembly was equilibrated for 1h30 at 20.0°C
in a four-hole AN60-Ti rotor. The sample was spun at 42,000 r.p.m for 10h and 400 scans for both
Rayleigh interference and absorbance at 280 nm were recorded. Absorbance data were collected at a
constant radial step size of 0.001 cm. Partial specific volume of 0.70 and the extinction coefficient € at
280 nm of 14350 L.mol™.cm™ were theoretically calculated at 20 °C from the IrSPl amino acid sequence
using Sednterp software (Spin Analytical, USA). The PBS (-Ca*" and -Mg?*) density p and viscosity n of
1.0053 g.mL! and 1.018 cP, respectively, were also determined with Sednterp at 20°C. The
sedimentation profile of IrSPI was analyzed in SEDFIT using the continuous size distribution c(s) model
[68].

MALDI-TOF/TOF analysis

The purity and integrity of the recombinant IrSPI protein were confirmed using a Bruker
UltrafeXtreme MALDI-TOF/TOF instrument (Bruker-Daltonics, Germany). Briefly, 1 uL of protein at
0.075 mg/mL was deposited on a MTP 384 ground steel target plate with 1 L of 2,5-dihydroxybenzoic
acid (2,5-DHB) in 50% acetonitrile, 0.1 % trifluoroacetic acid as matrix solution. Data were acquired
using Flexcontrol software (Bruker-Daltonics, Germany) and shots were recorded in positive ion linear
mode. Mass spectra were externally calibrated in the m/z range of 5-20 kDa with a protein calibration

standard (Bruker-Daltonics, Germany) and analysed with the Flexanalysis software (Bruker).

Serine protease inhibition assays

Serine protease inhibition assays were performed by using the ELISA plate reader Multiskan
GO (Thermo Scientific) that is able to maintain the temperature at 37°C. Serine proteases and their
corresponding substrates (in brackets) were purchased from Sigma Aldrich and used with the following
concentrations: 24.6nM Trypsin-T1426 (N-Benzoyl-Phe-Val-Arg-p-nitroanilide hydrochloride), 46.5 nM
chymotrypsin-C3142 (N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilide), 21.6 nM Elastase-45125 (N-Succinyl-
Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide), 43nM Thrombin-T6884 (Sar-Pro-Arg-p-nitroanilide dihydrochloride) and
33nM Kallikrein-K3627 (N-Benzoyl-Pro-Phe-Arg-p-nitroanilide hydrochloride). Reactions were
performed in Tris-HCI 20 mM, 150mM Nacl, 0.1% BSA pH 7.4 buffer (except for thrombin inhibition,
pH 6.5), with a final substrate concentration of 0.2 mM. All reactions were performed with both non-
refolded and refolded recombinant IrSPI, the refolding buffer being used as a negative control for this
latter condition. After initial incubation of serine protease with or without recombinant protein for 15

min at 37°C, the OD was recorded at 405 nm for 30 minutes (every 10s) at the same temperature. OD
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data were then analyzed with Graphpad Prism, where linear coefficients were compared after linear
regression computation. Results were expressed as the difference between positive controls (without
IrSP1) and reactions in the presence of IrSPI after subtraction of results obtained for the refolding buffer

for the refolded IrSPI.

Ticks infected with tick-borne pathogens

B. birtlesii-infected nymphs pre-fed for 3 days on mice were obtained from moulted larvae
infected on mice that received injection of an in vitro culture of B. birtlesii (IBS325") as previously
described [69]. B. henselae-infected females pre-fed for 4 days were obtained with the previously
described membrane feeding system and following the same protocol [5]. B. henselae and B. birtlesii

infection in ticks was confirmed by RT-PCR using primers described by Reis and co-workers [69].

Tick infection with Escherichia coli

E. coli (CIP7624 strain, Pasteur Institute, Paris) was cultivated at 37°C under atmospheric
conditions for one night on Luria Bertani (LB)-agar plates and then for 24h in liquid LB medium. The
bacterial concentration was then evaluated by spectrophotometry at 600 nm (OD at 1 represents 2.2
x 10° CFU/ml). Three pathogen free I. ricinus females were nano-injected with 250 pl (1 x 107 CFU) of
bacterial suspension into the body cavity using a glass microcapillary attached to a nanoinjector pump
(Drummond) driven by Micro 4 controller (World Precise Instruments). Three other females injected
with 250 pl of PBS and 3 uninjected ticks were used as controls. E. coli infection was confirmed by qPCR

with primers targeting WecA gene [70].

Tick saliva and tick organ collection

For saliva collection, 34 female I. ricinus from the field were pre-fed for 5 days on a rabbit as
previously described [71]. After detachment, ticks were then fixedly installed on microscopy slides with
the hypostome positioned in sterile 10 pl tips. After application of 5 pl of 5% pilocarpine in methanol
to the tick dorsum, ticks were positioned upside down to facilitate collection of saliva and placed in
dark, humid chambers as described by Patton et al. [72]. After about 5h, a pool of approximately 50 pl

of saliva was obtained (average of 1.5 pl per tick) and stored at -80°C until used.

After saliva collection, salivary gland extracts were prepared. Salivary glands were collected
from 17 ticks by dissection under a magnifying glass. Glands were pooled and immediately rinsed 3

times in cold-PBS (137 mM NacCl, 1.45 mM NaH,P0,4.H,0, 20.5 mM Na;HPQ,, pH 7.2). They were then
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sonicated (Bandelin HD 2070, equipped with the MS 72 probe) 3 times for 15 seconds in 1.5 ml of PBS,
at 37% of power on ice, before concentration to a final volume of 100 pl by using Amicon Ultra filters
(cut-off at 3KDa) and stored at -80°C until used in western blot. The remaining 17 ticks were then
dissected under a magnifying glass and salivary glands, midgut, ovaries, synganglion and the rest of
tick body, named carcasses, were extracted from the tick body, rinsed 3 times in cold-PBS, pooled by

organ and stored at -80°C until RNA extraction.

Total RNA extraction

To follow gene expression, RNA extraction was performed on eggs, whole unfed larvae,
nymphs, males and females, and fed nymphs from the tick colony, and on tick organs from pre-fed
field females using the Nucleo Spin RNA (Macherey-Nagel) kit according to the manufacturer’s
instructions. Tissue homogenization was first achieved with Precellys24 (Bertin instruments) in a lysis
buffer containing 3-mercaptoethanol by using silicate beads for organs and metal beads for whole ticks
and eggs. RNAs were eluted in 30 pl of RNAse free water and RNA concentration was determined by

measuring absorbance at 260 nm using a Nanodrop one (Thermo fisher Scientific).

Quantitative RT-PCR

To evaluate the expression of IrSP/ in the different tick life stages, RNA samples from one egg
deposition, 120 unfed larvae, 20 unfed nymphs, 5 unfed males and 5 unfed females from the tick
colony were used. The temporal expression profile of IrSPI during feeding was evaluated in RNA
samples from 20 unfed, 20 3-day and 20 5-day fed nymphs from the colony after feeding on rabbits as
previously described [71]. To evaluate the expression of IrSPI in different tick organs, pools of RNA
samples from salivary glands, midgut, synganglion, ovaries, and carcasses of 17 females from the field
that were pre-fed for 5 days on rabbits were used. Finally, the impact of tick infection with
microorganisms was evaluated for both transmitted and untransmitted bacteria. For B. birtlesii, pools
of salivary glands, guts and ovaries from 8 infected nymphs pre-fed for 3 days were used, while the
same organs from 4 uninfected ticks were used as control. For B. henselae, pools from 13 salivary
glands, 14 guts and 16 ovaries from infected females and non-infected controls pre-fed for 4 days were
used. Finally, pools of RNA samples from 3 females from the colony infected with E. coli were analysed,

with 3 PBS-injected ticks or 3 uninjected ticks as controls.

Reverse transcription was performed with SuperScript Il (Invitrogen) with 100 to 400 ng of
RNA per reaction. First strand cDNA synthesis was performed by using 2.5 uM Oligo dT primers in a
total volume of 20 pl at 65°C for 5 min, 4°C for 3 min, 50°C for 50 min, and 70°C for 15 min. Following
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RNase H treatment (Invitrogen) at 37°C for 20 minutes, expression of IrSPI, WecA (E. coli), defensin 6
and rps4 (a tick housekeeping gene) was evaluated by qPCR using the LightCycler 480 System (Roche).
The SyBr green Master mix (Roche) added to 2 pl of cDNA, contained 6 pl of SyBr green vial 2, and 0.5
UM of forward and reverse primers in a total volume of 12 pl. Primers used for detection of IrSPI
transcripts were previously described [5] while, for defensin-6, primers were designed according to the
sequence published by Tonk et al [9]: (F: 5-TCGTCGTGATGATTGCGGGT-3’ and R: 5'-
TCGTCGTGATGATTGCGGGT-3’). The following qPCR cycles conditions were used: 95°C 5 min; 95°C 10
s,60°C 15, 72°C 15 s, 45 cycles. Each sample was amplified in triplicate and results were analysed by
Roche LightCycler 480 Software V1.5.0. Relative quantification of gene expression was calculated using
the comparative Cp method [73]. Cp for IrSPI were then normalized using the . ricinus rps4 gene [74]
and expressed as fold change after AACp analysis. Analysis of IrSPI expression in wild female organs
was performed by using a plasmid containing IrSPI cDNA as a positive control, and IrSPI quantity was

expressed as copy number of IrSPI cDNA.

In situ hybridization

In situ hybridization was performed as previously described [75]. Briefly, a 183-nucleotide long
single-stranded DNA probe containing digoxygenin dNTP was prepared by using asymmetric PCR
(Roche Molecular Biochemicals) and the following primers: 5- TGACTGAGACACAATGCAGA -3’
(forward) and 5’- TTCCGTACGGACATTCCCGC -3’ (reverse). The salivary glands from partially fed
pathogen-free I. ricinus females engorged for 8 days by means of a membrane feeding system [66]
were dissected in ice-cold PBS and subsequently fixed in 4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich P6148)
for 2 hours at RT. After three washes in PBST (PBS + 0.2% Triton), the tissues were treated with 25
pg/ml proteinase K for 10 minutes at RT. The reaction was stopped by adding PBST-glycine (0.2% of
triton and 2 mg/ml glycine) for 5 minutes. Samples were re-fixed in 4% paraformaldehyde at RT and
washed in PBST three times for 5 minutes. Hybridization was performed with either sense or antisense
probe diluted ten times in hybridization solution (HS; 50% formamide, 5x SSC, 50 g/ml heparin, 0.1%
Tween 20, and 100 g/ml salmon sperm DNA). The samples were then incubated in HS containing the
representative probe for 30 hours at 48°C in a humidified chamber. After hybridization, tissues were
washed sequentially in HS (12 hours, 48°C), HS-PBST (1:1; 5 min, RT) and PBST (5 min, RT). After
blocking in 1% BSA in PBST for 20—30 min at RT, the tissues were immediately incubated with sheep
anti-digoxigenin-AP (alkaline phosphatase; Roche Diagnostick, Germany) at a dilution of 1:1000 in PBST
overnight at 4°C. Tissues were washed three times with PBST. Color reaction was developed by
incubation with staining solution made from NBT/BCIP Ready-to-Use Tablets (Roche) according to the

manufacturer’s protocol. The salivary glands were mounted in glycerol and examined under an optical
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microscope (Olympus BX53). Digital captured images were assembled and enhanced in Adobe

Photoshop CS4.

Anti-IrSPI serum production

Anti IrSPI sera were produced against both the endogenous protein following tick bites in
rabbits and the recombinant protein in mice. Two hundred nymphs and around 2000 larvae from our
I. ricinus colony were fed on New Zealand white rabbits (Charles River) until feeding completion (7
days) as previously described [71]. At day 17 post-infestation, the rabbit was sacrificed and blood
recovered by cardiac puncture. Five BALB/c mice were used to produce antibodies against IrSPI over a
90-day protocol. Three subcutaneous vaccinations (Days 0, 14 and 28) were performed within 10 ug
of recombinant IrSPI. Blood samples were collected retro-orbitaly 0, 14, 28, 42, and 56 days after the
primo-injection and through final cardiac puncture at day 90. Both blood from mice and rabbit were
stored at RT for 2 hours before two steps of centrifugation at 6500g for 5 min to obtain clear serum
that was stored at -20°C until used. Immunogenicity of the recombinant protein and affinity of the

antibodies produced in mice against IrSPI were confirmed through ELISA experiments.

Western blot analysis

Ten ul of both saliva and salivary gland extract, as well as 1.5 pg of recombinant IrSPI protein
as positive control, were analyzed on 4-15% acrylamide gel under reducing conditions (Mini protean
TGX stain free gels, Bio-Rad) and UV detection (ChemiDoc, Bio-Rad), or following immunoblotting with
sera from mice and rabbit after IrSPl immunization or tick infestation, respectively. Transfer to the
nitrocellulose membrane was performed using the transblot turbo (Bio-Rad) followed by saturation in
TBS-5% milk for 1h at RT and incubation for 1h at RT with the primary antibodies in TBS-5% milk
(1/1000 dilution for mice immune serum and 1/100 for rabbit serum). After 3 washes in TBS-5% milk,
antibody binding was detected with the BCIP/NBT Color development system (Roche), using either
anti-mouse or anti-rabbit alkaline phosphatase conjugated antibodies (A3562 or A3687, respectively;
Sigma-Aldrich) diluted 1:7500 in TBS-5%. Results were analyzed with the ChemiDoc instrument (Bio-

Rad) and with the furnished software ImagelLab 1.5 (Bio-Rad).

Thrombin generation, clot waveform, and fibrinolysis assays

Thrombin generation assay (TGA) was adapted from the calibrated automated thrombogram
(CAT) as described by Jourdi et al. [76]. Briefly, 80 ul calibrated Poor Platelet Plasma (PPP, Cryopep,
Montpellier, France) containing or not 0.8 uM of refolded IrSPI, and 20 pul PPP-Reagent (Stago, Asniere

sur Seine, France) were dispensed in a well of a flat bottom microtiter plate. Thrombin generation was

134



initiated after 5 min preheating at 37°C by automated injection of 20 pL of a mixture of substrate
solution and calcium (FluCa, Stago). Progress of Z-Gly-Gly-Arg-7-amino-4-methylcoumarin hydrolysis
was recorded every 10 seconds in a thermostated Tecan Infinite M200 Pro (excitation 340 nm,
emission 440 nm, Z-position 20000 um). Fluorescence measurements were analysed using GraphPad
Prism software (San Diego, CA, U.S.A.). Lag time, time to peak (TTP), maximum amount of thrombin
formed (peak height) and endogenous thrombin potential (ETP) were computed using the area under
curve method. Clot waveform assay was simultaneously performed by taking advantage of the capacity
of the Tecan reader to record fluorescence and Asos simultaneously as described by Jourdi et al. [77].
Data were analysed using GraphPad Prism software to estimate the lag time of clot formation defined
as the time needed to reach 15% of the maximum turbidity. Fibrinolysis was measured by the clot
waveform assay except that 6 nM of tissue Plasminogen Activator (tPA, Actilyse, Boehringer Ingelheim,
Germany) was added to the PPP prior to triggering clot formation. Time to half-lysis was defined as the
time needed to halve the maximum turbidity. Obtained results were then compared between positive

controls, negative controls (refolding buffer) and samples treated with IrSPI.

IrSPl impact on apoptosis of endothelial cells

The mature endothelial cell line, HsKMEC, derived from the human skin microvascular [78],
was cultivated in 24-well plates in complete OptiMEM® medium (OptiMEM® with 2% FBS, 0.5 ug/mL
fungizone and 40 pg/mL gentamicin, Gibco). After 24 hours, medium was replaced by 1uM of
recombinant IrSPI that had been refolded or not or by their cognate controls, that is, refolding buffer
or complete OptiMEM® medium, respectively. Cells were then incubated for 40h at 37°C. At 24h,
staurosporin (1uM) was added to the corresponding wells as a positive control for apoptosis. Cells
were detached by trypsinization, washed, labelled with Annexin-V-FITC and propidium iodide
according to the manufacturer’s instructions (FITC Annexin V kit and Dead Cell Apoptosis Kit,
Invitrogen), and analyzed by cytofluorimetry by using the LSR Fortessa X20 instrument (Becton

Dickinson).

Impact of IrSPI on Host Angiogenesis

Potential cytotoxicity of IrSPI was first evaluated on HSKMEC cells. After 24h of culture in 96-
well plates in complete OptiMEM® medium, the medium was replaced by refolded or untreated IrSPI
at 2,1, 0.5, 0.25, 0.125 or 0.0625 uM, or by the corresponding controls; namely, refolding buffer or
complete OptiMEM® medium. After 48h of culture, each supernatant was removed and replaced by a

solution of Alamar Blue™ (100 pl, at 1/22 dilution in OptiMEM® medium, Invitrogen). Cell toxicity was
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assessed after 3h of incubation by measuring fluorescence intensity using the Victor 3V
spectrofluorometric multiwell plate reader (Perkin Elmer; excitation at 560 nm; emission at 605 nm).
The ability of IrSPI, refolded or not, to modulate host angiogenesis was then evaluated on two human
endothelial cell lines, HsSKMEC and HEPC-CB1, a human progenitor endothelial cell line [79]. Fifty ul of
Matrigel™ (% dilution in OptiMEM® medium) were dispensed into 96-well microplates and incubated
for 30 min at 37°C to allow Matrigel™ polymerization. Cells (1.5 x 10° cells/ml) were resuspended in
100 pl of OptiMEM® containing either 1 or 0.5 uM of the recombinant protein, refolded or not, or, as
controls, the refolding buffer or culture medium, and were then seeded in wells containing the
Matrigel™ matrix. Plates were incubated in a videomicroscope chamber at 37°C under 5% of CO,.
Pseudo vessel formation was visualized for 9h30 with an inverted microscope equipped with a CCD
camera (Axio Observer Z1, Zeiss, Le Pecq, France), with acquisitions each 30 min via the Zen software
(Zeiss). Angiogenesis was quantified by the determination of several parameters (number of segments
and their length, number of meshes, and number junction) with the Imagel software (with

Angiogenesis Analyzer) [80].

Splenocyte proliferation assay

Spleens of three OF1 mice (8 weeks of age) were gently crushed in individual cell strainers (100
pum). After 2 washes in complete medium (RPMI 1640 (Gibco) with 5% sodium pyruvate, 1%
penicillin/streptomycin (Invitrogen), 1% 200 mM L-glutamine (Gibco) and 10% heat-inactivated FCS
(Invitrogen)), cells were centrifuged for 5 min at 1400 rpm and incubated at 37°C for 2 min in sterile
RBC lysis solution (Invitrogen). Lysis was arrested by adding 30 ml of PBS, and cells were pelleted and
resuspended in 2 ml complete medium. Cells were then labelled with CFSE (10 uM) (Molecular Probes)
for 5 minutes at RT in the dark, and quenched by adding 5 volumes of cold complete medium. CFSE-
labelled cells were maintained on ice for 5 min and then washed twice in complete medium. The
proliferation of mitogen-stimulated and unstimulated cells was then measured in the presence or
absence of IrSPI, in triplicate wells for each condition. For each mouse, CFSE-labelled cells (5 x 10° per
well in 50 ul) were dispensed in 96-well U-bottomed plates. Recombinant IrSPI (2 ug per well in 50 pl
complete medium) or just medium was added and cells were incubated at 37°C in 5% CO; for 2 hours.
Concanavalin A (ConA) (2 pg/ml in 100 pl of complete medium containing 0.1 mM R-mercaptoethanol)
or, for unstimulated cells, just medium, was then added. Single wells containing CFSE-labelled and
unlabelled cells were included for isotype controls and for spectral compensation for CFSE and the
viability label. After 3 days of culture (37°C in 5% CO,), supernatants (150 ul/ well) were collected and
stored at -80°C for subsequent analysis of cytokine expression and cells were harvested for phenotypic

labelling and flow cytometry.
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For phenotypic labelling, all antibodies were purchased from eBiosciences and diluted in PBS
containing 0.5% bovine serum albumin and 2 mM EDTA (PBS—BSA—-EDTA). To block Fc receptors, cells
were resuspended in 50 pl of anti-mouse-CD16/32 (0.5 pg/well) and incubated for 15 min at 4°C. Cells
were then resuspended in a cocktail of PE-anti-CD4 and APC-anti-CD8 (both at 0.125 ug/well) and
eFluor 450-anti-CD19 and APC-eFluor 780-anti-CD3e (both at 0.5 pg/well). For isotypic controls, the
same concentration of the cognate isotypic antibodies was used. After 30 min, cells were washed and
labelled for 30 min with a viability marker (LIVE/DEAD® Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit, Molecular
Probes) according to the manufacturer’s recommendations. Cells were washed and fixed with 150 pl
of 1% paraformaldehyde in PBS. Flow cytometry was performed using the FACSCanto Il cytometer (BD
Biosciences). Data were acquired and analysed with FACSDiva (BD Biosciences) and FlowJo software
(Tree Star), respectively. Live cells, distinguished by referring to dot plots of Aqua staining versus side
scatter, were gated as B or T lymphocytes on the basis of CD19 or CD3e staining, respectively, and T
cells were further distinguished for CD4 or CD8 expression. The CFSE staining of each subset was then

examined.

Macrophage stimulation assay

Macrophages were isolated from bone marrow of three 20-week-old BALB/cJRj mice. Mice
were sacrificed by cervical dislocation and femurs and tibias were harvested and kept on ice in PBS-A
(without Mg?* and Ca**). Bone marrow was flushed out from cleaned bones without muscle with cold
PBS-A using a 10 ml syringe and 25-gauge needle into a sterile 50 ml conical tube placed on ice. Bone
marrow cells were centrifuged for 10 min at 4°C and 300g speed, the pellet was resuspended in 500 pl
of ice-cold PBS-A. Five ml of Gey buffer were added drop by drop to the cell suspension to lyse
contaminating red blood cells. After 10 minutes of incubation at 4°C, volume was completed to 50 ml
with cold PBS-A and cell suspension centrifuged for 10 minutes at 4°C and 300g speed. Cell pellet was
carefully resuspended in 1 ml of complete medium to dissociate aggregates. Cell suspension was
diluted in complete medium before cell counting in Malassez cells. Suspensions of 1.5 x 10° cells/ml
were cultivated at 37°C with 7.5% of CO; in petri dishes (Petri Greiner ref: 664161) using complete
DMEM medium (Pan DMEM (Biotech P04-03588) with 15% FCS and 4.5 g/l glucose, 50ug/ml penicillin
and streptomycin, 10 mM HEPES, 50 pM B—ME) supplemented with 50 ng/ml M-CSF-1 (rm M-CSF-1,
ref 12343115, ImmunoTools). Fresh medium was added after three days of culture. At day 6,
supernatants were transferred into Falcon tubes and adherent macrophages were harvested by gentle
flushing following a 30 min incubation at 37°C in PBS-A containing 25 mM EDTA. Individual cell
suspensions (1 for each of 3 mice) were then transferred to 12-well plates by using 10 ml of PBS-A at

2 x 10° cells/wells. Four culture conditions were tested for 24h in complete medium: with or without
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IrSPI (10 pg/ml), and with or without stimulation (0.5 pg/ml LPS and 100 U/ml IFN-y). Respective

controls were complete medium or complete medium with stimulation cocktail.

Cytokine profile analysis

The impact of IrSPI on cytokine production was evaluated on splenocytes (both ConA
stimulated and not) and on macrophages activated by LPS and IFN-y by using the Luminex Procarta
PPX-01-S26088EX kit (Invitrogen) targeting mouse Th1 (IL-2, IL-1B, IFN-y, TNF-q, IL-12p70, IL-18), Th2
(IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-9), Th17 (IL-17, IL-23, IL-27), and Th22 (IL-22) cytokines, chemokines
(Eotaxin, Groa-KC, IP-10, MIP-1a, MIP-1f3, MIP-2, MCP-1, MCP-3, RANTES), and one colony-stimulating
factor (GM-CSF), according to the manufacturers’ instructions. Supernatant (50 ul) from splenocytes
cultured under mitogen stimulation or not and with or without IrSPI, and 100 pl of supernatant from
activated macrophages cultivated with or without IrSPI, as described above, were used. Each
supernatant was incubated for 1h30 with magnetic beads displaying antibodies directed against the
targeted cytokines. The beads with immobilized cytokines were then incubated successively with
biotinylated anti-cytokine antibodies and streptavidin-PE and analysed by using the Luminex™ 200

system (Bio-Rad).

Statistical analysis

Graphpad prism version 7.8 (San Diego, California) was used to perform student’s t-test to
evaluate significance of IrSPI expression, angiogenesis parameters, as well as the difference in
splenocyte proliferation in response to IrSPI exposure. The P-value < 0.05 was used as a threshold to
establish level of significance labelled with (*) whereas more significant results with P-value < 0.01

were indicated with (**).

Cytokine/chemokine expression analysis by Luminex was performed for each of 3 mice in triplicate and
in duplicate for splenocytes and macrophages, respectively. ANOVA analysis was used in order to
evaluate the variability between triplicates or duplicates and between mice for each measured

I”

molecule, with and without stimulation. The variable “presence or absence of IrSPI” and the variable
mouse were used as fixed and random effect, respectively. The influence of the protein on the variable

“cell response” was expressed as P values (P<0.01).
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Software

NetNGlyc 1.0 and NetPhos 3.1 servers (DTU Bioinformatics) and Phyre 2 software [81] were
used in order to predict post-translational modifications and secondary structures of IrSPI, respectively.
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Figure legends
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Accession numbers P1

I. ricinus

IrSPI RLTETQCRFP VPVTSC[Z]EGA KLRTVYSFNN NTNQCEPLKG SCGEGVNQFE TEDCCRRECP YGKHSKVGKV SDGTF
GANP01007846.1 RLTETQCREFP VPVTSC| A|EGA KLRTVYSENN NTNQCEPLKG SCGEGVNQFE TEDCCRRECP YGKHSKVGKV SDGTF
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GANP01009421.1 RLTEQQCRAP VPSTLC| A|PNA ELRTVYSEFSN LTNKCEPLKR SCGEGVNLFE KPECCRSECP YGSHSKRN-- -—----
GADI01001709.1 RLSEQQCRTP VPFPSC| D|GNA KLRTIYSENN NTDQCEAVRQ SCGEGVNQFE KKSCCVAECP YGKHSKQG-- -----
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I. scapularis

DQ066178.1 RLAETQCREFP VPVTSC| A|EGA ELRTVYSENN NTNQCEPVRG SCGEGVNQFE TKDCCRRECP YGKHSKLGKV SDGTF

DN970237.1 RLAETQCREFP VPVTSC| A|EGA ELRTVYSENN NTNQCEPVRG SCGEGVNQFE TKDCCRRECP YGKHSKLGKV SDGTF

DN970511.1 RLAETQCRFP VPVTSC| A|EGA ELRTDYSFNN NTNQCEPVRG SCGEGVNQFE TKDCCRRECP YGKHSKLGKV SDGTF

DN970313.1 RLAETQCRFP VPVTSC| A|EGA ELRTVYSEFNN NTNQCEPVRG SCGEGVNQFE TKDCCRRECP YGKHSKLGKV SDGTF
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Fig 1. Sequence structure of IrSPI (KF 531922.2) and amino acid sequence alignment of /. ricinus
and I. scapularis Kunitz protease inhibitors. A) Primary and B) secondary structures of IrSPI. The
signal peptide is underlined. Post-translational modification predictions identified 10 putative
phosphorylation sites (underlined) and 1 putative N-glycosylation site (double underlined). The 7
cysteine residues (in bold) provide the possibility of forming 3 disulfide bridges (dashed line) and,
combined with the formation of 2 p—sheets (yellow) and 2 a-helices (red), bestow the Kunitz/BPTI
fold to IrSPI protein with only one Kunitz domain. C) Amino acid sequence alignment of IrSPI with
other known tick Kunitz protease inhibitors from . ricinus and I. scapularis with their corresponding
accession numbers. Identical amino acids are marked with asterisks and the P1 residue is highlighted
by a rectangle. Accession numbers in genbank are indicated for each gene, as well as the percentage
of identity with IrSPI.
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Fig 2. Inhibition of serine proteases by IrSPI. The ability of IrSPI (1uM of refolded protein) to inhibit
the activity of elastase (Elast), trypsin (Tryp), chymotrypsin (Chtryp), thrombin (Throm) and kallikrein
(Kalli) on synthetic substrates was evaluated at 37°C for 30 min. The enzyme activity was evaluated by
reading the absorbance at a wavelength of 405 nm and results were expressed as the mean of
duplicates of percentage of inhibition due to IrSPI after subtraction of the refolding buffer effect and
comparison with the control.
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Fig 3. IrSPI transcript profiling and localization. A) Relative IrSPI expression in pathogen-free nymphs
throughout feeding on rabbits showing late expression of the gene at day 5. 20 pathogen-free nymphs
were used for all feeding time points (Days 0, 3 and 5), and IrSPI expression monitored by quantitative
RT-PCR was expressed relative to rps4 gene. B) Relative IrSPI expression in several organs of wild
female ticks pre-fed for 5 days on rabbit. Pools of salivary glands (SG), gut (G), synganglion (Syn),
ovaries (Ov) and the remaining body, i.e. the carcasses (car) from 17 females were used for each
condition, and IrSPI expression monitored by quantitative RT-PCR was expressed according to the copy
number of IrSPI cloned in a plasmid. C) Relative expression of IrSPI in pools of 13 salivary glands, (SG),
14 gut (G) and 16 ovaries (Ov) from B. henselae infected females pre-fed for 4 days, was monitored by
quantitative RT-PCR, compared with uninfected ones, and expressed as fold change with respect to
rps4 gene. D) Relative IrSPI and defensin6 expression after E. coli injection. Three pathogen-free
females per group received no injection (Control), 250 nl of PBS (PBS) or 250 nl of 107 bacterial CFU
(E. coli) and mean expression of IrSPI and defensin 6, normalized to RSP4 expression, was monitored
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by quantitative RT-PCR after 24h. E) In situ hybridization of mMRNA of IrSPlin salivary glands of pathogen
free females pre-fed for 8 days on membrane. Specific IrSPI anti-sense probe was incubated on salivary
glands and visualized through addition of NBT/BCIP. Arrows show the presence of IrSPI transcripts in
cells containing secretory vesicles in type Il acini. IrSPI sense probe was used as negative control.
Screens 1 to 3 are successive zooms. The scale bars represent 60 um. Asterisks (*) indicate significant
difference as determined by Student’s t-test (P<0,05).
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Fig 4. Detection of endogenous IrSPI protein expression. Tick saliva (S) and salivary gland extracts
(SG) were obtained from a pool of 17 I. ricinus females from the field after a pre-feeding step of 5
days on rabbits. 10 ul of saliva (S), 10 pl of salivary gland extract (SG) and 1.4 ug of recombinant IrSPI
(R) were used in each corresponding lane. A) SDS-PAGE electrophoresis and UV revelation. B)
Western blot analysis using an antiserum from a mouse immunized against IrSPI. C) Western blot
analysis using an antiserum from a rabbit after tick infestation. Bands corresponding to IrSPI are
framed.
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Fig 5. Effect of IrSPI on vertebrate host coagulation. A) Effect of IrSPI on thrombin generation during
the coagulation process induced by the extrinsic coagulation pathway. Thrombin formation,
generated by addition of phospholipidic vesicles and calcium in the presence of chromogenic
substrate, was monitored by determining fluorescence at 340 nm. B) Effect of IrSPI on fibrin clot
formation induced by the extrinsic coagulation pathway. Fibrin formation in response to thrombin
activation was determined by recording the increase in absorbance at 405 nm. C) Effect of IrSPI on
fibrin clot lysis after fibrin formation. Fibrin lysis was determined by recording the decrease in
absorbance at 405 nm. All results are presented as the mean of two independent experiments.
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Fig 6. Impact of IrSPI on endothelial cell apoptosis. Viability and apoptosis were monitored in
HsKMEC endothelial cells after labelling with propidium iodide and Annexin V-FITC, respectively, by
flow cytometry. Cells were incubated for 40h in the presence of A) culture medium, B) 1 uM of IrSPI
without refolding, C) refolding medium, or D) 1 uM of refolded IrSPI. The percentage of apoptotic
cells was determined as the number of cells labelled with Annexin V but not propidium iodide (Q4)
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Fig 7. Impact of IrSPI on angiogenesis. A) HEPC-CB1 and B) HsKMEC endothelial cells were cultivated
with IrSPI before (IrSPI) or after refolding step (IrSPI Ref) for 9h30, and number of junctions, master
junction, segments, master segments, meshes and total segment length were recorded via video-
microscopy every 30 min and analysed with Imagel software. Results are expressed as mean of
triplicates. Controls correspond to culture medium (ctrl) and refolding buffer (Ref buffer). Asterisks
(*) indicate significant difference as determined using the Student’s t test (P<0.05).
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Fig 8. Impact of IrSPI on mice splenocyte proliferation. Splenocytes from OFI mice were used to
evaluate proliferation of T and B cell subsets with or without mitogenic stimulation by Concanavalin
A. Cell proliferation was evaluated by CFSE dye dilution and flow cytometry. Splenocytes of each of 3
mice were evaluated separately in triplicate for each condition. Results are expressed for each
condition as the mean of triplicate wells for each condition. Successive peaks, corresponding to
decrease of CFSE labelling, reveal successive cell divisions.
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Supporting information

S1 Fig.

al

12000

13033.9886

9000

6000 - ‘

3000 +

W oc
88

2877.9364

e
——12014 7579
—13104 9778
<
£, 131651169
<131 0%
;ﬁm 0844

S1Fig. MALDI TOF/TOF analyses of IrSPI. Recombinant protein at 0.075 mg/mL was deposited on a
MTP 384 ground steel target plate with 2,5-DHB in 50% acetonitrile, trifluoroacetic acid as matrix

solution. Data were acquired using Flexcontrol software (Bruker-Daltonics, Germany) and shots were
recorded in positive ion linear mode.
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S2 Fig.
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S2 Fig. Circular dichroism analyses of recombinant IrSPI at 0.075mg/ml. Experiments were
performed in the far-UV using an Aviv CD spectrometer model 215 equipped with a water-cooled
Peltier unit. Spectra were recorded in a cell width of 1-mm path length in 200ul in far-UV (between
190 to 270 nm) at 25°C. IrSPI and its cognate buffer were screened ten times successively to produce
an averaged spectrum, which was corrected using buffer baselines. Data were normalized to residue
molar absorption measured in mdeg (M™ cm™) and expressed as delta epsilon (Ag) allowing BestSel
website algorithm treatment for secondary structure predictions.
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S3 Fig.
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S3 Fig. AUC analysis of the recombinant IrSPI at 0.075ug/pl in epoxy double sector cell. Cell of
measurement was equilibrated for 1h30 at 20.0°C in a four-hole AN60-Ti rotor. The sample was spun
for 10h and 400 scans for both Rayleigh interference and absorbance at 280 nm were recorded.
Absorbance data were collected at a constant radial step size of 0.001 cm. Partial specific volume of
0.70 and the extinction coefficient € at 280 nm of 14350 L.molt.cm™ were theoretically calculated at
20 °C from the IrSPl amino acid sequence using Sednterp software (Spin Analytical, USA). As a

control, the PBS (-Ca** and -Mg?**) density p and viscosity n of 1.0053 g.mL* and 1.018 cP respectively
were also determined with Sednterp at 20°C.
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S1 Table: Cytokine and chemokine concentrations (pg/ml) in splenocyte supernatants in the presence
or absence of IrSPI without ConA stimulation and normalized to standards

- IrSPI +IrSPI
IFN-gamma 11.2 24
IL-1 beta 1.8 2.2
IL-12p70 93.2 130.3
IL-13 7.7 6.7
IL-18 3.6 25
IL-2 302.7 186.7
IL-4 15.3 11.5
IL-5 5.9 5.6
IL-6 3.9 3.6
TNF-alpha 10.5 10.8
IL-10 1.4 0.6
IL-17A 0.8 1.2
IL-22 0.6 1.0
IL-23 0.7 0.7
IL-27 0.4 0.0
IL-9 4.0 5.4
GM-CSF 1.6 0.0
Eotaxin 1.8 2.2
Gro o KC 15.4 13.1
IP10 413 27.8*%
MCP1 44.4 28.8
MCP3 22.9 6.3*
MIP1Alpha 1864.4 1642.4
MIP1Beta 1128.8 834.8*
MIP2 51.5 52.6
RANTES 293.7 247.9*

* significant difference as determined using Anova (P-value < 0.01) after 3 days of exposure to IrSPI.
Splenocytes of each of 3 mice were evaluated separately in triplicate for each condition. Results are
expressed as the mean for the 3 mice after calculating the mean of triplicate wells for each mouse.
Grey lines indicate upregulated cytokines/chemokines in the presence of IrSPI.
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S2 Table: Cytokine and chemokine concentrations (pg/ml) in splenocyte supernatants in the presence
or absence of IrSPI after ConA stimulation and normalized to standards.

- IrSPI +IrSPI
IFN-gamma 7744.2 3849.7%*
IL-1 beta 14.3 7.9%
IL-12p70 147.2 141.8
IL-13 1000.1 248.9*
IL-18 157.1 84.8*
IL-2 867.3 1293.8*
IL-4 719.9 547.2
IL-5 48.3 20.1
IL-6 134.8 60.9*
TNF-alpha 3721 200.5*
IL-10 24.0 19.7
IL-17A 404.4 224.1
IL-22 15.4 5.2
IL-23 1.3 1.4
IL-27 1.4 0.1
IL-9 116.7 59.7*
GM-CSF 537.2 150.7*
Eotaxin 6.8 5.3*
Gro o KC 53.3 45.9
IP10 1448.3 774.4*
MCP1 306.4 276.7
MCP3 248.3 202.7
MIP1Alpha 9645.8 8942.3
MIP1Beta 7711.5 6328.5*
MIP2 135.0 109.9
RANTES 1633.1 1013.7*

* significant difference as determined using Anova (P-value < 0.01) after 3 days of exposure to IrSPI.
Splenocytes of each of 3 mice were evaluated separately in triplicate for each condition. Results are
expressed as the mean for the 3 mice after calculating the mean of triplicate wells for each mouse.
Grey lines indicate upregulated cytokines/chemokines in the presence of IrSPI.
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S3 Table: Cytokine and chemokine concentrations (pg/ml) in supernatants of activated macrophages
in the presence or absence of IrSPI and normalized to standards

- IrSPI + IrSPI
IFN-gamma 11319.3 10846.1
IL-1 beta 77.7 73.5
IL-12p70 261.3 2341
IL-13 164.3 152.3
IL-18 360.1 346.9
IL-2 38.1 34.8
IL-4 22.7 21.2
IL-5 58.3 52.8*
IL-6 5099.8 4683.6
TNF-alpha 2825.3 2606.5
IL-10 1494.8 1440.3
IL-17A 7.5 7.5
IL-22 6.0 5.6
IL-23 5.4 4.9
IL-27 203.8 189.3
IL-9 34.8 42.9
GM-CSF 114.1 109.1
Eotaxin 49.7 46.3
Gro o KC 4810.4 4302.4
IP10 15161.1 14538.4
MCP1 16765.5 16234.2
MCP3 15040.1 14643.5
MIP1Alpha 5804.3 5707.7
MIP1Beta 14476.9 14062.4
MIP2 23288.1 23188.8
RANTES 14591.7 14265.7

* significant difference as determined using Anova (P-value < 0.01) after 3 days of exposure to IrSPI.
Macrophages of each of 3 mice were evaluated separately in triplicate for each condition. Results
are expressed as the mean for the 3 mice after calculating the mean of duplicates wells for each
mouse. Grey lines indicate upregulated cytokines/chemokines in the presence of IrSPI.



4.2.3 Etudes complémentaires
4.2.3.1 Matériel et Méthodes et Résultats

Expression du gene IrSPI
Outre les résultats d’expression présentés dans le manuscrit ci-avant, I’évaluation de

I’expression de IrSPI au cours du repas sanguin a été analysée dans les glandes salivaires,
I’intestin, les ovaires et la carcasse de femelles |. ricinus non gorgeées issues de notre élevage et
apres 1, 2, 3, 5 et 8 jours de fixation des tiques sur des lapins de laboratoire. Six tiques ont été
analysées a chaque temps suivant le méme protocole que celui présenté dans le manuscrit et
chaque organe et carcasse analysé individuellement. L’analyse de I’expression de IrSPI en

gRT-PCR n’a donné aucun résultat positif quel que soit le temps ou 1’organe analysé.

Détection de la protéine IrSPI par immunohistochimie
Outre la recherche de la localisation de 1’expression du géne IrSPI dans les différents organes

de la tique par gRT-PCR, nous avons voulu déterminer dans quel organe était exprimé la
proteine par des d’analyses immunohistochimiques. Des tiques femelles |. ricinus pré-gorgées
sur un lapin pendant 5 jours ont été fixees dans une solution de Carnoy (30% chloroforme, 60%
éthanol, 30% acide acétique) puis déshydratées en éthanol (2 x 30 minutes en ETOH 70% puis
1hen ETOH 95%, enfin 2x1h et ETOH 100%), et les tissus ramollis grace a des bains successifs
en Butanol. Ces tiques ont ensuite été incluses en paraffine pour la réalisation de coupes de
5uM au microtome. Une coloration des coupes en HES (Hémalun Eosine Safran) a dans un
premier temps été réalisee afin de visualiser les différents organes de la tique (Figure 26 A). La
présence de la protéine IrSPI a été ensuite révélée par un sérum de souris anti-IrSPI obtenu 56
jours aprés immunisation par la protéine recombinante IrSPI (voir Matériel et méthodes du
manuscrit) utilisé au 1000°™. Un sérum non immun a été utilisé comme contrdle négatif. Les
anticorps primaires anti-IrSPI ont ensuite été révélés par un anticorps secondaire anti-souris de
chévre a la dilution 1/10000. Apres rincage, ces derniers sont alors révélés par une solution de
3,3' Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAB) (Leica). Le seul signal identifié I’a aussi été
sur le témoin négatif, suggérant un probable marquage aspécifique des anticorps dirigés contre

IrSPI (Figure 26B), ou des anticorps secondaires.
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Figure 26: Coupes longitudinales de tiques femelles |. ricinus pré-gorgées pendant 5 jours sur lapin apres coloration
HES (A) et marquage immunohistochimiques par des anticorps dirigés contre IrSPI (B). JO : témoin négatif avec un
sérum non immun. J56 : sérum immun contre IrSPI.
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Analyse Biophysique de la protéine recombinante
Les analyses biophysiques évoquées dans le manuscrit ci-dessus lors de la caractérisation de

IrSPI ont été effectuées avec la protéine recombinante synthétisée en cellules de drosophile S2.
Ce systéme de production, utilisant des cellules d’arthropodes, a été choisi afin de se rapprocher
au plus pres des conditions de synthese in vivo de la protéine native, notamment a cause de la
présence d’une potentielle N-glycosylation que ne synthétise pas les systemes de production
procaryotes, et dont on sait qu’elle peut étre requise dans I’interaction avec d’autres protéines
et ainsi participer directement au réle d’IrSPI. Les analyses bio-informatiques présentées dans
le manuscrit ont permis de prédire 10 sites de phosphorylation potentiels et un site potentiel de
N-glycosylation, prédictions qui ont été confrontées au résultat obtenu par spectrométre de
masse MALDI-TOF/TOF qui est présenté ci-dessous (Figure 27). La différence de 990 Da
retrouvée entre la masse calculée et la masse observée étaient bien compatible avec la présence
des modifications prédites sur la protéine recombinante, validant ainsi le choix de notre systéme

d’expression.
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Figure 27: Spectre m/z de la protéine recombinante IrSPI aprés analyse en MALDI-TOF/TOF.

Par ailleurs, I’analyse des structures secondaires de la protéine recombinante in silico via le
serveur Bestsel [246] suite a 1’étude par dichroisme circulaire, est présentée ici dans la Figure
28. Les résultats présentés dans la Figure 28 montrent ’absence totale des hélices et un
pourcentage de brins B plus de deux fois supérieur par rapport aux prédictions in silico. Ces
observations montrant clairement un probléme de repliement de la protéine recombinante ont

justifié une étape de « refolding » avant les tests fonctionnels.
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Figure 28: Prédictions des structures secondaires de la protéine recombinante IrSPI avec le serveur Bestsel a partir des données de
dichroisme circulaire obtenues avec une production de protéine IrSPI de concentration 0,075mg/mi.

Enfin, une analyse de la protéine recombinante par vitesse de sédimentation par ultra
centrifugation analytique a permis de montrer qu’elle était majoritairement monomérique et
globulaire a cause de ses faibles coefficients de Svenberg (1,6S) et ratio de friction (1,2). Pour
confirmer ces résultats, une analyse en Dynamic Light Scattering (DLS) a éteé réalisée mais
aucun résultat n’a pu étre obtenu, sans doute en raison d’un probléme au niveau des protéines
en solution, probléme souvent li¢ a la présence d’agrégats. De plus, nous avons également
réalisé une analyse de viscosimétrie afin de déterminer le taux d’hydratation de notre protéine
ainsi que sa « forme », pour confirmer ou non les résultats obtenus par analyse de la vitesse de
sédimentation en ultra centrifugation analytique. Malheureusement, nous n’avons pas obtenu
de résultats ici non plus car la protéine a semble-t-il « collé » aux paroies de ’appareil. Tous
ces résultats nous montrent que notre protéine recombinante ne semble pas comporter les
bonnes structures secondaires telles que prédites in silico, qu’elle est globulaire et monomérique
mais aurait tendance malgré tout a former des agrégats probablement a cause d’un repliement
incomplet. Bien que la présence de ponts disulfures n’ait pas été testée ici, il semblerait peu
probable que les 3 ponts disulfures caractéristiques des domaines Kunitz, nécessaires au
repliement correct d’IrSPI, soient correctement formés. En effet, I’absence d’hélices a ne

permettrait pas le rapprochement adéquat des cystéines impliquées dans un pont disulfure.
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Détermination des sérines protéases cibles d’IrSPI
Les résultats présentés dans le manuscrit montrent qu’une fois « refoldée », IrSPI inhibe

I’élastase et tres faiblement la chymotrypsine. La Figure 29 présente ici les premiers résultats
d’inhibition que nous avions obtenus avec la protéine recombinante non « refoldée » sur 3 trois
sérines protéases de références que sont la trypsine, la chymotrypsine et I’¢élastase. Nos résultats
n’ont montré aucune diminution de la vitesse initiale, Vi, en présence de 1uM d’IrSPI comparé
au contrdle (absence d’IrSPI) et donc aucune inhibition sur I’activité de ces protéases. Ce
résultat a donc validé I'utilisation d’une protéine recombinante « refoldée » grace a la PDI pour

la suite des expérimentations
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Figure 29: Inhibition de la Chymotrypsine, de la Trypsine et de I’élastase par la protéine IrSPI non refoldée. Expérience
d’inhibition réalisée avec 1uM d’IrSPI et respectivement 24,6nM de trypsine, 46,5nM de chymotrypsine et 21,6nM
d’élastase, dans un volume final de 100ul. Les résultats présentés sont une moyenne des absorbances a 405nm des
duplicats.
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Mesure de la cytotoxicité d’IrSPI sur les cellules endothéliales HSKMEC
L’impact de IrSPI sur les propriétés intrinséques des cellules endothéliales a réaliser des

structures angiogéniques a été mesuré tel que décrit dans le manuscrit présenté ci dessus.
Cependant afin de s’assurer que les résultats obtenus lors de cette expérience sont
exclusivement dus au caractére inhibiteur d’IrSPI et non a sa cytotoxicité, un test de viabilité
cellulaire sur des cellules endothéliales HSKMEC en présence d’IrSPI a été réalisé au prélable
avec des concentrations croissantes de protéine. Les résultats obtenus, non montrés dans le

manuscrit sont présentées ici dans la Figure 30.
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Figure 30: Mesure de la viabilité des cellules endothéliales HsSKMEC en présence d’IrSPI. Les cellules HsSKMEC ont été cultivées
pendant 48h avec plusieurs concentrations d’IrSPI. La viabilité cellulaire est évaluée a I'aide d’une solution d’Alamar Blue et
mesurée par fluorescence a 605nm. Les moyennes de triplicats pour chacune des concentrations d’IrSPI testées sont
représentées. La significativité des résultats a été évaluée ici par un test student (P<0,05). IrSPI : protéine recombinante non
refoldée. IrSPI refold : protéine recombinante refoldée. Ctrl refold : tampon de refolding dans lequel se trouve la protéine
refoldée.

Alors qu’apres 48h de culture, la protéine IrSPI non « refoldée » n’impacte pas la viabilité des
cellules endothéliales HSKMEC, la protéine refoldée (dans son tampon) entraine une forte
baisse de la viabilité cellulaire avec a 2uM une viabilité cellulaire qui n’est plus que de 40%
(Figure 30). Cet effet semble étre di au tampon de « refolding » car les résultats montrent que,
seul, il présente une action cytotoxique dose-dépendante. Les concentrations d’IrSPI de 0,5uM
et 1uM n’induisant pas de diminution significative de la viabilité des cellules HSKMEC, elles
ont été choisies pour réaliser I’expérience d’angiogenese sur deux lignées de cellules

endothéliales qui est présentée dans le manuscrit.
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Mesure de ’impact d’IrSPI sur les macrophages déerivés de moelle osseuse de
souris BALB/cJR]
Le manuscrit présente les résultats obtenus sur I’impact d’IrSPI sur la synthése de cytokines par

des macrophages de souris en culture, impact analysé par la technique Luminex. Cette
expérience avait été précédée d’une analyse par gRT-PCR en évaluant I’impact de la protéine
sur ’expression de certains génes connus pour étre modulés en réponse a la salive de tique
[164]. L’expression des génes codant I'TL12, I'IL-6, I’I-10, le CD86, le TNFa et I'ITFNy a été
normalisée par rapport a I’expression du géne de ménage RPFL19 et comparée entre les
macrophages cultivés sans et avec 15ug de IrSPI pendant 24h. Les duplicats biologiques
contrbles (sans IrSPI) et traités par IrSPI ont été analysés en triplicats par gRT-PCR.
Malheureusement, nous n’avons observé aucun impact répétable sur I’ensemble des
échantillons pour aucun des génes selectionnés. Ainsi, nous avons decide dans un second temps,
d’analyser les cytokines relarguées par ces macrophages en présence ou non d’IrSPI, apres

activation par un cocktail composé de LPS et d’IFNy et grace a la technique Luminex.
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4.2.3.2 Discussion

L’étude de la fonction d’IrSPI dans la biologie de la tique requiert dans un premier ’analyse de
I’expression du géne codant cette protéine. Ainsi, nous avons étudié au travers de nombreuses
expérimentations le profil d’expression d’IrSPI. Les résultats antérieurs avaient démontre,
d’une part I’expression du géne IrSPI quatre jours apreés le début du gorgement des tiques et,
d’autre part, par ARN interférence, I’implication du produit de ce géne dans ce processus de
gorgement [232]. Afin de suivre 1’expression de IrSPI au cours des différentes phases du
gorgement des tiques, nous avons utilisé des tiques pré gorgées a 6 temps différents apres leur
fixation dans différents organes. Aucune expression n’a pu étre détectée, a aucun temps et dans
aucun organe, au cours de cette expérimentation. Cette absence de résultat pourrait s’expliquer
par la quantité d’ ARNs recueillis par organe traité ici individuellement. Il serait donc nécessaire
de renouveler cette expérience en travaillant avec un pool de plusieurs organes par temps et non
plus en individuel. La détection du géne de référence rsp4 [247] nous permet en effet de valider
I’extraction d’ARN mais celui-ci étant fortement exprimé, il est possible que I’expression
d’IrSPI soit, elle, trop faible pour étre détectable dans les conditions expérimentales de
I’expérience. Au-dela de ce probléeme expérimental, de récentes études suggérent que des genes
homologues d’IrSPI chez I. ricinus [240, 241] comme chez 1. scapularis [242, 243, 248, 249],
auraient une expression qui ne serait pas continue et linéaire dans le temps, ce qui pourrait étre
le cas pour IrSPI et expliquer I’absence de détection aux temps analysés. Néanmoins
I’hypothése la plus vraisemblable serait bien un manque de quantité d’ARN d’IrSPI, puisque
lors de I’expérience présentée dans le manuscrit, I’ARNm d’IrSPI a bien été détecté dans des

pools d’organes infectés (N=17) de femelles prégorgées pendant 5 jours.

Nous avons ensuite confirmé les prédictions bio-informatiques quant a la présence de N-
glycosylations et de phosphorylations sur la protéine recombinante par MALDI-TOF/TOF.
Néanmoins, la faible différence de masse observée entre la prédiction d’une N-
acetylglucosamine et la masse observée en MALDI-TOF/TOF avec la protéine recombinante
laisse supposer une glycosylation de nature différente, ce qui pourrait s’expliquer par le fait que
les cellules d’insectes sont capables de synthétiser de nombreux types de N-glycosylations dont
les poids moléculaires varient [250]. Nous avons vérifié par ELISA si IrSPI ne portait pas un
o-galactose, sucre produit chez les tiques mais aussi par les cellules de drosophiles ayant permis
la synthése de la protéine recombinante. Les résultats négatifs démontrent que cette N-

glycosylation, fréquente chez les tiques, n’est pas présente chez IrSPI. Pour étre certains du
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type de N-glycosylations portées par IrSPI, il faudrait digérer la protéine recombinante par la
PNGase F qui permettra de cliver les sucres en présence et analyser la masse de la protéine
recombinante avant et apres digestion par spectrométrie de masse de type ESI avec un analyseur
comme le QTOF [251], plus précis que le MALDI-TOF/TOF. De maniére similaire, la
déphosphorylation de la protéine recombinante IrSPI permettrai la détermination du nombre de
phosphates en présence. Par ailleurs, les résultats obtenus en ultracentrifugation analytique, en
DLS, en viscosimétrie et par dichroisme circulaire convergent pour établir que la protéine
recombinante IrSPI n’est pas correctement repliée, présentant notamment un déficit en hélices
o et donc probablement en ponts disulfures qui sont normalement au nombre de trois chez les
protéines monolaris (inhibiteurs possédant un seul domaine Kunitz). Les études fonctionnelles
sur les protéines, quelles qu’elles soient, utilisent généralement des protéines recombinantes et
non natives, et ces résultats montrent 1I’importance d’analyser la structure de ces protéines
recombinantes afin de pouvoir se fier aux résultats obtenus. Ainsi, une analyse confrontant les
donnees in silico et les données biophysiques obtenues a partir de protéines recombinantes
néosynthétisées devrait étre non pas une exception, mais une regle avant toute experimentation
[252].

Nos résultats ont en effet montré que la protéine recombinante non « refoldee » et donc mal
repliée ne présentait aucune activité inhibitrice sur des protéases testées quand la forme
« refoldée » en présentait une. Cela suggére que I’absence d’hélices dans la structure de la
proteine recombinante a empéché la formation des ponts disulfures, ne permettant pas de former
la structure du domaine Kunitz, domaine essentiel a 1’activité inhibitrice d’IrSPI. Afin de
contraindre la protéine recombinante a adopter une conformation équivalente a la protéine
native, nous avons forcé son repliement grace a ’enzyme Protein Disulfide Isomérase (PDI)
permettant la formation de ponts disulfures corrects. Conformément a 1’acide aminé qui occupe
la position P1 du site actif d’IrSPI, une alanine qui confére une sélectivité envers les élastase-
like [253], nous retrouvons alors effectivement que 1’élastase est la principale sérine protéase

inhibée par IrSPI, bien que la chymotrypsine soit elle aussi Iégérement inhibée.

L’étude de I’'impact d’IrSPI sur les voies homéostatiques de I’hdte a été initiée sur les cellules
endothéliales car certains inhibiteurs de sérine protéases modulent négativement 1’angiogenése
[94]. Afin d’étre certain que les résultats obtenus étaient exclusivement dus au caractére
inhibiteur d’IrSPI et non a sa cytotoxicité, un test de viabilité¢ cellulaire des cellules
endothéliales HSKMEC en présence d’IrSPI a été réalisé pendant 48h. Bien qu’IrSPI non

refoldé n’ait pas entrainé de mortalité cellulaire, le tampon de repliement ainsi que la protéine
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refoldée ont montré tous deux un fort impact sur la viabilité cellulaire. 1l semble donc que le
tampon de repliement contienne des molécules qui soient délétéres pour la survie cellulaire. Ce
tampon contient en effet une proportion non négligeable de glutathion oxydé et réduit
(respectivement 0,2 mM et 2mM) nécessaire a I’activité de la PDI qui a été montré comme étant
un facteur pro-apoptotique [254, 255]. Ces aspects pro-apoptotiques du tampon de repliement
ont par ailleurs été confirmés par une analyse de I’impact d’IrSPI refoldée ou non et donc en
présence ou non de tampon, sur ’induction de I’apoptose sur les cellules HsSKMEC. Seul, le
tampon de refolding induit plus d’apoptose chez les cellules endothéliales que la protéine IrSPI
refoldée, dans ce méme tampon. Ce résultat pourrait s’expliquer par une concentration plus

¢élevée de glutathion réduit dans tampon quand 1’étape de refolding réduit cette concentration.

Les marquarges immunohistochimiques réalisés sur des coupes de tiques afin de repérer la
présence d’IrSPI n’ont pas donné de résultat positif. Ceci pourrait s’expliquer par un manque
de specificite des anticorps primaires utilisés, ou par un probleme de mise au point
expérimentale (dilutions, temps d’incubations, ...). De plus, bien que de ’ARNm d’IrSPI ait
été détecté chez des femelles prégorgeées pendant 5 jours, une expression de la protéine au méme
temps n’est pas systématique. D’autres essais doivent donc étre réalisés a d’autres temps en

optimisant les conditions expérimentales.
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4.2.4 Conclusions et perspectives

La compréhension des interactions entre les tiques, leurs hotes et les agents pathogenes qu’elles
transmettent est I'une des clés dans le développement de méthodes de lutte efficaces, durables
et respectant ’environnement a la fois contre les tiques et les agents pathogeénes qu’elles
transmettent. Dans ce chapitre II qui s’attache a identifier les fonctions d’IrSPI, nous avons
approfondi le réle que joue IrSPI dans la biologie de la tique grace notamment & la synthese
d’une protéine recombinante. Malgré les précautions prises lors du choix du systeme de
production afin d’étre au plus prés de ses conditions de synthese in vivo, des analyses bio-
physiques ont montré le mauvais repliement de la protéine recombinante. Or, dans le cas des
inhibiteurs de type Kunitz, le repliement de la protéine est essentiel pour que le site actif soit
correctement forme pour inhiber la sérine protéase cible. Ces analyses et les résultats observes
apres « refolding » de la protéine démontrent 1’importance de contrdler les structures d’une

protéine recombinante afin d’étre certain des résultats observés par la suite.

Les etudes antérieures ont montré la surexpression du géne IrSPI en réponse a I’infection de la
tique par B. henselae apres 4 jours de gorgement et révélé son implication dans le gorgement et
dans la transmission de cette bactérie par la tique I. ricinus. L’expression de IrSPI lors du
gorgement des tiques a ici été confirmée chez les nymphes non infectées en fin de gorgement a
J5. De plus, I’expression de ce géne n’a pas été détectée chez les stades non gorgés, confirmant
que I’expression de ce gene est induite par le gorgement. Malheureusement, les résultats
négatifs, sans doute liés a un probléme de quantité d’ARNs, obtenus lors de 1’étude de la
cinétique d’expression du géne au cours du gorgement chez les tiques femelles ne nous a pas
permis d’approfondir cette analyse. La surexpression d’IrSPI lors de I’infection par la bactérie
B. henselae initialement identifiée dans les glandes salivaires, a également été retrouvé ici dans
I’intestin et les ovaires. De plus, ’expression d’IrSPI détectée dans les glandes salivaires,
I’intestin, les ovaires et la carcasse d’un lot de femelles pré-gorgées infectées par B. venatorum
et R. helvetica démontre I’importance probable de ce géne dans I’infection par des agents
pathogénes transmis. En revanche, les résultats obtenus lors de I’infection de la tique par une
bactérie non transmise, E. coli, ont montré qu’lrSPI n’intervenait pas dans les réactions
immunes vis-a-Vis de cette bactérie. Il serait a présent intéressant d’étudier I’expression d’IrSPI
dans d’autres conditions d’infection avec des agents pathogeénes transmis par |. ricinus tels que
Borrelia sp., Anaplasma sp., les virus de I’encéphalite a tique ou Louping I1l, ou des Babesia

sp.. Une recherche approfondie de la localisation de cette protéine dans les organes de la tique
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pourrait ouvrir de nouvelles pistes quant a son réle mais les marquages immunohistochimiques

réalisés nécessitent encore des mises au point.

La présence d’un peptide signal et la localisation de I’ARNm d’IrSPI dans les acini de type Il
soutiennent I’hypothése d’une sécrétion salivaire lors du repas sanguin, hypothése vérifié¢e par
la présence d’anticorps anti-IrSPI chez I’h6te vertébré. Ainsi, I’implication d’IrSPI dans le
gorgement des tiques, validée par ARNi [232], pourrait étre due a une action sur les réponses
de I’héte vertébré a la piqire en raison de sa présence dans la salive injectée au cours de ce
processus. La grande majorité des inhibiteurs de sérine protéases de tique identifiés a ce jour
ont un impact sur la coagulation sanguine afin de permettre a la tique de prélever son repas
sanguin dans les meilleurs conditions possibles [94]. Nos résultats ont montré que ce n’était pas
le cas d’IrSPI en ce qui concerne la voie d’activation extrinséque, voie activée apres un
traumatisme tissulaire, ou la fibrinolyse. Pour étre certain de 1’absence de propriétés
anticoagulantes d’IrSPI, une évaluation de son rdle sur la voie intrinseéque et sur I’agrégation
plaquettaire est a présent nécessaire pour écarter définitivement IrSP1 des molécules de tiques
anticoagulantes. Nos résultats montrent une absence d’action directe d’IrSPI sur ’angiogenése
et I’induction de I’apoptose des cellules endothéliales. Néanmoins, une action indirecte n’est
pas a écarter car en réponse a un stimulus, ces cellules sont capables d’une grande plasticité,
allant jusqu’a participer aux défenses immunitaires en exprimant a leur surface les récepteurs
de type CMHI et CMHII [256]. IrSPI posseéde une activité inhibitrice vis a vis de I’élastase, et
pourrait donc agir dans la modulation de I’inflammation chez I’h6te vertébré en réponse a la
piqre de tique. La faible inhibition retrouvee sur la chymotrypsine pourrait venir renforcer ce
role. Afin de préciser le réle d’IrSPI dans la répression potentielle de I’inflammation, 1’étude
de son impact sur d’autres ¢lastase-like telle que I’¢lastase de Neutrophile, la tryptase, la

chymase, la cathepsine G, la matryptase, serait intéressant.

Nous avons aussi montré qu’IrSPI module négativement et significativement la prolifération
des lymphocytes T CD4" sous stimulation, lui conférant ainsi un r6le immunomodulateur. En
revanche, ’augmentation de la prolifération des lymphocytes B en absence de stimulation
mérite des investigations plus précises pour comprendre les implications de cette action. Pour
disséquer plus finement comment opere IrSPI sur la prolifération cellulaire essentielle dans
’activation et la réponse du systéme immunitaire, il serait maintenant nécessaire d’évaluer son
impact sur des populations homogenes de cellules immunitaires (macrophages, cellules

dendritiques, lymphocytes T et lymphocytes B).
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Cela permettra de savoir par exemple si I’action observée sur les lymphocytes est directe ou

mediée par une population cellulaire contenue dans la population de splénocytes analysée.

En démontrant I’impact négatif de IrSPI sur la production des cytokines pro-inflammatoires par
les splénocytes, nous avons confirmé ce r6le immunomodulateur. Ces résultats montrent en
effet qu’IrSPI réprime I’activation du systéme immunitaire, le recrutement cellulaire au site de
piqlre, et pourrait moduler indirectement la douleur ainsi que 1’angiogenése par la répression
de cytokines et de chémokines impliquées dans ces voies de signalisation. Seule la production
de I'[L-2 par les splénocytes a €té significativement augmentée par IrSPI. Ce résultat n’est pas

encore explicable en I’état actuel de nos connaissances.

Enfin, 'impact d’IrSPI sur des cellules présentatrices d’antigenes telles que les macrophages a
montré que, en sa présence, seule I’IL-5 était significativement diminuée chez des macrophages
activés. Cette cytokine étant un pilier de I’activation des éosinophiles, ainsi que de la croissance
et de la production d’anticorps par les lymphocytes B, ’inhibition observée ici sur ces cellules
présentatrices d’antigenes, contribue a renforcer les propriétés immuno-régulatrices d’IrSPI. De
plus, I’IL-5 étant impliquée dans la réponse des lymphocytes T et B a I’IL-2 qui favorise la
différentiation des lymphocytes en lymphocytes T cytotoxiques, sa répression par IrSPI est en

faveur d’une orientation des réponses immunitaires vers la voie Th2 plutot que Thl.

L’ensemble de ces résultats, qui démontre un role important d’IrSPI dans la modulation des
réponses immunes de 1’hote vertébré, mérite a présent des investigations plus approfondies pour
comprendre les mécanismes impliqués et ouvre de réelles perspectives dans la compréhension

des interactions entre la tique et son hote.
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Chapitre 111 : Etude des interactions proteiques
d’IrSPI par une approche de criblage double
hydride en systeme levure
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4.3.1 Introduction

La mise en évidence, au chapitre précédent, de I’expression d’IrSPI dans plusieurs organes de
la tique I. ricinus (les glandes salivaires, I’intestin, les ovaires, la carcasse, le synganglion),
qu’elle soit ou non infectée par un agent pathogéne, démontre des roles importants et
probablement multiples chez cet arthropode. La sur-expression d’IrSPI sous I’influence du
repas sanguin et lors d’une infection par un agent pathogéne laisse supposer son implication
dans ces deux processus [232] (voir Chapitre 2). Si nos résultats ont donc permis de démontrer
un role d’IrSPI sur les réponses immunes de 1’héte au cours du gorgement, nous n’avons a ce
jour aucune indication du role d’IrSPI sur la physiologie de la tique elle-méme. Un certain
nombre d’exemples rapportent ’action d’inhibiteurs de serine protéases de tiques a la fois dans
la coagulation de I’hémolymphe, la digestion du repas sanguin, 1’oviposition, ou encore le
systéme immunitaire des tiques [94]. Seuls les resultats obtenus suite a une infection par E. coli
nous ont permis de démontrer la non implication d’IrSPI dans les réponses immunes de |I.

ricinus vis-a-vis d’une infection par cette bactérie.

Il est fort probable que 1’ensemble des actions d’IrSPI a la fois chez la tique et chez 1’hote
vertébré s’organise au travers d’interactions avec d’autres protéines. Ainsi, la découverte de
molécules interagissant directement avec IrSPI (interacteurs) devrait apporter des pistes
notables quant a I’¢élucidation de ses fonctions. Pour découvrir ces potentiels interacteurs
protéiques nous avons établi une collaboration avec I’'lUMR de virologie du site de Maisons-
Alfort (UMR 1161) qui posséde des banques d’ADNc d’hotes vertébrés (bovin et humain) et
de tique I. ricinus. Les banques d’ADNCc ont été construites a partir de lignées de cellules A549
pulmonaires humaines, de celluless MDBK de rein bovin et de trois souches de cellules

embryonnaires de tigues.

Grace a ces banques, nous avons cherché a identifier les interacteurs protéiques d’IrSPI a la fois
chez les hétes vertébrés et chez la tique I. ricinus en utilisant une approche par criblage double

hybride en systeme levure.
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4.3.2 Matériels et méthodes

4.3.2.1 Principe général de I’expérience de double hybride en systeme levure

ORF d’IrSPI Banque d’ADNc bovin/ humain/ I. ricinus

Transfection de la
souche de levure

souche de levure

Transfection de la l
Y2H Gold

Milieu -Leu Y187
. @ Milieu -Trp
Milieu

-Leu, -Trp, -His r

]

HIS3
PCR +
Y séquencage = g Identification des
/iy N protéines cellulaires

Figure 31: Principe général de I'expérience de double hybride en systeme levure. D’aprés G. Caignard, 2010 [257].

Afin d’identifier la nature des interacteurs protéiques de IrSPI chez I’hote vertébré comme chez
la tique, une approche de double hybride en systeme levure a été utilisée, approche qui permet
d’identifier des interactions protéine-protéine (Figure 31). La mise en place de ce systéme de
criblage a haut débit fait suite a des travaux sur les facteurs de transcription eucaryotes, qui pour
certains d’entre eux, sont composés de deux domaines : un domaine de liaison a I’ADN (DB)
et un domaine d’activation (AD), domaines dont I’interaction est requise pour permettre la
transcription du gene dont ils entrainent 1’expression. Cette propriété « bi-domaine » a été
utilisée dans I’élaboration de la technique de criblage en double hybride en systéme
levure [258]. Ainsi, afin d’identifier des interactions protéiques, le domaine DB du facteur de
transcription GALA4 est fusionné a I’ADNc codant la protéine d’intérét (ici IrSPI) et sert d’appat,
alors que le domaine AD est fusionné a I’ADNCc de la banque a cribler qui est considéré comme
une proie. Ces deux plasmides sont respectivement introduits dans deux souches de levures de

types sexuels opposés, Y2H gold et Y187, souches qui par conjugaison permettront I’interaction
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entre la protéine appat et la protéine proie, conduisant a ’activation du facteur de transcription
GALA4, et a I'expression du géne rapporteur HIS3 codant ’enzyme HIS3 indispensable a la
croissance des levures sur un milieu dépourvu d’histidine. Ainsi ne pousseront sur un milieu
pauvre en histidine que les levures qui ont conjuguée et qui sont donc autotrophes pour
I’histidine. Néanmoins, les levures exprimant, aprés transformation, le géne HIS3 de maniére
basale, il est nécessaire pour réaliser cette sélection, d’inhiber cette expression basale par 1’ajout
de 3-AT (3-amino-1,2,4- triazole), un inhibiteur compétitif de I’enzyme HIS3 [259]. Ce systéme
utilisant ces levures permet ainsi de sélectionner des interactions « fortes » entre deux
partenaires protéiques, partenaires dont seul I’un est connu. Afin de déterminer 1’autre acteur,
les levures sélectionnées sont soumises a une amplification par PCR utilisant des amorces
complémentaires des plasmides portant les ADNc des proies afin de les séquencer et les
identifier.

4.3.2.3 Banques d’ADNc

Les banques d’ADNc d’origine vertébrée ont été construites a partir de lignées de cellules A549
pulmonaires humaines, et de cellules MDBK de rein bovin (Madin-Darby bovine kidney).
Concernant la banque d’ADNc de cellules de tiques I. ricinus, il s’agit d’une banque hybride
entre trois souches de cellules embryonnaires, les cellules IRE/CTMV20, IRE/CTMV19 et
IRE/CTMV11. La construction de ces banques a été réalisée par la société Life Technologies®
a partir d’ADNc issus d’ARNSs isolés de culots cellulaires et par clonage dans le vecteur

pDEST?22 contenant le domaine AD du facteur de transcription GAL4.

4.3.2.4 Constructions plasmidiques

Principe général du systéme de clonage Gateway
Le systtme de clonage Gateway développé par Invitrogen® est basé sur la propriété des

bactériophages d’utiliser des séquences particulieres de génomes bactériens pour y insérer du
matériel génétique par recombinaison homologue in vitro (Figure 32) [260]. Ce systeme permet
le transfert efficace d’ORF entre différents plasmides tout en maintenant la phase de lecture et
I’intégrité de ’ORF. L’amplification PCR avec des amorces Gateway spécifiques (attB1 et
attB2) permet dans un premier temps de rajouter aux extrémités du fragment d’intérét des
séquences de recombinaison homologues dites « Gateway att ». L’enzyme BP clonase catalyse
ensuite la réaction d’insertion du fragment dans un vecteur dit d’entrée par recombinaison avec
les sites spécifiques attP du vecteur donneur (réaction de BP). Une fois le fragment d’ADN

inséré, ces nouveaux clones, nommés clones d’entrée, possedent des séquences de
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recombinaison L, qui permettront & nouveau le transfert de ce fragment d’ADN vers un vecteur
destination qui contient dans sa séquence les séquences de recombinaison R (réaction LR). Ce

nouveau transfert par recombinaison est catalysé par ’enzyme LR clonase.

SUTR ORF TUTR
ADMcd'IrSPI 1 L 1 attPl attP:

Gene toxique
PCR

Vecteur entree pDONR207

attBl attB2
[ T
ORF
Réaction de BP
attll attl?

attRl attR2

:-"- GEne touque :
ﬂa’cﬁnn de LR

attil attB2

Vecteur destination

Figure 32 : Principe du systéme de clonage Gateway. L’ORF d’IrSPI avec ou sans la séquence du peptide signal est amplifiée
par PCR grdce aux amorces spécifiques du systeme de clonage Gateway qui permet d’insérer par recombinaison homologue
ces constructions dans le vecteur d’entrée, le pPDONR 207. La présence de séquence de recombinaisons homologues permet
ensuite de transférer I’ORF d’IrSPI dans un vecteur destination spécifique pour I'utilisation en double hybride dans un
systéme levure, ici le pPC97.

Clonage de IrSPI en systéeme Gateway
A partir du plasmide pET28 contenant la séquence de I’ADNc d’IrSPI a I’exception du codon

stop codé par le triplet « TAA », des amorces nucléotidiques de type Gateway ont été établies
afin d’amplifier la totalit¢ de la séquence de ’ADNc, ou uniquement la partie codant la
séquence de la protéine mature (sans peptide signal), afin de maximiser les possibilités
d’interaction. L’amplification PCR avec ces amorces Gateway sens incluant le peptide signal
(5°-ggggacaactttgtacaaaaaagttggcatgAAGGCAACCCTCGTAGCC-3%), sans peptide
signal (5’-ggggacaactttgtacaaaaaagttggcatgCGGCTGACTGAGACACAATGC-3"), et
I’amorce anti  sens (5’-ggggacaactttgtacaagaaagttggttaAAATGTCCCGTCGGACACC-37)
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permettra I’insertion dans le vecteur d’entrée par la réaction BP. La réaction de PCR a été
réalisée avec deux enzymes DNA taq polymérases différentes : ’'ExTaq (Takara) et la Taq
Phusion (New England Biolabs), en suivant le programme PCR suivant : une phase de
dénaturation initiale a 95°C pendant 30 secondes, suivi de 35 cycles avec une dénaturation a
98° pendant 12 secondes, une hybridation a 60°C pendant 10 secondes, puis une étape
d’¢longation a 72°C pendant 20 secondes, et enfin 5 minutes d’¢longation a 72°C. La taille des

amplicons a été vérifiée par migration sur gel d’agarose a 2%.

La ligation des fragments amplifiés dans le vecteur d’entrée est réalisée a température ambiante
pendant une nuit, dans un volume total de 10 pl, avec 500 ng de vecteur, 5 pl de produits de
PCR purifiés grace au kit gel and PCR clean up (Macherey Nagel), 2 ul d’eau et 2 ul de BP
clonase. Des bactéries compétentes DH5a. (Invitrogen®) sont alors transformées par ces
vecteurs par choc thermique a 42°C pendant 30 secondes, puis incubées sur glace pendant 30
minutes. Ces bactéries ont ensuite ete incubées dans 500 ul de milieu riche SOC (trypton 2%,
extrait de levure 0,5%, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgSQO4 10 mM, et glucose
20 mM) pendant 1h a 37°C. L’ensemble de la suspension bactérienne a ensuite été mis en
culture a 37°C pendant une nuit sur une gélose de LB agar contenant 10 pg/ml de gentamycine
pour sélectionner uniquement les bactéries qui ont été transformées par les vecteurs leur
conférant une résistance a cet antibiotique. Les clones sont alors repiqués dans du milieu LB
liguide avec 10 ug/ml de gentamycine dans le but d’en extraire I’ADN plasmidique a ’aide du
kit Nucleo Spin plasmid (Macherey-Nagel), et de vérifier par séquencgage la séquence insérée

dans le plasmide.

Les clones dont les séquences ont été validées sont utilisés pour 1’étape suivante qui consiste a
introduire, lors de la réaction de LR, ’ORF d’IrSPI (avec ou sans peptide signal) dans le vecteur
destination, le pPC97 qui contient une cassette de résistance a I’ampicilline. La réaction LR suit
le méme protocole que celui précédemment utilisé pour la réaction BP, a la différence que les
bactéries NEB 5a (C2987) (New Englands Biolabs) transformées par ces constructions
plasmidiques sont mises en culture sur des boites de Pétri avec du LB agar contenant 50 pg/ml
d’ampicilline. Les clones obtenus sont tout d’abord cultivés dans du LB liquide contenant 50
pg/ml d’ampicilline, puis des extractions plasmidiques sont réalisées afin de transformer les

levures.
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4.3.2.5 Transformation des levures

Les levures Y2H Gold (Matchmaker™ Gold Yeast Two-hybrid System) sont cultivées dans du
milieu liquide YPD (Yeast Peptone Dextrose) a 30°C pendant 24h et utilisées en phase
exponentielle de croissance (DO comprise entre 1 et 2 & 600nm) pour leur transformation par
les plasmides contenant la séquence d’IrSPI. Tous les milieux utilisés ici ont été préparés selon
Vidalain et al. [259]. Deux lavages successifs a I’eau, puis dans une solution de TE/LiAC (Tris-
HCI EDTA 1X pH 8, acétate de lithium 100 mM) ont alors été réalisés. La réaction de
transformation par le vecteur pPC97 contenant I’ORF d’IrSPI (avec ou sans peptide signal)
fusionné au domaine DB du facteur de transcription GAL4, et le gene LEU2 permettant aux
levures qui 1’ont intégré de pousser sur un milieu synthétique dépourvu de Leucine (-L), est
réalisée par choc thermique. Les levures sont incubées pendant 45 min a 30°C dans le TE/LIAC
avec 250 ng de plasmide pPC97, 2ul d’ADN de sperme de saumon (préalablement dénaturé
pendant 10 minutes a 100°C) et une solution de polyéthyléne glycol (PEG) (PEG 35%, acétate
de lithium 100 mM, Tris-HCI EDTA 1X pH 8). Un choc thermique a 42°C est alors réalisé et
permet la transformation des levures par pPC97. Enfin, afin d’éliminer le PEG, une
centrifugation a été effectuée, puis les levures ont été resuspendues dans de 1’eau et étalées sur

un milieu synthétique -L.

Les levures Y187 sont elles aussi cultivées dans du milieu liquide YPD et ont été transformeées
par les plasmides pDEST22 contenaient les banques d’ADNc humaine, bovine et de I. ricinus.
Cette transformation a été réalisée suivant le méme protocole que pour les levures Y2H Gold.
Le plasmide pDEST22 contenant la séquence du gene TRP1 qui code le tryptophane, séquence
qui permettra la sélection des levures ayant intégré ce plasmide sur un milieu synthétique

dépourvus de tryptophane (-W).

4.3.2.6 Criblage double hybride

La culture de la souche de levure Y2H Gold contenant la séquence codant la protéine IrSPI
fusionnée au facteur DB et constituant ’appat, est relancée la veille du criblage dans du milieu
YPD. La premiere étape du criblage est la conjugaison des levures Y2H Gold et Y187 pendant
4h30 a 30°C. Apres lavage, la suspension de levures a été étalée sur 10 géloses contenant la
concentration adéquate de 3-AT pour inhiber 1’expression basale du géne histidine, et

dépourvues des acides aminés L, W, et H, permettant ainsi de sélectionner les levures
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conjuguées ayant intégré les plasmides ad hoc. Un étalement sur gélose - L et -W a également
¢té réalisé afin d’évaluer le nombre de levures obtenues lors de la conjugaison, reflétant le
nombre d’interactions testées au cours de cette expérience. Apres S jours de culture a 30°C, ces
levures ayant poussé sur les géloses -L, -W, -H, avec 3-AT ont €té repiquées a raison de deux
fois par semaine pendant trois semaines afin de sélectionner les interactions fortes qui existent
entre les protéines testées. Apres ces trois semaines de repiquage, la séquence des proies
identifiées est amplifiée par PCR avec des amorces « universelles » encadrant le site d’insertion

du plasmide pDEST22, puis séquencée (Eurofins).

4.3.2.7 Analyses des résultats

Les séquences obtenues ont alors été comparees automatiquement a des séquences de reférences
spécifiques pour la banque considérée grace a un algorithme développé par I’'unité de Génétique
Virale et Biosécurité de I’ANSES de Ploufragan. La banque de séquences de référence utilisée
ici pour comparer les séquences obtenues apres le criblage de la banque de tique 1. ricinus, est
issue de la tique I. scapularis, seule espece de tique dont le génome est séquence. A la suite de
ces resultats nous avons arbitrairement et dans un premier temps, considéré que si un interacteur
était identifié au moins 5 fois, I’interaction était comptée comme positive. Dans le cas ou le

nombre d’itérations €tait inférieur, les interactions seront traitées dans un second temps.
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4.3.3 Résultats

4.3.3.1 Constructions plasmidiques

Dans le cas d’IrSPI qui code une protéine salivaire sécrétée chez I’hote vertébré lors du repas
sanguin, nous avons fait le choix de tester en double-hybride la séquence codant la protéine
immature (avec peptide signal, IrSPI1+sp) et mature (sans peptide signal, IrSP1-sp). Nous avons
donc utilisé deux amorces sens et une amorce antisens pour produire par PCR les deux

fragments d’ADN correspondants.

L’amplification par PCR de ’ADNc d’IrSPI a I’aide des amorces spécifiques Gateway a été
validée sur gel d’agarose (Figure 33), permettant de visualiser des amplicons de la taille
correspondant a IrSPI avec (340 pb) et sans peptide signal (283 pb). Les résultats montrent une
plus forte intensité des bandes dans le cas d’une amplification avec la Taq polymérase Phusion
en comparaison de I’ExTaq, ce sont donc ces produits PCR qui ont été sélectionnés pour la suite

du clonage.

100

Figure 33: Produits d'amplification par PCR a partir du plasmide pET28 contenant ’ADNc d’IrSPI avec les amorces spécifiques
Gateway. Les puits 1,2,3 et 4,5,6 sont respectivement des produits de PCR réalisées a I'aide de la Taq Phusion (New England
Biolabs) et de I'Extaq (Takara)Les puits 1 et 4 correspondent a une amplification de la séquence compléte de I’ADNc d’IrSPI
(avec le peptide signal), et les puits 2 et 5 correspondent a une amplification de la séquence de ’ADNc sans le peptide signal.
Les puits 3 et 6 correspondent aux témoins négatifs sans ADN. M : marqueur de poids moléculaire.

4.3.3.2 Résultats de la transformtion des bactéries DH5« avec le vecteur pDONR207.

Apres I’insertion des deux fragments contenant I’ADNc avec ou sans le peptide signal d’IrSPI
dans le plasmide pDONR207, ces constructions plasmidiques ont été introduites par choc
thermique dans des bactéries DH5a. Pour ces deux expériences de clonage, nous avons obtenu
un nombre de colonies similaire, et avons repiqué 6 colonies pour chaque construction pour
vérifier que la séquence insérée correspondait a celle attendue. Sur les 12 colonies testées,
seulement 6 ont pu étre séquencées (3 avec la séquence contenant le peptide signal et 3
contenant la séquence sans peptide signal). Les résultats du séquencage ont montré une
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séquence identique a celle d’IrSPI pour les clones sans peptide signal et que les séquences
contenant le peptide signal, toutes identiques entre elles, présentaient des mutations. Il s’agit
d’inversions aux positions 171 et 176, d’une adénine au lieu d’une cytosine et d’une cytosine a
la place d’une guanine (Figure 34). Néanmoins, ces inversions, silencieuses, ne modifient pas
les acides aminés codés (CGG et AGG codent tous deux pour une arginine, de méme CTG et
CTC codent pour une Leucine). Un clone avec peptide signal et un clone sans peptide signal

ont donc été sélectionnés pour la suite de I’expérience.

Géne IrSPI —————————— ——— ATGAAGG CAACCCTCGT AGCCATTTGC TTCTTCGCTG
IrSPI-sp-1 CAAARARGTT GGCATGAAGG CAACCCTCGT AGCCATTTGC TTCTTCGCTG
IrSPI-sp-2 CAADARAGTT GGCATGRAGG CAACCCTCGT AGCCATTTGC TTCTTCGCTG

IrSPI-sp-4 CRAARARAAGTT GGCATGAAGG CAACCCTCGT AGCCATTTIGC TTCTTCGCTG
Consensus EEEEEREE KEXXAFXLET *FXAAFEXAT AAXXEREAAE

Géne IrSPI CTGTCTCGTA CTCCATGGGG CGGCTGACTG AGACACAATG CAGATTTCCT
IrSPI-sp-1 CTGTCTCGTA CTCCATGGGG AGGCTCACTG AGACACAATG CAGATTTCCT
IrSPI-sp-2 CTGTCTCGTA CTCCATGGGG AGGCTCACTG AGACACAATG CAGATTTCCT
IrSPI-sp-4 CTGTCTCGTA CTCCATGGGG AGGCTCACTG AGACACAATG CAGATTTCCT

Consensus FEXKXXXXEET XFXXXTLHET JEEXAGEEEF *AFFXXFXXET AX XX ERTXLS

Figure 34: Alignement des séquences obtenues apres séquengage des clones DH5 « positifs ayant été transformés par le plasmide
contenant la séquence d’IrSPI avec son peptide signal (IrSPI-sp-1, IrSPI-sp-2, IrSPI-sp-4) sur la séquence de IrSPI (géne IrSPI).

4.3.3.3 Réaction de LR

Les ADN plasmidiques des clones choisis ont été extraits afin de les insérer dans le vecteur
destination, le pPC97, utilisé ensuite pour transformer les bactéries NEB 5a.. Nous avons obtenu
un nombre équivalent de clones pour chacune des constructions. Afin d’augmenter la quantité
de matériel nécessaire pour la transformation des levures, 10 colonies de chaque expérience ont
été cultivées séparément en milieu LB liquide. Apres extraction des plasmides, les quantités
d’ADN ont été évaluées : le plasmide pPC97-1rSPI-sp-1 avait une concentration de 968 ng/pul,

alors que le plasmide pPC97-1rSPI-2 avait une concentration de 810 ng/ul.
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4.3.3.4 Test d’auto-induction de I’HIS3

Une fois les levures transformées, un test d’auto activation du géne HIS3 est réalisé afin de

connaitre la dose de drogue 3-AT a appliquer aux cultures sur gélose lors du criblage.

Dans un premier temps la croissance des levures Y2H Gold transformées est observée en
absence de ’antagoniste 3-AT du géne HIS3. Dans cette condition, on observe que les colonies
de levures Y2H Gold transformées avec la séquence de I’ORF d’IrSPI contenant le peptide
signal ou non poussent de maniere identique, démontrant I’absence de toxicité de la protéine
synthétisée pour les levures. Lorsque 5 mM de 3-AT sont appliqués, plus aucune colonie n’est
observée (Figure 35). Les criblages en double hybride ont donc été réalisés avec 5 mM de 3-
AT sur des géloses -L-W-H.

IrSPI +SP IrSPI - SP

Milieu sélectif -L -H

Milieu sélectif

-L—H+5 mM 3-AT

Figure 35: levures Y2H Gold transformées avec les plasmides pPC97 contenant les séquences avec et sans
peptide signal de I’ORF codant IrSPI en culture sur milieu avec et sans 3-AT.

4.3.3.5 Criblage double hybride

Dans un premier temps, 1’évaluation de I’efficacité du criblage a été effectuée en comptant, sur
une gélose dépourvue de leucine et de tryptophane, le nombre de colonies de levure ayant
pousse. Une moyenne de 750 diploides par boite a été estimée, ce qui représente un total de 75
millions d’interactions testées par banque au cours du criblage. La diversité des banques étant
estimée a 3 millions d’ADNc, chaque interaction appat-proie est donc testée approximativement

25 fois au cours du criblage.

Une fois les conditions expérimentales optimisées, le criblage des banques d’ADNc bovine,
humaine et de tique 1. ricinus par IrSPI sans le peptide signal (IrSPI1-sp) et IrSPI avec peptide
signal (IrSPI+sp) a été réalisé. Aprés 5 jours de culture, seuls les clones avec IrSPI et son peptide

signal avaient poussé, nous n’avons obtenu aucun clone pour le criblage d’IrSPI sans peptide
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signal avec aucune des trois banques. Apres 3 semaines de repiquage, nous avons obtenu, pour
les banques bovine et humaine un total de 100 clones et 300 clones pour le criblage de la banque
de tique, tous répartis de fagon homogene par bofte. Cent clones par banque ont été testés par
PCR afin de vérifier la présence d’un insert dans le vecteur « proie ». Les Figures 36-38
montrent les résultats de ces amplifications pour les banques humaine, bovine et de tique
montrant que chaque levure résulte d’une conjugaison au cours de laquelle une interaction entre
IrSPI+sp et une protéine inconnue a eut lieu, permettant ainsi aux deux domaines du facteur de
transcription GAL4 de reconstituer un facteur de transcription fonctionnel, aboutissant a la
synthése du géne HIS3.

St T — ‘=

. emeoce o - T,

humaine.

185



Figure 37: Amplification par PCR des inserts portés par le vecteur pDEST22 contenant un ADNc issu de la
banque bovine.
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Figure 38: Amplification par PCR des inserts portés par le vecteur pDEST22 contenant un ADNc issu de la banque I. ricinus.
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Seuls 96 des produits de PCR des clones obtenus pour chacune des banques ont été sequencés.
Aprés comparaison de 1’ensemble des séquences obtenues (Tableau 10 en annexe) avec les
bases de données de référence des hétes testés seuls quatre interacteurs ont été retenus pour la
banque humaine : BAG6, UBQLN4, UBQLN1, LMNB1, codant respectivement les protéines
BCL2 associated athanogene 6, 1’ubiquiline 4, 1’ubiquiline 1, et la Lamine B1 (Tableau 7).
Concernant la banque bovine, cing interacteurs ont également été identifiées : FIMPNO,
ATYY47, FIN1A3, FIN6D3, QOV8EQ codant respectivement la fibronectine type 111 domaine
3B, la lamine B1, I'ubiquiline 4, I'ubiquiline 1, et HLA-B associated transcript-3 (BAT3)
(Tableau 7). Enfin, pour la banque tique, un seul interacteur a été identifié comme positif, il
s’agit d’une protéine sécrétée dont le numéro d’accession est B7Q815, protéine sécrétée codée

par le géne sgt et identifiée chez la tique 1. scapularis [261].

Tableau 7 : Interacteurs identifiés pour IrSPI apres les criblages par double hybride en systéme levure de banques humaine,
bovine et de tique. Pour chaque banque d’ADNc, sont mentionnés les interacteurs identifiés, le nombre de fois qu’ils ont été
trouvés, le géne correspondant, et la protéine spécifiée.

Interacteurs Itérations | Géne Protéine codée
ENSP00000404299.1 27 BAG6 BCL2 associated athanogene 6 protein
ADNc | ENSP00000357292.3 20 UBQLN4 ubiquilin 4
Humain | ENSP00000257468.7 15 UBQLN1 ubiquilin 1
ENSP00000261366.5 12 LMNB1 Lamin B1
F1IMPNO_BOVIN 13 FNDC3B fibronectin type 111 domain containing 3B
ADNc A7TYY47_BOVIN 11 LMNB1 La_mir_I _Bl
.~ | FIN6D3_BOVIN 8 UBQLN4 Ubiquilin 4
Bovin | -1N1A3 BOVIN 7 UBQLN1 Ubiquilin 1
QOV8EO BOVIN 5 BAT3 HLA-B associated transcript-3 protein
AP !\lc ISCW010489-PA 58 Sgt Secreted protein
L. ricinus
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4.3.4 Discussion

L’identification des partenaires protéiques d’IrSPI peut représenter une étape clé dans la
caractérisation des fonctions de cette protéine. De plus, IrSPI apparait, d’aprés nos prédictions
bio-informatiques, comme étant phosphorylée et N-glycosylée, information qui semble étre
confirmée par ’analyse du temps de vol en MALDI-TOF/TOF de la protéine recombinante. En
plus de participer a la bonne structuration de la protéine [262, 263], ces modifications post
traductionnelles sont toutes deux impliquées dans des interactions protéine-protéine [263, 264],

laissant ainsi supposer qu’IrSPI pourrait étre engagée dans de telles interactions.

Dans le but d’identifier ces interactions potentielles, nous avons choisi d’utiliser le criblage
double-hybride en systéme levure, technique déja en place et maitrisée en routine dans 'UMR
de virologie avec laquelle nous avons collaboré. Ce choix a également été motivé par la capacité
des levures a produire des modifications post-traductionnelles (phosphorylations et
glycosylations, modifications post traductionnelles impliquées dans les interactions entre
protéines) absentes chez les procaryotes, mais présentes sur nos protéines eucaryotes d’intérét
dont IrSPI. De plus, cette technique de criblage ne nécessite pas la purification des protéines,
étape qui peut étre relativement complexe en fonction des protéines étudiées. Enfin, ce type de
criblage présente un aspect haut débit trés intéressant car des millions d’interactions avec des
protéines d’une banque choisie peuvent étre testées simultanément et sans a priori pour une

protéine d’intérét donnée.

Contr6lé au cours de I’expérience, le risque d’obtenir de faux positifs est par ailleurs faible. En
revanche, le risque d’obtenir de faux négatifs semble étre plus important notamment car il n’est
pas controlé au cours de ’expérience [259]. En effet, la sensibilité de la technique est estimée
entre 20 et 30%. Cela signifie que n’est, en moyenne, détecté par cette méthode de criblage
gu’un maximum d’une interaction existante sur quatre. Cette faible sensibilité peut étre la
conséquence de nombreux parameétres dont certains peuvent étre anticipés comme par exemple
un encombrement stérique important. En effet, un appat ayant un fort encombrement stérique
peut interagir avec sa proie mais ne pas permettre la synthése du géne rapporteur. Pour pallier
a ces effets dans le cas de protéines volumineuses, il est recommandé de tester des fragments
de cette protéine en plus de la protéine entiére, en particulier si elle arbore des domaines de
liaison spécifique. De plus il n’est pas rare qu’un mauvais repliement dans le systéme

d’expression qu’est la levure empéche toute possibilité d’interaction avec un partenaire
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protéique. Il est également possible que I’absence de modifications post traductionnelles, ou

bien une mauvaise localisation cellulaire entrainent 1’absence d’interaction.

Les résultats du criblage réalisé ici par cette méthode nous a néanmoins permis d’obtenir un
nombre de clones globalement en accord avec celui observe habituellement lors, par exemple,
d’un criblage d’une protéine virale qui posséde de nombreux partenaires cellulaires (jusqu’a
200 interactions possible, Caignard, G. communication personnelle). Nous avons néanmoins
identifié un nombre total d’interacteurs relativement faible pour les banques bovine et tique
(respectivement 62 et 60). Ces faibles résultats sont probablement a attribuer a des problémes
lors de ’amplification par PCR, problémes dus a I’effet de bord car les puits les plus externes
d’une plaque ne bénéficient pas des meilleures conditions de réaction dans le thermocycleur en

comparaison des puits qui sont les plus au centre.

Nous n’avons obtenu aucun clone pour les levures transformées avec la séquence d’IrSPI sans
peptide signal. Un mauvais repliement de la protéine due a I’absence du peptide signal dont on
sait qu’il participe a sa stabilité de la protéine et a son repliement dans les levures [265], pourrait
expliquer ce résultat et I’absence de levures sur milieu pauvre en histidine. En effet, un mauvais
repliement de la protéine IrSPI peut compromettre sa faculté a interagir avec des partenaires
proteiques, ne permettant alors plus la formation du facteur de transcription GALA4 et la synthese
de I’histidine.

Nos résultats ayant démontré 1’expression d’IrSPI dans divers tissus chez la tique d’une part et
en réponse aux stimuli du repas sanguin et de I’infection par un agent pathogéne transmis
d’autre part, nous émettons 1’hypotheése que ce géne pourrait avoir un réle important dans la
physiologie de la tique. Le role d’IrSPI au sein de la tique pourrait par ailleurs nécessiter
I’interaction avec d’autres protéines, et c¢’est donc pour apporter des réponses a cette question
qu’a été criblée une banque d’ ADNc de tique I. ricinus par double-hybride en levure. 11 s’avére
que 96% des interactions identifiées ciblent une seule protéine, avec 58 itérations sur 60
interactions retrouvées ; les deux autres interactions n’ayant été retrouvées qu’une seule fois
chacune, nous avons décidé de ne pas les considérer pour le moment (RpL12 et RpS24, deux
protéines ribosomales). Cet unique interacteur identifié dans la banque de tique, est une protéine
homologue a B7Q815 identifiée pour la premiére fois chez la tique 1. scapularis et codée par le
géne sgt [261]. A ce jour, cette protéine, supposée secrétée, n’est pas caractérisée et son role
n’est pas établi chez |. scapularis. L’étude de Vilar a partir de données transcriptomiques,
métabolomiques et protéomiques de cellules de la tique 1. scapularis en réponse a I’infection
par A. phagocytophilum, a montré que, bien que le géne soit exprimé, I’infection par cette
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bactérie n’influence pas significativement son expression ni le niveau de protéine produite par
les cellules [261].

Plus récemment, Perner et al. [266], ont identifié un homologue de Sgt chez I. ricinus en
comparant, a 72h, deux méthodes de gorgement de tiques sans mettre en évidence de différence
significative entre gorgement sur membrane et gorgement sur lapin. Ce géne étant exprimé au
cours du gorgement des tiques, il est donc envisageable de penser que son produit pourrait
interagir avec IrSPI lors de ce processus. Une analyse de la séquence protéique de cette protéine
nous a par ailleurs permis d’identifier, via le serveur PFAM, la présence d’un domaine SGTA
en N-terminal et de deux domaines Tetratricopeptide repeat (TPR) qui ont été rapportés comme
impliqués dans de diverses interactions protéiques notamment en lien avec le contréle qualité
des protéines dans la cellule [267, 268]. La protéine sgt de I. scapularis, dont la proteine
orthologue chez I’humain, chez C. elegans et chez les levures semblent interagir avec HSP70
et HSP90 via ces domaines TPR, participerait ainsi au bon repliement des protéines [269, 270].
Elle participerait chez ces organismes, en tant qu’acteur du contrdle qualité de la machinerie de
production protéique, a la degradation de protéines mal repliées par la voie ERAD ubiquitine
dépendante [271].

Dans un second temps, le géne IrSPI étant le plus surexprimé dans les glandes salivaires a 4
jours apres le début du gorgement chez des tiques infectées par B. henselae [232], et la protéine
IrSPI appartenant au cocktail salivaire injecté a I’hote vertébré (Chapitre 2 du présent mémoire),
nous avons €émis I’hypothese de son implication dans la réponse de I’hote a la piqlre de tique.
Les premieres études fonctionnelles par ARN interférence avaient en effet permis de démontrer
le role d’IrSPI dans le gorgement des tiques [232], et nos résultats ont démontré le réle
immunomodulateur de cette protéine. Ainsi, la compréhension de son action chez I’hote
vertébré, notamment sur son systeme immunitaire, peut passer par la recherche d’interacteurs
protéiques chez des hotes vertébrés naturellement infestés par la tique I. ricinus tels que le bovin
ou ’homme chez qui elle pourrait interagir avec des protéines différentes. Pour ce faire, nous
avons donc réalisé des criblages de banques d’ADNc bovine et humaine par double hybride.
De plus, les deux banques utilisées ici ont été construites a partir de tissus différents (a partir de
cellules de poumon pour la banque humaine et de cellules de rein pour la banque bovine) et

représentent donc une large diversité de cibles potentielles.
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Néanmoins, alors qu’IrSPI est un inhibiteur de sérine protéase et que le systeme de criblage
double-hydride permet normalement de détecter les interactions de type enzyme/substrat, nous
n’avons pas identifié de partenaire qui s’apparente a une sérine protéase. Cela pose la question
de savoir si, [rSPI étant un inhibiteur de 1’¢lastase, les sérine protéases telles que les élastase-

like, sont suffisamment représentées dans les banques d’ADNc.

Pour les deux banques de vertébrés criblées, nous obtenons néanmoins des résultats tres
similaires au niveau des protéines identifiées ; cohérence qui nous permet d’avoir une certaine
confiance dans les résultats obtenus. En effet, les protéines retrouvées dans les deux banques
d’ADNc sont I’Ubiquilin 4, I’Ubiquilin 1 et la Lamine B1 ainsi que BAG6 chez I’humain et
son homologue BAT3 chez le bovin. Outre ces protéines, la fibronectine type 111 ayant un extra

domaine B a aussi été identifiee dans la banque bovine.

Tous deux membres de la famille des “HLA-B—associated transcript 3”, BAT3 (banque bovine)
et BAG6 (banque humaine) [272] font respectivement partie d’un complexe hétéro dimérique
composé de TRC35 et de la protéine ubiquitine-like 4A, complexe qui joue un rdle
prépondérant dans le controle qualité des protéines membranaires, mais aussi dans 1’apoptose,
larégulation d’expression de genes et dans I’immuno-régulation [273-275]. Plus précisemment,
il participe a la survie des cellules de type Thl [276], et joue un role important dans 1’expression
des molécules de CMH de classe Il [277] et dans ’activation de la fonction cytotoxique des
cellules NK par fixation a leurs récepteurs NCR3 [278, 279]. De plus, ce complexe participe a
la dégradation des protéines mal repliées, voie métabolique médiée par I’ubiquitine via 1’action
du protéasome, ses constituants protéines tels que BAG6 et BAT3 fonctionnent donc tels des
médiateurs de la présentation antigénique [280]. Ces deux facteurs sont également pro-
apoptotiques en activant la cascade des caspases par clivage de la caspase 3 [281]. Bien que ne
sachant pas comment pourrait agir [rSPI sur ces deux facteurs, il s’avere possible, compte tenu
des activités immuno-activatrices de BAG6 et de BAT3, qu’IrSPI régule négativement les

actions de ces deux genes expliquant ainsi son activité immunodépressive.

L’Ubiquiline 1 et 4 identifiées a la fois dans les banques bovine et humaine appartiennent a la
famille des Ubiquitines, et comme les membres de cette famille, pourraient étre impliquées dans
la dégradation protéique par la voie du protéasome, participant au contrdle qualité des protéines.
Elles sont considérées comme étant des adaptateurs permettant la liaison de I'ubiquitine au
protéasome, particulierement 1’Ubiquiline 1 [282]. L’ubiquiline 4 identifiée ici apparait étre
également une protéine adaptatrice dans la liaison de I’Ubiquilinel a la machinerie de
I’autophagie et en particulier a la protéine LC3 [283].
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L’ubiquiline 1 est également un acteur dans la maturation des autophagosomes [284]. Comme
médiateur de la voie de dégradation des protéines mal repliées, 1’Ubiquiline 1 participe au
contrdle qualité intracellulaire des protéines [285]. Nous savons également que 1’Ubiquiline 1
interagit avec la kinase mTOR dont le rdle est crucial dans la progression du cycle cellulaire,
mais aussi dans I’expression de génes, dans le métabolisme du sucre et dans I’autophagie [286].
Le role de I’'Ubiquiline 1 dans la médiation des réponses immunitaires a été montré par son
implication dans 1’élimination des protéines membranaires mitochondriales qui étaient
adressées par erreur a la membrane, provoquant alors un arrét dans le cycle cellulaire [287].
IrSPI, en interagissant avec 1’Ubiquiline 4 et 1, interagirait donc aussi avec les voies de
dégradation de protéines et la machinerie de 1’autophagie. Il semble donc envisageable que
notre protéine d’intérét réprime ces deux voies métaboliques qui participent toutes les deux a

la présentation antigénique et donc a I’activation du systeme immunitaire adaptatif.

La lamine B1, identifiée dans les banques humaine et bovine, est comme toutes les autres
lamines, une protéine nucléaire qui participe a la structuration du noyau de la cellule et a ses
fonctions, notamment lors des phénomenes de mitose avec la condensation et le réarrangement
chromosomique [288]. La Lamine B1 est impliquée dans la régulation de ’expression génique
interagissant directement avec les molécules d’ADN, et également dans la prolifération et la
sénescence cellulaire au travers de la modulation de la voie de relargage des especes réactives
de ’oxygéne [289]. Il apparait en réalité que le role de la lamine B1 n’est pas cantonné dans le
noyau des cellules, il peut s’exercer bien au-dela. En effet, méme si la protéine est physiquement
assignée au noyau, le ratio entre la lamine A et la lamine B conditionne de nombreux paramétres
de trafic cellulaire chez les cellules hématopoiétiques. De la rigidité du noyau, déterminé par
ce ratio, dépend la capacité cellulaire a migrer au travers de tels ou tels épithéliums ou via des
micropores [290]. De plus, la lamine Bl participe, lorsqu’elle est exposée (dans le cas de
cellules en apoptose par exemple) a réduire ’activation des plaquettes par interaction avec le
récepteur a I’insuline situé a leur surface. Une fois internalisé, ce récepteur ne peut plus activer
les plaquettes, la Lamine B1 jouant le role d’antagoniste [291]. Dans le cas de la lamine B1,
IrSPI pourrait ainsi en s’y liant, augmenter la rigidité nucléaire afin de ne plus permettre

I’hématopoiese de certains types cellulaires comme les cellules de I’immunité par exemple.

Concernant la fibronectine de type 111 qui possede un extra domaine de type |11 B, seulement
identifiée dans la banque bovine, est une protéine exprimée uniquement lors de I’embryogénése,
de la cicatrisation et de la tumorigénése [292]. Bien que I’intégrine Bl soit capable de lier

I’extra-domaine IIIB (EDB), aucun récepteur spécifique n’a pour I’heure été identifié.
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Néanmoins, il s’avére que cet extra-domaine, augmente 1’expression du « vascular endothelial
growth factor » (VEGF), mais aussi la prolifération des cellules endothéliales et la formation
de tubes par ces cellules. La fibronectine de type Il induit donc I’angiogenése des cellules
endothéliales [293]. Ainsi, il est difficile d’émettre des hypothéses quant au résultat de
I’interaction entre IrSPI et cette protéine, puisque IrSPI n’a pas démontré de propriétés anti-
angiogéniques lorsqu’elle a été co-cultivée avec les cellules endothéliales. 1l serait néanmoins
intéressant de tester 1’effet angiogénique de I’extra-domaine B lorsqu’il est co-cultivé avec

IrSPI sur des fibroblastes.
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4.3.5 Conclusions et Perspectives

Notre étude fait partie des rares études utilisant le systéme de criblage double-hybride pour
déterminer des interactions entre protéines chez les tiques. La premicre d’entre elles, en 2001,
a permis I’identification chez I. scapularis du récepteur TROSPA, récepteur utilisé par la
bactérie responsable de la maladie de Lyme, B. burgdorferi, et lui permettant d’adhérer a
I’intestin de la tique pour coloniser cet organe [85]. Plus réecemment, une étude de de la Fuente
et al. [294] a permis de démontrer I’importance de la subolesin dans le développement des ceufs

de la tique I. scapularis en interagissant avec des protéines régulatrices.

Bien qu’en régle générale les banques d’ADNc soient établies de sorte a couvrir au maximum
le protéome de I’organisme ou du tissu duquel elles dérivent, il arrive que la protéine partenaire
ou que son isoforme ne soit pas présente dans la banque criblée. Ainsi, afin de contourner ce
probléme I’enrichissement du réseau protéique requiert souvent I'utilisation de plusieurs
banques de tissus ou d’organismes différents, et c’est pourquoi deux banques d’ADNCc ont été
utilisées ici. Néanmoins le choix de ces deux banques n’était pas nécessairement le plus adapté
car les cellules pulmonaires ou rénales n’interagissent jamais avec les molécules de la salive de
tique dans un contexte d’infestation naturelle. Il est donc probable que les protéines
majoritairement ciblees par les molécules salivaires de tiques ne soient pas présentes dans les
banques testées, cependant seules ces banques d’ ADNc étaient disponibles pour notre étude. A
I’avenir, une perspective intéressante serait de cribler de maniére similaire une banque de

cellules de la peau de vertébré afin d’identifier les interactions qui peuvent se produire in vivo.

Malgré les précautions prises dans I’interprétation de nos résultats en ayant admis une
interaction comme positive uniqguement au-dela de 5 itérations, les interactions identifiées ici
restent a étre validées par au moins une méthode alternative. L’idéal serait de tester a la suite
de ces expériences de double-hybride, par des méthodes telles que la GST pull-down ou la co-
immuno précipitation la véracité biologique des interactions identifiées. En complément, une
analyse fonctionnelle cherchant a veérifier que cette interaction a du sens sur le plan biologique
pourrait étre envisagée, mais cela dépend néanmoins de la nature de I’interacteur identifié et de
nos connaissances sur la fonction de celui-ci. Par exemple ici, la majeure partie des interacteurs
identifiés étant impliqués dans la voie du contrdle qualité des protéines, nous pourrions
comparer les phénotypes cellulaires de lignées sauvage et KO pour le gene codant ces protéines
et observer I’effet de I’exposition a IrSPI en mesurant 1’induction de ’apoptose, puisque

I’anormale accumulation de protéines mal repliées entraine la mort cellulaire par apoptose.
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Conclusion Générale
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5. Conclusion générale

Comme présenté dans 1’introduction de ce manuscrit de thése, il existe a I’heure actuelle,
une réelle urgence a développer de nouveaux moyens de lutte contre les tiques. Ce
développement passe notamment par une meilleure compréhension des interactions
qu’entretient la tique avec son hote mais aussi avec les agents pathogénes qu’elle est a méme

de transmettre. C’est donc a cet aspect que s’intéresse le présent travail de these.

Ce travail a porté sur I’espeéce de tique ayant le plus d’importance en santé animale et
humaine en Europe, I. ricinus. En effet, cette espece de tique dure est a méme de transmettre
un grand nombre d’agents pathogenes (bactéries, parasites et virus), dont I’incidence est
actuellement reconnue comme augmentant en Europe [96, 100, 295-297]. Parmi les agents
pathogénes les plus importants qu’elle transmet aux animaux, on retrouve Ceux responsables de
I’anaplasmose ou de la babésiose chez les bovins, du virus de ’encéphalite infectieuse équine
et de ’anaplasmose aux équidés. Chez ’homme, elle est responsable de la transmission des
agents de la maladie de Lyme, de I’anaplasmose et des rickettsioses pour les bactéries, du virus
de ’encéphalite a tique, et des babésioses pour les parasites. De plus, des études recentes de
transcriptomique via des approches a haut débit réalisées sur des I. ricinus collectées dans I’est
de la France ont mis en évidence, dans ces tiques, la présence de bacteries, parasites et virus
inattendus ou inconnus qui, dans I’avenir, pourraient devenir émergents [298-300]. Comme
pour les autres especes de tiques, la transmission de ces agents pathogénes par . ricinus se fait
majoritairement par le biais de I’injection de la salive lors de la piqire, salive qui, outre son rdle
indispensable dans la prise du repas sanguin, facilite cette transmission grace a ses propriétés

protéolytiques, anticoagulantes, anti-inflammatoires et immunomodulatrices [109].

Des travaux de these antérieurs basés sur une approche transcriptomique comparée de glandes
salivaires de femelles I. ricinus infectées ou non par la bactérie B. henselae, ont permis
d’identifier IrSPI, comme un gene impliqué a la fois dans le gorgement des tiques et I’infection
bactérienne dans les glandes salivaires chez cette espéce de tique [232]. Ainsi cette double
implication dans la physiologie des tiques et dans la transmission d’agents pathogénes, fait
d’IrSPI un candidat idéal pour le développement d’un vaccin contre les tiques et les agents
pathogénes transmis. Outre ces aspects vaccinaux qui font I’objet d’un contrat de recherche au
laboratoire, la présente thése s’attache a identifier et a comprendre les roles d’IrSPI dans la
biologie des tiques I. ricinus et dans la transmission d’agents pathogénes. Ce travail a été divisé

en trois grandes parties dont la premiére concerne I’étude de la structure du gene IrSPI dans le
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but, entre autres, d’étudier sa variabilité antigénique dans une optique vaccinale. La seconde
traite de I’identification des roles d’IrSPI dans la biologie de la tique et la transmission d’agents
pathogénes. Enfin, la troisieme partie s’intéresse a I’identification de partenaires protéiques a

la fois chez I’hote vertébré mais aussi chez la tique.

Concernant la détermination de la structure du gene IrSPI et de sa séquence, des travaux
antérieurs avaient établi que ce geéne était composé d’un minima de 2 exons et d’un intron mais
la séquence du géne en 3’ restait inconnue. Nous avons tenté de déterminer cette séquence
inconnue a la fois par le biais d’amplifications PCR et par I'utilisation d’une méthode de capture
de fragments d’ADN basée sur des billes magnétiques, mais, malheureusement, cela s’est révélé
infructueux. Néanmoins, par des analyses in silico nous avons pu approcher la structure
supposee du géne IrSPI, structure qui serait composée de 4 exons et 3 introns. Cette hypothese
semble cependant en désaccord avec la structure des protéines possédant un domaine Kunitz
décrites par Dai et al. qui mentionne que les génes codant ces protéines, n’auraient que 3 exons
[244]. Ainsi, et sous réserve de vérification, ce résultat pourrait faire d’IrSPI et de ses
orthologues chez 1. scapularis des genes non encore caractérisés. Par ailleurs, le travail
expérimental réalisé pour identifier et capturer la séquence en 3’ du géne a sans doute été rendu
difficile en raison des nombreux homologues identifiés chez 1. ricinus comme chez I.
scapularis, suggérant I’appartenance d’IrSPl a une famille multigénique. L’avancée qui,
aujourd’hui, permettrait de répondre a ces questions serait le séquencage du génome complet
d’l. ricinus. Un tel projet nommé GENERIC, piloté par ’'UMR BIOEPAR (Nantes, France), et

financé par France génomique est actuellement en cours.

Dans un second chapitre nous avons cherché a déterminer la fonction d’IrSPI. La premicre étape
pour cela a été d’identifier les conditions d’expression de ce geéne. Nous avons ainsi montré
qu’lrSPI était exprimé dans des pools de glandes salivaires, d’intestin, d’ovaires, de
synganglion et de carcasses de femelles pré-gorgées pendant 5 jours sur un lapin dont au moins
une tique du pool était infectée par B. venatorum et R. helvetica. Ces résultats démontrent, en
plus du role d’IrSPI dans le repas sanguin, et au travers de I’expression dans plusieurs organes,
I’importance probable d’IrSPI dans la biologie de la tique voire la transmission des agents
pathogénes. L’expression d’IrSPI observée ici laisse en effet présager de multiples
implications, comme décrit pour d’autres inhibiteurs de sérine protéases de tiques, comme dans
la digestion du sang [301, 302] en raison de son expression dans le tube digestif, ou I’oviposition

[303, 304] en raison de son expression dans les ovaires.
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Par ailleurs, son expression dans la carcasse pourrait présager d’une implication au sein de
I’hémolymphe, dans la coagulation ou les défenses immunitaires de la tique comme démontré
pour d’autres inhibiteurs [305, 306]. Quant au role d’IrSPI dans le synganglion, il reste encore
mystérieux. Concernant un possible réle dans la transmission des agents pathogenes, il est établi
que I’infection des tiques par ces agents entraine une modulation de I’expression de certains
génes de tique, dont certains codant des protéines a domaines Kunitz [53]. Les précédents
résultats obtenus par ARN interférence suggérent 1I’implication d’IrSPI soit dans 1’adhésion,
I’invasion et/ou la multiplication de B. henselae dans les glandes salivaires, soit dans le systéme
de défense chez cette tique [232]. Outre la confirmation de la surexpression de IrSPI dans les
glandes salivaires de la tique lors d’une infection par B. henselae, nous avons ici démontré cette
méme surexpression dans le tube digestif et, dans une moindre mesure, dans les ovaires. Ces
observations pourraient refléter un role d’IrSPI dans la migration de B. henselae de I’intestin
vers les glandes salivaires suite au stimulus du repas sanguin ou encore dans I’immunité de la
tique, vis-a-vis par exemple, de bactéries en compétition avec B. henselae. Cette surexpression
d’IrSPI n’a pas été retrouvée chez des nymphes infectées par la bactérie B. birtlesii, laissant
sous-entendre un lien spécifique entre B. henselae et IrSPI. L’hypothése qu’IrSPI pourrait étre
impligué dans le systeme de défense des tiques contre des bactéries pathogenes a été éprouvee
en évaluant son expression lors d’une infection par une bactérie non transmise, E. coli. Nos
résultats négatifs sont en faveur d’une absence d’implication d’IrSPI dans la réponse immune
vis-a-vis de cette bactérie, a I’inverse de la défensine 6. L’absence de détection de I’expression
d’IrSPI chez des femelles pré-gorgées a différents temps aprés fixation des tiques, reste
mystérieuse. Ces analyses ayant éte faites en individuel, il est fort probable que la quantité des
ARNSs d’IrSPI n’ait pas été suffisante pour une détection dans nos conditions expérimentales,
notamment car une expression a bien été trouvée dans des pools de plusieurs organes a 5 jours
aprés la fixation des tiques. Cependant, il n’est pas impossible que les jours de gorgement
choisis correspondent a des phases du gorgement au cours desquelles IrSPI est peu exprime.
En effet, des études ont montré que 1’expression chez I. ricinus de certains ISP notamment
codant des protéines a domaines Kunitz, n’ont pas une expression linéaire au cours du

gorgement, dans les glandes salivaires comme dans I’intestin [240, 307].

Notre étude fonctionnelle d’IrSPI a été réalisée grace a une protéine recombinante synthétisée
en cellules de drosophile afin d’obtenir une protéine au plus prés de la protéine native. Les
résultats obtenus en dichroisme circulaire, DLS, vitesse de sédimentation par

ultracentrifugation analytique et viscosimétrie, ont cependant montré que cette derniere n’était
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pas repliée correctement. Une absence de structure Kunitz empéche nécessairement la
reconnaissance du site actif de la sérine protéase cible et donc I’inhibition de celle-ci. En
revanche, si une boucle ou une partie non structurée de la protéine recombinante a un effet sur
un récepteur cellulaire par exemple, son action ne devrait pas étre modifiée, que la protéine soit
bien repliée ou non. Cette hypothése a été confirmée lors des analyses d’inhibition in vitro pour
lesquelles aucun résultat avec la protéine IrSPI non refoldée n’a été obtenu alors qu’un effet de
cette protéine a été observé par exemple sur la prolifération de splénocytes. Ces observations
soulevent donc I’'importance de vérifier la structure de toute protéine recombinante dans le
cadre de son utilisation pour des tests fonctionnels. Bien que de nombreux inhibiteurs de sérines
protéases de tiques aient été rapportés comme impliqués dans les voies de la coagulation [94],
nous avons démontré ici que ce n’était pas le cas pour IrSPI, du moins concernant la voie
extrinseque et la fibrinolyse. Ce résultat pouvait néanmoins étre attendu puisque ’ensemble des
sérine protéases de ces voies de coagulation sont des trypsin-like et que nous avons demontre
que IrSPI ciblait D’¢lastase. Cependant, pour totalement écarter IrSPI des molécules
anticoagulantes de tiques, il serait maintenant nécessaire de tester son implication dans la
modulation de la voie intrinséque ainsi que dans 1’agrégation plaquettaire. De méme, et alors
que certains des inhibiteurs salivaires de tiques participent a la modulation de I’angiogen¢se
chez I’hote vertébré [152, 306], nous avons montré ici qu’IrSPI n’avait pas non plus d’action

directe sur cette voie.

IrSP1 possede une alanine en position P1 dans son site actif, orientant ainsi son action
inhibitrice vers les élastase-like [253], sérines protéases impliquées dans la modulation de
I’inflammation chez I’hote vertébré. En démontrant qu’IrSPI inhibe 1’¢élastase et faiblement la
chymotrypsine, nos résultats suggérent donc un réle de cette molécule dans la modulation de
I’inflammation au site de piqure de la tique. Nous avons ainsi démontré que, a I’instar d’autres
inhibiteurs de sérine protéases identifiés dans la salive de plusieurs especes de tiques [308-310],
IrSPI possede une activité immunomodulatrice et réprime les réponses immunes de 1’hdte qui
sont generées lors de la pigdre de la tique. En effet, des expériences sur des splénocytes murins
ont révélé qu’IrSPI réprimait la prolifération des lymphocytes T CD4 stimulés. Néanmoins, les
splénocytes étant une population cellulaire trés hétérogene, nous ne pouvons affirmer que les
effets observés sont directement liés a ’action d’IrSPI sur les lymphocytes ; il peut s’avérer
possible qu’il agisse indirectement sur ces cellules suite a un impact sur des cellules
présentatrices d’antigénes comme les macrophages ou les cellules dendritiques par exemple.

Afin d’appréhender les mécanismes impliqués dans I’action d’IrSPI, nous avons analysé les
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cytokines produites par ces splénocytes, et montré que, en présence d’IrSPI, la grande majorité
des cytokines/chémokines pro-inflammatoires étaient réprimées. Seule I’'TL-2 est retrouvée sur-
exprimée suite a 1’exposition a IrSPI dans la cadre d’une stimulation par la Concanavalin A,
résultats que nous ne savons toujours pas expliquer aujourd’hui. L’impact d’IrSPI sur la
sécrétion de cytokines par des macrophages a également été investigué, et nous avons montré
que malgré une répression de I’ensemble des cytokines testées, seule I'IL-5 I’était
significativement apres 24h d’exposition. Ces résultats nous montrent donc qu’IrSPI agit a la
fois sur la prolifération des cellules de I'immunité telles que les lymphocytes mais aussi sur
I’activation et la capacité de cellules de I’immunité innée (macrophages) et adaptative

(lymphocytes) & promouvoir une réponse immune efficace.

Il est tout a fait envisageable que I’action d’IrSPI, chez la tique comme chez 1’hdte vertébré,
passe par une liaison avec des protéines. Identifier de tels partenaires apporterait des
informations essentielles dans la compréhension de son réle. Grace a la technique du double
hybride, nous avons ici mis en évidence certaines de ces protéines a la fois chez des hotes
vertébrés d’l. ricinus et chez la tique elle-méme. Les protéines identifiées chez les vertébrés
sont dans leur majorité redondantes entre 1’hdte humain et I’hdte bovin (Lamine B1, Ubiquiline
1 et 4 et les genes BAT3/BAG6), et s’organisent autour de la voie du controle qualité des
protéines. Les genes BAT3/BAG6 pourraient également €tre impliqués dans 1’apoptose et
I’immuno-régulation, renforcant potentiellement le réle d’IrSPI dans I’immuno-modulation
chez I’hote. De plus, et bien que nos résultats n’aient pas montré d’implication directe d’IrSPI
dans I’angiogenése et la prolifération des cellules endothéliales, 1’identification de la
fibronectine de type Il chez le bovin pourrait suggérer une possible implication indirecte
d’IrSPI dans ces phénomeénes biologiques. Chez la tique, IrSPI interagirait avec la protéine sgt

impliguée dans le bon repliement des proteéines.

En conclusion, ce travail a permis d’apporter des connaissances supplémentaires sur
I’identification des molécules composant la salive de tique qui lui permettent, en manipulant le
systéme immunitaire de son héte vertébré, de prélever son repas sanguin. La compréhension
des mécanismes moléculaires impliqués dans le role d’IrSPI sur les cellules du systéme
immunitaire nécessite a présent des investigations complémentaires. La mise en évidence, chez
les hotes vertébrés, de partenaires protéiques liés au role identifié d’IrSPI représente en ce sens
une voie de recherche trés prometteuse. La découverte d’une nouvelle biomolécule
immunomodulatrice comme IrSPI pourrait ouvrir des perspectives de recherche en médecine

humaine et vétérinaire.
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Par ailleurs, nos résultats permettent d’envisager qu’IrSPI, en tant qu’inhibiteur impliqué a la
fois dans la biologie de la tique et dans la transmission d’agents pathogénes pourrait étre un
excellent candidat vaccinal pour lutter contre la tique I. ricinus. Néanmoins, la probable
appartenance d’IrSPI a une famille multigénique démontrée ici, avec de possibles redondances
fonctionnelles, pourrait représenter un frein & une telle utilisation. Ainsi, il serait nécessaire
d’intégrer cet antigéne & un « cocktail » de plusieurs autres molécules afin d’espérer une

efficacité protectrice dans le cadre d’une approche vaccinale.
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Tableau 8: liste des amorces utilisées lors des PCR du chapitre 1.

Nom de I'amorce

1F

1R

2F

2R

3F

3R

4R

5F
1D23882
F1 intron
F2 intron
F3 intron
F4 intron
F5 intron
F6 intron
F7 intron
F1 RACE
F2 RACE
R2

R3

ADAPTO PRIMER

Séquence (5’-3’)
TCTACCGTTCAAGATGAAGG
AGGCAGCCAGCGAGATCTTA
TCTCGTACTCCATGGGGCGGC
TCTAAGTTTAGCCCCTTCGGC
TGACTGAGACACAATGCAGA
TTAAAATGTCCCGTCGGAGA
TTCCGTACGGACATTCCCGC
ACATCTACCGTTCAAGATGAAG
TCTAAGTGCCTTGCAGTAGTC
CTACCAAGCATCTTGCTCATG
GAGTTTGGCGATGACGAAGTA
TCGCCACGCCATCTCCTTG
GGCACACTTCTGGTTCACG
CGTCTAGTTCACAACCGG
CACTGTGGCGTCACCACGC
CTCACGCGAGAAAGAGCGG
GCGAGCCTTGAAGGGGAGC
CGGCAAGGTGTCCGACGGG
GCTGCCTCTGGAGAAAGGGTT
AGGGTTCTGCGGAGACTACTGC
GACTCGAGTCGACATCGA
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Tableau 9: tableau récapitulatif des conditions de PCR utilisées dans le chapitre 1

Couple d’amorce

3F-1R
3F-1D23822

ﬂ

SP6-T7

w

PCR asymétrique 4R
E2-intron — 1D23822
Fl-intron — 1D23822
El-intron — R2
F2-intron — R2
E3-intron — R2

F3-intron — 1D23822

F4-intron — R2
F4-intron — 1D23822
E5-intron — R2

FE5-intron — 1D23822
E6-intron — R2

FE6-intron — 1D23822
F7-intron — R2

E7-intron — 1D23822

1F-1R (touchdown)

F2-intron — R2 et F2-intron —

1D23822 (touchdown)

Fl-intron — R2 et Fl-intron —

1D23822 (touchdown)

3 RACE PCR

F1 RACE/F2 RACE-adapto

primer

Programme PCR utilisé

95°C, 57 ; 40x (98°C 157’; 58°C 30”’; 72°C 40 ) 72°C 5’

95°C, 5’ ; 40x (98°C 15”7; 57°C 30”’; 72°C 40 ) 72°C 5’

95°C, 5’ ; 40x (98°C 15°’; 56°C 30*’; 72°C 40’ ) 72°C 5’

95°C, 57 ; 40x (98°C 127’; 55°C 30”’; 72°C 60’ ) 72°C 5’

95°C, 8’ ; 35x (95°C 60°’; 55°C 60”’; 72°C 3’ ) 72°C 5’

95°C, 2’ ; 40x (98°C 15”’; 61°C 30”’; 72°C 40 ) 72°C 5’

95°C, 2’ ; 40x (95°C 30”’; 56°C 30”’; 72°C 30’ ) 72°C 5’

95°C, 2’ ; 35x (95°C 30”’; 56°C 30”’; 72°C 30’ ) 72°C 5’

95°C, 30* ; 35x (98°C 12°°; 57°C 30°’; 72°C 40>’ ) 72°C 5’

95°C, 30* ; 35x (98°C 12°°; 57°C 30°’; 72°C 40’ ) 72°C 5’

95°C, 30* ; 40x (98°C 12°°; 56°C 30°*; 72°C 40*” ) 72°C 5’

95°C, 30" ; 40x (98°C 12°°; 55°C 30°*; 72°C 60*” ) 72°C 5’

95°C, 30’ ; 40x (98°C 12°*; 57°C 30”*; 72°C 60*” ) 72°C 5’

95°C, 30’ ; 40x (98°C 12°°; 56°C 30°’; 72°C 60** ) 72°C 5’

95°C, 30* ; 40x (98°C 12°°; 56°C 30°*; 72°C 60°” ) 72°C 5’

95°C, 30* ; 40x (98°C 12°°; 55°C 30’; 72°C 60°” ) 72°C 5’

95°C, 30* ; 40x (98°C 12°’; 58,5°C 30’*; 72°C 60’ ) 72°C 5’

95°C, 30’ ; 40x (98°C 12°°; 56,5°C 30’*; 72°C 60°* ) 72°C 5’

95°C, 30" ; 40x (98°C 12°*; 57,5°C 30”*; 72°C 60°* ) 72°C 5’

95°C, 30" ; 40x (98°C 127’; 55,5°C 30°’; 72°C 60°* ) 72°C 5’

98°C, 2’ ; 5x (98°C,10”” ;58°C a 53°C 30’ ;72°C 10°”) 33x (98°C 10°’; 53°C 30’’;
72°C5’)72°C5’

95°C, 30>° ; 10x (98°C,12” ;60°C a 55°C 30°” ;72°C 35°’) 30x (98°C 10°’; 55°C 30°’;
72°C5)72°CS’

95°C, 30”* ; 10x (98°C,12”* ;60°C a 55°C 30’ ;72°C 35°*) 30x (98°C 10°’; 55°C 30°’;
72°C5)72°CS’

95°C, 30’ ; 40x (98°C 12°*; 60°C 30°*; 72°C 60°* ) 72°C 5’
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Figure 39: Représentation schématique du vecteur de clonage pGEM-T easy (Promega). Ce plasmide posséde le géne de
résistance a I’'ampicilline (violet) et une origine de réplication (vert).
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Tableau 10: Résultats des interacteurs identifiés apres les criblages double hybride pour les banques humaine, bovine et I.

ricinus

Banque Humaine

Géne Mumeéro accession Description Itérations
BAGE ENSPOODO0404299 1 BCL2 associated athanogene & 27
UBOLN4 ENSPOODO035T292.3 ubiquilin 4 20
UBOLM1 ENSPDDD0O0257468.7 ubiquilin 1 15
LMNEL ENSPOOD0O0261366.5 lamin B1 12
PEN1 ENSPDOD0O04EB497 1 protein kinase N1 4
SF3B1 ENSPDOD0O0335321 5 splicing factor 3b subunit 1 2
FAT1 ENSPOOD0O040G229.2 FAT atypical cadherin 1 2
PNKD EMSPODDO0248451.3 paroxysmal nonkinesigenic dyskinesia 1
PFDNS ENSPDODOD334188 4 prefoldin subunit 5 1
Banque Bovine
Géne Numéro accession Description Itérations
FIMPMO | FAMPNO _BOVIN fibronectin type |l domain containing 3B 13
ATYYAT ATVYAT_BOVIN LMNB1 protein 11
FIN1A3 F1N1AZ_BOWIN ubiquilin 1 7
FANGD3 FANGD3_BOVIM Ubiguilin 4 B
QOVBED QDVEED_BOWVIN HLA-B assodated transcript-3 5
FINOZD F1MOZS_BOVIM early lactation protein precursor 4
ABCQOAZ | ABDOAZ_BOVIN transmembrane and coiled-coil domain family 1 3
Q32LM2 | SGTA_BOVIN small glutamine rich tetratricopeptide repeat containing alpha 2
Q3amMICD RL374_BOVIN ribosomal protein L37a 2
FIMY2E FAMYZZS BOVIM BCL2 assodiated athanogene 6 2
Q17R0O0 EMXZ_BOVIM empty spiracles homeobox 2 1
Q85019 CREB3_BOWIN CAMP responsive element binding protein 3 1
AZVEDS AVEQE BOVIN ribosomal protein 54, Y-linked 1 1
G5SEG2E GLEG2E_BOVIM ubiguilin 2 1
Qe0TGY | OsOTES_BOVIN cytochrome C oxidase subunit | 1
Banque I ricinus
Geéne Numeéro accession Description Itérations
Sgt ISCWO10489-PA Secreted protein [Source:UniProtkB/TrEMBL AccB70B15] 58
RplL12 ISCWO04058-PA ribosomal protein L12, putative [Source:VB Community Annotation]
Rp524 ISCWO0G068-FA ribosomal protein 524, putative [Source:VB Community Annotation]
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aux conditions et indirects lié aux maladies a

—
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météorologiques.
La question se pose
donc de I'impact
des changements

sont difficiles a
différencier, et
d’autres facteurs,
notamment d’origine

tiques n’est ni direct
ni uniforme.

} es tiques représentent, au niveau mondial, les pre-
miers vecteurs d’agents pathogénes vétérinaires.
Elles viennent en second apreés les moustiques en
matiere d'impact sur la santé humaine [4]. L'in-
festation par les tiques constitue une contrainte
majeure pour I'élevage dans le monde, surtout sous les
tropiques, contribuant a réduire fortement la production
animale [8]. Chez les animaux de rente, ces ectoparasites
générent des pertes de rendement (lait, viande et cuir) en
raison de la spoliation sanguine et des piqires dont ils
sont responsables, les plaies dues aux piqiires pouvant
de surcroit étre secondairement surinfectées. Les tiques
transmettent une trés grande variété d’agents pathogénes
incluant des virus, des bactéries et des parasites, mais leur
role ne se réduit pas a celui de “seringues” capables de
transmettre tout et n'importe quoi (encadré),

| N
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ENCADRE

Chaque espéce de tique est spécifiquement
compétente pour transmettre tel ou tel agent
pathogéne, bien que la transmission ne soit pas
systématique lorsqu’une tique est infectée [5].

Dans le milieu naturel, de nombreux paramétres
influencent la compétence vectorielle : présence des
hotes, abondance du vecteur, conditions climatiques,
faciés écologique ou encore interventions sanitaires
de I'homme entrent en jeu. Ainsi, une espéce de
tique transmet - ou non - un agent pathogéne
donné a un endroit et a un moment donnés, ce qui
définit sa capacité vectorielle.

La densité et |a répartition des espéces de
tiques au sein d'une zone biogéographique
dépendent du biotope (notion de préférences
écologiques), de la disponibilité de leurs hotes
de prédilection (préférences trophiques) et des
conditions climatiques. Toute action de I'homme,
volontaire ou non, sur ces différents paramétres
aura nécessairement des conséquences sur les
populations de tiques présentes et sur leurs
fluctuations (climat, débroussaillage, agriculture,
urbanisation, élevage, chasse, etc.).

En 2007, le groupe d’experts intergouvernemental sur
I'évolution du climat a rapporté que des augmentations
de température d'un minimum de 1,5 & 2 °C devraient étre
observées dans les prochaines décennies en Europe du
Nord [3]. En paralléle, il est reconnu que la distribution



géographique de plusieurs espéces de tigues a €té modi-
fiée, en lien avec I'intensification des activités humaines,
I'évolution des populations animales ou cefttaines évolu-
‘tions socio-économiques [1]. Les changements environ-
nementaux et climatiques sont-ils aussi in{\pliqués [6,17] ?
Dans quelle mesure et avec quel impact ?

UNE DYNAMIQUE
DES TIQUES

ET DES MALADIES
VECTORIELLES

1. Trois options de survie

Face aux changements environnementaux, les popula-
tions de tiques peuvent s’adapter aux nouvelles condi-
tions, s’éteindre, ou migrer vers des territoires plus
propices [11]. Leur dispersion s’effectue par le biais des
mouvements de leurs hotes, en raison par exemple des
déplacements des oiseaux migrateurs, qui hébergent de
nombreuses espéces de tiques, notamment les stades
immatures, mais surtout via le transport d'animaux domes-
tiques. C'est ainsi que Rhipicephalus microplus a colonisé
récemment I'Afrique de I'Ouest et qu'’Amblyomma varie-
gatum s'est installée aux Caraibes [1, 13].

. Une dynamique de transmission

des agents pathogénes

La dynamique saisonniére des tiques a une influence
majeure sur la dynamique de transmission des agents
pathogenes qu’elles véhiculent. A plus longue échéance,
les changements climatiques pourraient ainsi, de méme
que les évolutions de I'activité humaine, induire des varia-
tions dans la répartition géographique de maladies liées
aux tiques ou agir sur leur incidence. L'incidence de ces
maladies augmente dans plusieurs pays européens, mais
I'effet du climat reste difficile a différencier des autres
causes possibles [12]. Des mesures climatiques a grande
échelle sur de longues durées permettraient seules de
relier climat et hétérogénéités spatio-temporelles de
“I’émergence” des maladies liées aux tiques (et le lien
pourrait différer selon la région et les especes de tiques).
Cette émergence (ou réémergence) de maladies repré-
sente un danger réel pour la santé humaine et animale,
comme illustré par I'arrivée récente de la fievre hémorra-
gique de Crimée-Congo dans le sud de I'Europe [21]. De
méme, des tiques Ixodes ricinus, collectées récemment
dans I'est de la France, renfermaient des bactéries, para-
sites et virus inattendus pour la région ' (études de trans-
criptomique) [2, 15, 24].

IMBRICATION
DES FACTEURS

Plusieurs facteurs, parfois interdépendants, influencent la
distribution et 'abondance des populations de tiques. Les
modifications opérées par 'homme sur I'environnement
et les écosystémes en sont un, essentiel. Les conséquences

Impacts du changement climatique sur les populations
de tiques en Europe : mythes et réalités

Rural

Points forts

1 Voir la fiche
“Ixodes ricinus : une
tique ubiquiste”
des mémes auteurs,
dans ce numéro.

225

des changements sur les populations de tiques peuvent
étre directes (création de biotopes favorables/défavo-
rables) ou indirectes (modifications de la répartition et
de la densité des hotes vertébrés des tiques, sauvages ou
domestiques).

Le développement des activités humaines en extérieur
ou les changements de pratiques d’élevage (en hors-sol
ou sur paturages) influent particuliérement sur le risque
de contact des hotes avec les tiques et, par conséquent,
sur la probabilité d’acquérir un agent infectieux associé.
L’augmentation des mouvements d’animaux de rente,
de compagnie ou de loisirs peut entrainer 'introduction
locale de nouvelles espéces de tiques. L'absence de coé-
volution entre ces tiques importées, les micro-organismes
qu’elles transmettent et les animaux locaux favoriserait
alors I'émergence de maladies.

Des agents pathogénes endémiques exotiques peuvent
aussi étre introduits via les animaux. Disposeront-ils d’es-
péces vectrices locales pour compléter leur cycle de vie ?
Pour le sérotype 8 de la figvre catarrhale ovine aux Pays-
Bas, des insectes locaux (des culicoides) se sont révélés
parfaitement compétents [18]. Les experts se demandent
actuellement si le virus de la dermatite nodulaire conta-
gieuse, qui vient d’étre introduit en Europe orientale, trou-
vera des espéces de tiques locales pour prendre le relais
des especes de tiques dont la compétence vectorielle est
avérée en Afrique du Sud [14]. L'introduction d’espéces
animales nouvelles ou de races non locales, dans des
zones endémiques pour certaines tiques et maladies vec-
torielles, risque aussi d'induire chez ces animaux I'appa-
rition de maladies contre lesquelles ils ne sont pas armés.
En outre, les changements climatiques vont avoir des
conséquences directes sur les populations de tiques.
Globalement et en théorie, sous nos latitudes, des tem-
pératures plus chaudes en automne et en hiver peuvent
augmenter la survie et la vitesse de développement des
tiques, et augmenter la durée de leur période d'activité.
Néanmoins, pour des espéces de climat tempéré trés
sensibles a la dessiccation comme /. ricinus, des saisons
estivales trop chaudes et seches peuvent &tre trés néfastes
a leur survie et activité. Ainsi, le changement climatique
en cours ne se traduit pas forcément partout par une aug-
mentation des populations de tiques, mais parfois par un
déplacement des aires ol elles peuvent survivre et étre
actives.

Par le biais de leur influence sur les populations de leurs
hotes vertébrés et sur les comportements et pratiques
humaines, les changements climatiques vont aussi
influer indirectement sur les populations de tiques. A titre
d’exemple, une augmentation des cervidés est constatée
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en Europe depuis les années 1980 . Elle est due
aux hivers plus doux, & une augmentation de la durée des
périodes de végétation propices et, dans certaines régions,
a la reforestation et a une baisse des quotas de chasse. Elle
a sans doute permis une augmentation des populations de
tiques dont ils sont des hétes trés importants. L'impact des
changements climatiques sur les populations de vertébrés
réservoirs d’agents pathogénes transmis par les tiques aura
aussi une incidence sur les maladies associées. Enfin, des
conditions météorologiques plus propices aux activités de
plein air augmentent aussi la probabilité de contact entre
les tiques, les hommes et leurs animaux de compagnie.

IMPACT SANITAIRE :
PAS 51 SIMPLE,
NI DIRECT

En Europe, I'impact des conditions climatiques sur I'inci-
dence des maladies transmissibles par les tiques a été
essentiellement étudié en santé humaine, et pour /. rici-
nus. Par exemple, les variations annuelles de températures
et I'incidence de la borréliose de Lyme chez I'homme
sont clairement reliées [23]. A petite échelle, le rappro-
chement des périodes d’activité des tiques vectrices et
des données climatiques est éclairant, mais sur plusieurs
années, un lien direct entre climat et incidence des mala-
dies dues aux tiques est plus difficile 2 identifier (figure),

Les hétes des tiques (rongeurs, cervidés, oiseaux, etc.)
participent pour beaucoup a I'incidence des maladies
vectorisées en raison de leur influence sur 'abondance
des tiques, mais aussi en tant que réservoirs d’agents

Abondance

L
I

!

- Héte vertébré. Les populations de cervidés sont en
augmentanon en Europe en raison des hivers plus doux,
des modifications du paysage et, dans certaines régions,
des baisses des quotas de chasse.

PHOTO:D.R.

pathogenes. Pour prévoir I'évolution de cette incidence,
il faudrait savoir prévoir I'impact du réchauffement cli-
matique sur ces populations de méme que sur la persis-
tance et le développement des agents pathogénes dans
leurs hotes vertébrés et invertébrés (viabilité, sélection
de souches, taux de multiplication, impact sur le systtme
immunitaire dont celui des tiques, etc.).

Pour des agents pathogénes qui générent des infections
courtes chez leurs hotes, I'allongement des saisons d’ac-
tivité des tiques, di & un climat plus doux, et la synchro-
nisation de I'activité des différents stades engendreront
certainement une augmentation de leur transmission.
Le processus de “co-feeding” est ici en cause, qui cor-
respond & la transmission de I'agent pathogéne d'une
tique & une autre, lors de gorgements simultanés en des
sites proches sur un méme animal, méme non infecté
(ph ) [20].

Petite taille
des nymphes

:7 - ,"

Risque de piqure

Importance médicale
et vétérinaire d’Ixodes

Action de la salive de tique

antic lation, etc.

Sont rep! icl les élé qui ta
sur lesquels le climat a un impact (modifié d'apres G. Foldavl)
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(distribution, abondance, infection)

s o Efficacité de linfection

! Coévolution
avec les agents pathogénes

Co-feeding”
des tiques

limportance d'. ricinus en médecine humaine et vétérinaire. Sont encadrés en rouge les facteurs
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Les contacts entre les tiques et les hotes vertébrés étant
affectés par les changements climatiques, le risque sani-
taire vectorisé le sera aussi. L'évolution observée de I'inci-
dence des maladies, quelles qu’elles soient, ne peut pas
non plus étre dissociée des actions sanitaires humaines
(nouveaux traitements, campagnes de prévention, décla-
ration obligatoire ou non, vaccination, etc.) et de I'évo-
lution des méthodes de diagnostic. Des changements
politiques et sociaux peuvent avoir également un impact
sur le risque infectieux associé aux tiques (se référer a
la fin de I'ére communiste dans certains pays d’Europe
centrale) [10, 19].

La corrélation rapportée en Hongrie entre I'augmentation
des cas de borréliose et celle (non significative) des tem-
pératures (+ 0,4 °C/an en 13 ans de suivi) reste sujette a
caution [23]. La période étudiée est trop courte, et aucun
autre facteur de la dynamique complexe de cette maladie
n'a ici été pris en compte [9]. En Norvege, la densité des
cervidés et I'incidence de la borréliose de Lyme ont bien
été reliées, mais il a aussi pu étre démontré que ce facteur
unique n’était pas le seul impliqué [16].

L'augmentation des températures, des densités de tiques
(1. ricinus) et des cas d'encéphalites a tiques a été corré-
lée a celle des cervidés en Suéde dans la premiére par-
tie d'une étude (1980-1990). Toutefois, dans la seconde
période étudiée (1990-2010), I'augmentation encore plus
importante des cas d'encéphalites était concomitante
d'une diminution des cervidés [7]. Les tiques se seraient
“tournées” vers des hotes différents (rongeurs réservoirs
du virus), augmentant ainsi le risque de transmission.
Dans ce cas, le risque sanitaire associé au réchauffement
n’est pas lié directement aux densités de tiques, mais a
un changement de leurs préférences trophiques. Tou-
jours pour I'encéphalite a tiques, dans les pays baltes,
une trés grande hétérogénéité temporelle et spatiale de
I'incidence de cette maladie a été constatée de 1970 a
2000 [22]. Le changement climatique, global et uniforme
dans toute cette région, ne peut donc, ici non plus, étre
seul en cause.

Conclusion

S'il est évident que les changements climatiques ont une
influence sur la distribution des populations de tiques
en Europe, il est non moins manifeste qu'ils ne sont pas
nécessairement la seule et/ou majeure cause de I'augmen-
tation actuelle de I'incidence de certaines maladies dues
aux tiques. De multiples facteurs agissent a la fois sur les
populations de tiques et I'incidence des maladies trans-
missibles par les tiques (abondance des hotes vertébrés,

. Co-feeding
de tiques Ixodes
ricinus : les ’

changements d’habitat et de biotope, évolutions socio-
économiques, mesures de santé publique ou vétérinaire,

tiques peuvent se
transmettre un

etc.). Déterminer le role de chacun de ces facteursimpose ~ agent par.;mgéne
5 et ; . au cours de
la réalisation d’études approfondies. gorgements

Dans les modéles prédictifs sur la distribution des tiques
et des agents pathogénes qu'elles transmettent, le climat
est a prendre en compte tout autant que la végétation et
les hotes, et que la diversité de réponses des tiques aux
conditions climatiques, y compris au sein d’'une méme
espéce. Pour prédire I'évolution du risque potentiel
d’émergence des maladies transmissibles par les tiques,
il ne suffit donc pas d'établir des cartes précises de distri-
bution, il est aussi nécessaire de continuer a approfondir
nos connaissances des systémes vectoriels en incluant
I'écologie des différentes espéces de tiques, les interac-
tions tiques-hotes-agents pathogénes, et I'impact du climat
sur ces trois acteurs. ¥

simultanés sur
un méme animal,
méme non
infecté.

PHOTOS : A. BLISNICK,
N. BOULANGER, S. BONNET

Summary

The impact of climate change on tick populations in
Europe: myths and realities

* Ticks are the main vectors of pathogens affecting animal and human
health in Europe. Most species of ticks are very sensitive to climatic condi-
tions. So, what is the impact of ongoing climate change on the distribution
of ticks and associated diseases? The underlying dynamics are complex:
direct and indirect impacts are difficult to differentiate, and other factors,
including those of anthropogenic origin, come into play. The effects of these
various factors are of interest to all components of the vector system. The
link between climate change and tick risk is neither direct nor uniform.

Climate change, tick-borne diseases, Ixodes ricinus, Hyalomma marginatum.
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MALADIES VECTORIELLES

Ixodes ricinus :
une tlgue
ubiquiste

Réputée sensible a la dessiccation, elle est répartie dans quasiment toute I'Europe, donc capable
de survivre dans des environnements variés. Elle dispose de stratégies efficaces pour cela.

Aucun.

! xodes ricinus est I'espéce européenne la plus étu-
| diée, notamment en lien avec les changements
| & 4 -~

. climatiques. Elle est largement répandue

| I. ricinus, espéce européenne la plus abondante
et a la répartition géographique la plus large, est sans
conteste la plus importante en Europe pour la santé
humaine. A 'homme, qui constitue un héte acciden-
tel, elle est en effet susceptible de transmettre des
bactéries responsables de la borréliose de Lyme, de
rickettsioses et de I'anaplasmose, des virus dont celui
de I'encéphalite a tiques (TBE), ou encore des para-
sites responsables de la babésiose (ou piroplasmose).
Parmi les agents pathogénes les plus importants qu’elle
transmet aux animaux de rente, sont retrouvés ceux
responsables de I'anaplasmose ou de la babésiose. Aux
chevaux, /. ricinus peut transmettre des Borrelia spp.,
A. phagocytophilum ou encore le virus de I'encéphalite
infectieuse équine. Enfin, pour les animaux de com-
pagnie et notamment pour les chiens, elle peut étre
responsable d'anaplasmose.

Cette tique dure est exophile. Elle passe en général
plus de 95 % de la durée de son cycle dans le milieu
extérieur, a digérer son repas sanguin, a muer ou a
pondre pour la femelle, a étre en diapause quand les
conditions ne lui sont pas favorables, ou a attendre ses
hotes a l'affat [1]. Une humidité relative supérieure a
80 % est nécessaire a sa survie, expliquant sa présence
dans les régions ou la végétation est abondante et les
précipitations modérées a fortes (elle est absente du
pourtour méditerranéen). Selon les conditions clima-
tiques et la disponibilité des hétes, son cycle complet
dure de 2 a 6 ans (3 en moyenne). /. ricinus s’adapte-t-
elle moins vite pour autant aux changements environ-
nementaux ? Retrouvée principalement dans les foréts
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Mile, femelle, nymphe et larve d’Ixodes ricinus.

PHOTO : A. BLISNICK

mixtes ou caduques, elle est aussi identifiée sous divers
microclimats lorsque ses trés nombreux hotes poten-
tiels (plus de 300 espéces différentes possibles) y sont
présents, par exemple en zones péri-urbaines [16]. Elle
peut résister a des températures “trop” froides ou “trop”
chaudes, et a un manque d’humidité, en se cachant
dans la litiere végétale pour survivre. Elle passe ainsi
sa vie a monter sur la végétation, pour y attendre un
hote, et a descendre dans la litiere pour se réhydrater.
Infectée par Borrelia (agent de la maladie de Lyme),
elle demeure plus lo'ngtemps “en haut” a I'affit, ce qui
augmente sa probabilité de trouver un héte a qui elle
pourra transmettre la bactérie [8].

L’activité (“affat™) d’/. ricinus varie en fonction des
saisons et des zones géographiques {3, 4, 10, 15, 18].
Classiquement, en France, un pic est observé en avril-
mai-juin, puis un second moins important de septembre
a novembre. En climat doux, elle peut néanmoins res-
ter active de février a novembre, voire toute I'année. La
strate herbacée, déterminante pour I'humidité relative
locale, et la disponibilité des hotes (qualité/quantité)
vont aussi influencer les périodes d'activité de la tique.
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Des travaux récents suggérent qu'en Afrique du Nord, ce serait une autre espéce, nouvellement
décrite, Ixodes inopinatus, qui serait retrouvée, et non |. ricinus (carte ECDC, EFSA) et [6].

La distribution d'/. ricinus a significativement évolué
en Europe au cours des derniéres décennies. En Suéde
par exemple, et depuis les années 1980, une expansion
de la tique vers le Nord et sa montée en altitude au-
dela de 1500 m ont été rapportées (7, 17]. Suivant les
régions considérées, ces changements sont attribués
aux modifications du couvert végétal (reforestation) et a

11 http//www.
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Ixodes ricinus :
une tique ubiquiste

I'exploitation des sols (déforestation, urbanisation, etc.),
a l'augmentation des populations de cervidés ou de ron-
geurs, ou encore aux changements climatiques [2, 5,
11-13]. En effet, des hivers plus doux et moins longs ainsi
que des printemps et des automnes prolongés vont étre
propices a I'expansion d'/. ricinus quand, inversement,
le réchauffement climatique pourrait la faire disparaitre
la ot le climat devient trop sec et trop chaud.

L'influence des changements climatiques sur I'abon-
dance d'/. ricinus dans les zones au climat propice
ou elle est endémique est difficile a évaluer. L'impact
direct de la température et de 'humidité relative sera
subtil voire nul, étant donné I'abondance des hotes et
face aux changements dans la configuration du pay-
sage et de la végétation. Une augmentation de tempé-
rature pourrait étre néfaste a /. ricinus en augmentant
sa mortalité et en diminuant ses périodes d’activité.
Inversement, cela pourrait aussi accroitre sa vitesse
de développement, allonger les périodes d’activité en
automne et au printemps, augmenter la disponibilité
des hotes et diminuer la mortalité en hiver [11, 14]. Les
effets néfastes du froid sont cumulatifs, plus de 30 jours
a-10 °C étant mortels [9]. Il n’existe pas de suivis lon-
gitudinaux réalisés sur d’assez longues périodes pour
évaluer I'impact des changements climatiques sur les
populations endémiques d'/. ricinus. Sur quelques
années, peu de variations des densités d'/xodes sont
observées dans I'est de la France (données non
publiées du CNR Borrelia " . En forét de Sénart, au sud
de Paris, bien que des variations interannuelles de
populations d'/. ricinus aient été reliées au nombre de
jours de gel de I'année en cours entre 2008 et 2014,
ces variations sont vraisemblablement beaucoup plus
associées aux fluctuations de densité des populations
des hotes vertébrés et a la gestion de la faune et de la |
flore [15]. ¢ I
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Cette tique exotique a pu gagner la France continentale grace aux oiseaux migrateurs ou aux
ongulés dont les mouvements entre pays s'intensifient. Elle aurait pu alors profiter de conditions

devenues plus favorables pour s'installer.

"apparition d’une maladie vectorielle dans une
région jusque-la indemne est intimement liée a
la capacité de dispersion de ses vecteurs. Les
tiques ne volant pas, elles ont une capacité de
dissémination intrinseéque limitée. Cependant,
en raison de la longueur des repas sanguins des tiques
dures, qui avoisinent généralement une semaine, elles
peuvent étre transportées sur de trés longues distances
par le biaiside leurs hotes, qu'ils se déplacent par leurs
propres moyens (oiseaux migrateurs) ou qu'’ils soient
véhiculés par les hommes (animaux de rente, de loisirs
ou de compagnie). Mais elles ne peuvent s'établir dans
une nouvelle région que si les conditions climatiques
qui y régnent sont propices &l'accomplissement du
cycle. Dans le cas de Hyalomma marginatum, il est
impossible de déterminer si ce sont ces conditions qui
ont été modifiées et ont permis I'installation récente
de I'espeéce a partir de nymphes gorgées introduites
par des oiseaux infestés, ou si c’est 'augmentation du
transport d’ongulés parasités par des tiques adultes,
donc l'intensification des activités humaines, qui est
responsable de cette installation.
Hyalomma marginatum est présente dans la péninsule
ibérique, mais aussi en Italie, en Turquie, autour de la
mer Noire et au Maghreb
Vecteur de Babesia caballi, agent d'une piroplasmose
équine, comme le sont aussi Rhipicephalus bursa et
Dermacentor marginatus, tiques endémiques en France,
H. marginatum est surtout connue pour étre un des prin-
cipaux vecteurs du virus de la fievre hémorragique de
Crimée-Congo (FHCC), maladie humaine caractérisée
par des symptomes sévéres et un taux de mortalité
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parfois élevé [1]. Deux cas autochtones de FHCC, dont
un mortel di a une piqire de tique (I'autre était consé-
cutif & une infection nosocomiale), ont été signalés en
septembre 2016 en Espagne [9]. Plusieurs années aupa-
ravant, du génome viral avait été détecté dans une autre
région du pays et dans une autre tique vectrice, H. lusita-
nicumn [3]. La FHCC est donc présente en Espagne, mais
cela était sans conséquence pour sa voisine frangaise
tant que le vecteur n'y était pas installé.

Hyalomma marginatum est connue en Corse depuis
trés longtemps . En revanche, les rares
mentions de la présence de cette tique en France
continentale n’étaient jusqu’alors pas convaincantes :
I'identification restait incertaine ou bien des tiques
immatures accidentellement introduites par des
oiseaux migrateurs étaient observées [10]. De récentes
données prouvent que cette espéce est désormais ins-
tallée sur le pourtour méditerranéen frangais. De faibles
effectifs ont d’abord été retrouvés dans quelques trou-
peaux, a I'occasion d'une étude conduite de 2007 &
2010 pour rechercher Anaplasma phagocytophilum
dans les tiques infestant les chevaux en Camargue [2].
D’autres sites, dont.I'un trés infesté, ont ensuite été
identifiés autour de Montpellier, toujours sur les che-
vaux. Ces derniers étant, d’aprés une étude récemment
réalisée en Corse, I'hGte préférentiel de H. marginatum,
une enquéte a été effectuée au printemps 2017 aupres
d’environ 80 structures hippiques (pensions, élevages,
organisateurs de randonnées équestres, etc.) situées
dans six des sept départements du littoral méditerra-
néen francais (Bouches-du-Rhéne non incluses) afin
de mieux connaitre la distribution actuelle de I'espéce

de Hyalomma marginatum.
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Cette carte ne prend pas encore en compte toutes les observations concernant la présence de la tique

sur le littoral méditerranéen frangais (carte ECDC, EFSA).

(données non publiées) [6]. Comme H. marginatum
est une tique exophile, seules les structures dont les
animaux ne sont pas gardés en permanence en box
ou en paddock, mais paturent au moins en partie sur
des parcelles naturelles, boisées ou méme forestiéres,
ont été visitées. Hyalomma marginatum a été retrouvée
des Pyrénées-Orientales au Var en passant par I'Aude,
I'Hérault et le Gard. Elle n’a en revanche pas été col-
lectée dans les Alpes-Maritimes, alors que le climat de
la partie littorale du département lui convient trés pro-
bablement. De facon plus générale, les observations
font penser que H. rarginaturn n’occupe pas encore
la totalité de sa niche écologique. La tique a parfois
été retrouvée de facon localisée (autour du massif des
Maures dans le Var, dans les Corbiéres dans I'Aude),
parfois de fagon plus large (Pyrénées-Orientales et
Hérault). Dans quelques cas, une seule tique adulte a
été collectée malgré I'examen de 10 a 25 chevaux. Il
n’est alors pas certain que l'espece soit vraiment ins-
tallée dans ces élevages, la présence d'un seul adulte
pouvant étre le témoin du détachement sur place d’'une
nymphe transportée par un oiseau et qui, une fois méta-
morphosée en adulte, est retrouvée sur un cheval.

Les oiseaux, et notamment les passereaux (merles,
rouges-gorges, grives, etc.) qui passent beaucoup de
temps au sol font partie, aux cotés des petits mammi-
feres (liévres, lapins, hérissons, etc.), des hotes des
stades immatures de H. marginatum. La tique aurait pu
étre introduite en France par des oiseaux migrateurs.
Les phases immatures (larve et nymphe) durent 2 a
3 semaines : les oiseaux parasités en Afrique du Nord
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Title : Characterization of IrSPI, a serine protease inhibitor implicated both in tick feeding and
tick bacterial infection of Ixodes ricinus.
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Abstract :

Ixodes ricinus tick species, the most abundant and widespread tick in Europe, is an important vector
of pathogens affecting both animal and human health. To replace the use of acaricides that generate
environmental contamination and resistances, new environmentally sustainable approaches providing
broad protection against ticks and tick-borne pathogens (TBP) are urgently needed. Such a
development requires improved understanding of the biology of ticks and more particularly of their
interactions with their vertebrate hosts and TBP. Tick saliva is an essential biofluid for ticks, as its
proteolytic, anticoagulant, immunomodulatory, analgesic and anti-inflammatory activities allow
them to acquire their blood meal under optimal conditions. Moreover, injection of saliva during blood
feeding represents the principal route by which TBP are transmitted to the host. To understand the
molecular mechanisms involved in TBP transmission, as well as to identify putative vaccine
candidates against 1. ricinus, salivary glands from bacteria infected and uninfected ticks were
previously compared by high throughput transcriptomics. The most up-regulated transcript following
infection was IrSPI, which belongs to the Kunitz/BPTI inhibitor family. Functional analyses via
RNAI knockdown experiments revealed that IrSPI enhances both blood feeding and bacterial burden
in the salivary glands. This present PhD work concerns then the structural, biochemical and functional
characterization of IrSPI as a molecule involved in tick-host-pathogen interactions. Our aim was first
to define the structure of IrSPI gene but, unfortunately, while our results have led to progress on this
issue, we have not been able to get the full sequence. Then, the dynamic of IrSPI expression was
evaluated during both tick feeding and colonization of ticks by pathogens, showing that its expression
is induced by blood feeding and TBP but not by Escherichia coli that is not transmitted by I. ricinus.
In addition, our results shown the expression of IrSPI in several tick organs, suggesting its implication
in several functions in tick physiology. Among them, the discovery of the injection of IrSPI, through
the saliva, to the vertebrate host allowed us to consider a role in host responses to tick bite. Evaluation
of IrSPI effect on host showed no impact on coagulation through extrinsic pathway, as determined
by analysis of thrombin generation time and by fibrinolysis, or in angiogenesis. However, it inhibited
the proliferation of mitogen-stimulated T CD4" lymphocytes and increased unstimulated-B cell
proliferation. In addition, IrSPI also modulated cytokine production from macrophages and
splenocytes, repressing significantly most of proinflammatory cytokines and chemokines. Thus, we
demonstrated that IrSPI plays a role in modulating the host immune response during blood feeding.
Finally, preliminary results in the identification of the protein’s interactors open many research
perspectives for understanding how IrSPI acts in tick physiology and counteracts host responses to
tick injury and pathogen transmission.
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Titre : Caractérisation de IrSPI, un inhibiteur de sérine protéase impliqué dans la prise du repas
sanguin et ’infection bactérienne des tiques Ixodes ricinus.

Mots-clés : Ixodes ricinus, inhibiteur de sérine protéase, interactions tique-hote-agent
pathogenes, modulation des réactions immunitaires de |’hote.

Résumeé :

Ixodes ricinus est ’espéce de tique la plus abondante et ayant la plus vaste répartition géographique
en Europe. Elle est le vecteur de nombreux agents pathogenes d’importance en santé publique et
vétérinaire. Le remplacement des acaricides générant pollution environnementale et apparition
croissante de résistances requiert le développement urgent de nouvelles stratégies de lutte efficaces
contre les tiques et les agents pathogenes qu’elles transmettent. La découverte de telles stratégies
passe nécessairement par une meilleure connaissance des interactions entre les tiques, leurs hétes et
les agents pathogenes transmis. La salive de tique, a I’interface de ces interactions, est un fluide
essentiel pour ces arthropodes et posséde notamment des propriétés protéolytiques, anticoagulantes,
immunomodulatrices, analgésiques, et anti-inflammatoires qui permettent a la tique de réaliser ses
repas sanguins extrémement longs. Afin de comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans
la transmission des agents pathogénes et pour identifier de possibles candidats vaccinaux contre 1.
ricinus, une étude transcriptomique comparative entre des glandes salivaires infectées et non infectées
par la bactérie Bartonella henselae a été antérieurement réalisée. Le transcrit le plus surexprime suite
a cette infection était IrSPI, un inhibiteur de sérine protéase de la famille des Kunitz. Les analyses
fonctionnelles antérieures par ARN interférence ont montré I’implication de ce géne dans le
gorgement et I’infection des glandes salivaires par B. henselae. Ainsi, les travaux de thése présentés
ici ont concerné 1’analyse structurelle, biochimique et fonctionnelle de IrSPI en tant que molécule
impliguée dans les interactions tick-hote-agents pathogénes. Le premier objectif était de definir la
structure et la sequence du géene IrSPI mais, malheureusement, bien que nos résultats aient permis
des avancées sur cette question, nous n‘avons pu obtenir la totalité de sa séquence. Dans un second
temps, la dynamique d’expression d’IrSPI a été évaluée au cours du gorgement et de I’infection des
tiques par différents agents pathogenes, montrant que son expression est induite par le repas sanguin,
par des agents transmis par la tique mais pas par Escherichia coli, bactérie non transmise. De plus,
nos résultats ont montré 1’expression de IrSPI dans plusieurs organes de la tique, suggérant son
implication dans diverses fonctions au sein de ce vecteur. Parmi elles, la mise en évidence de
I'injection, par la salive, de la protéine a I'n6te vertébré nous a permis d'envisager un rdle sur les
réponses de 1'hote a la piqire de tique. Nos résultats n’ont montré aucune implication dans la voie
extrinséque de la coagulation ni dans la fibrinolyse, ni dans I’angiogenese. En revanche, ils ont
démontré que IrSPI inhibe la prolifération des lymphocytes T CD4* sous stimulation mitogénique
quand chez des lymphocytes B non stimulés IrSPI, induit une hausse de la prolifération. De plus,
IrSP1 a montré une action négative significative sur la production de la majorité des cytokines et
chimiokines pro-inflammatoires produites par les macrophages et les splénocytes. Ainsi, IrSPI,
correspond a un des composants salivaires d’l. ricinus lui permettant de moduler la réponse immune
de I’hote pour lui permettre de prélever son repas sanguin tout en favorisant la transmission des agents
pathogenes. Enfin, des résultats préliminaires dans l'identification des interactants de IrSPI a la fois
chez la tique et I’hdte vertébré ouvrent de nombreuses voies de recherche quant a la compréhension
de ses fonctions.



