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Préambule 

 

Les maladies vectorielles sont un enjeu mondial en santé publique, car elles représentent 17% 

des maladies infectieuses, avec plus de 1 million de décès par an, et sont transmises notamment par 

des arthropodes comme les moustiques et les tiques (Rapport Organisation Mondial de la Santé, OMS 

2017). De ce fait, les animaux ainsi que l’Homme peuvent être affectés par les tiques et les pathogènes 

qu’elles peuvent transmettre. La tique, Ixodes ricinus est capable de transmettre une diversité de 

microorganismes, comme ceux responsables de Borrélioses, de l’encéphalite à tiques ou encore de la 

babésiose. Sa répartition géographique s’étend largement au sein de l’hémisphère nord, et pourrait 

encore évoluer face au changement climatique. Il est donc nécessaire de trouver des moyens de lutte 

efficace contre la tique I. ricinus pour limiter la transmission de pathogènes et le développement de 

maladies humaines et animales. Les moyens de lutte utilisés majoritairement et depuis de 

nombreuses années dans la protection contre les tiques sont des acaricides de nature chimique qui 

ciblent le système nerveux. Ainsi, les pesticides sont largement utilisés au niveau des élevages pour la 

protection contre les tiques et une augmentation importante de la résistance face aux composés 

présents sur le marché est constatée.  

La tique I. ricinus n’a jamais été utilisé au laboratoire et contrairement aux autres arthropodes 

comme les insectes, aucune donnée n’était disponible sur les récepteurs à l’acétylcholine de type 

nicotinique présents chez cette espèce. Au cours de cette thèse, un travail important de mise au point 

de nouvelles techniques pour identifier les récepteurs à l’acétylcholine de type nicotinique présents 

dans le synganglion de la tique a été effectué, notamment la microtransplantation de membranes 

(provenant de synganglia) dans des ovocytes de xénopes, le développement d’un test 

comportemental permettant d’étudier le potentiel répulsif de composés et enfin le clonage et la 

caractérisation de gènes codant pour des sous-unités de récepteurs nicotiniques du synganglion.  



 
 

 

Par conséquent, ce travail de thèse a été divisé en plusieurs parties afin de rendre compte des 

différentes étapes de mon travail. Ce manuscrit débutera par une introduction générale situant la 

problématique des tiques. Dans le matériel et méthodes, les protocoles expérimentaux utilisés sont 

décrits, en les présentant dans le contexte de leur utilisation. La description des résultats est effectuée 

en 3 étapes. Les premiers résultats portent sur la technique de microtransplantation de préparation 

de membranes issues du synganglion (ou système nerveux central) de la tique afin d’étudier les 

propriétés pharmacologiques des récepteurs nicotiniques natifs. Ensuite, nous avons débuté la 

caractérisation moléculaire des gènes codants pour les sous-unités de nAChRs chez la tique afin 

d’identifier les gènes impliqués dans la sensibilité/insensibilité vis-à-vis de composés acaricides. 

Parallèlement à ce travail, nous avons développé un protocole comportemental afin d’évaluer l’effet 

répulsif de composés qui seront développés comme futurs acaricides. 
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RPE  Solution de lavage de la membrane de silice (RNeasy® Plant Mini Kit, Qiagen) 
rpm  Rotation par minute 
RW1  Solution de lavage de la membrane de silice (RNeasy® Plant Mini Kit, Qiagen) 
 
S  Sérine 
SAM  Silent Allosteric Modulator 
SNC  Système Nerveux Central 
 
T  Thréonine 
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TBEv  Tick-Borne Encephalitis virus 
TE  Tampon d'extraction (technique d'extraction de protéines) 
TEVC  Two microelectrode voltage clamp 
THX  Thiamétoxame 
TM (1-4)  Domaine transmembranaire 
TQS  3a,4,5,9b-tetrahydro-4-(1-naphthalenyl)-3H-cyclopentan[c]quinoline-8-sulfonamide 
TRP  Transient Receptor Potential 
Trp  Tryptophane 
Tyr  Tyrosine 
 
US  United-States 
UTR  Untranslated region 
 
V  Valine 
 
W  Tryptophane 
WHO  World Health Organization 
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Chapitre 1 :  Les tiques, un problème de santé mondial 

 

1 - Les tiques et leur importance sur le plan médical et 
vétérinaire 
  

Les tiques représentent un des groupes de vecteurs de maladies les plus importants au sein 

des arthropodes, au niveau de leur diversité, de leur localisation, des types de microorganismes 

qu’elles transmettent, et des hôtes qu’elles parasitent (Jongejan and Uilenberg 2004; Colwell, Dantas-

Torres, and Otranto 2011; Parola and Raoult 2001). Les tiques sont des parasites hématophages qui 

se nourrissent généralement pendant plusieurs heures à plusieurs jours afin de réaliser leur mue 

(Oliver Jr 1989). Elles possèdent quatre stades de développement : l’œuf, la larve, la nymphe et le 

stade adulte où un polymorphisme est visible entre la femelle et le mâle (Nosek and Sixl 1972). Il existe 

une différence majeure au niveau des stades de développement, les larves ne possèdent que 6 pattes, 

contrairement aux nymphes et aux adultes qui en possèdent 8 (Anderson and Magnarelli 2008). En 

fonction de l’espèce de tique, le nombre d’hôtes obligatoires peut varier, d’un seul (la tique va réaliser 

son cycle de développement sur le même hôte), à trois hôtes (un hôte par stade de développement), 

ou plus pour les cycles polyphasiques1 (Jongejan and Uilenberg 2004; Hoogstraal et al. 1985). 

Les tiques peuvent porter au sein de leur organisme une grande diversité de microorganismes 

tels que des bactéries, des virus ou encore des protozoaires, qu’ils peuvent transmettre à l’Homme, 

aux animaux d’élevage et de compagnies (Stuen, Granquist, and Silaghi 2013b; Jongejan and 

Uilenberg 2004; Egyed et al. 2012). L’acquisition des pathogènes par les tiques se déroule 

généralement lors des repas effectués par les parasites à leurs différents stades de développement. 

Ainsi les pathogènes présents au niveau du système sanguin des hôtes vont se retrouver dans le 

 
1 Concerne les tiques se nourrissant sur plusieurs hôtes et réalisant plusieurs nymphoses durant leur cycle de 
développement, notamment chez les tiques molles.  
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système digestif de la tique. Ces agents pathogènes vont par la suite se multiplier à l’intérieur de la 

tique pour au final infecter le prochain hôte du parasite (Oliver et al. 2016; Keirans 1992). Environ 10% 

des tiques décrites dans le monde sont capables de transmettre des pathogènes aux animaux et à 

l’Homme (Jongejan and Uilenberg 2004), parmi elles, le genre Ixodidae est le plus représentatif (Oliver 

Jr 1989). D’après l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), environ 17% des maladies infectieuses 

diagnostiquées par an sont des maladies vectorielles causées par des bactéries, des virus ou encore 

des parasites (WHO 2020). Les maladies transmises par les tiques sont en augmentation dans le 

monde, c’est le cas de la maladie de Lyme (ou Borréliose de Lyme), une maladie découverte dans les 

années 1970 (Stanek et al. 2011; Steere et al. 1977). D’après le « Center for Disease Control and 

Prevention » (CDC), le nombre de cas diagnostiqués de Borréliose de Lyme était de 18 000 en 2000, 

alors qu’en 2018 il est passé à 34 000 aux Etats-Unis (CDC 2000, 2018), avec un nombre de cas par an 

plus élevé en Europe  (85 000 cas/an) (Semenza and Menne 2009).  

 

2 - Identification, description et phylogénie 
 

 Les tiques se divisent en trois familles, les Argasidae ou tiques molles, les Ixodidae ou tiques 

dures, et les Nuttalliellidae, ne comprenant qu’une espèce (figure 1). Les premières tiques ont été 

découvertes dans des fossiles datant du Crétacé (tiques dures présentes dans de l’ambre de Birmanie, 

datées de 100 millions d’années) et seraient des parasites associés aux reptiles (Poinar and Brown 

2003). Elles ont été identifiées comme appartenant au genre Cornupalpatum qui serait proche du 

genre Amblyomma actuel (famille des Ixodidae). Une tique molle, proche de la morphologie du genre 

Carios (actuel, famille des Argasidae) a également été identifiée aux Etats-Unis, datant de 90 à 95 

millions d’années (Turonien), (Klompen and Grimaldi 2001). D’après une étude de Dobson & Baker 

(1999), l’apparition des premières tiques daterait du Dévonien (390 millions d’années), où leurs hôtes 

probables seraient les reptiles, les oiseaux ou encore les amphibiens, car les mammifères n’étaient 
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pas encore apparus (Dobson and Barker 1999). De nos jours, près de 900 espèces de tiques ont été 

décrites dans le monde et sont présentes sur tous les continents (Petney et al. 2011).  

La famille des tiques molles regroupe environ 200 espèces et comprend deux sous-familles 

distinctes : Argasinae et Ornithodorinae (Burger et al. 2014). Actuellement, la phylogénie et la 

systématique de cette famille n’est pas clairement établie au niveau des genres (Estrada-Peña et al. 

2010), à cause notamment des différents schémas de classification qui ont été définis par l’école 

soviétique (Pospelova-Shtrom 1969), américaine (Hoogstraal et al. 1985; Keirans 1992), française 

(Camicas et al. 1998) ou encore par l’approche cladistique (Klompen and Oliver 1993). Malgré 

l’existence de nouvelles études moléculaires, il n’y a toujours pas de phylogénie claire, comparée aux 

nombreuses espèces étudiées pour les tiques dures (Nava, Guglielmone, and Mangold 2009; Burger 

et al. 2014). Les tiques molles sont présentes dans les hémisphères sud (régions Afrotropicales, 

Malgache, Australienne et Orientale) et nord (Amérique du nord, Europe et Sibérie), (Camicas et al. 

1998; Holt et al. 2013). Elles possèdent, de manière générale, un cycle parasitaire appelé polyphasique 

(i.e., prise de nombreux repas allant de plusieurs minutes à quelques heures avant de réaliser leur 

mue), (Hoogstraal et al. 1985).  Les Argasidae regroupent les tiques possédant un tégument dépourvu 

de sclérification, d’où la dénomination de « tiques molles », et ont un mode de vie nidicole et 

endophile (Pospelova-Shtrom 1969). Au niveau de leur cycle de développement, les Argasidae 

possèdent plusieurs stades nymphaux (2 à 8), entre la larve et l’adulte, variant en fonction de l’espèce 

et de la quantité de sang ingérée par la tique (Oliver Jr 1989). De plus, les femelles sont capables de 

pondre entre 20 et 500 œufs après chaque repas de sang et après s’être reproduites avec un mâle hors 

de l’hôte (Oliver Jr 1989). 

La famille des Ixodidae, dont l’apparition est plus récente (environ 120 millions d’années, en 

Australie (Klompen et al. 1996; Barker and Murrell 2004), représente environ 80% des espèces de 

tiques dans le monde, soit près de 700 espèces comprises dans 7 genres principaux : Amblyomma, 

Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma, Rhipicephalus et Ixodes (Jongejan and Uilenberg 2004). Leur 



Introduction : Les tiques, un problème de santé mondial 

 
10 

répartition mondiale est plus importante que les Argasidae car des espèces ont été décrites plus 

largement dans les hémisphères nord (jusque dans la région Sino-japonaise) et sud (Amérique du Sud 

et région arabique), et également dans la zone océanique avec des espèces décrites dans les régions 

Orientale, Océanienne et Australienne (Kolonin 2009; Holt et al. 2013). Elles sont appelées tiques 

dures car elles possèdent un scutum dorsal rigide qui protège un tiers de leur corps, sauf chez les mâles 

où le scutum recouvre l’ensemble du corps (Anderson and Magnarelli 2008). Elles possèdent 4 stades 

de développement avec un stade nymphal unique (contrairement aux tiques molles), et des cycles dit 

monophasique, diphasique, ou triphasique (c’est à dire entre un à trois hôtes obligatoires) au cours de 

leur développement (Petney et al. 2011). En effet, pour le cycle monophasique, la tique effectue son 

cycle de développement complet sur le même hôte, alors que pour le cycle diphasique, la larve et la 

nymphe se nourrissent sur un seul hôte et les tiques adultes se nourrissent sur un autre hôte. Enfin 

pour le cycle triphasique, à chaque stade de développement un nouvel hôte est utilisé par la tique pour 

se nourrir (Oliver Jr 1989). Il faut noter que, pour certaines espèces de tiques dures, les adultes se 

reproduisent sur l’hôte, où la femelle prend son dernier repas jusqu’à être gorgée à réplétion. Ensuite 

elle se laisse tomber au sol pour pondre ses œufs (entre 1 000 et 20 000 suivant les espèces), en une 

seule ponte avant de mourir (Oliver Jr 1989; Jongejan and Uilenberg 2004). 

Comme indiqué plus haut, la famille des Nuttalliellidae ne contient qu’une seule espèce, 

Nuttalliella namaqua (Guglielmone 2010). Sa description a été réalisée dans une seule région 

géographique, la région Afrotropicale (Mans et al. 2011; Holt et al. 2013). Malgré le peu d’information 

disponible, l’espèce N. namaqua montre des caractéristiques morphologiques communes avec les 

tiques de la famille des Argasidae : des téguments similaires, elles se nourrissent rapidement sur 

l’hôte, et des Ixodidae : un pseudo-scutum rappelant le scutum des tiques dures (Bedford 1931; Mans 

et al. 2011). Nuttalliella namaqua est décrite comme pouvant être le lien évolutif entre les tiques 

molles et les tiques dures. Il a même été proposé que N. namaqua est un fossile vivant, datant du 

Carbonifère-Permien précoce (Mans et al. 2011). L’analyse du contenu intestinal de cette espèce et 
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les lieux de sa collecte (intérieur des terriers) ont permis de déterminer que N. namaqua est généraliste 

et qu’elle parasite des reptiles (Mabuya, Pachydactylus, Cordylidae) et des mammifères (Hyracoidea, 

Herpestidae, Muridae), (Mans et al. 2014; Keirans et al. 1976). 

En France, les espèces les plus fréquentes appartiennent respectivement aux genres Ixodes et 

Dermacentor pour les tiques dures et Argas pour les tiques molles (Figure 1), (Boulanger et al. 2019).  

 

 

 

 

 

Figure 1 : Illustration schématique représentant la phylogénie des tiques à partir de l’embranchement des 
arthropodes jusqu’aux différents genres connus actuellement. 
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3 - Recherche des hôtes 
 

La recherche d’hôte chez la tique a lieu à tous les stades de développement, les individus vont 

se mettre à l’affut, en hauteur au niveau des herbes et attendre qu’un animal passe pour s’y accrocher. 

En effet, les tiques possèdent des cellules photosensibles au niveau dorsal, et des organes sensoriels 

olfactifs au niveau des tarses de leur première paire de pattes appelés organes de Haller (Carr et al. 

2017). Grâce à ces différents organes, les tiques sont capables de détecter la photopériode, la 

température, l’humidité, le CO2 et les vibrations environnantes leur permettant de détecter la 

présence d’hôtes à proximité (Boulanger et al. 2019; Medlock et al. 2013; Anderson and Magnarelli 

2008; Balashov 1972; Obenchain and Galun 1982; Hess and Vlimant 1986). Les larves ne sont pas 

capables de parcourir de grandes distances, elles vont plutôt attendre à leur point d’éclosion qu’un 

hôte passe, afin de s’y attacher pour se nourrir. C’est grâce aux déplacements de l’hôte que les larves 

vont être dispersées dans l’environnement (Anderson and Magnarelli 2008), leur dispersion est ainsi 

fonction du type d’hôte qu’elles vont parasiter (Medlock et al. 2013). Le taux d’infestation des hôtes 

va également varier en fonction des saisons où la tique sera la plus active et les hôtes disponibles 

(Medlock et al. 2013). Des études ont également montré que les aires de répartition des hôtes 

(infectés ou non par les pathogènes) et des tiques se superposent (Swanson et al. 2006). 

La température est un facteur essentiel dans la dynamique des populations de tiques, en 

agissant sur leur niveau d’activité (Oliver Jr 1989). Des phases de diapause sont observées en hiver 

lorsque les températures sont trop basses (<5°C) et que les périodes diurnes sont trop courtes 

(Jaenson and Lindgren 2011). Les tiques reprennent généralement la recherche d’hôtes au printemps, 

lorsque les températures se radoucissent et que le taux d’humidité est suffisant (Medlock et al. 2013). 

Ainsi, I. ricinus est plus active lorsque la température est comprise entre 5 et 30 °C (Jaenson and 

Lindgren 2011). Des températures élevées, proches de 30 °C peuvent permettre d’augmenter la 

densité des populations de tiques (Randolph 2004), mais une augmentation trop importante de la 

température associée à un assèchement de l’air ambiant est défavorable au développement et à la 
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survie de tiques. Ainsi, plus l’hygrométrie est faible et plus les tiques sont obligées de redescendre au 

niveau du sol, où le couvert végétal et l’humidité de la terre permettent de se réhydrater, mais cela 

limite aussi leur capacité à trouver un hôte (Perret et al. 2003). 

 

4 - Repas sanguin de la tique 
 

Le repas sanguin de la tique utilise trois parties de son système digestif, (1) le pharynx et 

l’œsophage pour l’acquisition du sang de l’hôte, (2) l’intestin pour la digestion du sang et (3) le rectum 

et l’anus pour l’accumulation et l’élimination des déchets (Figure 2), (Sonenshine and Roe 2014). 

L’aspiration du sang de l’hôte et la libération de la salive de la tique s’effectue en alternance au travers 

d’un canal commun (Vancová et al. 2020). Suite à l’acquisition du sang, sa digestion est réalisée dans 

les cellules de l’intestin moyen, où l’hémoglobine, les protéines, les fragments cellulaires y sont 

dénaturés (Sojka et al. 2013). L’hémoglobine est la source primaire de nourriture de la tique, le sang 

lui est donc nécessaire pour survivre, se développer et se reproduire (Anderson and Magnarelli 2008). 

Le repas de la tique peut également être présenté comme le passage de pathogènes, provenant d’un 

hôte infecté, au sein du système digestif de la tique. Cette acquisition de pathogènes permettra à la 

tique de transmettre par la suite ces mêmes pathogènes à un autre hôte sain (Anderson and 

Magnarelli 2008). De plus, une membrane péritrophique va se créer autour du sang prélevé chez l’hôte 

lors d’un repas sanguin (Sonenshine and Roe 2014; Zhu, Gern, and Aeschlimann 1991). Cette 

membrane aurait un rôle dans le passage de certains pathogènes (comme Babesia microti) et ainsi 

l’infection des hôtes lors du gorgement de la tique (Zhu, Gern, and Aeschlimann 1991; Rudzinska et 

al. 1982). Juste après la piqure et l’installation de la tique dans la peau de l’hôte, le parasite ne va pas 

augmenter son poids durant les premières 24h. Au bout de quelques jours le poids de la tique va 

augmenter doucement et les derniers jours d’attachement une augmentation significative est 

observée (Kemp, Stone, and Binnington 1982). La digestion chez la femelle adulte s’effectue en 3 



Introduction : Les tiques, un problème de santé mondial 

 
14 

étapes : la première est une digestion continue (initiée par le nourrissage) lors d’un gorgement lent, la 

deuxième est une digestion moins rapide (ralentie par l’accouplement avec un mâle) ayant lieu 

pendant un gorgement plus rapide, puis une digestion à nouveau continue (causée par le 

détachement de l’hôte) se produisant pendant les périodes de post-nourrissage, de pré-ovoposition 

et d’ovoposition (Tarnowski and Coons 1989).  

 

5 - La tique Ixodes ricinus 
 

5.1 - Anatomie générale 
 

La tique I. ricinus est reconnaissable grâce à la plaque rigide au niveau dorsal (scutum) ainsi 

qu’à son appendice buccal (capitulum) qui s’étend à l’extérieur de son corps. Le corps des tiques (sans 

tête distincte et comprenant les pattes) est divisé en deux parties, (1) le capitulum (ou gnathosoma) 

relié par une membrane flexible au (2) corps (idiosoma), (Figure 3), (Anderson and Magnarelli 2008; 

Nicholson et al. 2019). Son appartenance au genre Ixodes est déterminée par la présence d’un sillon 

anal qui encercle l’anus de la tique au niveau antérieur (Figure 3 B), (Nicholson et al. 2019; Nosek and 

Sixl 1972). Le corps peut être décrit en deux parties, dans la partie antérieure (reliée au capitulum) il y 

a le pore génital chez la femelle et les insertions pour les 4 paires de pattes (Anderson and Magnarelli 

2008). Le pore génital n’est pas visible chez les larves et les nymphes car il est fermé, et s’ouvre 

uniquement au stade adulte chez les femelles (Nosek and Sixl 1972). Au niveau de la partie 

postérieure, des spiracles sont présentes ainsi que l’anus (Figure 3). La cuticule flexible du corps des 

tiques (à l’exception du scutum) permet d’étendre le corps des parasites pendant qu’elles se gorgent 

de sang, pour les femelles uniquement (Anderson and Magnarelli 2008). 

Contrairement à d’autres arthropodes hématophages, les tiques doivent se nourrir pendant 

plusieurs jours et donc rester ancrées fermement au niveau de la peau de l’hôte (Anderson and 

Magnarelli 2008; Richter et al. 2013). Ce sont les pièces buccales qui ont cette fonction chez la tique. 
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Elles sont présentes au niveau du capitulum, et comprennent deux palpes possédant un grand nombre 

de chimio-senseurs (Figure 3 A, B et C), (Anderson and Magnarelli 2008; Nicholson et al. 2019). Ces 

palpes ne passent pas la barrière épithéliale des hôtes, elles sont positionnées à la surface de la peau 

pendant que la tique se nourrit (Richter et al. 2013). Une paire de chélicères est présente depuis la base 

du capitulum et remonte jusqu’au niveau des palpes. Elles sont très mobiles et peuvent être 

comparées à deux couteaux qui permettent de percer la peau de l’hôte (Nicholson et al. 2019; Richter 

et al. 2013). Juste au niveau des chélicères se trouve la partie la plus importante pour le nourrissage 

chez la tique, l’hypostome, qui possède des dendrites au niveau ventral sur sa surface externe, alors 

que sa surface dorsale est recouverte par les chélicères (Figure 3 C). L’ensemble hypostome (côté 

ventral) recouvert par les chélicères (côté dorsal) forme un canal qui permet de récupérer rapidement 

le sang de l’hôte en restant ancré dans l’épiderme de celui-ci (Anderson and Magnarelli 2008).  

 

5.2 - Les glandes salivaires 
 

Les glandes salivaires ont un rôle très important chez les tiques au niveau de leur phase libre 

(capture de l’eau environnementale et sécrétion de substances hygroscopiques), (Kirkland 1971) et 

également lors des phases parasitaires pendant lesquelles la tique secrète la salive et le cément liant 

la tique à la peau de l’hôte (Binnington and Kemp 1980). Ainsi, lors de sa phase parasitaire et suite à 

l’insertion de l’hypostome dans la peau de l’hôte, la tique va sécréter une substance appelée 

« cément » (produit par les glandes salivaires) qui va lui permettre de se maintenir à l’endroit où elle a 

piqué, et éviter d’être retirée par son hôte de façon prématurée (Kemp, Stone, and Binnington 1982). 

Durant le gorgement, la tique va en même temps excréter des fluides (ions et eau en excès) vers l’hôte 

par le biais des glandes salivaires (Lees 1946). Au niveau morphologique, ces glandes ont une structure 

en grappe de raisin appelés acini (agranulaire et granulaire, Figure 2). Il existe 3 types d’acini chez les 

femelles (types I-III) et 4 chez les mâles (types I-IV), (Coons and Alberti 1999). Les acini agranulaires 

(type I) sont des excréteurs et des osmorégulateurs (évacuation de l’eau en excès et des ions pour le 
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maintien d’une bonne pression osmotique), (Kirkland 1971). Leur forme et leur structure n’est pas 

modifiée lors du repas sanguin de la tique (Sauer, Essenberg, and Bowman 2000). Les acini de type I 

ont également un rôle dans l’excrétion de fluides hyper-osmotiques permettant aux tiques non-

nourries (pendant leur phase non-parasitaire) de s’hydrater avec la vapeur d’eau atmosphérique 

(Bowman and Sauer 2004). Au contraire, les acini de types II et III (granulaires) qui grossissent 

significativement lors de la période d’attachement et de nourrissage de la tique, permettent la 

sécrétion de protéines bioactives et de lipides présents dans la salive et possédant diverses activités 

pharmacologiques (Sauer, Essenberg, and Bowman 2000). La salive contient également des enzymes 

permettant d’aspirer le sang en continu (anticoagulants, facteurs inhibant la douleur et modulant le 

système immunitaire, enzymes protéolytiques, etc.), (Bowman et al. 1997). 

La salive des tiques a été beaucoup étudiée afin de comprendre les mécanismes mis en jeu 

pour permettre à la tique de se nourrir sans être détectée par les hôtes (Steen, Barker, and Alewood 

2006; Kemp, Stone, and Binnington 1982). Lors de la piqure, la salive va être dans un premier temps 

injectée au niveau du site de nourrissage avant que le sang soit aspiré, après cette étape la tique 

alterne entre aspiration de sang et injection de salive (Stone, Commins, and Kemp 1983). Ce parasite 

est capable de moduler l’hémostase chez son hôte. C’est un processus complexe pour contrôler la 

perte de sang après une lésion vasculaire, par la mise en place de plusieurs évènements 

physiologiques, permettant la vasoconstriction au niveau des vaisseaux endommagés, l’agrégation 

plaquettaire, la formation d’un caillot de fibrine et la fibrinolyse (Hoffman et al. 2013). Actuellement, 

seulement des substances vasodilatatrices non protéiques ont été identifiées dans la salive des tiques, 

comme des dérivés lipidiques de prostacycline et des prostaglandines (Bowman, Dillwith, and Sauer 

1996; Ribeiro and Mather 1998). Un inhibiteur de serine, la serpine IRS-2, a été identifié chez I. ricinus, 

et est capable d’inhiber de façon irréversible les protéases telles que la chymase, la cathepsine G ou 

encore la thrombine, des composés induisant l’agrégation plaquettaire ou encore la coagulation 

(Chmelar et al. 2011; Chmelar et al. 2012). D’autres inhibiteurs ont été décrits, comme l’Ir-CPI, un 
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inhibiteur de la phase contact (contact du sang avec les structures sous-endothéliales) qui permet 

d’inhiber la voie intrinsèque de la coagulation chez l’hôte (Decrem et al. 2009), ainsi qu’une autre 

serpine, Iris, qui impacte globalement les réactions de défense de l’hôte (Prevot et al. 2006). En effet, 

Iris est capable d’avoir un effet sur l’hémostase (adhésion plaquettaire, phase contact initiant la 

coagulation, et la fibrinolyse) et sur la réaction immunitaire de l’hôte (Prevot et al. 2006).  

La salive de la tique a donc un impact sur l’immunité des hôtes (acquise et innée), en inhibant 

les réponses immunitaires afin d’empêcher le rejet de la tique par l’hôte et l’arrêt du repas sanguin 

(Leboulle et al. 2002; Brossard and Wikel 2008). Plusieurs protéines ont été décrites chez I. ricinus 

comme ayant un effet sur la réponse immunitaire de l’hôte, particulièrement l’Ir-LBP qui diminue le 

recrutement de neutrophiles (Beaufays et al. 2008), ainsi que l’IRAC-I et II qui inhibent la convertase 

C3 ayant un rôle dans l’immunité innée (Daix et al. 2007). La salive de la tique peut aussi impacter la 

réponse adaptative immunitaire de l’hôte, c’est le cas de la protéine Iris qui inhibe la prolifération des 

lymphocytes T (Leboulle et al. 2002). L’inhibition de la réponse immunitaire de l’hôte peut également 

profiter à la transmission d’agents pathogènes présents dans la salive de la tique. En effet une protéine 

inhibitrice des lymphocytes B, appelée BIP, ainsi qu’un dérivé des protéines de la famille des Salp 

(régulateurs de la signalisation lymphocytaire), homologue de la protéine Salp15, sont impliqués dans 

la modulation de la réponse immunitaire et également dans la transmission des Borrelia (Hovius et al. 

2007; Hannier et al. 2004). Malgré ces nombreuses défenses contre les réactions de l’hôte, la salive de 

la tique peut également être allergisante. Une réaction rapide épidermique à l’endroit où a eu lieu la 

piqure est alors visible. Par exemple le développement d’un érythème migrant connu lors de la 

transmission de bactéries causant la Borréliose de Lyme (Stanek et al. 2012). 
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Figure 2 : Anatomie interne d’une tique femelle du genre Ixodes en train de se nourrir et d’être fécondée par 
un mâle  
Le système nerveux central de la tique est indiqué en rouge, Lees et Bowman 2007. 

 

 

Figure 3 : Représentation de l’anatomie de la tique du genre Ixodes. 
(A) Schéma en vue dorsale, (B) en vue ventrale, (C) images en microscopie électronique du capitulum de la tique 

et (D) schéma de la première patte (I) comportant l’organe de Hallers et la 4ème patte (IV), d’après (Nicholson et 

al. 2019). 
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5.3 - Cycle de développement  
 

La tique I. ricinus possède un cycle de développement à trois hôtes obligatoires (Figure 4), ce 

qui signifie qu’à chaque étape de son développement elle devra se nourrir sur un nouvel hôte, jusqu’à 

être gorgée à réplétion (avoir ingurgiter une quantité de sang maximale en fonction de leur stade de 

développement) et se décrocher pour accomplir sa mue (Nicholson et al. 2019). Ainsi, après chaque 

mue, la tique I. ricinus doit rechercher un nouvel hôte pour se nourrir. Au stade de larve, les tiques se 

nourrissent entre 2 à 3 jours, alors que les nymphes se nourrissent entre 4 à 5 jours (Anderson and 

Magnarelli 2008). Les parasites vont se nourrir généralement sur des petits mammifères, des oiseaux 

ou des reptiles comme des lézards (Figure 4), (Medlock et al. 2013). Au stade adulte, seule la tique 

femelle va se nourrir sur l’hôte, et son repas va durer en moyenne plus de deux semaines (Anderson 

and Magnarelli 2008). Les femelles adultes gorgées peuvent atteindre 1,3 cm en taille et augmenter 

leur poids jusqu’à 100 fois (Boulanger et al. 2019). Le mâle, de son côté, va uniquement rechercher 

des femelles avec lesquelles il peut s’accoupler, principalement pendant la phase libre des femelles 

(hors des hôtes) mais cela peut également arriver lorsque la femelle est attachée à un hôte. (Jongejan 

and Uilenberg 2004). Il faut noter que les tiques adultes vont généralement se nourrir sur des animaux 

de taille plus importantes (en comparaison avec les hôtes des larves et des nymphes) comme le 

chevreuil ou des animaux d’élevage (Figure 4), (Nicholson et al. 2019; Medlock et al. 2013; Stuen, 

Granquist, and Silaghi 2013b). 

Un cycle de développement complet peut durer entre 2 et 6 ans en fonction des conditions 

environnementales (Anderson and Magnarelli 2008), notamment la température et l’humidité 

ambiante (Wilson and Elston 2018). L’activité des tiques va commencer durant l’été avec l’éclosion 

des œufs et l’arrivée des larves, incluant une période de dormance pour celles-ci. Des études ont 

montré une saisonnalité dans l’activité des tiques et dans leur recherche d’hôtes. En effet, les 

nymphes et les adultes de l’espèce I. ricinus possèdent un premier pic d’activité au printemps et en 

début d’été, et un second au début de l’automne. Les larves vont quant à elles être actives durant la 
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période automnale (Kurtenbach et al. 2006). Suite à leur premier repas, les larves vont devenir des 

nymphes au printemps, qui, après un second repas vont muer et devenir des individus adultes à 

l’automne. Pendant l’automne et l’hiver, à la suite de son dernier repas et à condition de s’être 

reproduit avec un mâle, la femelle va pondre environ 2000 œufs qui émergeront au début de l’été 

suivant (Swanson et al. 2006). 

 

 

Figure 4 : Représentation schématique du cycle de développement de la tique Ixodes ricinus et des 
différents modes de transmission des pathogènes entre les tiques et les hôtes mais également entre les 
tiques elles-mêmes. 
Les larves vont parasiter des petits animaux tels que des petits mammifères (rongeurs, hérissons, fouines), ou 

encore des oiseaux. Les nymphes et les adultes peuvent également se nourrir sur des mammifères de taille plus 

importante comme les renards ou encore les chevreuils et les animaux d’élevage ou de compagnie. La liste des 

hôtes n’est pas exhaustive, ils sont illustrés par l’image d’un animal représentant un groupe taxonomique 

d’espèces qui peuvent être parasitées par la tique. La transmission de pathogène peut avoir lieu de la femelle à 

ses œufs (transmission trans-ovarienne), du stade de larve au stade de nymphe ou encore de la nymphe à 

l’adulte (transmission transstadial), quand la tique est infectée par un hôte qu’elle parasite (acquisition des 

pathogènes par l’hôte), ou encore quand elle parasite un hôte sain où une autre tique infectée se nourrit 

également (transmission co-feeding). La proportion des tiques suivant ses différents stades de développement 

a été conservée mais la taille des animaux n’est pas représentée en taille réelle. 
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5.4 - Ecosystème et répartition géographique 
 

Depuis le début du 20ème siècle, les tiques du genre Ixodes vivent dans des écosystèmes 

forestiers anthropisés, où leurs hôtes privilégiés prolifèrent (chevreuil, petits rongeurs, …), (Milne 

1949). Il faut en effet qu’il y ait une abondance d’hôtes potentiels de la tique, pour lui permettre de se 

nourrir et se développer (Swanson et al. 2006). Sa distribution géographique (Figure 5), établie en 

2018, s’étend de l’Est du Royaume-Uni jusqu’au fleuve Volga à l’Ouest, puis du sud de la Finlande 

jusqu’au nord de l’Afrique (Estrada-Peña, Mihalca, and Petney 2018). De plus, l’augmentation des 

températures liée au changement climatique est corrélée à la présence des tiques I. ricinus dans les 

régions du nord et au niveau des hautes altitudes dans les régions montagneuses, qui offrent des 

températures plus favorables à leur survie comparées à celles présentes dans les paysages 

continentaux (Medlock et al. 2013). Le développement des activités humaines et la modification de 

l’environnement et des écosystèmes par la végétalisation des zones urbaines, l’agriculture, etc.., 

favorisent le développement des populations d’hôtes et donc la prolifération d’I. ricinus. La majorité 

des milieux y compris les zones urbaines et péri-urbaines sont infectées par l’espèce I. ricinus (Gassner, 

Hansford, and Medlock 2016). Cette tique est présente généralement dans des milieux de type boisés, 

permettant un accès à la végétation au niveau du sol pour se protéger notamment de la sécheresse. 

Elle est très sensible aux conditions climatiques, notamment au niveau du taux d’humidité ambiant. 

Lorsque la tique n’est pas attachée à un hôte, elle a besoin d’un taux d’humidité d’environ 80% dans 

l’environnement pour survivre (Knap et al. 2009). Ainsi les zones où les tiques rechercheront des hôtes 

doivent être avec un climat comprenant des pluies régulières ainsi qu’une végétation qui retient 

l’humidité au niveau du sol (arbres, arbustes, herbes hautes, feuilles mortes sur le sol, etc.), (Anderson 

and Magnarelli 2008). La végétation représente également des supports qui seront utilisés par les 

tiques pour trouver des hôtes à parasiter. De plus, la présence de certaines espèces végétales va avoir 

un rôle dans l’attraction des espèces d’hôtes dans l’environnement. Ainsi la présence d’arbres fruitiers, 

comme le cerisier et le pommier, est favorable au développement des populations d’I. ricinus car les 
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fruits trop mûrs vont attirer les hôtes se nourrissant au sol (Boyard et al. 2011; Boyard et al. 2007b). La 

diversité des paysages européens comporte une forte proportion d’environnements boisés, 

permettant le maintien des populations de tiques, par exemple dans des forêts de conifères et de 

feuillus, des landes, des pâturages ou encore dans les parcs urbains (Medlock et al. 2013).  

 

 

 

 

 

Figure 5 : Répartition de l’espèce Ixodes ricinus. 
En rouge, les régions correspondant à la localisation de la tique I. ricinus. En jaune clair, les régions où I. ricinus a 
été introduite et en vert où la tique n’a pas été observée (ECDC 2021). 
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6 - Impacts de la tique Ixodes ricinus sur la santé humaine 
 

6.1 - Ixodes ricinus, vecteur de maladies humaines 
  

Les tiques appartenant à l’espèce I. ricinus sont les plus étudiées en Europe centrale. Elles ont 

été décrites comme étant fortement impliquées dans la transmission de pathogènes causant des 

maladies humaines en Europe (Swanson et al. 2006; Petney, Pfäffle, and Skuballa 2012). Les 

principales maladies transmises par la tique I. ricinus sont la maladie de Lyme provoquée par les 

bactéries Borrelia burgdorferi, l’anaplasmose granulocytaire humaine causée par la bactérie 

Anaplasma phagocytophilum, la babésiose induite par des protozoaires du genre Babesia, ou encore 

l’encéphalite à tique causée par un flavivirus (Tableau 1), (Medlock et al. 2013; Lindquist 2008; Rizzoli 

et al. 2011; Uilenberg 2006). La tique peut se nourrir sur des hôtes appelés « réservoirs » de certains 

microorganismes pathogènes. Le terme « réservoir » définit le fait que l’hôte doit être capable de 

survivre à l’infection du pathogène et ne pas résister au parasitisme de la tique ce qui constitue les 

conditions propices à la transmission de l’agent infectieux vers la tique. (Stuen, Granquist, and Silaghi 

2013a). Les rongeurs sont les hôtes réservoirs les plus fréquents (Gern et al. 1998). Ce sont des espèces 

aux populations nombreuses et denses, et souvent parasitées par différents vecteurs de pathogènes. 

Ce sont la plupart du temps des hôtes parasités par les tiques immatures (larves et nymphes). 

Plusieurs études ont été réalisées concernant les hôtes de type rongeurs comme chez des espèces 

appartenant au genre Apodemus et Myodes, connus pour être impliqués dans le cycle de transmission 

des bactéries causant la Borréliose de Lyme (Lane, Piesman, and Burgdorfer 1991; Mlera and Bloom 

2018). Le parasitisme des tiques sur les rongeurs permet également aux jeunes tiques, peu mobiles, 

d’être dispersées dans l’environnement suite au déplacement des micromammifères. Cela contribue 

ainsi à la propagation des pathogènes présents dans les tiques nouvellement infectées (Karbowiak et 

al. 2015). La piqure des tiques peut engendrer des zoonoses suite à la transmission d’agents 
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pathogènes. L’Homme peut être décrit comme un hôte accidentel de la tique car il n’est pas présent 

de manière fréquente dans le milieu de vie des tiques (Swanson et al. 2006). 

 

6.2 - Acquisition des pathogènes chez les tiques 
 

 Les larves et les nymphes sont principalement infectées par des agents pathogènes par le biais 

des hôtes qu’elles parasitent. De plus, elles sont capables de conserver les pathogènes entre leurs 

différents stades de développement (transmission trans-stadiale, Figure 4), (Swanson et al. 2006). 

Les larves ne sont généralement pas ou peu infectées juste après leur éclosion par B. burgdorferi, A. 

phagocytophilum, les bactéries Rickettsia, Bartonella ou Francisella. Elles le deviennent lorsqu’elles se 

nourrissent sur des hôtes tels que des micromammifères, des oiseaux ou encore des lézards (Figure 

4, Tableau 1). Dans des rares cas, les larves peuvent être infectées par un microorganisme transmis 

par la femelle adulte à ses œufs. Cette transmission est appelée trans-ovarienne et a été décrite au 

niveau des tiques I. ricinus lors de la conservation des protozoaires Babesia ou encore pour le virus 

provoquant l’encéphalite à tique (flavivirus, TBEv), (Nicholson et al. 2019). Ainsi, un œuf qui est infecté 

va permettre au virus d’être conservé dans l’organisme de la tique au cours de son développement et 

potentiellement d’être transmis à d’autres hôtes lors des repas du parasite (Figure 4), (Michelitsch et 

al. 2019). Pour ce mode de transmission la tique peut être considérée comme hôte « réservoir », car le 

pathogène va se maintenir au sein de la population de tique, ainsi que dans la descendance de chaque 

femelle. Un dernier mode de transmission a été décrit au cours d’un repas de plusieurs tiques sur un 

même hôte. Si une tique infectée par un pathogène se nourrit sur un hôte sain, elle peut infecter 

d’autres tiques saines se nourrissant sur le même hôte. Cette transmission est appelée co-

alimentation ou « co-feeding ». Elle a été décrite pour la transmission du virus TBE et pour les Borrelia 

causant la maladie de Lyme (Figure 4), (Randolph 2004). 
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Tableau 1 : Liste des différents pathogènes pour l’Homme pouvant être transmis par la tique Ixodes 
ricinus (Liste des pathogènes les plus fréquents, non exhaustive). 

Type 

d’organisme 

Agent 

pathogène 
Maladie Hôte réservoir 

Mode de 

transmission 
Références 

Bactéries 

Borrelia 

burgdorferi sensu 

lato 

Borréliose de 

Lyme 

Micromammifères 

(Apodemus, 

Myodes, Erinaceus), 

oiseaux, reptiles, 

chevreuils 

Depuis l’hôte,  

co-feeding 

(Talleklint and Jaenson 

1994; Semenza and 

Menne 2009; Skuballa et 

al. 2012; Rauter and 

Hartung 2005)  

Anaplasma 

phagocytophilum 
Anaplasmose 

Divers mammifères 

(élevage, 

compagnie) 

Depuis l’hôte,  

co-feeding 

(Silaghi et al. 2008; Hartelt 

et al. 2004) 

Rickettsia 

helvetica,  

R. monacensis 

Fièvre 

boutonneuse 
Rongeurs 

Depuis l’hôte,  

co-feeding 

(Nilsson et al. 1999; 

Schorn et al. 2011) 

Borrelia 

miyamotoi 

Fièvre 

récurrente 
Rongeurs 

Depuis l’hôte,  

co-feeding 

(Platonov et al. 2011; 

Cochez et al. 2015) 

Bartonella 

henselae 
Bartonellose Rongeurs 

Depuis l’hôte,  

co-feeding 
(Cotté et al. 2008) 

Francisella 

tularensis 
Tularémie 

Lagomorphes, 

rongeurs 

Depuis l’hôte,  

co-feeding 
(Genchi et al. 2015) 

Virus Flavivirus (TBEv) 
Encéphalite à 

tique (TBE) 

Mammifères 

sauvages, 

rongeurs, tiques 

Depuis l’hôte, 

 co-feeding, 

 trans-

stadiale, 

trans-

ovarienne  

(Daniel et al. 2018; Badawi 

et al. 2017) 

Parasites 

(protozoaires) 

Babesia microti,  

B. divergens,  

B. venatorum 

Babésiose 

Animaux d’élevage, 

chevreuils, 

rongeurs, tiques 

Depuis l’hôte,  

co-feeding,  

trans-stadiale, 

trans-

ovarienne 

(Kjemtrup and Conrad 

2000; Abbas et al. 2014; 

Herwaldt et al. 2003; Duh, 

Petrovec, and Avsic-

Zupanc 2005; Siński et al. 

2006) 
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6.3 - Transmission des pathogènes par les tiques 
 

Au cours du long repas sanguin effectué par les tiques, les agents pathogènes sont transmis 

via la salive de la tique dans le système sanguin des hôtes. Le délai entre le début du repas sanguin et 

la contamination salivaire varie selon les pathogènes. Concernant la transmission des Borrelia et le 

risque de développer la maladie de Lyme, une étude de 2014 montre que pour un attachement 

inférieur à 48h, les risques d’être infecté par les bactéries sont faibles (Cook 2014). Les bactéries se 

trouvent dans les glandes salivaires de la tique et auront besoin que la prise du repas ait commencé 

pour leur permettre de se multiplier en quantité suffisante afin d’être ensuite transmise par la salive 

de la tique et ainsi infecter son hôte (Stanek et al. 2012). L’étude in-vitro de la transmission de 

Bartonella henselae par la tique I. ricinus a montré que le stimulus de la prise d’un nouveau repas 

sanguin est nécessaire pour que les bactéries migrent jusqu’aux glandes salivaires. Après leur 

multiplication dans ces glandes, les bactéries peuvent ensuite être transmises à l’hôte dans un délais 

de 72h environ après l’attachement de la tique (Cotté et al. 2008). La transmission de protozoaires de 

type Babesia se fera quelques jours après le début du repas de la tique car les protozoaires contenus 

dans les glandes salivaires ne commencent leur développement qu’au moment du repas sanguin. 

Lorsque les protozoaires seront sous forme de sporozoïtes, soit au bout de 3 à 5 jours d’attachement, 

l’infection de l’hôte pourra avoir lieu (Kjemtrup and Conrad 2000). Au contraire, la transmission des 

virus conservés également au sein des glandes salivaires, dont celui de l’encéphalite à tiques, peut être 

réalisée sans délais dès que la tique commence à se nourrir (Mansfield et al. 2009). 

Des études concernant le taux de présence des pathogènes de l’Homme dans les tiques 

montrent que leur prévalence va varier en Europe, selon le type de microorganisme. Une métanalyse 

effectuée en 2005 (110 études menées en Europe dans 21 pays de 1986 à 2003) a montré que le taux 

d’infection moyen des tiques I. ricinus aux bactéries Borrelia burgdorferi est d’environ 13,6% (Rauter 

and Hartung 2005) et de 1 à 20% par les bactéries Anaplasma phagocytophilum (Stuen, Granquist, and 

Silaghi 2013b). D’autre part, une étude menée en Allemagne par Hartelt et al., sur un échantillon 
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d’environ 3 000 tiques, montre que le taux de présence de Babesia est de 1% au sein des tiques 

échantillonnées, dont 90 % des protozoaires détectés appartenant à l’espèce Babesia divergens 

(Hartelt et al. 2004). 

 

6.4 - Maladies diagnostiquées chez l’Homme 
 

 L’incidence des maladies transmises à l’Homme par les tiques I. ricinus est en augmentation 

depuis ces dernières années (CDC 2018, 2000; Semenza and Menne 2009). Les nymphes ont la 

meilleure probabilité pour transmettre des pathogènes à l’Homme, en réussissant à se nourrir sans 

être détéctée. Comme elles ne mesurent que quelques millimètres, leur détection est difficile, 

comparé aux adultes qui sont de taille plus importante et donc qui peuvent être détectés et retirés 

potentiellement plus tôt que les nymphes (Swanson et al. 2006). Depuis quelques années, les 

maladies transmises par les tiques sont prises plus sérieusement en compte car, grâce à leur 

description et leur étude, elles sont mieux diagnostiquées. Par exemple en France, l’encéphalite à 

tiques est devenue depuis mai 2021 une maladie à déclaration obligatoire (ou MDO) dans le but de 

« surveiller et prévenir les risques d’épidémies ». Cette surveillance est réalisée grâce au recueil des 

données concernant ce virus, transmises par les médecins, les biologistes, les inspecteurs de la santé 

publique, et les collaborateurs des agences régionales de santé (ARS), (Santé-Publique-France 2021). 

D’après le Centre européen de prévention et de contrôle des maladies (ou ECDC), le nombre de cas 

diagnostiqués d’encéphalite à tiques a augmenté de 400% en 30 ans en Europe, en prenant en compte 

toutes les souches virales confondues (ECDC 2017). Au sujet de la maladie de Lyme, d’après le 

ministère français de la santé, et suite à une étude menée de 2009 à 2019 (réseau sentinelle), 

l’incidence de la maladie de Lyme est en moyenne de 59 cas / 100 000 habitants, avec un maximum 

d’environ 69 000 cas diagnostiqués en 2018 (Santé publique France, février 2021), (Septfons et al. 

2019). Aux Etats-Unis, une étude concernant des militaires travaillant sur la base de West Point (Etat 

de New York) a montré que le nombre de cas de maladie de Lyme était élevé sur la période 2016 à 
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2018 (292 cas / 100 000 personnes par an). Dans cette étude le nombre de cas diagnostiqués ont 

également été répertoriés pour les personnels et accompagnants non militaires, avec un taux 

d’incidence de 581 cas / 100 000 personnes par an. La forte incidence auprès des civils s’explique par 

le fait que les militaires sont mieux équipés (tenues et équipements traités contre les vecteurs de 

maladies) et informés sur les tiques et les maladies transmises par les tiques (Schubert and Melanson 

2019). En France, un plan d’action national pour lutter contre la maladie de Lyme a été débuté en 

2016. Il vise à soutenir la prévention, les diagnostiques, les traitements mis en place contre cette 

maladie, ainsi que la recherche (Santé 2016). En effet, des données épidémiologiques montrent que 

l’Est de la France est la région la plus touchée (Alsace, Franche-Comté), en lien avec les pays frontaliers 

l’Allemagne, l’Autriche, et la République Tchèque, où une forte incidence des maladies transmises par 

les tiques est présente (Kollaritsch et al. 2011; Li et al. 2019).  

 

 

7 - Effets du changement climatique sur l’environnement et 
l’activité de la tique Ixodes ricinus 
 

Dans une revue datant de 2006, les effets du changement de température annuelle avaient 

été décrits comme impactant les tiques. En effet, les températures nocturnes et hivernales ont 

augmenté proportionnellement plus vite que les températures diurnes et celles des autres saisons 

(Easterling et al. 1997; Beniston et al. 1998). De plus, le début du printemps a été décalé de 2 semaines 

environ au niveau Européen (Smithson 2002). Ces modifications de températures ont un impact 

positif sur le développement de la végétation au cours de l’année ainsi que sur la chaine trophique du 

milieu, donc sur les hôtes potentiels de la tique (Lindgren et al. 2006). Dans une autre étude, l’effet du 

climat au niveau de la survie de la tique a été étudié et modélisé par Jaenson et Lindgren (2011). Cette 

modélisation suggère que les changements prédits vont induire une augmentation de la répartition 

de la tique I. ricinus qui est infectée par des pathogènes, car la présence d’une végétation abondante 
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accueillant les hôtes « réservoirs » va jouer un rôle dans l’augmentation de la densité et du nombre de 

tiques infectées (Jaenson and Lindgren 2011). En accord avec ces modélisations, des modifications de 

la répartition des tiques ont été reportées dans différentes régions de la Suède. Ainsi, les populations 

d’I. ricinus se sont fortement développées dans la région centrale (présence de l’espèce par rapport à 

la surface totale de la région étudiée de 33% en 1990 à 97% en 2008) et du sud de la Suède 

(augmentation de 15% en 1990 à 90% en 2008). De plus des tiques sont maintenant présentes dans la 

région du nord de la Suède (avec une augmentation de 9,5% à 73%). Les fortes densités de populations 

de tiques seraient en lien avec un environnement propice à leur développement (près des côtes, des 

rivières) dans le centre et le sud, ou à un climat doux et une végétation adaptée dans les régions du 

nord (Jaenson et al. 2012). Une telle modification de la répartition des tiques en lien avec le 

réchauffement climatique est également observée dans les montagnes de République Tchèque où 

l’altitude maximale de présence des tiques I. ricinus est passée de 700 m dans les années 1980 à 1100 

m d’altitude dans les années 2000 (Daniel et al. 2003). Des travaux menés dans les Alpes Italiennes 

ont pu établir la présence d’I. ricinus à 1450 m d’altitude lors d’une étude en 2011 (Pintore et al. 2015). 

De plus, une étude plus récente a permis la détection de tiques jusqu’à 1800 m d’altitude pour des 

spécimens immatures et jusqu’à environ 1700 m d’altitude pour des tiques adultes (Garcia-

Vozmediano et al. 2020). Pour conclure, le changement climatique induisant un adoucissement des 

températures, et un effet positif sur la végétation et les populations d’hôtes dans les milieux, participe 

au développement des populations de tiques. En effet, cela permet de développer leur répartition 

géographique, d’augmenter la densité de leurs populations ainsi que le taux d’infection des tiques qui 

peut induire un plus fort taux de transmission de zoonoses à l’Homme. 
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8 - Effets des activités humaines sur le risque de rencontrer 
des tiques dans l’environnement 
 

La modification des paysages par l’Homme a un impact sur les microclimats ainsi que sur les 

populations présentes dans les écosystèmes (Medlock et al. 2013). Par exemple dans le cas du 

développement de monocultures, les tiques ne sont pas dans un environnement propice à leur survie 

mais les populations d’hôtes tels que les rongeurs y sont favorisés. De plus, la présence de grands 

troupeaux peut également favoriser les populations de tiques, leur offrant un plus grand nombre 

d’hôtes concentrés dans un même lieu (L'Hostis et al. 1996; Boyard et al. 2007a). En effet, les terres 

agricoles peuvent être définies comme un milieu où la rencontre des tiques avec les animaux 

d’élevages, la faune sauvage et l’Homme peut avoir lieu. Cette intersection peut donc jouer un rôle 

majeur dans l’épidémiologie des maladies transmises par les tiques (Boyard et al. 2007a; Knap and 

Avsic-Zupanc 2015). En parallèle, l’abandon des anciennes terres agricoles dans les pays de l’Europe 

centrale et de l’Est ont créé des modifications significatives des paysages. Par exemple, le 

développement de population de rongeurs infectés par des pathogènes et d’autres animaux 

sauvages, et la chute de l’utilisation de pesticides ont permis de favoriser le développement des tiques 

ainsi que la transmission du virus TBE dans plusieurs pays (Lituanie, Lettonie, Estonie, République 

Tchèque, Slovénie, Hongrie, Pologne et Slovaquie), (Šumilo et al. 2008). La reforestation et la 

conservation des espaces naturels boisés possède un impact positif direct sur le développement des 

tiques car cela permet de créer des habitats favorables à leur survie quand elles sont en phase libre 

ainsi que le développement des populations d’hôtes sauvages (Šumilo et al. 2008; Randolph et al. 

2008). On peut également parler de la fragmentation des habitats (création de patchs 

d’environnements différents) qui va jouer sur les populations vivant dans ces milieux modifiés. Malgré 

des effets divers sur les espèces présentes, la création de bordures à l’interface des différents milieux 

est bénéfique pour les populations de tiques (Pfäffle et al. 2013) et pour la dispersion des pathogènes 

présents dans les hôtes et les tiques (Mechai et al. 2018). Les modifications de ce type permettent 
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d’augmenter la prédation et également le parasitisme (Pfäffle et al. 2013). Toutes ces modifications 

de paysages possèdent des effets multiples, pouvant être positifs ou négatifs sur les différents types 

d’organismes étudiés, comme les tiques, les hôtes et les pathogènes (Medlock et al. 2013). 

Majoritairement, lorsque le développement des populations d’hôtes est favorisé, cela contribue 

également au développement de populations de tiques infectées et au risque qu’elles transmettent 

des maladies à l’Homme. 

La modification des zones d’habitations humaines (expansion de l’urbanisme et du péri-

urbanisme) entraine une superposition des milieux de vie avec celui des tiques et donc une plus forte 

probabilité de rencontre entre le parasite et l’Homme (Honig et al. 2019). Lorsque des espèces hôtes 

des tiques s’adaptent à la cohabitation avec l’Homme (présence de nourriture toute l’année, abris, 

etc.), cela peut augmenter les contacts des parasites avec les humains (Pfäffle et al. 2013). Les squares 

et les parcs dans les zones urbaines contribuent également au maintien des populations de tiques, 

notamment I. ricinus qui peut facilement parasiter les populations de hérissons (décrit comme 

réservoir aux Borrelia, Anaplasma, et au TBEv), (Pfäffle et al. 2011; Skuballa et al. 2012; Skuballa et al. 

2010). Pour finir, les températures généralement plus élevées en ville contribuent également aux 

modifications des périodes d’activités et du cycle de développement des tiques ; ainsi les parasites se 

nourrissent plus facilement, se développent plus rapidement et sont proportionnellement plus 

infectées, augmentant donc le risque de transmission de pathogènes aux humains (Pfäffle et al. 2013). 

Pour finir, les variations des conditions météorologiques influencent le comportement récréatif de 

l'Homme. Ainsi les modifications du climat le rendant favorable aux activités récréatives en extérieur, 

telles que les sorties dans la nature, augmente également le risque d'exposition aux piqûres de tiques 

infectées (Jaenson 1991; Kaiser 1995; Jongejan and Uilenberg 2004). 
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Chapitre 2 : Utilisation des pesticides dans la lutte 
contre les tiques 
 

1 - Lutte chimique pour la protection des élevages 
 

La première transmission d’un parasite protozoaire (Babesia bigemina) par un arthropode, la 

tique Rhipicephalus annulatus, a été décrite aux Etats-Unis en 1893 (Uilenberg 2006). A la même 

période des traitements sous forme de « bain détiqueurs » à base d’arsenic sont mis en place, 

principalement dans les pays tropicaux (Australie, Afrique) puis au niveau des Etats-Unis dans les 

années 1910 (George, Pound, and Davey 2004). De nos jours, de nouvelles classes de pesticides sont 

utilisées pour le contrôle des tiques au sein des élevages, comme les pyréthrinoïdes de synthèse (e.g., 

deltaméthrine, perméthrine), les formamidines (e.g., l’amitraze), les phénylpyrazoles (e.g., le fipronil) 

et les lactones macrolytiques (e.g., l’ivermectine). Ces nouveaux pesticides, développés à partir des 

années 1970, sont utilisés pour remplacer les anciennes molécules grâce à leur faible toxicité supposée 

pour les mammifères et leur plus forte capacité biocide (Guerrero et al. 2014). Dans un premier temps, 

ils étaient appliqués par bain ou en pulvérisation, puis des formulations permettant une application 

cutanée, au niveau dorsal sont développées et mises sur le marché (Hamel 1987). L’utilisation du 

fipronil, du fluazuron et de l’ivermectine s’est quant à elle développée dans les années 1980 à 1990 

(George, Pound, and Davey 2004). Les derniers traitements mis en place pour contrer le 

développement de résistance dans les populations de tiques sont à base de spinosad (George, Pound, 

and Davey 2004). 

Les traitement anti-tiques sont généralement réalisés de façon systématique sur les 

troupeaux pour empêcher les tiques de venir parasiter les animaux au moment où l’activité des 

parasites est la plus forte dans l’année, puis de façon régulière suivant la stratégie de l’éleveur 

(éradiquer complètement les parasites ou juste empêcher l’infestation). Par exemple, l’utilisation de 
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pyréthrinoïdes en application cutanée est réalisée afin de prévenir la fixation des tiques, ou encore 

l’installation de pédiluves contenant des acaricides pour retirer les tiques accrochées aux pattes des 

animaux qui rentrent de pâturages (Stachurski and Lancelot 2006). La technique de l’injection sous-

cutanée d’ivermectine est également employée par certains vétérinaires. Elle permet de traiter les 

parasites endosymbiotiques. La recherche d’un système permettant la diffusion du composé actif 

pour empêcher les tiques de se fixer pendant plusieurs jours voire semaines est encore en cours, 

plusieurs approches sont testées encore de nos jours comme des colliers ou des boucles 

d’identification contenant des acaricides (George, Pound, and Davey 2004; Kelly et al. 2014). 

 

 

 

 

Figure 6 : Historique de l’évolution des principales familles de pesticides, de l’antiquité à nos jours. 
(Liste non-exhaustive), (Casida and Quistad 1998; Le Goff and Giraudo 2019). 
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2 - Protection de l’Homme contre les tiques 
 

2.1 - Protection par application de répulsifs chimiques 
 

 La protection des humains contre les arthropodes vecteurs de maladies correspond 

majoritairement à une protection chimique. Actuellement des produits ciblés contre les tiques se 

développent pour prévenir la transmission de maladies (Bissinger and Roe 2010). Dans le cas de la 

protection individuelle contre les tiques, l’utilisation de produits de type répulsifs est largement 

répandue et particulièrement efficace (Diaz 2016). Les répulsifs utilisés peuvent être d’origine 

naturelle et extraits de plantes ou bien synthétisés en laboratoire. Plusieurs molécules décrites 

comme répulsives sont commercialisées et leur mode d’action général passe par la perturbation du 

système olfactif des arthropodes (Dethier, Browne, and Smith 1960). Le choix du répulsif utilisé sera 

effectué en fonction de la population ciblée (âge, allergies, grossesse) et aussi du type d’activité en 

extérieur correspondant à la période à risque (durée d’efficacité, activités prévues suite à l’application, 

effet de transpiration, chaleur, etc.), (Pages et al. 2014; Bissinger and Roe 2010). Les répulsifs 

recommandés par la communauté Européenne (Directive 98/8) sont des molécules d’origine 

synthétiques telles que le DEET (ou N,N-diéthyl-3-méthylbenzamide), l’IR3535 (ou 

butylacétylaminopropanoate d'éthyle), l’icaridine (appelée aussi picaridine ou KBR 3023) ou encore 

d’origine végétale comme le PMD (p-menthane-3,8-diol) ou la perméthrine (maintenant synthétisée 

en laboratoire, Tableau 2), (Pages et al. 2014). De plus, le DEET est un répulsif connu et largement 

utilisé pour lutter contre les tiques, ainsi il est souvent utilisé comme contrôle positif lors d’études 

visant à tester de nouvelles molécules répulsives (Buchel et al. 2015; Soutar, Cohen, and Wall 2019). 

Mais malgré leur autorisation sur le marché et leur efficacité avérée, le mode d’action des répulsifs 

utilisés n’est pas toujours bien défini, voire inconnu comme pour l’IR3535 ou la picaridine. Les cibles 

potentielles sont des récepteurs impliqués dans l’olfaction des arthropodes (Staub et al. 2002; Drakou 

et al. 2017). Certains répulsifs ont montré des effets indésirables chez des personnes traitées, comme 
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pour le DEET. Des cas d’intoxications ont été répertoriés (potentiellement lié à un surdosage du 

produit ou à son ingestion) chez des personnes traitées avec du DEET dont certains présentaient des 

problèmes au niveau du système nerveux central (Diaz 2016). Également, l’utilisation de PMD 

(provenant parfois d’extrait d’huiles essentielle) peut entrainer des irritations au niveau cutané et au 

niveau des yeux et est déconseiller à l’utilisation pour les femmes enceintes et les enfants en bas-âge 

(Diaz 2016; Pages et al. 2014). 

Une autre méthode de protection individuelle utilise l’imprégnation des textiles avec des 

molécules ayant un effet répulsif, comme la perméthrine. Cette molécule, appartenant à la famille 

des pyréthrinoïdes, est extraite de fleurs du pyrèthre de Dalmatie (Chrysanthemum cineraiaefoliu). 

Cette substance active est commercialisée depuis les années 1970 et a montré qu’en plus de son effet 

répulsif, elle possède des propriétés acaricides (Katz, Miller, and Hebert 2008). D’après une étude de 

2014, la forte toxicité de la perméthrine sur les tiques de l’espèce I. ricinus a été observée comme lors 

de l’utilisation de perméthrine à 0,25 et 1% où une mortalité de 100% a été constatée à 48h post-

exposition (Buczek, Bartosik, and Kuczynski 2014). La perméthrine peut être commercialisée sous 

forme de spray à appliquer sur les vêtements avant de réaliser une sortie dans une zone à risque. Des 

vêtements peuvent également être vendus en étant déjà imprégnés, notamment pour les tenues de 

terrain militaires ou pour les autres corps de métier où la rencontre avec les tiques est probable. Ces 

vêtements permettent une protection d’environ 6 mois, malgré les lavages car la dégradation de la 

molécule est principalement due aux rayons UV (Bissinger and Roe 2010). 
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Tableau 2 : Composés (répulsifs et acaricides) actuellement autorisés et utilisés pour se protéger des 
piqûres de tiques. 

Catégorie Nom molécule 
Cible 

moléculaire 

Méthode 

d’utilisation 
Risques d’utilisation Références 

Synthétique 

DEET 
Récepteurs 

olfactifs 
Cutanée 

Toxicité, dégradation 

du plastique, aspect 

huileux et odeur forte 

(Diaz 2016; Przygodzka 

et al. 2019) 

Icaridine 
Récepteurs 

olfactifs 
Cutanée 

Utilisation 

déconseillée pour les 

enfants de moins de 2 

ans. 

(Drakou et al. 2017; 

Abdel-Ghaffar, Al-

Quraishy, and 

Mehlhorn 2015; Büchel 

et al. 2015; Diaz 2016) 

Perméthrine 
Canaux 

sodiques 

Traitement 

textile 

Non préconisée pour 

une application 

cutanée 

(Katz, Miller, and 

Hebert 2008; Faulde, 

Uedelhoven, and 

Robbins 2003; Brooke 

W. Bissinger 2010; 

Faulde, Albiez, and 

Nehring 2010) 

IR 3535 
Récepteurs 

olfactifs 
Cutanée 

Pas de contre-

indication 

(Semmler et al. 2011; 

Goodyer et al. 2010; 

Staub et al. 2002) 

Origine 

naturelle 
PMD 

Récepteurs 

olfactifs 
Cutanée 

Irritant au niveau 

cutané et fortement 

irritant pour les yeux 

(Goodyer et al. 2010; 

Diaz 2016; Jaenson, 

Garboui, and Pålsson 

2006; Elmhalli et al. 

2009) 

 

 

2.2 - Développement de répulsifs à base d’huiles essentielles 
 

Des répulsifs à base d’huiles essentielles (HE) sont également utilisés pour se protéger des 

tiques (Tableau 3). Ce sont des mélanges complexes composés principalement de terpénoïdes 

(Jaenson, Garboui, and Pålsson 2006; Gardulf, Wohlfart, and Gustafson 2004; Pålsson et al. 2008; 

Tunón et al. 2006; Thorsell, Mikiver, and Tunon 2006; Del Fabbro 2015; Jaenson, Pålsson, and Borg-

Karlson 2005). Les extraits les plus souvent cités dans la littérature sont la citronnelle, le cèdre, 

l’eucalyptus, le géranium, la menthe, la lavande, le soja, et l’eucalyptus citronné (Bissinger and Roe 

2010). Plusieurs études ont mis en évidence l’effet répulsif et toxique de composés présents dans 

certaines HE. Notamment contre l’espèce I. ricinus comme le carvacrol, le thymol (Tabari et al. 2017) 

ou encore l’eugénol, qui est également décrit comme acaricide chez Rhipicephalus microplus et 
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Dermacentor nitens (de Monteiro et al. 2012; Brown et al. 1998). De plus au niveau neurologique, 

l’eugénol a été décrit comme activateur synaptique chez le mollusque Helix pomatia, pouvant montrer 

une potentielle activité neurotoxique de ce composé (Szabadics and Erdélyi 2000). L’utilisation d’HE 

en combinaison avec des pesticides a déjà montré un effet potentiateur sur l’activité neurotoxiques 

des pesticides, comme chez le moustique (Tong and Bloomquist 2013; Norris et al. 2019; Norris et al. 

2018). Une étude récente de Arafa et al., (2021), a contourné la résistance aux pyréthrinoïdes des 

tiques Rhipicephalus annulatus en testant une formulation composée de deltaméthrine, d’huile 

essentielle d’eucalyptus et de thym qui permet de réduire de 95 % l’infestation par les tiques sur une 

période de 30 jours post-traitement (Arafa et al. 2021). 

De manière générale, les formulations à base d’huiles essentielles sont mieux acceptées par 

la population comme alternative aux substances synthétisées en laboratoire. Malgré tout l’utilisation 

des huiles essentielles doit être réalisée en prenant des précautions car ces composés extraits de 

plantes peuvent eux aussi avoir des effets indésirables, notamment chez l’enfant en bas-âge et chez 

la femme enceinte. En effet, certaines huiles essentielles sont décrites comme étant irritantes pour la 

peau, les yeux (Jaenson, Garboui, and Pålsson 2006; Gardulf, Wohlfart, and Gustafson 2004; Del 

Fabbro 2015), ou encore cancérigènes (Tableau 3), (Tunón et al. 2006; Thorsell, Mikiver, and Tunon 

2006). 
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Tableau 3 : Liste non exhaustive des huiles essentielles étudiées pour lutter contre les tiques, ainsi que les 
composés présents dans ces huiles en particulier. 

Nom scientifique 
(végétaux utilisés) 

Nom 
commun 

Composés et 
extraits testés 

Toxicité Référence 

Artemisia 
abrotanum 

Aurone 
Eugenol 

Irritant pour les yeux et la 
peau, mutagène, tumorigène 

(Tunón et al. 2006) 

Coumarin 
Mutagène, tumorigène, 

tératogène 

Dianthus 
caryophyllum 

Œillet 

B-Citronellol Irritant pour la peau 

Eugenol 
Irritant pour la peau, 

mutagène 

2-Phenylethanol 

Irritant pour les yeux et la 
peau, mutagène, troubles de 
la reproduction, tumorigène, 

perturbation du système 
nerveux central 

Coumarin 
Mutagène, tumorigène, 

tératogène 

Convallaria majalis Muguet Huile extraite 
Toxique pour la peau 

(Citronellol) 

(Thorsell, Mikiver, 
and Tunon 2006) 

Cymbopogon spp Citronnelle Huile extraite 
Irritant pour les yeux, 

mutagène 

Syzygium 
aromaticum 

Giroflier Huile extraite 
Mutagène, irritant/toxique 

pour la peau 

Corymbia citriodora 
Eucalyptus 

citronné 
Citridiol 

Irritant pour la peau et les 
yeux (modéré) 

(Jaenson, Garboui, 
and Pålsson 2006; 
Gardulf, Wohlfart, 

and Gustafson 
2004) 

Ocimum basilicum Basilic Eugenol Irritant pour la peau (Del Fabbro 2015) 

Pelargonium 
graveolens 

Géranium 
Huile extraite 
(diluée à 30%) 

Pas d’information 
(Jaenson, Garboui, 
and Pålsson 2006) Lavandula 

angustifolia 
Lavande 

Huile extraite 
(diluée à 30%) 

Pas d’information 

Rhododendron 
tomentosum 

Lédon des 
marais 

Huile extraite Pas d’information 
(Jaenson, Pålsson, 
and Borg-Karlson 

2005) 

Tanacetum vulgare 
Tanaisie 

commune 

4-Terpineol 

Pas d’information 
(Pålsson et al. 

2008) 

1,8-Cineol 
(eucalyptol) 

Thujone 

1-α-Terpineol 

Verbenol 

1-Verbenone 

Borneol 
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2.3 - Développement de phénomènes de résistances 
 

L’utilisation de ces différentes molécules montrent que les tiques sont capables de développer 

des mécanismes de résistances, notamment vis-à-vis des pyréthrinoïdes (Tableau 4). L’utilisation 

globale et généralisée des mêmes acaricides, ou des composés ayant les mêmes cibles au niveau du 

système nerveux de la tique, pose le problème de la montée des phénomènes de résistance (Abbas et 

al. 2014). De plus, l’arrivée sur le marché de nouveaux agents chimiques est fortement impactée par 

le coût de développement de nouvelles molécules. Ce coût est estimé à 100 millions $US sur une 

période d’environ 10 ans (Graf et al. 2004). Ces phénomènes de résistance sont plus étudiés chez les 

tiques du genre Rhipicephalus car ils se développent plus rapidement auprès des espèces possédant 

un cycle à un seul hôte obligatoire (comme R. microplus), contrairement aux tiques possédant un cycle 

à plusieurs hôtes obligatoire (comme I. ricinus), (Mekonnen et al. 2002). 

Tableau 4 : Premières apparitions de résistances chez la tique R. microplus présente dans les élevages. 
Rc : récepteur, GABA : acide γ-aminobutyrique, AChE : acétylcholinestérase, (Guerrero et al. 2014; Abbas et 

al. 2014). 

Composés Cible / Effet Introduction 
Résistance 
constatée 

Pays (résistance 
observée) 

Arsenic 
Stress oxydant 

(arsénié) 
1893 1936 

Australie, 
Argentine 

Organochlorés (DDT) 
Antagonistes des Rc 

GABA 
1946 1953 

Argentine, Brésil, 
Venezuela 

Organophosphorés/ 
Carbamates 

Inhibiteur d’AChE 1944 1963 Australie 

Formamidines 
(amitraze) 

Agonistes des Rc à 
l’octopamine 

1975 1978 Australie 

Pyréthrinoïdes 
Modulateurs des 
canaux sodiques 

1997 1981 Australie 

Lactones 
macrocycliques 

(ivermectine) 

Activateurs des 
canaux chlorures 

1981 2000 Colombie 

Phénylpyrazoles 
(Fipronil) 

Antagonistes des Rc 
GABA 

1993 2013 Mexique 

Benzoylurées 
(Fluazuron) 

Inhibiteur de 
croissance 

1994 2014 Brésil 

Spinosyn (Spinosad) Agonistes des nAChRs 2007 Non décrite 
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3 - Utilisation des pesticides ciblant les récepteurs 
nicotiniques 
 

3.1 - Utilisation de ces composés dans la lutte contre les tiques 
 

 L’utilisation des néonicotinoïdes pour lutter contre les tiques est mise en place dans les 

traitements antiparasitaires chez les animaux. Certains traitements ne sont pas ciblés contre les 

tiques mais sont appliqués dans le but de déparasiter les animaux contre plusieurs espèces (tiques, 

puces, mouches, moustiques), comme le produit Vectra® composé de dinetofuran, et utilisés pour le 

traitement des chats et des chiens (Coudert 2019). L’utilisation de néonicotinoïdes pour la protection 

des animaux de compagnie s’effectue souvent à l’aide de mélange de substances actives comme les 

traitements à base de 10 % d’IMI (10%) et de 4,5 % de fluméthrine (Serestro®), (Dantas-Torres et al. 

2013; Stanneck and Fourie 2013).  

Peu de travaux de recherche ont été effectués sur l’utilisation de composés ciblant les 

récepteurs à l’acétylcholine de type nicotinique (nAChRs) pour la lutte contre les tiques. Pourtant elle 

est la seule classe de pesticides utilisées ne montrant pas de développement de résistance 

actuellement, par exemple le spinosad (George, Pound, and Davey 2004). De plus, leur utilisation est 

moindre par rapport aux autres classes d’acaricides comme les pyréthrinoïdes, les carbamates ou 

encore les organophosphorés, utilisés largement pour le traitement systématique des troupeaux. Une 

étude de 2015 portant sur le pouvoir acaricide du dinetofuran sur des femelles adultes gorgées (R. 

sanguineus) a montré un effet acaricide lent et graduel (de Oliveira et al. 2015). En effet, une faible 

mortalité n’est constatée qu’à partir de 5 000 ppm et augmente graduellement avec la concentration 

en dinetofuran (LC50 = 10 182,25 ppm), (de Oliveira et al. 2015). Comme les tiques sont devenues 

résistantes à toutes les substances fortement utilisées (George, Pound, and Davey 2004), il est 

nécessaire de développer ou d’exploiter de nouvelles molécules qui soient spécifiques des tiques, avec 

des cibles moléculaires différentes. 
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3.2 - Néonicotinoïdes et autres composés ciblant les récepteurs 
nicotiniques 
 

 Les pesticides ciblant les récepteurs à l’acétylcholine de type nicotiniques (nAChRs) et qui sont 

les plus utilisés dans le monde sont les néonicotinoïdes (représentant 18% du marché global des 

insecticides), suivis par les spinosynes (2,8%) d’après une étude de 2016 (Crossthwaite et al. 2017). 

D’autres classes existent comme les sulfoximines (sulfoxaflor), les buténolides (flupyradifurone) ou 

encore les analogues de la néréistoxine, qui ont également une action sur les nAChRs des invertébrés 

(Sparks and Nauen 2015; Sparks et al. 2013; Nauen, Jeschke, Velten, Beck, Ebbinghaus-Kintscher, et 

al. 2015; Lee, Tomizawa, and Casida 2003) . 

Les pesticides de la famille des néonicotinoïdes sont des dérivés de la nithiazine, décrite 

comme un insecticide très efficace mais photo-instable. Le processus de modification de cette 

molécule a mené au remplacement de son groupe nitrométhylène en nitroimine supplémenté d’un 

groupement 1-chloro-3-pyridyl. Le résultat de ces modifications fut l’obtention d’une nouvelle 

substance biocide, l’imidaclopride (ou IMI), (Kagabu 2003). L’IMI est largement utilisée dans la 

protection des cultures car elle possède un pouvoir biocide important, notamment sur les insectes 

piqueur-suceurs. Les molécules synthétisées les années suivantes ont été regroupées en trois classes 

en fonction des modifications réalisées sur la structure initiale de la nithiazine : les nitrométhylènes 

(C=CH-NO2), les N-nitroguanidines (C=N-NO2) et les N-Cyanoamidines (C=N-CN), (Figure 7), 

(Jeschke and Nauen 2008; Kagabu 2003; Matsuda et al. 2001). Les groupements portés par les 

substances ont montré une différence au niveau de l’efficacité des pesticides. En effet, l’IMI, la 

clothianidine (CLT) et le thiaméthoxame (TMX) portent un groupement nitro induisant une toxicité 

plus importante que les molécules avec un groupement cyano, comme l’acétamipride (ACE) ou le 

thiaclopride (THC), (Matsuda et al. 2001; Pisa et al. 2015). Ces pesticides sont décrits avec une demi-

vie relativement longue dans le sol (entre 8 et > 1000 jours), ainsi qu’une grande solubilité dans l'eau 
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en fonction des composés étudiés (Hladik, Main, and Goulson 2018; Bonmatin et al. 2015). Malgré 

l’effet toxique plus faible des néonicotinoïdes par rapport aux organophosphorés ou aux 

organochlorés sur les espèces non-cibles et l’environnement (Tomizawa and Casida 2005), leur impact 

toxique global est à prendre en considération. Des évaluations au niveau européen et par l’ANSES en 

France ont notamment fortement restreint l’utilisation des pesticides néonicotinoïdes. L’ANSES, qui 

est chargée d’évaluer les autorisations de mises sur le marché en France, a émis des recommandations 

pour l’utilisation de certains néonicotinoïdes ayant des impacts sur le comportement des abeilles. 

Notamment en 2016, où l’agence a recommandé une modification des conditions d’utilisations de 

plusieurs composés (clothianidine, thiaméthoxame et imidaclopride), pour lesquels une incertitude 

importante existait au niveau de leurs usages (ANSES 2021).   Ensuite, entre 2018 et 2019, l’usage des 

substances suivantes : clothianidine, imidaclopride, thiaméthoxame et  thiaclopride, a été interdit par 

la commission européenne, à l’exception de leur utilisation sous serre (ANSES 2021). En effet, de 

nombreuses publications ont montré les impacts de ces pesticides sur des espèces non-cibles comme 

les insectes polinisateurs, ou encore sur un grand nombre d’espèces vertébrés (Goulson 2013; 

Gibbons, Morrissey, and Mineau 2015). 

Parmi les autres classes de pesticides agissant sur les nAChRs d’invertébrés, les sulfoximines 

(Figure 7) sont utilisés pour lutter contre les insectes se nourrissant de sève (Babcock et al. 2011), 

comme Myzus persicae, Aphis gossypii, Bemicia tabaci ou encore Nilaparvata lugens qui sont 

également des espèces connues pour avoir développé des résistances pour les autres insecticides 

présents sur le marché (Bass et al. 2015). Dans cette nouvelle classe de pesticide, le sulfoxaflor a été 

commercialisé en tant que composé initial des sulfoximines (Sparks et al. 2013). La distinction 

structurale principale avec les néonicotinoïdes est la présence d'un groupement sulfoxinime, pour la 

première fois utilisée dans l’agrochimie (Babcock et al. 2011).  

Un autre exemple est le flupyradifurone (Figure 7), commercialisé depuis 2014 (Nauen, 

Jeschke, Velten, Beck, Ebbinghaus-Kintscher, et al. 2015; Sparks and Nauen 2015), qui représente une 
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nouvelle classe chimique décrite comme agoniste des nAChRs. Il est principalement utilisé comme 

insecticide systémique pour la protection des cultures d’arbres fruitiers contre les ravageurs de 

cultures. Ce composé est structurellement proche des néonicotinoïdes (notamment de l’IMI) et 

possède le même mode d’action (Nauen, Jeschke, Velten, Beck, Ebbinghaus-Kintscher, et al. 2015). 

Le flupyradifurone est capable de moduler l’activité des nAChRs au niveau du site de liaison 

orthologue des nAChRs, il est décrit comme un agoniste partiel (Nauen, Jeschke, Velten, Beck, 

Ebbinghaus-Kintscher, et al. 2015). Ces deux composés, le sulfoxaflor et le flupyradifurone, sont 

avantageux car ils ne créent pas de résistance croisée qui pourrait avoir lieu chez des espèces 

résistantes à certains néonicotinoïdes, comme M. persicae dont une mutation sur la sous-unité β1 

(R81T) induit une insensibilité à l’IMI (Bass et al. 2011).  
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Figure 7 : Représentation des structures d’insecticides néonicotinoïdes classés en fonction des 
modifications présentes sur les structures, ainsi que la structure du sulfoxaflor et du flupyradifurone. 
CPM (6-chloropyrid-3-ylmethyl), TFM (tetrahydrofurylmethyl), CPM (6‐Chloro‐pyrid‐3‐ylmethyl). 
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Chapitre 3 : Le récepteur à l’acétylcholine de type 
nicotinique 
 

1 - Description des nAChRs chez les vertébrés  
 

1.1 - Généralités sur les récepteurs canaux activés par un ligand 
 

Les récepteurs de type canal activés par un ligand (ou LGIC : « Ligand-Gated Ion Channel »), 

sont des protéines transmembranaires polymériques. Ce type de récepteur est activé suite à la liaison 

d’un ligand endogène au niveau d’un site de liaison extracellulaire. Les LGICs sont impliqués dans la 

neurotransmission rapide au niveau synaptique. Ils sont définis comme des canaux ionotropes car 

leurs protéines transmembranaires permettent le passage des ions au travers de la membrane 

plasmique. Ce groupement de récepteurs canaux se divise en quatre superfamilles (Figure 8) : 

- Les récepteurs à boucle cystéine (ou « Cys-LGIC »), qui est la superfamille la plus diversifiée et 

qui contient des récepteurs composés de 5 sous-unités comme les récepteurs à l’acétylcholine 

de type nicotiniques (nAChRs), les récepteurs au GABAA (γ-aminobutyrique), les récepteurs à 

la sérotonine de type 5-HT (5-hydroxytryptamine), et les récepteurs à la glycine (Connolly and 

Wafford 2004). 

- Les récepteurs glutamates NMDA (N-methyl-D-aspartate), AMPA (α-amino-3-hydroxy-5-

methyl-4-isoxazolepropionic acid) et kaïnate (Connolly and Wafford 2004). 

- Les récepteurs canaux TRP (Transient Receptor Potential), qui sont des canaux perméables 

aux cations souvent impliqués dans la nociception, et peuvent être activés par différentes 

voies dont celle impliquant un ligand (Ramsey, Delling, and Clapham 2006). 

- Les récepteurs canaux ATP dépendants activés lorsqu’il y a une augmentation de l’ATP au 

niveau extracellulaire, impliquant des canaux potassiques ATP-dépendants (Vial, Roberts, 

and Evans 2004). 
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Figure 8 : Structure des quatre superfamilles de récepteurs composants les LGICs. 
Représentation des sous-unités en coupe dans la membrane (en haut), et des sous-unités assemblées vu du 

dessus (en bas.). Les récepteurs appartenant aux Cys-LGIC sont représentés par l’exemple du nAChR. Les 

récepteurs au glutamate (GluR), les canaux ATP (Adénosine Tri-Phosphate) et TRP (Transient Receptor 

Potentiel) sont également représentés. Les différentes grandes familles sont caractérisées par le nombre de 

domaines transmembranaires présents et leur agencement dans la membrane, ainsi que le nombre de sous-

unités assemblées formant le récepteur, (Collingridge et al. 2009; Boonen et al. 2018). 

 

 

1.2 - Découverte des récepteurs nicotiniques 
 

Les premières expériences concernant l’activité des récepteurs à l’acétylcholine de type 

nicotiniques ont été réalisées par le Pr. John Newport Langley durant le début du 20ème siècle. Lors 

d’expériences menées sur des grenouilles, il a en effet observé la contraction du muscle 

gastrocnémien suite à l’application de nicotine, qui pouvait être inhibée par l’application de curare 

(Langley 1905). Dans la continuité de ces travaux, Henry Hallet Dale et son équipe ont proposé l’action 

d’un neurotransmetteur pour activer les récepteurs neuronaux et ils réussirent à purifier 

l’acétylcholine (ACh). Dans la suite de leurs travaux, ils ont comparé les effets de l’ACh, de la nicotine 
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et de la muscarine, et ont conclu à la présence de deux familles de récepteurs possédant des propriétés 

pharmacologiques différentes (Dale 1914; Dale and Dudley 1929). Actuellement, ces deux familles de 

récepteurs cholinergiques sont décrites comme les récepteurs à l’acétylcholine de type nicotinique 

(ou nAChR) et de type muscarinique (ou mAChR). Grâce à toutes ces découvertes concernant le rôle 

de l’acétylcholine au sein du système nerveux central des vertébrés, les chercheurs Henry H. Dale et 

Otto Loewi reçurent le Prix Nobel de Physiologie et Médecine en 1936 pour « leurs découvertes 

relatives à la transmission chimique de l'influx nerveux ». Les propriétés fonctionnelles du nAChR ont 

ensuite été étudiées par les chercheurs Katz et Miledi dans les années 1970. Leurs travaux portaient 

sur « le rôle du calcium dans la facilitation neuromusculaire » (Katz and Miledi 1968). En effet, ils avaient 

observé que lors de l’activation des récepteurs, la dépolarisation de la membrane plasmique était 

observée suite à l’entrée de calcium extracellulaire à travers celle-ci. Par la suite, des études menées 

dans l’équipe de Erwin Neher et Bert Sakmann ont permis d’obtenir les premiers courants grâce à la 

technique de patch-clamp, sur des membranes de fibres musculaires de grenouille (Neher, Sakmann, 

and Steinbach 1978). L’application de cette technique leur a notamment permis d’obtenir le prix 

Nobel de Médecine en 1991 concernant leurs travaux sur « la fonction des canaux ioniques individuels 

dans les cellules ». La description de la structure du récepteur nicotinique a ensuite été obtenue grâce 

aux études menées sur l’organe électrique de la torpille (Torpedo californica), où les nAChRs sont en 

quantité très importante. L’équipe de Lee a réussi à caractériser in-vitro le récepteur grâce à 

l’utilisation d’une neurotoxine (α-bungarotoxine) extraite du venin de serpent du genre Bungarus (Lee 

and Tseng 1966). Pour compléter ce résultat, l’utilisation d’α-bungarotoxine sur l’organe de la torpille 

(in-vivo) et en patch-clamp (in-vitro) a permis de montrer son effet inhibiteur sur les nAChRs en 

bloquant la réponse des récepteurs quand ils sont mis en contact d’un agoniste, la carbamylcholine 

(Changeux, Kasai, and Lee 1970). Grâce à l’extraction des nAChRs présents chez la torpille, le premier 

récepteur nicotinique a été cloné et caractérisé en système d’expression hétérologue par l’utilisation 

de la technique de double microélectrode en potentiel imposé (ou TEVC), (Mishina et al. 1986). De 

plus, ce récepteur a servi de modèle afin d’étudier la structure de nAChRs chez plusieurs espèces de 
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vertébrés et d’invertébrés, ainsi que leur fonction et leur régulation (Osborne 1996; Mongan et al. 

1998; Swope et al. 1999). 

 

1.3 - Propriétés structurales et fonctionnelles des nAChRs 
 

1.3.1 - Structure du récepteur et des sous-unités qui le composent 
 

L’étude des récepteurs nicotiniques présents dans l’organe électrique de la torpille (T. 

marmorata) par microscopie électronique, à haute résolution (4 Å) a permis de démontrer que leur 

structure est pentamérique et qu’ils possèdent un diamètre d’environ 80 Å et une hauteur de 160 Å 

(Unwin 2005; Toyoshima and Unwin 1990). Cette protéine, d’environ 300 kDa, est composée de 5 

sous-unités qui sont similaires au niveau de leur structure et donc de leurs dimensions, mesurant au 

maximum 30 × 40 × 160 Å par sous-unité (Figure 9), (Unwin 2005). L’assemblage de ces sous-unités 

forme un pore au travers de la membrane plasmique, à l’intérieur duquel peuvent passer des ions 

lorsque le canal est ouvert. Chaque sous-unité possède la même structure tridimensionnelle, avec une 

partie intracellulaire (composée d’hélices α) mesurant environ 60 Å, un domaine transmembranaire 

d’environ 30 Å et une partie extracellulaire (composée de feuillets β) mesurant environ 70 Å (Figure 

9), (Albuquerque et al. 2009). Toutes les sous-unités sont constituées d’un domaine hydrophile 

amino-terminal (ou N-terminal) au niveau extracellulaire (Figure 10), contenant la boucle Cys. Cette 

boucle Cys est un motif composé de deux cystéines séparées de 13 acides aminés et joue un rôle dans 

l’assemblage et la cinétique d’ouverture du canal des nAChRs. La région N-terminale est impliquée 

dans la fixation de l’agoniste et est constituée de 6 boucles notées de A à F (Grutter et al. 2005). Les 

autres caractéristiques structurales présentes dans les sous-unités de nAChRs sont les quatre hélices 

transmembranaires hydrophobes (du TM1 au TM4, Figure 10), une large boucle intracellulaire entre 

les domaines TM3 et TM4 (impliquée dans la régulation des nAChRs par phosphorylation), et pour 

finir un domaine hydrophile carboxy-terminal (ou C-terminal) extracellulaire (Figure 10), (Unwin 
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2005). Il existe deux types de sous-unités pouvant composer les récepteurs nicotiniques : les sous-

unités dites α ainsi que les non-α. Une sous-unité appartenant au groupe α possède un doublet de 

cystéines adjacentes (position 192 et 193 chez la torpille), (Albuquerque et al. 2009). Les sous-unités 

ne possédant pas ce motif appartiennent aux sous-unités dites non-α et sont nommées sous-unités β, 

δ, γ ou ε (Lindstrom 1997). 

 

 

 

Figure 9 : Représentation en ruban des sous-unités formant le récepteur (α)2β1γδ de la torpille. 
(A) Le récepteur est vu au-dessus du pore ionique et seulement les parties des sous-unités impliquées dans la 

formation du pore ionique sont mises en évidence (α : rouge, β : vert, γ : bleu foncé, δ : bleu clair). (B) Le 

récepteur est vue parallèlement à la membrane plasmique, uniquement les sous-unités positionnées à l’avant 

du récepteur sont mises en évidence (α : rouge, γ : bleu foncé). L’emplacement du résidu αTrp 149 (jaune, A et 

B), ainsi que la localisation de la membrane plasmique (barre grise, I : Intracellulaire, E : Extracellulaire, B) sont 

également représentés. Les différentes dimensions du récepteur sont illustrées par des barres fléchées avec la 

valeur en Å (modifiée d’après (Unwin 2005)). 

 

  



Introduction : Les récepteur à l’acétylcholine de type nicotinique 

 
52 

 

Figure 10 : Représentation de la structure des sous-unités formant les récepteurs nicotiniques. 
(A) Assemblage des sous-unités formant un nAChR au niveau de la membrane plasmique, avec les trois 

domaines décrits (synaptique, transmembranaire, intracellulaire). (B) Représentation schématique des 

domaines transmembranaires composants une sous-unité du récepteur. Le doublet de cystéines adjacentes 

(caractéristique des sous-unités de type α) ainsi que les deux cystéines formant un pont disulfure (caractéristique 

des récepteurs appartenant à la famille des LGIC) sont présents sur la partie N-terminale (modifié d’après (Karlin 

2002)). 

 

Les domaines TM2 des sous-unités composant le nAChR délimitent un pore ionique d’environ 

30 Å de diamètre (Arias 1997; Unwin 2005). Toutes les sous-unités sont assemblées de façon 

symétrique, perpendiculaire à la membrane plasmique et suivant un axe qui va passer au centre du 

pore ionique ainsi créé (Arias 1997). L’étude des séquences protéiques des sous-unités formant le 

récepteur musculaire (⍺)2βγδ de T. californica a permis de déterminer l’emplacement des acides 

aminés qui vont former des anneaux chargés ou non, présents au niveau du pore ionique du récepteur 

(Figure 11 A), (Noda et al. 1983). Les récepteurs nicotiniques sont perméables aux cations car l’entrée 

du pore est constituée d’acides aminés chargés négativement. Ainsi leur activation, entrainant 

l’ouverture du canal et l’entrée de cations dans le cytoplasme (Na+, K+ et Ca2+), induit une forte 

dépolarisation de la membrane (Arias, Bhumireddy, and Bouzat 2006). Les anneaux chargés 

négativement, qui sont présents au niveau extracellulaire et intracellulaire, permettent la sélection 

des ions pouvant transiter à travers le canal, alors que les anneaux non chargés ont pour fonction 

l’ouverture et la fermeture du canal (Arias 1997; Karlin 2002). Ces anneaux sont situés en série verticale 
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partant du domaine extracellulaire jusqu’au domaine intracellulaire dans l’ordre suivant  : anneau de 

la leucine (L254), de la valine (V251), de la leucine (L247), de la thréonine (T244) et de la sérine (S240), 

(Figure 11A), (Arias 1997; Itier and Bertrand 2001). La surface interne du canal est constituée en 

grande partie par le TM2 et une petite partie du TM1 (Karlin 2002). De plus, les TM1, TM3 et TM4 

permettent de former une séparation entre le pore ionique et la membrane hydrophobe (Papke 2014). 

Le TM1 a également une fonction  dans l’assemblage des sous-unités donc la formation du canal et 

son activation, grâce à une interaction avec la partie supérieure du domaine TM2 (Corringer, Novère, 

and Changeux 2000). 

 

1.3.2 - Site de liaison des ligands 
 

Des études, utilisant des marquages par affinité avec des molécules marquées ou de la 

mutagénèse dirigée, ont permis de localiser le site de liaison à l’ACh à l’interface entre deux sous-

unités sur le domaine extracellulaire (Mishina et al. 1985; Galzi et al. 1991; Galzi et al. 1990; Middleton 

and Cohen 1991). La sous-unité principale est obligatoirement une sous-unité α et la sous-unité 

complémentaire, une sous-unité α ou non-α (Figure 11 B), (Karlin 2002; Papke 2014; Sine 2002; 

Albuquerque et al. 2009). La sous-unité principale participe au site de liaison à l’acétylcholine en 

impliquant le doublet de cystéines de la boucle C (Albuquerque et al. 2009) et également des résidus 

(en particulier des tyrosines) présents au niveau des boucles A et B (Arias 1997). La sous-unité 

complémentaire participe au site de liaison avec ses  boucles D, E et F (Albuquerque et al. 2009). Le 

nombre de sites de liaisons présents au niveau extracellulaire est donc définit par la composition en 

sous-unité du récepteur, pouvant aller de 2 sites distincts pour les récepteurs hétéromériques comme 

(α1)2β1γδ, et jusqu’à 5 sites distincts pour les récepteurs homomériques comme le récepteur α7 (Gotti 

et al. 2007; Taly et al. 2009). Le site de liaison formé à l’interface entre les deux sous-unités est une 

poche hydrophobe. Deux parties composent cette interface, la première dite « positive » est 

constituée des deux cystéines adjacentes de la sous-unité α (αCys192 et αCys193) ainsi que de quatre 
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résidus aromatiques bien espacés au sein de la séquence d’acide aminés (αTyr 93, αTrp 149, αTyr 190, 

et αTyr 198), (Galzi et al. 1990; Middleton and Cohen 1991). Ces acides aminés sont conservés au sein 

des sous-unité de type α, à l’exception des sous-unités de type α5 (αTyr 190 Asp) avec laquelle aucun 

site de liaison ne peut donc être formé (Karlin 2002; Taly et al. 2009). La seconde partie dite 

« négative » est constituée d’au moins trois acides aminés présents sur la deuxième sous-unité 

composant le site de liaison (Albuquerque et al. 2009; Celie et al. 2004). Des études du récepteur 

hétéromérique (α1)2β1γδ chez Torpedo californica ont montré l’implication de résidus particuliers de 

la sous-unités complémentaire (Leu 112, Met 114 et Trp 53) dans la formation du site de liaison (Celie 

et al. 2004). Les résidus présents sur la partie « positive » de la poche hydrophobe vont définir l’affinité 

avec le ligand alors que les acides aminés de la partie « négative » ont un rôle dans la sélectivité de 

celui-ci (Albuquerque et al. 2009). 

 

 

Figure 11 : Représentation (A) des anneaux chargés à l’intérieur du pore ionique ainsi que (B) du site de 
liaison à l’ACh à l’interface entre une sous-unité α (principale) et complémentaire (α ou β). 
 (A) Illustration de l’organisation structurelle et fonctionnelle du canal ionique entre deux sous-unités de type α, 

délimité par les domaines TM2 des sous-unités du pentamère. Les résidus notés et numérotés sur le schéma 

représentent les acides aminés présents au niveau de la lumière du canal et formant des anneaux avec les résidus 

homologues des autres sous-unités (représentés par les cercles). Les anneaux rouges sont chargés 

négativement et les anneaux verts sont non-chargés. (B) Illustration du site de liaison à l’interface entre deux 

sous-unités. Les boucles A, B, et C (Loop A-C) de la sous-unité α sont représentées ainsi que leurs résidus 

impliqués dans la formation du site de liaison. De même pour la seconde sous-unité, les boucles D, E et F (Loop 

D-F) sont représentées avec les acides aminés nécessaires à la formation du site de liaison, (modifié d’après 

(Corringer, Novère, and Changeux 2000; Matsuda et al. 2001; Itier and Bertrand 2001)). 
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Grâce à l’étude d’une protéine se liant à l’ACh (l’ACh-Binding Protein ou AChBP), la résolution 

atomique structurelle du site de liaison à l’ACh présent sur les nAChRs a été obtenue. Cette protéine 

provenant du mollusque (découverte chez Lymnea stagnalis), (Smit et al. 2001) est sécrétée par les 

cellules gliales et possède un rôle dans la régulation du signal synaptique au niveau de synapses 

cholinergiques (Brejc et al. 2001b). Grâce à des études de cristallographie aux rayons X, la structure 

de l’AChBP a été obtenue chez Lymnea stagnalis (Figure 12), (Brejc et al. 2001b), et également chez 

d’autres espèces comme Aplysia californica (Hansen et al. 2005), Capitella teleta (McCormack et al. 

2010) ou encore Cupiennius salei (Torkkeli, Liu, and French 2015). 

L’AChBP possède une homologie de séquence avec certaines sous-unités de nAChRs 

comprise entre 20 et 24 % (α1, α4 et β2 d’humain), (Brejc et al. 2001a). Cette protéine est connue pour 

avoir une structure homo-pentamérique (Figure 12) et possède un site de liaison pour l’ACh similaire 

à celui présent sur les nAChRs. La plupart des acides aminés conservés et impliqués dans le site de 

liaison à l’ACh sont également présents dans la séquence de l’AChBP (Shahsavar et al. 2016), ce qui 

en fait un bon modèle pour l’étude des nAChRs. Deux types d’AChBP ont été comparés lors d’études 

d’affinité de liaison avec plusieurs agonistes. Les Ls-AChBP (provenant de l’espèce Lymnaea stagnalis) 

montrent un profil d’affinité comparable aux récepteurs nAChRs de type α4β2 car ils sont plus 

sensibles aux agonistes endogènes et de petites tailles (ACh, nicotine, épibatidine), alors que les Ac-

AChBP (Aplysia californica) sont plus sensibles aux toxines (conotoxines), (Shahsavar et al. 2016). 

L’étude en co-cristallographie de la structure des Ls-AChBP a permis de déterminer les résidus 

impliqués dans la liaison à l’ACh pour la partie « positive » (Trp 53, Tyr 89, Trp 143, Tyr 185 et Tyr 192) 

qui sont également conservés au sein des nAChRs. Plus généralement, le site à l’interface entre le 

ligand et le récepteur est formé par les résidus présent dans la boule D (Trp), la boucle A (Tyr), la boucle 

B (Trp) et la boucle C (2 Tyr), (Brejc et al. 2001a; Olsen et al. 2014; Corringer, Novère, and Changeux 

2000). Au niveau de la partie « négative » de la poche hydrophobe, les résidus impliqués dans la liaison 

peuvent varier de manière importante en fonction du modèle d’étude (AChBP et nAChR) et 
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également au sein des AChBP provenant d’espèces différentes. Cette diversité est due au rôle de ces 

résidus dans la sélectivité du ligand (Marotta et al. 2014; Harpsøe et al. 2013). L’étude de cette 

protéine a permis de caractériser de nombreux sites de liaisons pour des agonistes tels que la nicotine, 

la carbamylcholine (Celie et al. 2004), ainsi que pour des insecticides comme l’imidaclopride ou la 

clothianidine (Ihara et al. 2008), ou encore pour des antagonistes tels que la méthyllycaconitine 

(Hansen et al. 2005). 

 

 

 

 

Figure 12 : Représentation en 3D de l’AChBP du mollusque Lymnaea stagnalis. 
(A) Représentation vu du dessus de la protéine homopentamérique. Chaque sous-unité est représentée avec 

une couleur différente. Les structures formées de boules et de barres localisées à l’interface entre chaque sous-

unité représentent les sites de liaison (B) Vu du pentamère AChBP, perpendiculaire à l’axe formé par 

l’assemblage des 5 sous-unités. Le site de liaison situé entre les deux sous-unités mises en évidence (jaune et 

bleue) est visible grâce à la représentation d’un ligand entre les deux sous-unités, (Brejc et al. 2001b). 
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1.3.3 - Mécanisme d’ouverture du canal 
 

Les nAChRs peuvent passer par trois états différents : l’état fermé (ou au repos) en absence 

d’agoniste et les états ouvert (ou activé) et désensibilisé en présence d’agoniste (Figure 13). Ces états 

sont définis par la conformation dans laquelle le récepteur va se trouver au niveau de la membrane 

plasmique (Figure 13). Une modification importante se réalise suite à la liaison d’un agoniste et 

permet l’ouverture du canal qui mène à l’entrée d’ion à travers la membrane plasmique (Sine and 

Engel 2006). Plusieurs régions et résidus présents au sein des nAChRs et à l’interface entre le site de 

liaison et le canal sont impliqués dans l’ouverture du pore ionique. En effet, la liaison d’un agoniste va 

modifier la position de la boucle C (qui va immobiliser l’agoniste) d’une sous-unité α, ce qui entrainera 

un changement de conformation au niveau des hélices des domaines TM2 et TM3 des sous-unités 

non-α (Grutter et al. 2005; Unwin and Fujiyoshi 2012). L’état désensibilisé du nAChR apparait suite à 

une application prolongée d’agoniste, le récepteur n’est alors plus conducteur (Gay and Yakel 2007). 

Les nAChRs présentant un état de désensibilisation sont encore liés à l’ACh avec une forte affinité 

mais les courants cationiques engendrés par les récepteurs vont diminuer progressivement car les 

récepteurs deviennent imperméables aux ions (Sine and Engel 2006). Ensuite le récepteur se retrouve 

à nouveau dans un état fermé et redevient sensible à la liaison d’un agoniste. 
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Figure 13 : Illustration des différents états des nAChRs (fermé (A), ouvert (B), désensibilisé (C). 
La liaison d’un ligand tel que l’ACh au niveau des sites de liaison présents sur le récepteur nicotinique permet 

l’ouverture rapide du canal et le passage d’ions à travers le pore ionique. Le récepteur va ensuite se désensibiliser 

avec les sites de liaisons restant inaccessibles pour d’autres ligands. Lorsque les sites de liaison sont de nouveaux 

accessibles, le récepteur est alors à l’état fermé (ou inactivé), en attente de la fixation de nouveaux ligands 

(Corradi and Bouzat 2016). 

 

 

1.4 - Diversité des récepteurs chez les vertébrés 
 

1.4.1 - Identification des différentes sous-unités de nAChRs 
 

Actuellement, 17 sous-unités ont été caractérisées chez les vertébrés, dont cinq sont 

présentes au niveau musculaire (α1, β1, γ, δ et ε) et douze au niveau neuronal (α2-α10 et β2-β4), 

(Albuquerque et al. 2009). Le récepteur formé par les sous-unités peut-être homomérique et donc 

constitué de sous-unités identiques, ou hétéromérique s’il est composé d’au moins deux types de 

sous-unités différentes. Deux catégories de récepteurs sont définies en fonction de la localisation des 

nAChRs : 1) les récepteurs musculaires formés de quatre types de sous-unités différentes (nommées 

α, β, γ, δ et ε, Figure 14) selon différentes combinaisons telles que (α)2βγδ présentes au niveau des 



Introduction : Les récepteur à l’acétylcholine de type nicotinique 

 
59 

tissus musculaires non-innervés, notamment identifiés chez le veau, ou (α)2βεδ présentes au niveau 

des synapses neuromusculaires matures chez l’adulte (Mishina et al. 1986; Albuquerque et al. 2009) ; 

et 2) les récepteurs neuronaux  composés de sous-unités α et β pouvant former des homopentamères 

ou des hétéropentamères (Role 1992).  

Malgré la grande diversité de combinaisons de nAChRs possibles en théorie, un faible nombre 

de sous-types de récepteurs nicotiniques ont été mis en évidence, démontrant ainsi une forte 

régulation de leur expression (Albuquerque et al. 2009). Les sous-unités α7, α8 et α9 peuvent former 

des nAChRs homomériques, mais également des récepteurs hétéromériques fonctionnels en 

combinaison avec des sous-unités α et β, comme α7β3 étudié suite à l’injection de sous-unités de 

poulet en ovocyte de xénope ou le récepteur α9α10 provenant du rat (Palma et al. 1999; Elgoyhen et 

al. 2001). Les récepteurs neuronaux sont également régulés en fonction du type cellulaire où ils sont 

exprimés. En effet, des ARN messagers (ou ARNm) de nAChRs, en plus des cellules neuronales, ont 

été détectés dans de nombreux types cellulaires comme des cellules de la peau, des bronches, des 

cellules épithéliales gastrointestinales ou encore des lymphocytes (Zoli et al. 2018; Kindt et al. 2008). 

Les nAChRs détectés dans les différents tissus peuvent être homo- ou hétéromériques et également 

agir indépendamment dans la régulation des processus physiologiques (Gotti et al. 2009; Zoli et al. 

2018; Alkondon and Albuquerque 2004).  
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Figure 14 : Diversité des sous-unités de nAChRs présentes chez les vertébrés pouvant former des 
récepteurs hétéro- ou homomériques. 
Les sous-unités présentes dans la case « Site de liaison » sont impliquées dans la formation du site de liaison à 

l’agoniste au niveau du récepteur (pour les nAChRs hétéromériques et homomériques). a la sous-unité α8 a été 

décrite uniquement chez le poulet. b La sous-unité α10 peut former des récepteurs hétéromériques avec la sous-

unité α9 (Papke 2014). 

 

 

1.4.2 - Caractérisation pharmacologique des nAChRs de vertébrés 
 

La composition en sous-unités α et β possède un impact sur la fonction et les propriétés des 

récepteurs exprimés (Gotti et al. 2009). De plus, la diversité moléculaire est à mettre en parallèle avec 

une diversité des propriétés pharmacologiques des nAChRs. A ce titre, des études 

électrophysiologiques ont permis d’identifier différents sous-types de récepteurs en fonction de leurs 

réponses aux agonistes et antagonistes. Ainsi, l’utilisation d’α-bungarotoxine (α-Bgt) a permis de 

décrire deux sous-types de récepteurs différents, en fonction de leur sensibilité à cette toxine. Suite à 

l’étude de récepteurs fonctionnels, les nAChRs homomériques constitués des sous-unités α7, α8 et α9 

ont été décrits comme sensibles à l’α-Bgt (Couturier et al. 1990; Elgoyhen et al. 1994). Également, le 
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récepteur musculaire (α1)2β1δγ, ainsi que les nAChRs hétéromériques neuronaux α7α8, α9α10 et α7β2 

ont été identifiés comme sensibles à l’α-Bgt (Elgoyhen et al. 2001; Zoli, Pistillo, and Gotti 2015; Le 

Novere, Corringer, and Changeux 2002), (Keyser et al. 1993). Les récepteurs hétéromériques 

composés des sous-unités α2-α6 et β2-β4 sont quant à eux définis comme insensibles à l’α-Bgt, mais 

ayant une forte affinité pour la nicotine (Gotti et al. 2009; Zoli, Pistillo, and Gotti 2015). Effectivement, 

les récepteurs α2β2, α3β2 et α4β2 ne sont pas bloqués par l’α-Bgt lorsqu’ils sont exprimés en ovocytes 

de xénope (Wada et al. 1988; Boulter et al. 1987).  

En plus de la classification des récepteurs entre sensibles et insensibles à l’α-Bgt, les sous-

unités composant les nAChRs peuvent également impacter la pharmacologie des récepteurs. Pour 

illustrer cela, les études effectuées sur des récepteurs hétéromériques humains ont montré que α2β4 

et α4β4 peuvent être inhibés à 80% par la mécamylamine (Mec), comparé aux récepteurs α2β2 et 

α4β2 qui le sont seulement à 50% (Chavez-Noriega et al. 1997). Par ailleurs, au sein des récepteurs 

hétéromériques, les sous-unités qui ne sont pas impliquées dans le site de liaison sont appelées « sous-

unités accessoires ». Pour l’instant, deux sous-unités accessoires sont décrites : α5 et β3, et sont 

capables de s’assembler avec les sous-unités α4 et β2 pour former les récepteurs α4β2α5 ou α4β2β3 

(Kuryatov, Onksen, and Lindstrom 2008). Ces sous-unités ont un rôle dans la modification des 

propriétés pharmacologiques des récepteurs. Ainsi, l’étude de l’expression de ces récepteurs dans des 

cellules HEK (Human Embryonic Kidney) a permis de montrer que le nAChR α4β2α5 est le plus 

sensible à la galanthamine. Cela pourrait être dû à la présence de la sous-unité α5 dans le récepteur 

fonctionnel (Kuryatov, Onksen, and Lindstrom 2008). La stœchiométrie peut aussi moduler les 

propriétés des nAChRs hétéromériques. Des études réalisées sur des récepteurs composés des sous-

unités α4 et β2 ont permis d’identifier deux assemblages possibles, le récepteurs (α4)2(β2)3 et 

(α4)3(β2)2. Leur expression en cellules HEK a montré que les nAChRs (α4)3(β2)2 sont plus sensibles à 

l’ACh et plus perméables au calcium (Nelson et al. 2003; Moroni et al. 2006).  
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1.5 - Modulation allostérique des nAChRs 
 

La modulation allostérique des récepteurs est définie par le fait qu’un ligand va induire un 

changement de conformation du récepteur en se liant à un site dit « allostérique », qui est un site 

distinct du site de liaison à l’ACh appelé orthostérique (Bertrand and Gopalakrishnan 2007). L’étude 

de la modulation des nAChRs par ce type de composé a été développée dans le but de trouver des 

traitements contre des maladies touchant le système nerveux central (SNC) comme la maladie 

d’Alzheimer, la schizophrénie, ou encore la dépression (Taly et al. 2009). Différents types de ligands 

ont la capacité de moduler la réponse des nAChRs suite à la fixation d’un agoniste (Tableau 5), que 

l’on peut classer en trois catégories : 

- Des molécules activatrices des récepteurs comme les modulateurs positifs allostériques (ou 

PAM pour « Positive Allosterique Modulator »).  

- Des molécules inhibitrices comme les modulateurs négatifs allostériques (ou NAM pour 

« Negative Allosteric Modulator »).  

- Des molécules qui vont se lier aux nAChRs mais dont la liaison ne va engendrer aucune 

réponse fonctionnelle, ils sont appelés modulateurs allostériques silencieux (ou SAM pour 

Silent Allosteric Modulator »). 

Les modulateurs allostériques positifs (ou PAM) vont avoir un effet positif sur la réponse 

engendrée par la liaison d’un agoniste au niveau du site orthostérique du nAChR. On distingue les 

PAM de type I, qui vont augmenter le pic de réponse sans impacter l’état de désensibilisation du 

récepteur, et les PAM de type II qui ont un effet sur l’état des récepteurs et peuvent donc inhiber l’état 

de désensibilisation, c’est-à-dire permettre le passage direct des nAChRs à l’état activé (Wang and 

Lindstrom 2018). Le premier PAM décrit pour le récepteur homomérique α7 de mammifère est 

l’ivermectine. Une application de l’ivermectine en pré-traitement entraine une augmentation du 

courant induit par l’ACh et une réduction de l’EC50 (concentration efficace médiane ou « half maximal 
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effective concentration ») ainsi que du temps de désensibilisation des récepteurs (Krause et al. 1998). 

Plusieurs autres PAM ont par la suite été caractérisés comme le 5-Hydroxyindole (type I), le NS-1738 

(type I), le TQS (type II) ou le PNU-120596 (type II) (Tableau 5) pour lesquels le pouvoir de modulation 

positive varie de manière importante entre les molécules. Par exemple, l’application de PNU-120596 

(10 µM) permet d’obtenir des réponses à l’ACh 10 fois supérieures au contrôle (ACh seule), comparé à  

l’application de 1 mM de 5-Hydroxyindole qui n’augmente qu’avec un facteur 5 (Bertrand and 

Gopalakrishnan 2007).  

 Les modulateurs négatifs (ou NAM) sont décrits comme des inhibiteurs non-compétitifs des 

nAChRs et peuvent être classés en deux catégories : les NAM qui vont se lier au niveau du pore ionique 

et ainsi bloquer l’entrée des ions dans le canal, et ceux qui ont un effet modulateur sur les propriétés 

du récepteur comme la désensibilisation et le retour à l‘équilibre des nAChRs (Chatzidaki et al. 2015). 

De nombreux ligands ont été identifiés comme des molécules psychoactives telles que la 

mécamylamine, des antidépresseurs, des monoterpènes (le menthol ou le camphre) ou encore des 

ligands endogènes telle que la protéine Lynx-1 (Chatzidaki et al. 2015). 

 Les modulateurs allostériques silencieux (ou SAM) vont se lier aux nAChRs sur des sites 

allostériques utilisés pour la majorité des PAM et NAM, et n’induire aucune modulation de la réponse 

à l’agoniste lié au site orthostérique. Récemment, l’impact des SAM sur les modulations allostériques 

des PAM et des NAM a été décrite. En effet, la présence de composés appartenant aux SAM 

(2,3,5,6MP-TQS et 2,4,6MP-TQS) inhibe l’effet de modulation de type NAM ou PAM sur la réponse à 

l’ACh appliqués sur un récepteur α7 humain (Gill-Thind et al. 2015; Chatzidaki et al. 2015). 
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Tableau 5 : Liste de modulateurs allostériques des récepteurs nicotiniques (non-exhaustive). 

Composés 
Récepteurs 

étudiés 
Espèces 

Type de 
modulation 

Références 

17β-estradiol α2β4 Humain PAM* (Jin and Steinbach 2011) 

4BP-TQS α7  Humain PAM II (Grønlien et al. 2007) 

5-hydroxyindole α7  Humain PAM I (Zwart et al. 2002) 

A-867744 α7  Humain PAM II (Faghih et al. 2009) 

CCMI α7  Rat PAM I (Ng et al. 2007) 

Galantamine 

α4β2 Humain 

PAM* (Samochocki et al. 2003) α6β4 Humain 

α3β4 Humain 

Genistein α7 Humain PAM I (Grønlien et al. 2007) 

HEPES 
α4β2 Humain 

PAM* 
(Weltzin, Huang, and 

Schulte 2014) α7 Humain 

Ivermectine α7 Humain, poulet PAM* (Krause et al. 1998) 

Levamisole 
α3β3 Humain 

PAM* 
(Levandoski, Piket, and 

Chang 2003) α3β4 Humain 

LY-2087101  
LY-2087133 
LY-1078733 

α7 (humain) Humain 

PAM I (Broad et al. 2006) 
α2β4 (humain) Humain 

α4β2 (humain) Humain 

α4β4 (humain) Humain 

NS-1738 
α7 (humain) Humain 

PAM I 
(Timmermann et al. 

2007) (Olsen et al. 2013)  α4β2 (humain) Humain 

NS-206 α4β2 (humain) Humain PAM* (Olsen et al. 2013)  

NS9283 (A-969933) α4β2 (humain) Humain PAM* (Lee et al. 2011) 

PNU-120596 α7 (humain) Humain PAM II (Hurst et al. 2005) 

RO5126946 α7 (humain) Humain PAM I (Sahdeo et al. 2014) 

TBS-346 α7 (humain/rat) Humain, rat PAM I 
(Chatzidaki and Millar 

2015) 

TBS-516 α7 (humain/rat) Humain, rat PAM II 
(Chatzidaki and Millar 

2015) 

Mécamylamine 

α3β4 (humain, 
rat) 

Humain, rat 

NAM 
(Papke, Sanberg, and 

Shytle 2001) 

α3β2 (humain, 
rat) 

Humain, rat 

α7 (humain, rat) Humain, rat 

α4β2 (humain, 
rat) 

Humain, rat 

Menthol α7 (humain) Humain NAM (Ashoor et al. 2013) 

Propofol nAChRs natifs Torpedo NAM (Jayakar et al. 2013) 

Zinc α7 (poulet) Poulet NAM (Palma et al. 1998) 

2,3,5,6MP-TQS 
α7 (humain) 

Humain 
SAM (Gill-Thind et al. 2015) 

2,4,6MP-TQS Humain 

 
* Le type de modulateur allostérique n’est pas précisé dans l’étude. 
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2 - Diversité moléculaire des nAChRs chez les arthropodes 
 

2.1 - Diversité génétique des sous-unités de nAChRs d’arthropodes 
 

La première séquence de nAChRs d’insecte a été clonée chez la drosophile Drosophila 

melanogaster. En effet, l’hybridation avec des sondes ADN provenant de la torpille a permis d’isoler la 

première séquence d’une sous-unité β1 de nAChR d’insecte (Hermans-Borgmeyer et al. 1986). Le 

séquençage et l’annotation du génome de D. melanogaster (Adams et al. 2000) a permis 

l’identification de 10 gènes codant pour des sous-unités différentes de nAChRs, dont 7 sont des sous-

unités α et 3 sont des sous-unités β (Jones and Sattelle 2010). Suite aux études menées sur la 

drosophile, d’autres espèces d’insectes d’intérêt ont été étudiées, menant à l’identification de 10 à 12 

gènes codant pour des sous-unités de nAChRs (Jones and Sattelle 2010), comme chez le moustique 

Anopheles gambiae vecteur de la malaria (α1-9 et β1), (Jones, Grauso, and Sattelle 2005a), l’abeille 

domestique Apis mellifera (α1-9 et β1 et β2), (Jones et al. 2006), ou encore Bombyx mori (α1-9 et β1-

3), (Shao, Dong, and Zhang 2007) et Tribolium castaneum (α1-11 et β1), (Jones and Sattelle 2007). La 

nomenclature universelle des sous-unités de nAChRs d’insecte est définie en fonction de l’homologie 

avec les séquences des sous-unités de la drosophile D. melanogaster. Ainsi 7 groupes 

monophylétiques de sous-unités ont été définis : les groupes Dmelα1, Dmelα2, Dmelα3, Dmelα4, 

Dmelα5-7, Dmelβ1, et Dmelβ2. Les sous-unités dont les séquences présentent moins de 29 % 

d’homologie avec les séquences de la drosophile sont dites « divergentes ». L’identification de ces 

sous-unités divergentes spécifiques est possible pour les espèces dont le génome est séquencé et 

annoté (Tableau 6), (Jones and Sattelle 2010). 

Les récepteurs nicotiniques appartenant à des espèces d’Arachnides ont également été 

étudiés ( 
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Tableau 6), notamment chez Tetranycus urticae, un acarien se nourrissant sur les plantes 

(Dermauw et al. 2012; Grbić et al. 2011) ou chez l’araignée Pardosa pseudoannulata (Meng et al. 

2015a). La caractérisation de récepteurs chez les tiques, des espèces d’intérêt au niveau médical et 

vétérinaire, a également été débutée, permettant d’obtenir des séquences prédites et partielles de 

sous-unités de nAChRs notamment chez Ixodes scapularis (vecteur de la maladie de Lyme), (Gulia-

Nuss et al. 2016) ou encore chez Rhipicephalus sanguineus (parasite des élevages dans les régions 

tropicales), où la sous-unité α1 a été étudiée (Lees et al. 2014). 

 

Tableau 6 : Récapitulatif des espèces d’arthropodes dont l’étude du génome (du transcriptome pour P. 
pseudoannulata) a été réalisée et dont les sous-unités de nAChRs ont été décrites (liste non exhaustive). 

Ordre Espèces Importance 
Nombre de 
sous-unités 

Sous-
unités 

divergentes 
Références 

Diptera 
Drosophila 

melanogaster 
Modèle génétique 10 β3 

(Jones and Sattelle 
2010) 

Diptera 
Anopheles 
gambiae 

Vecteur de la Malaria 10 α9 
(Jones, Grauso, and 

Sattelle 2005a) 

Lepidoptera Bombyx mori 
Modèle lépidoptères, 

production de soie 
12 α9, β2, β3 

(Shao, Dong, and 
Zhang 2007) 

Hymenoptera Apis mellifera 
Modèle en 

comportement, 
pollinisation 

11 α9, β2 (Jones et al. 2006) 

Hymenoptera 
Nasonia 

vitripennis 
Modèle guèpe 

parasitoïde 
16 

α9, α10, α11, 
α12, β2, β3, 

β4 
(Jones et al. 2010) 

Coleoptera 
Tribolium 

castaneum 

Modèle coléoptères, 
ravageur d'aliments 

entreposés 
12 α9, α10 

(Jones and Sattelle 
2007) 

Orthoptera 
Locusta 

migratoria 
Modèle criquet 11 α9, β2 (Wang et al. 2015) 

Homoptera 
Acyrthosiphon 

pisum 
Ravageur de culture 11 α9, α10, β2 (Dale et al. 2010) 

Blattodea 
Periplaneta 
americana 

Modèle en 
éléctrophysiologie 

19 

α9, β2, β3, 
β4, β5, β6, 
β7, β8 β9, 

β10 

(Jones et al. 2021) 

Acari Ixodes scapularis 
Vecteur de la maladie 

de Lyme 
12 Non décrites 

(Gulia-Nuss et al. 
2016) 

Acari 
Tetranychus 

urticae 
Ravageur de cultures 10 β2, β3 

(Dermauw et al. 
2012; Grbić et al. 

2011) 

Araneae 
Pardosa 

pseudoannulata 
Biocontrôle 8 Non décrites (Meng et al. 2015a) 
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2.2 - Multiplicité des sous-unités de nAChRs chez les arthropodes 
 

2.2.1 - Mécanisme d’édition de l’ARN messager 
 

Le mécanisme d’édition de l’ARNm permet la modification de certains nucléotides, comme la 

transformation d’une adénosine (A) en une inosine (I). Cette modification est réalisée par des enzymes 

appelées les adénosines désaminases qui agissent sur l’ARNm (ADARs). Les nucléotides I sont affiliés 

à des guanosines (G) dans la machinerie cellulaire. Ainsi, les transcrits ayant subi ce type de 

modification auront une séquence différente comparée à l’ADN génomique, permettant la traduction 

de différentes isoformes de la protéine (Seeburg 2002). Chez les insectes, de telles modifications ont 

été détectées préférentiellement dans le système nerveux chez les individus adultes chez D. 

melanogaster, mais également chez A. mellifera (Jones et al. 2006; Palladino et al. 2000). Chez D. 

melanogaster, cinq sous-unités sont concernées par l’édition des ARN, induisant des modifications 

d’acides aminés présents dans des régions fonctionnelles. Par exemple les sous-unités Dmelα5, 

Dmelα7 et Dmelβ2 peuvent comporter des modifications sur leurs domaines TM2, TM3 et TM4 par 

édition. De telles modifications pourrait induire des changements au niveau de l’assemblage du 

récepteur ou au niveau fonctionnel, par exemple au niveau de l’activation et de la régulation du temps 

d’ouverture du canal (Guzmán et al. 2003; Tamamizu et al. 1999). De la même façon, des 

modifications des sous-unités Dmelα6 et Dmelβ1 sont rapportées au niveau de la partie N-terminale 

(extracellulaire) impactant les boucles impliquées dans la liaison avec le ligand et le domaine TM2 

(Grauso et al. 2002; Hoopengardner et al. 2003). Également, une modification de 5 résidus proche de 

la boucle E de la sous-unité α6 est observée chez d’autres espèces d’insectes, notamment chez Musca 

domestica, B. mori, H. viriscens, et T. castaneum (Gao, Deacutis, and Scott 2007; Jin et al. 2007). Un 

phénomène d’édition plus large de la sous-unité α6 est observée chez l’abeille A. mellifera, où 9 résidus 

sont modifiés (Jones et al. 2006). Cette modification serait impliquée dans l’altération de la 

désensibilisation du récepteur et sa conductance, ainsi que dans sa maturation (Jin et al. 2007; Gao, 
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Deacutis, and Scott 2007; Jones et al. 2006). Au contraire, chez A. gambiae aucune modification post-

transcriptionnelle n’a été observée. Ainsi ces éditions de séquences peuvent permettre la formation 

de nAChRs qui sont espèces-spécifiques (Jones, Grauso, and Sattelle 2005b). 

 

2.2.2 - Mécanismes d’épissage alternatif 
 

L’épissage alternatif est un processus permettant l’obtention de plusieurs ARNm 

correspondant à des protéines distinctes, qui proviennent toutes d’une séquence génomique unique. 

Il existe cinq mécanismes principaux d’épissage alternatif (Figure 15 A): (1) le saut d’exon, (2) la 

reconnaissance d’un site d’épissage alternatif à l’intérieur des exons au niveau 5’ ou (3) à l’extrémité 3’ 

des séquences, (4) la rétention d’intron, et (5) l’épissage d’exons mutuellement exclusifs (obtention 

d’une séquence épissée contenant l’un ou l’autre des exons), (Keren, Lev-Maor, and Ast 2010). 

La sous-unité α4 de la drosophile possède deux exons, exon 4 et exon 4’, qui sont soumis à un 

épissage alternatif mutuellement exclusif (Figure 15 B). Ce mécanisme conduit à trois isoformes 

différentes (avec soit un des exons 4 ou 4’, soit une absence de l’exon 4), présentant une modification 

de la séquence au niveau de la boucle Cys de la sous-unité. Il a également été décrit que les sous-unités 

portant l’exon 4’ ont un plus faible succès de formation de nAChRs fonctionnels (Lansdell and Millar 

2000a). Trois isoformes de la sous-unités α4 ont également été identifiées chez A. mellifera avec une 

régulation de leur expression au cours du développement. En effet, l’isoforme comprenant l’exon 4 

est présent à tous les stades développement contrairement à celui possédant l’exon 4’ qui n’a été 

détectée qu’aux stades de pupe et d’adulte, suggérant un rôle dans l’assemblage de récepteurs 

impliqués dans le développement tardif des organismes (Jones et al. 2006). La régulation de ces 

mécanismes d’épissage alternatif peut donc fortement impacter les propriétés pharmacologiques et 

l’expression des nAChRs. Un autre mécanisme d’épissage très conservé chez plusieurs espèces 

d’arthropodes concerne les exons 3 et 8 de la sous-unité α6. L’abeille A. mellifera et la drosophile D. 
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melanogaster ont trois exons 8 alternatifs (notés exon 8a, 8b et 8c) alors que le moustique A. gambiae 

et le papillon B. mori en possèdent uniquement deux (Jones et al. 2006; Jin et al. 2007). Chez D. 

melanogaster ainsi que A. gambiae, l’exon 3 possède deux formes alternatives, contrairement à A. 

mellifera n’en possédant qu’une seule (Jones, Grauso, and Sattelle 2005b; Jones et al. 2006; Grauso et 

al. 2002). Certains mécanismes d’épissage sont donc spécifiques à une espèce. Ainsi chez B. mori 

l’épissage alternatif de la sous-unité α8 au niveau des TM2 et TM3 (exon 7a et 7b) entraine une 

modification fonctionnelle du récepteur au niveau du canal (motif GEK) qui peut perturber la 

sélectivité cationique (Shao, Dong, and Zhang 2007). Les variants d’épissage peuvent également 

conduire à des modifications des mécanismes de régulation intracellulaire de l’activité des nAChRs. 

Chez A. mellifera, la sous-unité α3 présente un variant avec une délétion de 13 acides aminés au niveau 

de la boucle intracellulaire entre les domaines TM3 et TM4, provoquant la perte de deux domaines de 

phosphorylation pour la séquence dite « courte ». Cette différence au niveau des deux séquences 

épissées pourrait jouer un rôle dans les phénomènes d’agrégation, de désensibilisation des récepteurs 

et de modulation de l’effet des pesticides (Thany et al. 2007). L’épissage peut conduire à l’expression 

de protéines tronquées non fonctionnelles dont l’expression in-vivo reste à étudier. Le  rôle 

hypothétique de ces formes tronquées dans les organismes serait de capter les molécules d’ACh en 

excès (si leur site de liaison à l’ACh reste intact) pour éviter une surexcitation du système nerveux des 

insectes (Jones and Sattelle 2010). 
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Figure 15 : Illustration des mécanismes d’épissage alternatif, ainsi que l’exemple du gène α4. 
(A) Les différents mécanismes d’épissage sont représentés : (1) le saut d’exon, (2) et (3) le site d’épissage 

alternatif en 5’ et en 3’ respectivement, (4) la rétention d’exon et (5) les exons mutuellement exclusifs. Les exons 

constitutifs sont sous forme de rectangles incolores et les exons alternatifs par des rectangles de couleurs. Les 

lignes reliant les exons correspondent aux introns et les lignes en pointillés représentent les options d’épissage. 

(B) L’exemple de l’épissage alternatif du gène α4 est représenté. Ces épissages permettent d’obtenir 3 

séquences codantes chez D. melanogaster, A. mellifera et B. mori, (Jones and Sattelle 2010; Lansdell and Millar 

2000a; Keren, Lev-Maor, and Ast 2010). 
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3 - Caractérisation pharmacologique des nAChRs chez les 
arthropodes 
 

3.1 - Historique de l’étude électrophysiologique des nAChRs 
d’arthropodes 
  

Dans un premier temps, les études électrophysiologiques ont été mises en place sur des 

cellules neuronales en culture, afin d’étudier les propriétés des récepteurs natifs. Un des premiers 

modèles utilisés historiquement chez les insectes est celui de  la blatte Periplaneta americana (Thany 

2009), notamment au niveau de ces neurones DUM (Dorsal Unpaired Median) appartenant au sixième 

ganglion de sa chaine nerveuse (Lapied, Le Corronc, and Hue 1990). Cette technique est également 

appliquée aux cellules de Kenyon provenant des corps pédonculés isolés de cerveaux de l’abeille A. 

mellifera (Wüstenberg and Grünewald 2004; Goldberg et al. 1999), ou encore à des cellules provenant 

de lignées cellulaires de drosophile (Lee and O’dowd 1999; Towers and Sattelle 2002; Lavialle-Defaix 

et al. 2011).  

Dans un second temps, le clonage des premières sous-unités de nAChRs d’invertébrés, a 

permis leur expression en système hétérologue, tel que l’ovocyte de xénope, et l’enregistrement de 

leur activité par la technique de la double microélectrode en potentiel imposé (ou TEVC). Ainsi 

l’expression de la sous-unité Sgreα1  de Schistocerca gregaria en système hétérologue a permis la 

formation de récepteurs homomériques Sgreα1 fonctionnels (Marshall et al. 1990). Par contre, 

l’expression de la sous-unité α2 de D. melanogaster (Dmelα2) ou des sous-unités α1 et α2 de M. 

persicae, n’ont pas permis d’obtenir de récepteurs homomériques fonctionnels (Sgard et al. 1998; 

Sawruk et al. 1990). Il en a été de même lors de l’expression des sous-unités α1 et α3 de la cicadelle N. 

lugens, ou bien pour les sous-unités α1, α2, α3 et β1 appartenant au criquet Locusta migratoria (Liu et 

al. 2006; Hermsen et al. 1998). Afin de permettre l’expression de récepteurs fonctionnels, la majorité 

des travaux d’expression hétérologue de sous-unités d’arthropodes ont nécessité une coexpression 
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avec des sous-unités de vertébrés et/ou des protéines accessoires supplémentaires. Chez D. 

melanogaster, les sous-unités Dmelα1 et Dmelα2 sont coexprimées avec une sous-unité β2 de 

vertébré (Buckingham, Pym, and Sattelle 2006; Ihara et al. 2003). Cette stratégie de coexpression 

avec une sous-unité β de vertébré a été par la suite appliquée à d’autres espèces d’arthropodes tels 

que le puceron M. persicae, la cicadelle N. lugens, ou encore la tique Rhipicephalus sanguineus (Lees et 

al. 2014; Liu et al. 2006; Huang et al. 1999). L’utilisation de la protéine accessoire RIC-3 (Resistant to 

Inhibitor of Cholinesterase) provenant du nématode Caenorhabditis elegans injectée en coexpression 

avec les sous-unités Dmelα5 et Dmelα7, a permis l’expression de récepteurs homomériques et 

hétéromériques fonctionnels (Lansdell et al. 2012).  

 

3.2 - Identification de différents sous-types pharmacologiques de 
nAChRs chez les arthropodes 
 

Comme chez les vertébrés, différents sous-types de récepteurs nicotiniques sont présents 

dans les neurones d’invertébrés et peuvent être définis en fonction de leurs propriétés 

pharmacologiques (Thany et al. 2007). En général, les nAChRs sont classés en fonction de leur 

sensibilité/insensibilité à l’α-Bgt. Chez D. melanogaster, les récepteurs homomériques composés des 

sous-unités Dmelα5, Dmelα6 ou Dmelα7 sont sensibles à l’α-Bgt (Lansdell et al. 2012; Fayyazuddin et 

al. 2006; Wu et al. 2005). Chez S. gregaria, le récepteur homomérique α1 est également sensible à l’α-

Bgt (Marshall et al. 1990). L’étude des récepteurs fonctionnels de M. persicae montrent deux profils 

de sensibilité différents, avec des récepteurs homomériques  α1  sensibles et des récepteurs 

homomériques α2 et hétéromériques α2/β2 de poulet insensibles à l’α-Bgt (Sgard et al. 1998). De plus, 

contrairement à ce qui est observé chez les vertébrés, des récepteurs neuronaux hétéromériques 

peuvent être sensibles à l’α-Bgt. Ainsi des nAChRs composés des sous-unités Dmelα1, Dmelα2, 

Dmelα3, Dmelβ1 et Dmelβ2 pourrait également appartenir à des récepteurs sensibles à cet 

antagoniste (Figure 16), (Chamaon et al. 2000; Chamaon et al. 2002).  
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Figure 16 : Représentation des nAChRs sensibles et insensibles à l’α-Bgt. 
La sous-unité α1 chez S. gregaria et M. persicae s’assemblent en récepteurs homomériques sensibles à l’α-Bgt. 

Contrairement aux sous-unités α2 qui forment des nAChRs insensibles à l’α-Bgt chez D. melanogaster et M. 

persicae. Les récepteurs hétéromériques sont qualifiés de chimériques car ils sont constitués de sous-unités α 

de D. melanogaster coexprimées avec une β de vertébré (C pour poulet et R pour rat). La sensibilité à l’α-Bgt 

varie en fonction de la sous-unité α (modifié d’après (Dupuis et al. 2012)). 

 

Des études complémentaires ont permis d’obtenir un profil pharmacologique plus complet 

des récepteurs d’arthropodes en observant l’effet de composés agonistes et antagonistes 

supplémentaires. Par exemple chez la blatte (P. americana), deux sous-types de nAChRs ont été 

décrits suite à des études électrophysiologiques, les nAChRD (« Desensitized nicotinic acetylcholine 

receptor »), fortement sensibles aux pesticides néonicotinoïdes mais peu sensibles à l’α-Bgt, et les 

nAChRN (« Non-desensitized nicotinic acetylcholine receptor »), qui montrent une forte affinité pour 

l’α-Bgt et la méthyllycaconitine (ou MLA), (Salgado 2016; Salgado and Saar 2004). Au niveau des 

lobes antennaires de l’abeille A. mellifera, l’étude électrophysiologique des neurones isolés a montré 

que la nicotine possède un effet agoniste partiel et que des antagonistes tels que la MLA, l’α-Bgt et la 

dihydroxy-β-érythroïdine (DHE) ont un effet inhibiteur complet sur la réponse à l’ACh, avec une 

inhibition irréversible (Barbara et al. 2008). Chez les abeilles adultes de cette même espèce, les 

nAChRs contenus dans les cellules de Kenyon ont également montré une forte sensibilité à plusieurs 
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antagonistes comme la MLA, l’α-Bgt et la DHE. L’inhibition par ces antagonistes montre une 

réversibilité, excepté pour l’α-Bgt (Dupuis, Gauthier, and Raymond-Delpech 2011). Des expériences 

similaires ont été réalisées sur des neurones isolés au stade de pupe. L’application des antagonistes 

MLA et DHE ont montré qu’ils possèdent une plus forte inhibition sur les neurones provenant des 

pupes (efficacité augmentée de 2 x 103 et de 5 x 106 pour la MLA et la DHE respectivement). Pour finir, 

l’utilisation de la nicotine a montré qu’elle n’agit pas de la même façon en fonction du stade de 

développement. La nicotine agit comme un agoniste complet au stade adulte alors que l’activation 

des nAChRs n’est que partielle pour le stade de pupe (Dupuis, Gauthier, and Raymond-Delpech 2011; 

Wustenberg and Grunewald 2004).  

 

3.3 - Etude des sites de liaison des récepteurs d’arthropodes 
 

Les tests de liaison avec des radio-ligands spécifiques des nAChRs et les études de saturation 

permettent de déterminer l’affinité et le nombre de sites de liaison présents au sein des récepteurs 

(Maguire, Kuc, and Davenport 2012). Zhang et al., (2004) ont ainsi identifié chez D. melanogaster un 

unique site de liaison à l’α-Bgt en étudiant la fixation du radioligand [3H]-α-Bgt sur des préparations 

membranaires de têtes de drosophile (Zhang, Tomizawa, and Casida 2004). De même, l’utilisation 

d’α-Bgt radiomarqué ([125I]-α-Bgt), a montré la présence d’un seul site de liaison pour l’α-Bgt chez 

l’abeille A. mellifera (Tomizawa M.  et al. 1995), Manduca sexta (Eastham et al. 1998) et L. migratoria 

(Wiesner and Kayser 2000). Chez deux espèces de pucerons, M. persicae et Acyrthosiphon pisum, deux 

sites de liaison, de haute et basse affinité, ont été identifiés (Lind et al. 1999; Taillebois et al. 2014). 

Des expériences de liaison par affinité ont également été réalisée avec d’autres agonistes spécifiques 

des nAChRs comme l’imidaclopride ([3H]-IMI). Chez M. persicae et N. lugens, deux espèces 

d’hémiptères, la liaison par affinité a montré la présence de deux sites de liaison pour l’IMI 

contrairement à M. sexta et M. domestica (diptère et lépidoptère) qui possèdent un seul site de liaison 
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pour cet insecticide (Lind et al. 1998; Zhang et al. 2000; Li et al. 2010). Chez plusieurs espèces ayant 

un site principal de liaison identifié pour l’IMI, un second site avec une plus faible affinité a également 

été déterminé, notamment chez A. pisum (Taillebois et al. 2014), N. lugens (Li et al. 2010) et L. 

migratoria (Wiesner and Kayser 2000). Également chez A. mellifera, suite à une étude toxicologique 

portant sur l’IMI et ses métabolites, deux types de sites de liaison, à faible et à forte affinité, ont été 

déterminés (Suchail, Guez, and Belzunces 2001). Une étude de liaison chez la D. melanogaster avec 

l’utilisation d’IMI et d’α-Bgt radiomarqués simultanément a montré la présence de sites de liaison 

distincts pour ces deux composés, car leur liaison aux récepteurs n’est pas modifiée lorsqu’ils sont 

utilisés seuls ou en combinaison (Zhang, Tomizawa, and Casida 2004). L’étude de liaison en 

compétition, qui met en évidence l’affinité des récepteurs pour un ligand radiomarqué quand un 

ligand froid (non-marqué) sature les sites de liaison du récepteur, a été menée chez plusieurs espèces 

de pucerons (M. persicae, Aphis craccivora, A. pisum). Ainsi, l’absence de compétition au niveau de la 

liaison de l’IMI et de l’α-Bgt tritiés a été observée pour ces espèces également (Wiesner and Kayser 

2000). Chez la blatte américaine (P. americana) plusieurs néonicotinoïdes (acétamipride ou ACE, 

clothianidine ou CLT, thiaméthoxame ou TMX) ont montré une forte affinité pour les sites de liaison 

marqués à l’α-Bgt  tritié ([3H]-α-Bgt), (Mori et al. 2002). Chez le puceron du pois également, l’IMI peut 

partiellement inhiber la liaison de l’[125I]-α-Bgt alors que la CLT et le TMX ont montré une inhibition 

complète (Taillebois et al. 2014). Chez les insectes, les néonicotinoïdes semblent donc se fixer sur des 

sites de liaisons distincts en fonction des espèces et des molécules considérées (Taillebois et al. 2018).  
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4 - Mode d’action des néonicotinoïdes 
 

4.1 - Activité neurotoxique des néonicotinoïdes 
 

Les néonicotinoïdes agissent sur les nAChRs et présentent une forte affinité pour les 

récepteurs d’invertébrés comparé à ceux des vertébrés (Casida and Durkin 2013).  Des différences 

présentes au niveau de la structure et des propriétés des sous-unités de nAChRs entre les vertébrés et 

les invertébrés peut expliquer en partie la forte sélectivité des néonicotinoïdes pour les arthropodes 

et la faible toxicité pour les mammifères (Matsuda et al. 2001; Lansdell and Millar 2000b; Nauen, 

Ebbinghaus, and Tietjen 1999; Tomizawa and Casida 2003). 

La première étude montrant qu’un insecticide de type nitrométhylène 

(2(nitromethylene)tetrahydro-1,3-thiazine ou NMTHT) a été capable d’activer les nAChRs fut réalisée 

sur les récepteurs homomérique α1 de S. gregaria exprimés en système hétérologue (Leech et al. 

1991). Suite à cela,  une étude de toxicité sur la mouche M. domestica a montré l’activité insecticide 

de plusieurs néonicotinoïdes (dinotéfurane, IMI et CLT), (Kiriyama et al. 2003). D’autres techniques 

comme les modélisations 3D de récepteurs d’insectes ont été réalisées dans le but d’effectuer in-silico 

l’étude de la liaison de composés aux nAChRs. Par exemple, la modélisation de cinq sous-unités 

appartenant à A. mellifera, basée sur la comparaison avec la structure de l’AChBP de T. marmorata a 

permis d’observer la formation de liaisons hydrogènes avec de l’IMI et du fipronil à de faibles 

concentrations. D’après les auteurs, ces liaisons montrent qu’à de faibles concentrations de pesticides 

la survie des abeilles peut être impactée (Rocher and Marchand-Geneste 2008).  

Ainsi, les études électrophysiologiques ont permis de montrer la corrélation entre l’ouverture 

des récepteurs canaux suite à la liaison des néonicotinoïdes et leur effet pesticide (Nishimura et al. 

1998; Nishiwaki et al. 2003). Leur effet agoniste mène à une surexcitation des récepteurs présents au 

niveau synaptique, conduisant à des paralysies et à l'épuisement de l'énergie cellulaire (Tomizawa and 

Casida 2011). De plus, des expériences avec plusieurs néonicotinoïdes ont permis de montrer que ces 
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molécules peuvent agir de plusieurs manières sur les nAChRs. Des études sur les neurones de P. 

americana ont montré que certains composés sont des agonistes partiels (par exemple l’IMI, l’ACE), 

(Salgado and Saar 2004; Ihara et al. 2006) et d’autres des agonistes totaux comme la CLT ou le 

dinotefurane (Tan, Galligan, and Hollingworth 2007; Brown et al. 2006; Kagabu, Matsuda, and Komai 

2002). D’autres propriétés des néonicotinoïdes ont pu être observées comme leur capacité à moduler 

la réponse des nAChRs, par exemple le thiaclopride peut inhiber la réponse à l’ACh sur le récepteur 

α4β2 de poulet (Toshima et al. 2008). Malgré la forte affinité de ces pesticides aux nAChRs 

d’arthropodes, une variabilité au niveau de leur action est quand même observée en fonction des 

espèces ciblées (Honda, Tomizawa, and Casida 2006). De nombreuses études ont été réalisées dans 

le but de découvrir le mode d’action précis de ces pesticides au niveau des nAChRs d’arthropodes, leur 

modulation ainsi que leur site de liaison sur les récepteurs. 

 

4.2 - Etude de la sélectivité des nAChRs face aux néonicotinoïdes 
 

La liaison des néonicotinoïdes se réalise sur le même site de liaison que pour l’ACh, ainsi les 6 

boucles du domaine N-terminal sont susceptibles de participer à la sélection des néonicotinoïdes 

(Ihara, Sattelle, and Matsuda 2015). Des études de mutagénèse dirigée ainsi que de patch-clamp ont 

permis d’identifier sur la sous-unité α7 de poulet deux résidus pouvant interagir avec le groupe N-nitro 

présent sur le nitenpyrame (C=CH-NO2) et sur l’IMI, le TMX, la CLT et le dinotefurane (C=N-NO2). Il 

s’agit d’une glutamine (Q79) localisée dans la boucle D et d’une glycine (G189) présente dans la boucle 

F (Shimomura et al. 2003; Shimomura et al. 2002; Matsuda et al. 2001). Des mutations réalisées sur la 

sous-unité α7 de poulet pour le résidu glutamine (Q79E) diminue fortement la réponse induite par 

l’IMI. Contrairement à ce résultat, les mutations Q79K et Q79R ont permis d’augmenter 

significativement la réponse induite par l’IMI et par le nitenpyrame. Ces résultats suggèrent qu’un 

effet de répulsion se produit entre le groupe carboxylate du résidu glutamate et le groupe N-nitro de 

l’IMI, réduisant ainsi l’affinité de la molécule aux nAChRs (Shimomura et al. 2002). D’autres mutations 
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effectuées dans la boucle F de la sous-unité α7 de poulet ont pu établir que les mutations induites 

G189D et G189E réduisent fortement la sensibilité à l’IMI. Ces résultats suggèrent un rôle important 

de la boucle F dans la formation du site de liaison à l’IMI pour ces récepteurs homomériques α7 

(Matsuda et al. 2001). Des études supplémentaires sur le récepteur α4β2 de poulet ont mis en 

évidence l’importance de la boucle C et de la boucle D dans la formation du site de liaison. Des 

mutations au niveau de la sous-unité β2 (T77R et E79V) rendent le récepteur exprimé plus sensible à 

l’IMI, qui peut être encore augmenté par la mutation E219P au niveau de la sous-unité α4 (Tomizawa 

and Casida 2009). Au niveau des sous-unités non-α, des résidus basiques sont présents comme la 

lysine (K) ou l’arginine (R), et peuvent également interagir fortement avec les groupements N-nitro 

des néonicotinoïdes par des forces électrostatiques et des liaisons hydrogènes (Shimomura et al. 

2006). Une autre étude menée sur la coexpression de la sous-unité α3 de la drosophile avec une sous-

unité β2 de rat montre une sensibilité plus faible à l’IMI comparé au récepteur formé avec une sous-

unité β4 de rat. Ainsi la composition en sous-unité α et non-α est importante également dans la 

sensibilité des sous-types de nAChRs exprimés (Raymond-Delpech et al. 2005). 

De plus, des expériences utilisant des sous-unités d’arthropodes ont permis de montrer la 

sélectivité des néonicotinoïdes face aux récepteurs composés de sous-unités de drosophile. Par 

exemple, la coexpression de la Dmelα2 avec la β2 de poulet et son étude en ovocyte de xénope par 

des mesures électrophysiologiques a montré une plus forte sensibilité à l’IMI comparé au récepteur 

α4β2 de poulet. Cette interaction favorisée avec la sous-unité d’insecte peut s’expliquer par la 

présence de résidus basiques au sein de la boucle D de la sous-unité Dmelα2, et cette caractéristique 

est retrouvée pour d’autres sous-unités d’insectes (Shimomura et al. 2006). Ce résultat est aussi 

observé quand la sous-unité α4 de poulet est remplacée par la Dmelα1 (Ihara et al. 2003). De plus, une 

mutation au niveau de la boucle C de la sous-unité Dmelα2 (P242E) induit une perte de sensibilité à 

l’IMI, mettant en évidence son implication dans la formation du site de liaison à l’IMI chez la drosophile 

(Shimomura et al. 2004; Shimomura et al. 2005). Ces informations montrent l’importance des boucle 
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D et C dans les sous-unités α d’insectes pour la formation du site de liaison aux néonicotinoïdes, et 

que la présence de résidus basiques à des localisations précises augmentent la sensibilité des 

récepteurs exprimés à ces pesticides.  

 

4.3 - Peu d’études sur l’action des néonicotinoïdes chez les 
arachnides 
 

De nos jours, peu d’études concernant l’effet des néonicotinoïdes sur les nAChRs d’arachnides 

ont été réalisées et en particulier chez les tiques. Une étude datant de 2009 réalisée sur la sous-unité 

β1 de l’araignée Pardosa pseudoannulata ou Ppseβ1 (prédateur connu des ravageurs de culture) a mis 

en évidence l’implication des boucles D, E et F dans l’insensibilité de cette espèce à l’IMI  (Song et al. 

2009). L’observation de l’effet des différences de résidus présents dans ces boucles furent évaluées 

en modifiant les régions ciblées de la sous-unité β2 de rat par les boucles de la β1 de M. persicae 

(Mperβ1) ou d’araignée (Song et al. 2009). Les régions correspondantes des sous-unités β (β2Mpβ1, β2 

modifiée avec les boucles D, E et F de la sous-unité β1 de M. persicae ou Mperβ1) ont été remplacées 

par les boucles D, E et F de Ppseβ1, seules ou ensemble, pour construire différentes chimères. L’étude 

des récepteurs composés de la sous-unité α1 de M. persicae et des chimères β2 exprimés en ovocytes 

de xénope ont montré une augmentation significative de l’EC50 pour l’IMI lorsque le récepteur est 

composé avec la boucle D de Ppseβ1 comparé au récepteur Mperα1β2Mperβ1 (9,7 ± 0,5 mM et 6,4 ± 0,5 

mM respectivement). Cette étude a permis de mettre en évidence des résidus présents dans les 

différentes boucles D, E et F suite à un alignement de séquence de β1 d’insectes avec la Ppseβ1. Ainsi 

les mutations R81Q, N137G et F190W seraient impliquées dans l’insensibilité à l’IMI chez P. 

pseudoannulata (Song et al. 2009). Une autre étude in-silico réalisée sur l’alignement des séquences 

protéiques β1 de plusieurs espèces de tiques (Dermacentor reticulatus, I. ricinus, I. scapularis, R. 

microplus et R. sanguineus) a montré le remplacement de l’arginine présente chez les insectes par une 
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glutamine dans la boucle D chez toutes les espèces d’arachnides de l’étude (R81Q), qui serait 

impliquée dans l’insensibilité des tiques aux néonicotinoïdes (Erdmanis et al. 2012). 

Il serait intéressant de compléter ces travaux afin de comprendre, grâce à des expériences au 

niveau moléculaire sur d’autres sous-unités de tiques et notamment des sous-unités de type α, 

pourquoi ces organismes sont plus ou moins sensibles aux néonicotinoïdes. Cela pourrait permettre 

de comprendre le fonctionnement et les interactions des nAChRs de la tique avec les molécules 

connues et ainsi développer des traitements ciblés et efficaces contre ces organismes parasites. 
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Les travaux de recherche réalisés dans le cadre de cette thèse ont été effectués dans le 

Laboratoire de Biologie des Ligneux et des Grandes Cultures (LBLGC), USC INRAE 1328, au sein de 

l’équipe Entomologie et Biologie Intégrée (EBI). Une des thématiques de recherche de l’équipe EBI 

est l’étude des mécanismes d’adaptation des arthropodes à leur environnement et particulièrement 

l’étude des mécanismes de résistance des arthropodes vis-à-vis des composés synthétisés par les 

plantes, ou les produits phytosanitaires utilisés pour lutter contre leur propagation. L’équipe EBI 

travaille tout particulièrement sur les récepteurs à l’acétylcholine de type nicotinique (nAChRs) qui 

ont connus un fort intérêt ces dernières décennies car 1) ils sont la cible principale des insecticides 

néonicotinoïdes, 2) ils sont impliqués chez les arthropodes et les mammifères, dont l’Homme, dans 

les mécanismes de mémorisation et d’apprentissage, et 3) ces récepteurs sont également impliqués 

dans les maladies neurodégénératives comme les maladies de Parkinson et Alzheimer. 

 C’est dans cette thématique de recherche que s’inscrivent les travaux menés pendant ma 

thèse, en apportant un nouveau modèle de recherche à l’équipe, la tique I. ricinus. Les objectifs étaient 

de caractériser les nAChRs de la tique I. ricinus, au niveau in-vitro par la caractérisation 

pharmacologique et moléculaire, ainsi qu’au niveau in-vivo par une étude du comportement 

d’évitement de la tique. Dans le premier chapitre de la partie Résultats, le profil pharmacologique de 

récepteurs natifs provenant du synganglion de la tique est présenté. Ce chapitre démontre 

l’application de la technique de microtransplantation de préparations de membranes dans un système 

hétérologue. L’étude des nAChRs a été réalisée en utilisant plusieurs composés dans le but de 

caractériser le profil pharmacologique des récepteurs, notamment des agonistes (ACh et nicotine), 

des antagonistes (α-BGT, MLA, Mec), un modulateur allostérique positif (PNU-120596) et des 

pesticides (CLT, IMI, TMX, ACE, DEET et FLU). Le chapitre 2 porte sur l’étude du comportement 

d’évitement de la tique I. ricinus pour deux composés : le DEET (un répulsif utilisé comme standard 

dans les études sur les arthropodes) et le flupyradifurone (nouvel insecticide appartenant aux 

buténolides). L’objectif de ce chapitre était d’évaluer et de comparer l’effet du flupyradifurone avec 
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celui du DEET. Le chapitre 3 porte sur la caractérisation moléculaire des sous-unités de nAChRs 

provenant du synganglion de la tique I. ricinus. Ce travail nous a permis d’identifier plusieurs gènes 

codant pour des sous-unités de nAChRs chez la tique. Ce travail ouvre des nouvelles perspectives au 

laboratoire dans l’identification de nouveaux composés plus spécifiques chez la tique et également la 

compréhension des récepteurs résistants chez la tique I. ricinus. 

 Dans la partie Conclusions et Perspectives, une synthèse des résultats obtenus est réalisée et 

une prospection des études qui pourraient être menées pour compléter ces résultats est effectuée. 

Dans les annexes, une publication portant sur la microtransplantation de préparation de membranes 

du synganglion de la tique I. ricinus, ainsi qu’une publication en cours de soumission portant sur l’étude 

menée sur l’effet du DEET et du FLU, seuls ou en combinaison sur la tique I. ricinus sont disponibles. 
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Chapitre 1 : Description du système nerveux de la tique 
Ixodes ricinus 
 

1 - Provenance et conditions de maintien au laboratoire 
 

Les tiques I. ricinus ont été obtenues dans le cadre d’une collaboration avec les laboratoires 

BIOEPAR de Nantes (INRAE, ONIRIS, Nantes, France) et CEBC de Chizé (CNRS UMR 7372, Université 

de La Rochelle, Villiers-en-Bois, France).  Des collectes de tiques ont été réalisées plusieurs fois par an 

afin de récupérer des spécimens femelles adultes pour mener les expériences (Figure 17). Deux sites 

ont été utilisés dans ce but, le premier est Carquefou (44) près du laboratoire BIOEPAR, où les 

collectes de tiques ont été réalisées à l’affût, à l’aide de draps blancs passés au niveau de la végétation 

où sont présentes les tiques. Les tiques s’accrochent au tissu et sont ensuite placées dans des tubes. 

Le second site de collecte est dans la forêt de Chizé. Au niveau de ce site, une collecte directement 

sur des hôtes a été réalisée grâce au projet de recherche concernant le suivi des populations de 

chevreuils présents à l’intérieur de la forêt de Chizé. Les chevreuils sont capturés et plusieurs mesures 

sont effectuées sur les animaux, pendant ce temps, les tiques de l’espèce I. ricinus (ici gorgées de sang) 

sont retirées des animaux à la main ou à l’aide d’un tire-tique, et sont conservées dans des tubes. Entre 

100 et 200 tiques peuvent être récoltées par collecte (tout stades de développement confondus). 

Les tiques collectées sont conservées à 4°C pour ralentir leur métabolisme et dans le noir. Une 

humidité constante est également maintenue autour des tubes, car les tiques sont très sensibles à la 

dessiccation. Les tiques sont ainsi conservées jusqu’à leur utilisation soit pour être utilisées  vivantes 

lors d’expériences d’étude de leur comportement d’évitement, soit pour récupérer le synganglion. Au 

cours de mes travaux de thèse, environ 740 tiques femelles adultes ont été utilisées pour réaliser les 

expériences. 
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2 - Le système nerveux de la tique 
 

Le système nerveux central (SNC) chez la tique est le synganglion, localisé 

approximativement entre la première et la deuxième paire de pattes, au-dessus du pore génital et en 

dessous des glandes salivaires (Figure 18). Cet organe est décrit comme une masse de fibres 

nerveuses fusionnées, comprenant les nerfs périphériques qui sont déployés pour contrôler les 

différents organes de la tique. Il est protégé par une membrane vasculaire appelée gaine 

périganglionnaire. Le synganglion est approvisionné en hémolymphe fraiche grâce au sinus 

périganglionnaire qui est présent à l’intérieur de la gaine (Lees and Bowman 2007). Chez les tiques 

dures adultes les dimensions du synganglion sont comprises entre 300 et 500 µm de long pour 275 à 

550 µm de large (Figure 18),  (Szlendak and Oliver Jr. 1992; Prullage, Pound, and Meola 1992).  

L’œsophage de la tique passe à travers le synganglion et le découpe en deux parties (Figure 

19 A) : la partie pré-œsophagienne qui se trouve au-dessus de l’œsophage et qui contient le 

« protocérébron », une masse dorsale comprenant du neuropile2 (principalement composé d’axones 

et de dendrites) ainsi que des glomérules3. La région pré-œsophagienne permet l’innervation de 

plusieurs organes à partir des ganglions qu’elle contient, tels que les ganglions chélicéraux, optiques 

et palpaux. Elle va également servir à l’innervation du pharynx et de l’œsophage de la tique. La 

seconde partie du synganglion est appelée la région post-œsophagienne, c’est la plus grande des deux 

régions. Cette partie du synganglion est notamment composée de quatre paires de ganglions podaux 

qui vont innerver les quatre paires de pattes de la tique. La paire de ganglion podaux en position 

antérieure a également un rôle au niveau olfactif car elle va être reliée à l’organe de Haller, présent à 

 
2 Enchevêtrement de protrusions cytoplasmiques issues des neurones (axones et dendrites) et des cellules 
gliales (oligodendrocytes et astrocytes). Le neuropile est le siège de nombreux échanges métaboliques. 

 
3 Petit amas de glandes, ou de vaisseaux, zone à très forte densité synaptique 
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l’extrémité de la première paire de pattes de la tique. Au niveau de la partie postérieure du 

synganglion, des nerfs permettent d’innerver le système génital, les muscles dorso-ventraux, les 

muscles au niveau postérieur, ainsi que ceux autour des stigmates (NOpi, NGen, NPar, Figure 19 B), (Lees 

and Bowman 2007; Šimo et al. 2009). 

 

3 - Dissection des tiques et prélèvement de leur synganglion 
 

Les tiques sont conservées à 4°C jusqu’à la dissection afin d’assurer une anesthésie par le froid 

durant la manipulation. Les instruments de dissection (pinces fines et lame de scalpel) sont 

désinfectés avant leur utilisation avec de l’éthanol dilué à 70%. La dissection est réalisée sous loupe 

binoculaire et la tique est maintenue en position ventrale (scutum apparent) dans une boîte de pétri à 

l’aide de scotch double-face. Une incision périphérique est effectuée afin de retirer la partie dorsale 

de la cuticule, en coupant au niveau du capitulum (« tête » de la tique). A cette étape, du PBS 1X (137 

mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 10 mM de Na2HPO4, 1,8 mM de KH2PO4, pH = 7,4) est ajouté pour 

recouvrir entièrement la tique et ainsi conserver l’hydratation des tissus. Les organes recouvrant 

l’emplacement du synganglion (glandes salivaires, sacs ovariens, intestins, trachées) sont 

soigneusement poussés ou bien retirés à l’aide des pinces et déposés à côté du corps de la tique. Le  

synganglion est repéré grâce à sa forme (masse plutôt ronde), sa couleur et sa texture (blanc 

translucide, presque brillant en fonction de la focale de la loupe. Pour les tiques gorgées de sang 

plusieurs rinçages de l‘intérieur du corps de la tique à l’aide de PBS 1X sont nécessaires pour éliminer 

les contaminants liés à la présence de sang dans l’organisme. Le synganglion est soit retiré à l’aide des 

pinces fines (s’il est intact et bien visible), soit récupéré avec une partie de la cuticule et rincé au PBS 

(en cas de doute sur son intégrité). Les synganglia de tiques sont conservés par lot de 10 dans des 

tubes 1,5 mL congelés dans l’azote liquide et stockés à – 80 °C. 
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Figure 17 : Représentation des différents stades de développement de la tique Ixodes ricinus.  
(A) Les larves d’environ 0,8mm ; (B) les nymphes d’environ 1,5 mm de long ; (C) le mâle adulte qui mesure 2,5 
mm de long ; (D) la femelle adulte non gorgée qui mesure environ 4 mm de long et pour finir la femelle adulte 
gorgée à réplétion d’environ 11 mm de long (Chrdle, Chmelík, and Růžek 2016). 

 

 

Figure 18 : Illustration de l’anatomie de la tique et de l’emplacement de son synganglion. 

(A) Photo d’une tique après dissection pour récupérer son synganglion dont la localisation est représentée en 

rouge. (B) Photographie d’un synganglion isolé et extrait de la tique. L’échelle est représentée par la barre 

horizontale et équivaut à 200 µm. 
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Figure 19 : Représentation schématisée de l’anatomie du synganglion de la tique et des nerfs périphériques 
et organes qui lui sont associés. 
(A) Illustration de la vue latérale du synganglion qui décrit la position des organes associés. Le synganglion est 

séparé en deux parties décrites comme pré-œsophagienne et post-œsophagienne. Au niveau de l’extrémité de 

l’œsophage (OE), l’organe retro-cérébral est représenté (N : Nerfs, GPg : Gaine Périganglionnaire, NL : 

Neurilemma, modifié d’après Simo et al., 2009). (B) Représentation de la vue dorsale du synganglion 

comprenant les nerfs périphériques et les organes latéraux segmentaires (Npal : Nerfs palpaux, NChe : Nerfs 

chélicéraux, NOpt : Nerfs Optiques, Nsto : Nerf stomédal, NOpi : Nerfs Optisthosomaux, NGen : 

Nerfs Génitaux, NPar : Nerfs Para-spiraculiens), (modifié d’après Šimo et al. 2009). 
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Chapitre 2 : Etude des récepteurs natifs provenant 
d’extraits membranaires du synganglion de la tique 
Ixodes ricinus 
 

 Cette technique se réalise en plusieurs étapes : après avoir récupéré les synganglia, les 

protéines membranaires sont précipitées, concentrées par centrifugation sur gradient de sucrose, et 

resuspendues dans une solution de glycine (Figure 20-1 à 5). Cette technique d’extraction a été 

développée sur des modèles mammifères comme l’Homme ou encore le rat, dans le but d’étudier les 

récepteurs liés à des maladies neurodégénératives (Eusebi et al. 2009; Miledi et al. 2004; Miledi, 

Palma, and Eusebi 2006). Elle a également été employée pour l’étude de récepteurs présents dans le 

système nerveux chez d’autres organismes modèle comme la raie (T. california), le puceron du pois 

(A. pisum), ou encore sur une espèce d’axolotl (Ambystoma mexicanum) (Marsal, Tigyi, and Miledi 

1995; Crespin et al. 2016; Reyes-Ruiz et al. 2013). 

 

1 - Extraction des protéines membranaires du synganglion de 
la tique Ixodes ricinus 
 

1.1 - Dissociation des tissus et précipitation 
 

Le protocole est réalisé à 4°C dans une chambre froide. Le nombre de tiques nécessaires pour 

réaliser une extraction de membranes est de 150 individus (i.e. nombre de synganglia extraits à 

l’intérieur d’un tube d’ultracentrifugeuse, Ultra-ClearTM centrifuge tube, Beckman Coulter®). Le 

broyage des synganglia (par groupes de 10 à 20 synganglia) est réalisé à l’aide d’un pilon motorisé 

(Argos Technologies® Motorized Pestle Mixer) avec un volume total de 150 µL de tampon d’extraction 

(ou TE, 50 mM de Tris-HCl, 1 mM d’EGTA, 3 mM d’EDTA, pH = 7,4, supplémenté avec des inhibiteurs 

de protéases), ajouté en plusieurs fois (Figure 20-2). En tout, trois séries de broyages d’une durée de 
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1 min, espacés de 2 min, sont réalisées. Les lysats résultants des broyages sont regroupés dans un 

tube de 15 mL (SARTSTEDT). Une centrifugation de 10 min à 180 g (4°C) est réalisée sur le tube 

contenant les lysats, puis le surnageant est placé dans un tube à ultracentrifugation (Beckman 

Coulter®). Une pause peut être effectuée à cette étape de la manipulation, les tubes sont alors 

conservés à -20°C jusqu’à l’étape de précipitation. La précipitation des protéines membranaires est 

réalisée grâce à une ultracentrifugeuse (Optima XL-100K, Beckman Coulter®). Les tubes à 

ultracentrifugation sont décongelés sur glace pour ne pas dépasser les 4°C et ainsi conserver les 

protéines présentes dans le surnageant récupéré. Les tubes sont centrifugés 70 min à 154 000 g (4°C, 

Figure 20-3). 

 

1.2 - Gradient de sucrose et resuspension dans du tampon glycine 
 

 Cette étape nous permet de concentrer les extraits en membranes d’intérêt. En effet le 

gradient est réalisé avec deux solutions de 20% et de 50% de sucrose, qui sont sélectionnées en 

fonction du poids moléculaire des nAChRs (Crespin et al. 2016; Salvaterra and Mahler 1976). Le culot 

de membranes du synganglion obtenu est resuspendu dans un volume de 2 mL de sucrose 20% 

(solution préparée avec du TE) ajouté en plusieurs fois. L’homogénéisation du culot est effectuée par 

pipetage et à l’aide du pilon motorisé. Dans un nouveau tube à ultracentrifugeuse, 6 mL de sucrose 

50% (solution préparée dans du TE) sont déposés afin de former une 1ère phase. On ajoute ensuite 

délicatement 4 mL de sucrose 20% afin de former une 2ème phase (qui se superpose sans se mélanger 

à la première). Le volume de sucrose 20% comportant les membranes re-suspendues est ensuite 

ajouté. Les tubes sont équilibrés à l’aide de sucrose 20%, puis une ultracentrifugation à 274000 g 

pendant 2h45 est réalisée (programme : accélération 43 g en 2 min 40 et décélération 43 g en 2 min 

40, à 4°C). 

 A la fin de la centrifugation, une source de lumière indirecte est utilisée pour visualiser la 

fraction d’intérêt présente à l’interface entre les phases 50% et 20% de sucrose (Figure 20-4). Elle est 
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récupérée à l’aide d’une pipette pasteur et placée dans un nouveau tube à ultracentrifugation. Le 

volume est ajusté entre 10 et 12 mL de TE et les tubes sont centrifugés à 274000 g pendant 50 min 

(4°C). Le culot est resuspendu dans du tampon glycine (5 mM, diluée dans le l’eau mQ puis filtrée), 

jusqu’à obtenir un volume final de 10 mL (ajouté progressivement), puis le tube est centrifugé à 

274000 g pendant 45 min (4°C). Le culot est resuspendu dans du tampon glycine (5 mM) dans un 

volume de 100 µL (Figure 20-5). La solution est placée dans un tube 1,5 mL et est stockée à - 80°C 

avant son utilisation. Afin d’assurer une récupération optimale, le tube où a été resuspendu une 

première fois le culot de protéines est rincé avec du tampon glycine et l’extrait obtenu est conservé 

dans un tube distinct (- 80°C). 

 

1.3 - Quantification des protéines extraites 
 

 La technique de Bradford est utilisée dans le but de quantifier les protéines extraites et 

purifiées provenant des synganglia de la tique. Cette méthode est un dosage colorimétrique effectuée 

à l’aide du réactif de Bradford qui va modifier la couleur de la solution à quantifier en bleu (bleu de 

Coomassie) en fonction de la concentration en protéine. La variation de couleur est mesurée par un 

spectrophotomètre (μQuant, Bio-Tek Instrument) à la longueur d’onde 595 nm.  Le test de Bradford 

est réalisé à l’aide du kit Quick StartTM Bradford Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Inc.) en suivant 

leur protocole pour la préparation de la gamme étalon réalisée à partir d’une solution de BSA (ou 

sérum albumine bovin) à 2 mg/mL. La solution d’extraits de membranes provenant du synganglion de 

tiques a donné une concentration protéique de 2,8 mg/mL utilisée pour réaliser les travaux de 

microtransplantation en ovocytes de xénope. 
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2 - Marquage des nAChRs contenus dans les membranes à 
l’aide d’alpha-bungarotoxine conjuguée à l’Alexa-488  
 

 Suite à l’extraction et à la purification de membranes provenant du synganglion de la tique I. 

ricinus, un marquage spécifique des nAChRs est réalisé afin de caractériser la présence de récepteurs 

fonctionnels dans les extraits protéiques. Pour ce faire, un fluorochrome du groupe des Alexa Fluor® 

a été utilisé (l’Alexa-488), conjugué à un antagoniste spécifique d’un sous-type de récepteur 

nicotinique, l’α-bungarotoxine (ou α-Bgt). La sonde fluorescente Alexa-488 – α-Bgt (Life 

Technologies, Courtaboeuf, France) est incubée en présence de membranes de tiques purifiées. 

Pour réaliser cette manipulation, 20 µL d’échantillon de protéines extraites sont utilisés et 

dilués dans 100 µL de PBS + 0,25% de BSA (pour 100 mL de PBS, 250 mg de BSA a été ajouté). Après 

avoir bien homogénéisé 1 µL de la solution de travail du complexe Alexa-488 – α-Bgt (10 µg/mL) est 

ajouté et mélangé par pipetage. Le tube est protégé à l’aide de papier d’aluminium pour ne pas 

impacter la fluorescence du fluorochrome, puis incubé à température ambiante (TA) pendant 4h sous 

agitation douce. Les protéines sont ensuite précipitées par centrifugation à 35 000 g pendant 20 min 

(4°C). Le culot est homogénéisé avec 500 µL de PBS + 0,25% BSA (ajouté progressivement), puis le 

tube est centrifugé à 18 000 g pendant 10 min (4°C). Le culot est finalement resuspendu dans un faible 

volume de PBS + 0,25% de BSA (pas plus de 2 µL). Un tube témoin est préparé en suivant le même 

protocole mais le fluorochrome n’est pas ajouté, ainsi lors de la visualisation des échantillons le signal 

non spécifique peut être soustrait. 

 La fluorescence est observée à l’aide d’un microscope inversé Olympus IX3 (Olympus, France), 

à 488 nm, en déposant 1µl de solution de membranes purifiées marquées ou non (témoin), entre lame 

et lamelle. Des captures d’image sont réalisées à différents grossissements, ainsi qu’en lumière 

blanche et en fluorescence afin d’observer la présence de fluorescence et de voir si elle est homogène 
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au niveau des fragments de membranes marquées. La préparation témoin est également observée 

en fluorescence et des captures d’images sont réalisées à la longueur d’onde étudiée (488nm). 

 

 

Figure 20 : Illustration des étapes réalisées lors l’utilisation d’extraits membranaires pour effectuer leur 
microtransplantation en ovocyte de xénope. 
(1) Suite à la dissection et (2) au broyage des synganglia de tique, (3) la précipitation des membranes est 

effectuée par ultracentrifugation en utilisant un rotor à godets oscillant. (4) Ensuite la concentration des 

récepteurs membranaires est réalisée par ultracentrifugation avec un gradient de sucrose. (5) les extraits 

membranaires sont resuspendus dans tu tampon glycine (5 mM), puis (6) microtransplantés en ovocytes de 

xénope pour (7) réaliser leurs enregistrements par la méthode TEVC. 
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Chapitre 3 : Caractérisation pharmacologique des 
nAChRs natifs de la tique Ixodes ricinus 
 

1 - L’ovocyte de xénope, un système d’expression 
hétérologue 
 

 Xenopus laevis est une espèce d’amphibien originaire d’Afrique faisant partie de la famille des 

Pipidae, elle est appelée également Xénope lisse ou Dactylère du Cap (Figure 21 A). Cette espèce de 

xénope est maintenue en élevage en laboratoire, notamment pour l’utilisation des ovocytes de la 

femelle pour des études d’électrophysiologie (Soreq and Seidman 1992; Stühmer 1998).  

Les ovocytes utilisés pour mener les travaux d’électrophysiologie ont été obtenus par la 

plateforme CRB Xénopes (UMS 3387, Centre de Ressources Biologiques Xénopes, Université de 

Rennes 1) ainsi que par la plateforme EcoCyte Bioscience (Dortmund, Allemagne). Des fragments 

ovariens (Figure 21 B) nous sont envoyés par les plateformes et contiennent des ovocytes de stade V 

et VI utilisés pour l’injection de matériel biologiques de tique. Un ovocyte est composé d’un pôle 

animal pigmenté (couleur brune) et d’un pôle végétatif qui est peu pigmenté (couleur blanchâtre), 

ainsi qu’une bande équatoriale séparant les deux pôles (Figure 21 C). Le noyau de l’ovocyte est très 

volumineux et se situe au centre du pôle animal. 

Les fragments d’ovaires sont maintenus dans une solution standard saline (ou SOS, 100 mM 

de NaCl, 2 mM de KCl, 1 mM MgCL2, 1,8 mM de CaCl2, 5 mM HEPES, à pH = 7,5), séparés en petits 

fragments d’ovocytes. La préparation des ovocytes avant leur injection est réalisée avec un traitement 

à la collagénase (2 mg/mL de collagénase IA (Sigma, France) diluée dans du SOS sans Ca2+, 

supplémentée avec 0,8 mg/mL d’inhibiteur de trypsine) afin de les individualiser. Ce traitement 

enzymatique est réalisé entre 30 min et 1h sous agitation douce, puis un rinçage avec du SOS sans 

Ca2+ est effectué pour retirer l’excédent de collagénase. L’individualisation manuelle des ovocytes est 
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réalisée à l’aide de pinces fines, sous loupe binoculaire. Les ovocytes défollicularisés sont ensuite 

injectés et conservés pendant un temps d’incubation définit par le matériel injecté dans une solution 

de SOS supplémenté avec de la pénicilline (100 U/mL), de la streptomycine (100 mg/mL), de la 

gentamycine (50 mg/mL) et 2,5 mM de pyruvate de sodium. 

 

 

Figure 21 : Illustration du Xénope (A, Xenopus laevis) et des ovocytes utilisés pour les expériences 

d’électrophysiologie de double microélectrode en potentiel imposé (B et C). 

 

 

2 - Injection des ovocytes de xénope 
 

 L’injection de matériel biologique en ovocyte de xénope permet de réaliser l’expression 

hétérologue de protéines que nous souhaitons étudier en électrophysiologie. Cette injection se réalise 

dans le cytoplasme pour les préparations de membranes. Un injecteur Nanoliter (Nanoliter 2010, 

World Precision Instruments) est utilisé afin de réaliser les injections dans les ovocytes de xénope. Des 

capillaires en verre (Clark Electronical Instruments, Harvard Apparatus) sont étirés à l’aide d’une 
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étireuse (Sutter Instruments, USA), puis remplis avec de l’huile minérale (Sigma-Aldrich) avant 

d’aspirer les solutions à injecter à l’aide du Nanoliter (World Precision Instruments).  

Dans le cas de l’injection d’extraits membranaires, la solution est aspirée par le capillaire en 

verre avec une ouverture assez large afin de ne pas créer de bulle d’air, car cette solution possède un 

aspect visqueux et n’est pas facile à aspirer. Les volumes injectés dans le cytoplasme des ovocytes 

varient entre 36,8 et 50,6 nL afin d’obtenir une quantité de protéines de 55 ng injectées. Les ovocytes 

ainsi injectés sont ensuite placés dans du SOS supplémenté en antibiotique et à 18°C pendant 24 à 

48h avant de réaliser des enregistrements électrophysiologiques. 

 

3 - Description de la technique de double microélectrode en 
potentiel imposé 
 

3.1 - Principe de la technique TEVC 
 

La technique de double microélectrode en potentiel imposé (TEVC), mise au point par 

Barnard et son équipe (Barnard, Miledi, and Sumikawa 1982), permet d’enregistrer l’activité 

électrophysiologique des récepteurs exprimés au niveau de la membrane des ovocytes de xénope. 

Deux électrodes sont placées à la surface de l’ovocyte, l’une (E1) va maintenir le potentiel de 

membrane à la valeur désirée et la seconde (E2) va permettre de mesurer la variation du potentiel au 

niveau de la membrane de l’ovocyte lorsque les récepteurs sont activés. Ces électrodes sont reliées à 

des amplificateurs (A1 et A2), permettant de suivre les variations de potentiels au niveau de la 

membrane. Un système de perfusion permet d’appliquer des molécules au niveau de l’ovocyte et 

permet également au SOS d’être renouvelé dans le bain grâce à une pompe. De plus, les déchets sont 

éliminés dans un autre récipient grâce au débit de perfusion appliqué dans la chambre 

d’enregistrement (Figure 22). 
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Les ovocytes mesurés sont placés individuellement dans une plaque 96 puits à fond conique 

(SARSTEDT), continuellement perfusée avec du SOS grâce à un système de perfusion et d’aspiration 

robotisé (Roboocyte 2, Multi Channel system, Harvard Bioscience Inc.). Ce système de pompe permet 

de contrôler le niveau de SOS tout au long de l’enregistrement. 

 

3.2 - Etude électrophysiologique des protéines extraites des 
synganglia de tiques 
 

L’injection de la solution d’extrait membranaire produit un certain impact sur les ovocytes de 

xénopes utilisés, notamment dû à l’extrémité large du capillaire d’injection ainsi qu’au volume 

important et à l’aspect visqueux de la préparation de membrane. Ainsi, un taux de survie entre 30% et 

40% est constaté au niveau des ovocytes injectés. De plus, le taux d’enregistrement est d’environ 15% 

sur les ovocytes testés. 

Lors des enregistrements effectués sur les ovocytes de xénopes microtransplantés avec les 

membranes du synganglion de tique, le potentiel de membrane des ovocytes est maintenu à -60mV 

(Crespin et al. 2016). Le débit lors de l’étude est maintenu à 2 mL/min et le temps de perfusion est 

réglé à 20 sec pour l’application des molécules au niveau des ovocytes  (Crespin et al. 2016; Miledi et 

al. 2002). Lors d’expériences incluant des pré-traitements pour observer les effets de modulation des 

composés sur la réponse à l’agoniste, des bains sont réalisé selon le protocole suivant : perfusion 

pendant 1min 30sec puis un bain pendant 12min (sans débit) et une dernière perfusion pendant 1min 

30sec avant d’appliquer l’agoniste (bain de 15 min au total). Le temps de rinçage des ovocytes est de 

5 min lors de ces mesures électrophysiologiques (Ihara et al. 2003). 
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3.3 - Solutions utilisées pour la caractérisation des nAChRs natifs 
 

Pour l’étude des ovocytes injectés avec des membranes provenant du synganglion de la tique, 

les agonistes utilisés sont l’ACh ainsi que la nicotine (Nic). Une gamme de dilution est testée dans le 

but d’obtenir une courbe dose réponse pour les deux agonistes (1 mM, 300 µM, 100 µM, 10 µM, 1 µM, 

0,1 µM) et également le FLU, aux mêmes concentrations que l’ACh et la Nic. Plusieurs autres 

molécules sont testées : à 1 mM pour l’imidaclopride (IMI), la clothianidine (CLT), l’acétamipride (ACE) 

et le thiaméthoxame (TMX), ainsi que pour le DEET (N,Ndiethyl-methyl-m-toluamide). Egalement 

des inhibiteurs des nAChRs comme l’α-Bgt (10 nM), la méthyllycaconitine (MLA, 10 nM), et la 

mécamylamine (Mec, 1 µM). Pour finir, le DEET et le FLU ont également été testés à une faible 

concentration (5 nM) dans le but d’observer leur potentiel effet de modulation sur les réponses aux 

agonistes de référence (ACh et Nic à 1 mM). 
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Figure 22 : Représentation de la technique de double microélectrode en potentiel imposé (ou TEVC). 
L’ovocyte est placé dans une chambre d’enregistrement remplie de SOS, une électrode de référence est 

présente dans le même bain. Deux électrodes (E1 : électrode de voltage, mesurant le potentiel interne de la 

membrane de l’ovocyte (VRec) et E2 : électrode de courant, qui impose le courant (VClamp) à la membrane de 

l’ovocyte) sont placées sur la membrane de l’ovocyte et sont reliées à des amplificateurs (A1 et A2). Un système 

de perfusion permet d’appliquer des molécules au niveau de l’ovocyte et au SOS d’être renouvelé dans le bain 

grâce à une pompe. De plus, les déchets sont éliminés dans un autre récipient grâce au débit de perfusion 

appliqué dans la chambre d’enregistrement, modifié d’après (Nakagawa and Touhara 2013).  
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4 - Analyse des données et tests statistiques 
 

Les courants obtenus pour chaque ovocyte mesuré sont enregistrés dans le logiciel Roboocyte 

2+ (Multi Channel System, WPI). L’amplitude des courants est définie comme l’intensité maximale 

obtenues au niveau de la réponse aux agonistes appliqués. Un courant contrôle (ACh ou Nic) est 

réalisé avant les prétraitements pour les différents composés testés (α-bgt, MLA, Mec, DEET et FLU) 

dans le but de pouvoir comparer avec le courant obtenu suite au pré-traitement. Les données relatives 

aux courants sont extraites (sous forme de données brutes) et ouvertes dans le logiciel ClampFit 

(Molecular Devices), dans le but d’extraire le tracé des courants pour illustrer les données 

électrophysiologiques. Les courants sont normalisés en utilisant la moyenne des amplitudes relatives 

aux courants contrôles obtenus (I/Imoyenne). L’analyse des données est effectuée en utilisant le 

logiciel Prism 7 (GraphPad) et les données sont présentées en tant que moyenne des réponses ± SEM 

(ou erreur type à la moyenne), sous forme d’histogrammes. Les différences entre les courants 

normalisés contrôles et tests sont analysés en réalisant des tests appariés de Wilcoxon (test unilatéral, 

échantillons < 30 ovocytes testés) et des Anova unidirectionnelles. Les valeurs d’EC50 pour l’ACh, la 

Nic et le FLU sont obtenues en utilisant une régression non-linéaire sur les données normalisées par 

la valeur maximale de réponse à l’ACh 1 mM. Les courbes dose-réponse sont réalisées en suivant 

l’équation suivante :  

𝑌 = 𝐼𝑚𝑖𝑛 +
𝐼𝑚𝑎𝑥 − 𝐼𝑚𝑖𝑛

(1 + 10(log(𝐸𝐶50−𝑋) × 𝐻)
 

Où Y est la réponse normalisée, Imax et Imin sont les réponses maximale et minimale respectivement, 

H est le coefficient de Hill, EC50 est la concentration qui donne la moitié de la réponse maximale et X 

qui représente le logarithme de la concentration des molécules. 
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Chapitre 4 : Etude du comportement d’évitement chez 
la tique Ixodes ricinus 
 

L’étude du comportement d’évitement chez la tique est réalisée en s’inspirant des travaux du 

Dr. Felix Nchu et son équipe (Nchu, Magano, and Eloff 2012) afin de réaliser le dispositif expérimental. 

Dans notre étude, le potentiel de répulsion de deux composés est évalué, le DEET (N,Ndiethyl-

methyl-m-toluamide), un répulsif utilisé au niveau mondial et qui nous sert de contrôle positif, ainsi 

que le flupyradifurone (ou FLU, 4-[(6-Chloro-3-pyridylmethyl)(2,2-difluoroethyl)amino]furan-2(5H)-

one), un nouveau pesticide de la famille des buténolides. Pour cette étude de répulsion, le 

comportement d’exploration des tiques I. ricinus sur une surface plane est observé. Les déplacements 

des tiques positionnées sur la plateforme sont filmés, et sont ensuite analysés en utilisant le logiciel 

Toxtrac (Rodriguez et al. 2018). Ce logiciel permet le suivi des mouvements des tiques et ainsi de 

calculer des paramètres permettant l’analyse du pouvoir répulsif des molécules testées. 

 

1 - Description du dispositif et du protocole expérimental 
 

 Cette expérience est réalisée en utilisant une plateforme en polystyrène (20 x 5 cm) qui est 

fixée à l’intérieur d’un récipient en plastique (L = 36.5 cm, W = 26.5 cm, H = 14 cm, Figure 23 A). La 

plateforme est complétement entourée d’eau, atteignant presque sa surface, pour empêcher les 

tiques de fuir en dehors de la plateforme. La surface de la plateforme est protégée avec du papier de 

protection de surface (Sodipro, France) aux dimensions de la plateforme en polystyrène. Un papier 

filtre (Whatman No. 1, 1 cm x 5 cm) est imprégné avec le solvant (contrôle) ou la molécule testée et 

est placé au centre de la plateforme à l’aide de scotch double face, créant une « barrière chimique » 

au niveau de la surface d’exploration des tiques (Figure 23). Après 20 min de séchage à l’air libre, un 

groupe de 5 tiques est déposé sur la plateforme. On définit ainsi une zone de départ (zone 1) où les 
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tiques sont placées au début de l’expérimentation et une zone 2, située de l’autre côté de la barrière 

chimique (Figure 23 B). Une caméra (Canon, PowerShot, SX430IS) positionnée au-dessus du dispositif 

(Figure 23 A) permet d’enregistrer les mouvements des tiques pendant 30 min. Dans un premier 

temps, une expérience contrôle est réalisée pour observer si le solvant (éthanol absolu ou EtOH, 

Sigma-Aldrich), a un effet sur le comportement du groupe de tiques testées. Dans un second temps, 

l’expérience est répétée avec le même groupe de tiques (utilisées lors du contrôle) pour tester l’effet 

du DEET (à 10% ou 20%, dilué dans l’EtOH 100%) et du FLU (10% ou 20%, dilué dans l’EtOH 100%). 

Entre 50 et 30 tiques adultes sont utilisées pour réaliser ces expériences pour chaque molécule. 

 

2 - Description du logiciel Toxtrac et analyse des résultats 
 

2.1 - Toxtrac, logiciel d’analyse de vidéo 
 

 Toxtrac est un logiciel permettant le suivi des déplacements (ou « tracking ») de plusieurs 

individus en même temps et a permis d’analyser les mouvements des tiques pendant les expériences 

comportementales (Rodriguez et al. 2018). Ce logiciel utilise un algorithme appelé ToxId permettant 

d’identifier chaque individu de manière précise et a déjà été appliqué dans l’étude de souris, de 

poisson zèbre ou encore de fourmis (Rodriguez et al. 2017). Le suivi des individus est possible en jouant 

sur le contraste des images, permettant ainsi de sélectionner les pixels identifiant les organismes 

étudiés. Le logiciel ToxTrac génère plusieurs paramètres suite à l’analyse de la vidéo qui sont exploités 

pour l’étude menée sur les tiques. Les vidéos enregistrées sont de 30 min, au format .MP4 et d’une 

résolution de 1280 x 720 pixels. L’analyse des vidéos est menée en suivant ces différentes étapes :  

1. Suite à l’ouverture du fichier vidéo dans le logiciel, l’aire d’analyse est définie manuellement 

(dans l’onglet « Arena Definition »).  
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2. Ensuite, les 3 zones sont dessinées sur la l’arène définis (Figure 23 B) pour définir la zone où 

les tiques sont déposées au début de l’expérience (zone 1), la zone représentant le papier filtre 

au centre de la plateforme (barrière chimique), et la dernière zone où les tiques peuvent se 

trouver si elles franchissent la barrière chimique (zone 2).  

3. Dans l’onglet « Detection », la calibration pour détecter les tiques de façon individuelle a été 

réalisée.  

4. Dans l’onglet « Tracking », le nombre de tiques à suivre est renseigné, le déplacement 

maximum par image a été fixé à 25 pixels/image. Le logiciel divise la plateforme analysée (ou 

arène) en carrés de 50 mm appelées régions (ou « Areas », en moyenne il y a 168 régions pour 

chaque plateforme). 

Suite à l’analyse du logiciel, les paramètres calculés sont exportés dans un tableur. Une figure 

représentant la plateforme avec les différents mouvements réalisés par les tiques (sous forme de 

tracés de couleur) pendant l’enregistrement vidéo est également généré par le logiciel ToxTrac. Pour 

réaliser les analyses statistiques, les paramètres suivants ont été sélectionnés : le taux de présence 

dans la zone 2, le taux d’exploration, la distance totale, la vitesse moyenne, le temps total 

d’immobilité, et le temps non-visible réalisés par les tiques lors des expériences (Tableau 7).  

 

2.2 - Analyses statistiques 
 

 Les données brutes obtenues grâce à l’analyse du logiciel Toxtrac ont été ont été normalisées 

par rapport à la moyenne des valeurs contrôles. Les données sont représentées sous forme 

d’histogramme présentant la moyenne ± SEM (ou erreur à la moyenne) pour les groupes contrôles (en 

présence de solvant) ainsi que pour les groupes tests (en présence de la molécule). Le logiciel Prism 7 

(GraphPad) a été utilisé pour analyser les différences entre les groupes contrôles et tests en effectuant 

des tests unilatéraux de Wilcoxon (échantillon < 30 groupes de tiques).  
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Tableau 7 : Description des paramètres utilisés pour l’analyse statistique (inspirée par le guide d’utilisation 

du logiciel ToxTrack, version 2.61). 

Paramètres Description 

Taux de présence  

(zone 2) 

(𝑇𝑖𝑞𝑢𝑒𝑠 𝑝𝑟é𝑠𝑒𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑑𝑎𝑛𝑠 𝑙’𝑖𝑚𝑎𝑔𝑒)

(𝑇𝑖𝑞𝑢𝑒𝑠 𝑑𝑎𝑛𝑠 𝑙’𝑖𝑚𝑎𝑔𝑒 +  𝑡𝑖𝑞𝑢𝑒𝑠 à 𝑙’𝑒𝑥𝑡é𝑟𝑖𝑒𝑢𝑟 𝑑𝑒 𝑙’𝑖𝑚𝑎𝑔𝑒)
 

Taux d’exploration 
(𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒𝑠 𝑟é𝑔𝑖𝑜𝑛𝑠 𝑒𝑥𝑝𝑙𝑜𝑟é𝑒𝑠)

(𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑠 𝑟é𝑔𝑖𝑜𝑛𝑠)
 

Distance totale Distance totale réalisée par les tiques 

Vitesse moyenne Moyenne du paramètre « Instant_Speed »4 

Temps d’immobilité 
Durée totale d’immobilité chez les tiques 

Temps non-visible 1 − (
𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑′𝑖𝑚𝑎𝑔𝑒𝑠 𝑜ù 𝑢𝑛𝑒 𝑡𝑖𝑞𝑢𝑒 𝑒𝑠𝑡 𝑣𝑖𝑠𝑖𝑏𝑙𝑒

𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑′𝑖𝑚𝑎𝑔𝑒𝑠 𝑝𝑎𝑟 𝑠𝑒𝑐𝑜𝑛𝑑𝑒 𝑑𝑎𝑛𝑠 𝑙𝑎 𝑣𝑖𝑑é𝑜 𝑜𝑟𝑖𝑔𝑖𝑛𝑎𝑙𝑒
) 

 

 

  

 
4 « Instant_Speed » (ou Si) est défini par la formule suivante (où c = « ana.space » ) : 
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Figure 23 : Description du dispositif expérimental pour l’étude du comportement d’évitement chez la 
tique Ixodes ricinus. 
(A) En vue de face, la plateforme (entourée d’eau) est fixée au centre et à la surface du récipient en plastique 

rempli d’eau. Les demi-cercles gris représentent les tiques déposées au début de l’expérience. La barrière 

chimique (trait épais sur la plateforme) est placée au centre de la plateforme et la caméra est fixée au-dessus de 

la plateforme qui permet l’enregistrement des mouvements des tiques. (B) Vue depuis la caméra (au-dessus de 

la plateforme), les zones définies dans le logiciel sont désignées ici : où les tiques (points gris) ont été 

positionnées à une extrémité de la plateforme (zone 1), ensuite la barrière chimique au centre et pour finir la 

dernière zone où les tiques peuvent se rendre si elles traversent la barrière (zone 2). 



 

 
113 

  



Matériel et méthode : Caractérisation moléculaire de sous-unités des nAChRs neuronaux exprimés 
chez la tique Ixodes ricinus 

 
114 

Chapitre 5 : Caractérisation moléculaire de sous-unités 
des nAChRs neuronaux exprimés chez la tique Ixodes 
ricinus 
 

 La stratégie de caractérisation moléculaire des sous-unités de nAChRs neuronaux chez la 

tique I. ricinus est présentée sur la Figure 24. Brièvement, l’extraction des ARNs totaux est réalisée à 

partir des synganglia conservés à -80 °C et les ARNs messagers (ARNm) sont rétro-transcrits en ADN 

complémentaires (ADNc). Différentes stratégies sont mises en place afin de cloner et séquencer les 

sous-unités de nAChRs du système nerveux de la tique. Les cadres de lecture ouverts, ou ORF (Open 

Reading Frame) complets sont ensuite insérés dans un vecteur d’expression pour permettre une 

amplification spécifique et une potentielle transcription in-vitro en ARN. Les différentes étapes sont 

détaillées dans la suite de ce chapitre. 

 

Figure 24 : Schéma reprenant les étapes de caractérisation moléculaire puis de clonage des transcrits de 
nAChRs de la tique Ixodes ricinus. 
Le premier encart représente la première étape : l’extraction des ARNs totaux des synganglia de tiques. La 

deuxième étape (deuxième encart) représente la transcription inverse des ARNs en sélectionnant les ARNm. Le 

troisième encart à gauche représente les étapes d’amplification par PCR et le dernier encart à droite représente 

la méthode d’amplification par RACE PCR. Les différentes méthodes d’amplifications sont décrites sous forme 

de listes d’étapes réalisées. 
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1 - Préparation des ADNc à partir des transcrits de sous-
unités de nAChRs exprimés dans les synganglia 
 

L’extraction des ARNs totaux est réalisée en utilisant le RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen, 

Hilden, Allemagne). Ce kit est composé de colonnes de filtration et contient tous les réactifs 

nécessaires pour la dissociation des tissus ainsi que pour l’extraction des ARN totaux. Ce kit est 

initialement prévu pour extraire les ARNs totaux provenant de végétaux ou bien de champignons 

filamenteux, mais il est intéressant à utiliser dans le cas des tiques car la première colonne utilisée 

permet une filtration pour retenir les morceaux de cuticule pouvant être produits lors du broyage et 

ne pas impacter la seconde colonne permettant l’extraction des ARNs (Figure 25 A). Les tampons RLT 

et RW1 contiennent du thiocyanate de guanidinium qui permet la dénaturation des protéines mais 

également l’inactivation des enzymes de types RNAses. Les lots de 10 synganglia de tiques sont sortis 

et placés dans la glace juste avant la manipulation. Les tissus sont broyés mécaniquement à l’aide d’un 

pilon motorisé (Argos Technologies® Motorized Pestle Mixer, Elgin, Illinois, USA) avec un ajout 

progressif de 350 µL de tampon de lyse RLT (1% β-mercaptoéthanol) permettant la dénaturation des 

protéines. Le lysat est ensuite passé sur la première colonne de filtration avec un tube collecteur et 

centrifugé 2 min à la vitesse maximale. Pour la suite de l’expérience le protocole du kit est suivi. 

Les ARNs sont ensuite précipités pour permettre de concentrer la solution qui les contient 

(Figure 25 B). Au volume d’élution sont ajoutés 10 µL d’acétate de sodium (3 M, pH=5,2, Thermo 

Scientific), 1 µL de glycogène de moule (InvitrogenTM, Carlsbad, Californie, USA) ainsi que de 220 µL 

d’éthanol (96-100%). Après une incubation sur la nuit (entre 16 à 18h) à -20°C, les tubes sont 

centrifugés pendant 20 min à 15 000 g à 4°C. Le culot est rincé en ajoutant 400 µL d’éthanol à 70% et 

une centrifugation est réalisée à 15 000 g (4°C) pendant 10 min. Le culot est finalement séché pendant 

20 min à TA pour retirer toutes traces d’éthanol, puis resuspendu dans 7 µL d’eau sans nucléases 

(incubation dans un bain marie à 55°C pendant 10 min). La concentration et la qualité des échantillons 

sont évaluées par spectrophotométrie entre 220 et 350 nm à l’aide d’un Nanodrop (Nanodrop One, 
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Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA). Le rapport de densité optique 260/280 

supérieur à 1,80 donne une indication sur l’absence de contamination en protéines. Le second rapport 

260/230 doit être supérieur à 2 pour permettre de déterminer l’absence de sels et/ou de solvant 

organique (e.g., thiocyanate de guanidinium). Les ARNs ainsi extraits sont conservés à -80°C s’ils ne 

sont pas utilisés directement pour effectuer la transcription inverse. 

 

La transcription inverse est ensuite effectuée sur les ARNs totaux de la tique I. ricinus (Figure 

25 C) afin d’obtenir des ADN complémentaires (ADNc). Le protocole du kit One Taq® RT-PCR (New 

England Biolabs® Inc. (NEB), Ipswich, Massachusetts, USA) est suivi sans modification. Les ADNc ainsi 

obtenus sont conservés à -20°C jusqu’à leur utilisation. 

 

2 - Amplification des ORFs de sous-unités des nAChRs 
neuronaux de la tique Ixodes ricinus 
 

2.1 - La technique d’amplification par réaction de polymérisation en 
chaine (ou PCR) 
 

L’amplification des séquences nucléotidiques codant pour les sous-unités des nAChRs est 

effectuée par la technique de polymérisation en chaine ou PCR (Figure 25 D). Cette technique permet 

l’obtention de fragments d’ADN spécifique par amplification à partir d’une matrice d’ADN en faible 

quantité. La technique de PCR se déroule en trois étapes successives : (1) la dénaturation, qui permet 

le relâchement et la séparation des deux brins d’ADN, (2) l’hybridation des deux amorces (ou 

oligonucléotides) au niveau de la séquence de la matrice d’ADN ciblée, délimitant la zone à amplifier, 

et (3) l’élongation pendant laquelle l’enzyme polymérase va synthétiser les brins complémentaires 

d’ADN à partir des amorces hybridées sur la matrice. Afin de réussir l’amplification des  ORFs des sous-

unités de nAChRs de la tique I. ricinus, deux stratégies ont été mises en place. La première, se basant 
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sur des séquences prédites provenant de l’assemblage du transcriptome de cette espèce (données en 

cours de publication), vise à amplifier les ORFs de sous-unités de nAChRs neuronaux de la tique. La 

seconde, dans le cas où ces amplifications ne se sont pas concluantes car la séquence prédite diffère 

de la séquence de la sous-unité native, la technique de la RACE PCR est alors mise en place. 

Plusieurs enzymes ADN polymérases sont utilisées afin de réaliser l’amplification des sous-

unités de nAChRs de la tique I. ricinus : la GoTaq® G2 Flexi (Promega, Madison, Wisconsin, USA), la 

Taq® (utilisée avec le tampon ThermoPol®, NEB) et la Q5® High-Fidelity (NEB). La GoTaq® G2 Flexi 

(Promega) est l’ADN polymérase utilisée afin d’effectuer les amplifications sur les séquences 

présentes dans le vecteur de clonage pCRTM2.1-TOPO® (InvitrogenTM) afin de confirmer les clones à 

envoyer au séquençage. L’enzyme Q5® (NEB) est utilisée lors des amplifications des fragments 

comprenant la séquence codante entière pour les sous-unités des nAChRs afin de ne pas avoir de 

mutations ponctuelles générées par l’activité d’une ADN polymérase qui n’est pas haute-fidélité. 

Cette enzyme a également été utilisée lors de la technique d’amplification rapide d'extrémités 

d’ADNc par réaction en chaîne par polymérisation (ou RACE-PCR). L’utilisation de la Taq® (NEB) avec 

le tampon Thermopol® (NEB) permet l’ajout d’une queue poly(A) (polyadénylation) à l’extrémité des 

fragments d’ADN amplifiés lorsqu’ils sont obtenus avec la Q5® (NEB). Cet ajout de queue poly(A) 

permet d’effectuer une insertion dans le vecteur de clonage pCRTM2.1-TOPO® (InvitrogenTM). 

 

2.2 - Amplification des ORFs de sous-unités des nAChRs neuronaux 
de la tique   
 

Ces amplifications sont réalisées suite à l’élaboration d’amorces basées sur les séquences 

prédites (Tableau 8). L’amplification de la région codante complète est réalisée avec l’enzyme 

polymérase Q5® (NEB), ainsi les sous-unités Iricα2, Iricα5 et Iricα6 ont pu être amplifiées 

complétement par PCR. Le thermocycleur utilisé pour accomplir ces amplifications est le PeqStar 

(Thermo Fsher Scientific Inc., Wilmington, Delaware, USA). Le mélange réactionnel utilisé pour les 
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PCR effectuées avec la polymérase Q5® (NEB) est celui présenté dans le protocole de l’enzyme et les 

programmes PCR réalisés pour amplifier les sous-unités sont présents dans l’Annexe 1. 

 

Tableau 8: Amorces utilisées pour réaliser une amplification de la région codante des séquences de sous-

unités de nAChRs de la tique Ixodes ricinus. 

Sous-unité 

de nAChR 

Nom de 

l’amorce 

Séquence de l’amorce  

(sens 5’ → 3’) 

Taille du fragment 

attendu (pb) 

α2 
IricA2-CDS-F CAGGCGTGCCATGGCCTTTC 

1547 
IricA2-CDS-R GTCCTGGCGAGAGCGTGTTTCA 

α6 
IricA6-CDS-F ATGAGGAGGACGGCGCGAT 

1551 
IricA6-CDS-R CTACGCGACCAAGTGCGGTGCC 

α5 
IricA5-CDS-F GTTCCGTGGCGACGTTTGTT 

1658 
IricA5-CDS-R TGCTTGTCTTCGACAGCACG 

 

 

 

Figure 25 : Illustration des techniques de biologie moléculaire utilisées pour réaliser la caractérisation 
moléculaire des sous-unités de nAChRs de la tique Ixodes ricinus. 
Le début de la figure (A) représente les différentes étapes nécessaires pour l’extraction des ARNs totaux des 

synganglia des tiques. Ensuite (B) la précipitation de ces ARNs totaux extraits est représentée. (C) La 

transcription inverse pour obtenir les ADN complémentaires ainsi que (D) les amplifications par PCR sont 

ensuite illustrées. 
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2.3 - Technique de la RACE PCR 
 

La technique de RACE-PCR est utilisée dans le but d’amplifier les parties codantes et non 

codantes manquantes de la sous-unité α1 de la tique I. ricinus. Dans un premier temps, la synthèse de 

la matrice ADNc pour l’amplification de la région 5’ est réalisée (Figure 26-1). Elle est spécifique à la 

sous-unité recherchée car une amorce conçue par rapport à la séquence de l’α1 est utilisée pour la 

réaliser (IricA1-SP1, Tableau 9). Cette synthèse est effectuée avec les réactifs contenus dans le kit et 

en suivant les indications du protocole. Suite à cette réaction, une purification sur colonne est réalisée 

en utilisant le kit Nucleospin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Düren, Allemagne).  

A partir de la matrice d’ADNc préparée, l’ajout d’une queue poly(A) (polyadénylation ou A-

tailing) est réalisé au niveau de l’extrémité 5’ du brin synthétisé lors de la transcription inverse (Figure 

26-2). Cette étape permet l’amplification par PCR avec une amorce fournit par le kit appelé Oligo-d(T)-

Anchor (Tableau 9), qui est conçue pour s’hybrider au niveau de la queue poly(A) ajoutée 

artificiellement. Deux PCR successives sont ensuite réalisées avec des amorces spécifiques de la 

séquence α1 (IricA1-SP2, IricA1-SP3, Tableau 9). Une première PCR est effectuée avec l’amorce 

IricA1-SP2 et l’amorce du kit appelé Oligo-d(T)-Anchor, en utilisant l’enzyme polymérase Q5® (Figure 

26-3). Le programme PCR suivi est décrit dans l’Annexe 1 et le thermocycleur utilisé pour accomplir 

cette amplification est le PeqStar (Thermo Fsher Scientific Inc., Wilmington, Delaware, USA). Suite à 

cette première amplification, une PCR emboîtée (ou « Nested PCR », Figure 26-4) est effectuée en 

reprenant les mêmes conditions d’amplification que pour la PCR précédente (Annexe 1), la seule 

différence est l’utilisation de l’amorce IricA1-SP3, positionnée en interne par rapport à l’amplification 

avec l’amorce IricA1-SP2 (Figure 26-4). 

Pour l’amplification de la région 3’ de la sous-unité de Iricα1, la préparation des ADNc 

comporte quelques simplifications, comparée à la synthèse de la région 5’. Pour cette synthèse, 

l’étape de polyadénylation n’est pas nécessaire (car à l’extrémité 3’ des ARNm, une queue poly(A) est 
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déjà présente, Figure 27-1). De plus, la préparation des ADNc est réalisée avec l’amorce fournit dans 

le kit, qui se fixe sur la queue poly(A) des ARNm (Oligo-d(T)-Anchor, Tableau 9). Le protocole suivi 

pour réaliser la transcription inverse correspond à celui présenté dans le protocole du kit. Les ADNc 

obtenus sont utilisés sans être préalablement purifiés. L’amorce IricA1-SP5 spécifique à la séquence 

α1 et l’amorce du kit Oligo-d(T)-Anchor sont utilisées pour faire une amplification spécifique de la 

séquence α1 de la tique pour le brin 3’ (programme PCR présent dans l’Annexe 1 (Figure 27-2). 

 

 

 

Figure 26 : Représentation schématique de la technique de RACE PCR dans le but d’amplifier la partie 5’ du 
transcrit à caractériser. 
Les deux grandes étapes de la RACE PCR pour obtenir le brin 5’ sont représentées sur ce schéma. Dans un 

premier temps, (1) la transcription inverse spécifique à la séquence grâce à l’amorce SP1 utilisée. Puis (2) l’ajout 

d’une polyadénylation synthétique au niveau de l’extrémité 5’ pour permettre l’amplification de la séquence 

UTR et codante du transcrit recherché avec l’amorce « Oligo(dT)-Anchor primer » (kit « 5′/3′ RACE Kit, 2nd 

Generation », Roche, Sigma-Aldrich) et les amorces spécifiques (3) SP2 et (4) SP3. 
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Figure 27 : Représentation schématique de la technique de RACE PCR dans le but d’amplifier la partie 3’ du 
transcrit à caractériser. 
Les deux grandes étapes de la RACE PCR pour obtenir le brin 3’ sont représentées sur ce schéma. Dans un 

premier temps, la transcription inverse réalisée avec l’amorce « Oligo(dT)-Anchor primer » (kit « 5′/3′ RACE Kit, 

2nd Generation », Roche, Sigma-Aldrich). Puis l’amplification de la séquence UTR et codante du transcrit 

recherché avec l’amorce « Oligo(dT)-Anchor primer » et l’amorce spécifique SP5. 

 

 

 

Tableau 9 : Amorces utilisées pour réaliser une amplification des régions 5’  et 3’ incluant les régions 

codantes et non codantes de la séquence α1 de la tique Ixodes ricinus. « Nested PCR » signifie PCR 

emboîtée. 

Sous-unité 
de nAChR 

Nom de 
l’amorce 

Séquence de l’amorce  
(sens 5’ → 3’) 

Rôle dans la RACE-PCR Brin 
ciblé 

α1 

IricA1-SP1 CGTTGGAGTCGTCGCGTTGGTGCTT Transcription inverse 5’ 

IricA1-SP2 CCGAGTGAAGGATTGCCTTGGTCA PCR 1 5’ 

IricA1-SP3 GGGTCCCAGCGCAATTTGTAATCG PCR 2 (nested PCR) 5’ 

IricA1-SP5 TAAGATGGCGCCCTGGGTCAAGCAC PCR  3’ 
     

Amorce kit 
Oligo-d(T) 

anchor 
GACCACGCGTATCGATGTC-
GACTTTTTTTTTTTTTTTTV 

 

Se lie à une queue poly(A) 5’ et 3’ 
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3 - Clonage des sous-unités de nAChRs obtenues par PCR 
 

3.1 - Purification des fragments d’ADN amplifiés 
 

Afin de réaliser les purifications des produits obtenus par PCR, le kit Nucleospin® Gel and PCR 

Clean-up (Macherey-Nagel, Düren, Allemagne) est utilisé. Les fragments d’ADNc provenant de 

réactions enzymatiques (comme la PCR) peuvent être purifiés grâce à ce kit de façon directe.  Une 

seconde purification consiste à faire migrer sur gel d’agarose et à découper la/les bande(s) d’intérêt 

dans le gel après révélation au bromure d’éthidium ou BET (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 

USA) pour purifier les fragments d’ADNc à la taille attendue. Pour cela, les produits PCR sont déposés 

sur du gel d’agarose préparé à 1,5% (PanReac Applichem, ITW Reagents, Darmstadt, Allemagne), 

c’est-à-dire 1,5 g dilué dans 100 mL de TAE 1X (Tris-Acétate 40 mM, EDTA 1 mM, pH = 8,0). La 

migration se déroule dans une cuve à électrophorèse (Mini-ES2, ALLSHENG, Hangzhou, Zhejiang, 

Chine), et un courant de 100 V est appliqué. La révélation des gels se réalise à l’aide de BET (Sigma-

Aldrich) avec un bain de 15 min, puis une révélation aux UV. Les bandes d’intérêt sont alors découpées 

et placées dans un tube 1,5 mL (SARSTEDT), puis le protocole présenté dans le kit Nucleospin® Gel 

and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Düren, Allemagne) est suivi.  

 

3.2 - Clonage dans le vecteur pCRTM2.1-TOPO® 
  

Lors des amplifications par les différentes techniques de PCR décrites précédemment 

(amplifications des ORFs ou amplifications par RACE PCR), les fragments d’ADNc obtenus sont clonés 

dans le vecteur de clonage pCRTM2.1-TOPO® (InvitrogenTM), dans le but d’être séquencés afin de 

confirmer la séquence d’ADNc obtenue. Le vecteur est fourni sous forme linéaire et comporte 

également une topoisomérase I qui y est liée de façon covalente. Le plasmide possède une 

désoxythymine (T) au niveau de son extrémité 3’, permettant de réaliser la ligation des fragments 
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d’ADN (ou insert) par la méthode de clonage TA (« TA Cloning® »). L’insertion des fragments d’ADNc 

dans le vecteur pCRTM2.1-TOPO® est effectuée par topoisomérisation, lorsque la polymérase utilisée 

pour la PCR possède une activité terminale transférase permettant l’ajout de désoxyadénosines au 

niveau des extrémités 3’ des inserts amplifiés. Pour les produits PCR provenant de l’amplification avec 

l’enzyme Q5® (ne possédant pas d’activité terminale transférase), un ajout de désoxyadénosines in-

vitro est réalisé afin de préparer les inserts à la topoisomérisation. Le protocole donné par le kit de 

clonage (InvitrogenTM) est suivi afin de réaliser l’insertion dans le vecteur pCRTM2.1-TOPO®. 

 

3.3 - Insertion dans le vecteur d’expression pGEM 
 

Une autre utilisation de la technique de clonage permet l’insertion des amplifications des 

ORFs des sous-unités de nAChRs de la tique dans un vecteur d’expression. Afin de réaliser cette 

ligation, le clonage directionnel est utilisé dans le but de définir le sens d’insertion de l’insert à 

l’intérieur du vecteur plasmidique, ici le plasmide pGEM est utilisé. Cette méthode de clonage permet 

d’insérer un fragment d’ADN en utilisant des sites de restrictions compatibles. Le vecteur d’expression 

pGEM est utilisé dans le but de transcrire in-vitro l’ADNc inséré afin de produire des ARNm.   

 

3.3.1 - Information sur le vecteur 
  

 Sur la séquence du plasmide pGEM, le promoteur T7 est présent et permet de réaliser la 

transcription in-vitro, il possède également les séquences 5’ et 3’ de la β-globine du xénope (Xenopus 

laevis) qui encadrent le site où est inséré le fragment d’ADN d’intérêt. Ainsi, des sous-unités de 

nAChRs peuvent être produites de façon stable dans le but de les injecter dans les ovocytes de xénope. 
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3.3.2 - Préparation du vecteur pour l’insertion 
 

 Pour réaliser l’insertion des ORFs amplifiées, le vecteur pGEM est digéré par plusieurs couples 

d’endonucléases en fonction des ADNc à insérer dans le vecteur (XmaI/XbaI ou XbaI/BamHI, Tableau 

10). Ces enzymes sont choisies en fonction des séquences ORFs amplifiées, car les motifs digérés par 

les endonucléases ne sont pas présents dans les séquences d’ADNc à insérer. La digestion du vecteur 

est effectuée à 37°C pendant 1h, par les couples d’enzymes XmaI/XbaI (NEB) ou XbaI/BamHI (NEB) en 

présence du tampon CutSmart® (NEB, 50 mM acétate de potassium, 20 mM Tris-acétate, 10 mM 

acétate de magnésium, 100 µg/ml BSA, pH 7.9 à 25°C). Au bout de 30 min d’incubation, 1 µL de 

phosphatase alcaline d’intestin de veau (ou CIAP, InvitrogenTM) est ajoutée dans le mélange 

réactionnel pour déphosphoryler les extrémités 5’ du vecteur. Cette étape permet d’éviter que le 

plasmide ne se recircularise lors de la ligation avec l’insert. Suite à cette première incubation, le 

mélange est incubé 15 min à 65°C afin d’inactiver les endonucléases. Pour finir, le plasmide digéré et 

déphosphorylé est purifié à l’aide du kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel). 

 

3.3.3 - Préparation des inserts et clonage directionnel 
 

 Des amorces spécifiques des séquences ORFs des sous-unités des nAChRs sont définies suite 

aux résultats de séquençage des amplifications (Tableau 10). Les sites de restrictions reconnus par les 

endonucléases sont ajoutés aux amorces pour permettre la ligation des transcrits dans le vecteur 

d’expression pGEM (préalablement digéré avec le couple d’endonucléases correspondantes). 
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Tableau 10 : Description des amorces utilisées pour amplifier les ORF des sous-unités de nAChRs de la tique 

Ixodes ricinus 

Sous-unité 

de nAChR 

Nom de 

l’amorce 

Séquence de l’amorce  

(sens 5’ → 3’) 

Endonucléase 

utilisée 

α1 
IricA1-ORF-F gaatataGGATCCTGCCATGGGCGGG BamHI 

IricA1-ORF-R cttacTCTAGACGGCTTCAGTCGTGG XbaI 

α2 
IricA2-ORF-F taatCCCGGGCAGGCGTGCCATGGCCTTTC XmaI 

IricA2-ORF-R attaTCTAGAGTCCTGGCGAGAGCGTGTTTCA XbaI 

α6 
IricA6-ORF F taatCCCGGGATGAGGAGGACGGCGCGAT XmaI 

IricA6-ORF-R attaTCTAGACTACGCGACCAAGTGCGGTGCC XbaI 

 

Les amplifications des ORFs des nAChRs sont effectuées en utilisant les séquences clonées et 

validées par séquençage, présentes dans le vecteur de clonage pCRTM2.1-TOPO®. Toutes ces 

amplifications sont réalisées avec la Q5® (NEB) afin de minimiser les erreurs engendrées par l’enzyme 

polymérase (voir Annexe 1). Les produits PCR purifiés sont ensuite digérés en suivant la même 

procédure que pour la digestion du plasmide pGEM expliquée précédemment (sans ajouter de CIAP 

aux réactions). Une nouvelle purification des inserts digérés est effectuée avant de faire la ligation 

dans le vecteur d’expression pGEM. Pour réaliser la ligation, des quantités d’inserts digérés sont 

mélangés au plasmide digéré en suivant la formule suivante : 

𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑡é 𝑑′𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡 𝑒𝑛 𝑛𝑔 = 3 ×
(𝑡𝑎𝑖𝑙𝑙𝑒 𝑑𝑒 𝑙′𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡 × 𝑞𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑡é 𝑑𝑒 𝑙′𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡 𝑒𝑛 𝑛𝑔)

𝑡𝑎𝑖𝑙𝑙𝑒 𝑑𝑢 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑒𝑢𝑟
 

 

La T4 DNA ligase (InvitrogenTM) est ajoutée au mélange réactionnel en présence du tampon 

correspondant à la ligase (250 mM de Tri-HCl (pH = 7,6), 50 mM de MgCl2, 5 mM d’ATP, 5 mM de DTT 

et 25% de polyéthylène glycol), qui est ensuite incubé 25 min à 25°C puis 15 min à 65°C pour inactiver 

l’enzyme. Les ligations sont stockées à -20°C jusqu’à leur utilisation pour la transformation 

bactérienne. 
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3.4 - Transformation bactérienne et criblage des clones obtenus 
  

3.4.1 - Transformation bactérienne 
 

 Cette étape du clonage est réalisée à l’aide de cellules compétentes, ici des bactéries 

modifiées de l’espèce Escherichia coli (Cellules chimio-compétentes DG1, Eurogentec, Liège, 

Belgique), qui sont utilisées pour intégrer le plasmide comportant l’insert que l’on souhaite étudier et 

en produire en grande quantité lors de la multiplication des cellules. Ces cellules ont subi un 

traitement chimique qui fragilise leur membrane, ainsi l’entrée du vecteur dans les bactéries peut se 

réaliser facilement par choc thermique. 

 Un volume de 5 µL maximum de ligation est ajouté à un tube de DG1 (50 µL) préalablement 

décongelé dans la glace, puis les bactéries sont incubées 30 min à 4°C.  Un choc thermique est ensuite 

réalisé avec une incubation à 42°C pendant 30 sec sur le tube contenant les bactéries et le produit de 

ligation, puis le tube est immédiatement replacé dans la glace. Les bactéries sont alors incubées à 

37°C pendant 1h à 1h30 sous agitation (250 rpm), dans un nouveau tube supplémenté avec 250 µL de 

milieu de culture afin de permettre aux bactéries de se multiplier. Les cultures bactériennes sont 

ensuite étalées sur boîtes de pétri contenant du milieu de culture solide (milieu LB avec agar (Luria 

low salt, Sigma-Aldrich) supplémenté avec de l’ampicilline à 100 mg/mL (Sigma-Aldrich). Les boîtes 

sont incubées à leur tour à 37°C entre 16h et 18h. Le traitement des boîtes de pétri contenant du milieu 

solide à l’ampicilline permet uniquement la croissance des bactéries ayant intégrée le plasmide  

(comprenant un gène de résistance à cet antibiotique). 

Avant l’étalement de bactéries ayant intégrées le vecteur pCRTM2.1-TOPO®, un traitement à 

base d’IPTG5 (ou isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside, 20 mg/mL, dilué dans l’eau, Promega) et de 

X-gal6 (ou 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside, 20 mg/mL, dilué dans du 

 
5 L’IPTG est un analogue de l’allolactose qui permet l’activation du gène de la β-galactosidase (lacZ). 
6 Le X-gal permet la production d’un composé bleu lors de son hydrolyse par la β-galactosidase. 
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diméthylformamide, Promega) est réalisé (40 µL de chaque composé par boîte). La séquence 

plasmidique de pCRTM2.1-TOPO® contient le gène lacZα qui code pour la β-galactosidase et l’insert 

ne peut s’intégrer qu’entre le gène et le promoteur. Ainsi lorsque l’insert est présent, le gène codant 

pour la β-galactosidase est inhibé et ne peut pas hydrolyser le X-gal présent sur la boîte. Il est alors 

possible de discriminer les bactéries ayant intégrées le plasmide contenant l’insert qui seront blanches 

(βgal-), alors que celles n’ayant pas intégrées le plasmide seront de couleur bleues (βgal+). 

 

3.4.2 - Criblage et validation des clones  
 

La suite des manipulations consiste à étudier les colonies bactériennes récupérées sur boîtes 

de pétri afin de cibler celles possédant un insert de taille intéressante (visualisé par migration sur gel 

après une amplification par PCR), de faire une extraction d’ADN plasmidique pour avoir une grande 

quantité de vecteur comportant l’insert, puis étudier par séquençage l’insert présent dans le plasmide. 

 Les colonies bactériennes sont mises en culture dans du milieu LB liquide supplémenté avec 

de l’ampicilline (100 mg/mL, Sigma-Aldrich). Les colonies sont incubées à 37°C sous agitation (250 

rpm) pendant 1h30 à 2h afin de réaliser une préculture. Ensuite un volume de 50 à 70µL de culture 

bactérienne est placé dans un microtube de 0,2 mL (SARSTEDT) afin d’être centrifugé pour culoter 

les bactéries (centrifugation de 8 min à vitesse maximale). Le culot de bactérie est repris avec de l’eau 

ultrapure (eau mQ) dans 10 µL. Cette solution de bactéries resuspendues sert de matrice lors du 

criblage des colonies par PCR. Les amplifications sont réalisées en utilisant des amorces qui vont 

s’hybrider sur le plasmide étudié. Pour le vecteur pCRTM2.1-TOPO®, le couple d’amorce M13F/M13R 

est utilisé (Tableau 11), pour le vecteur pGEM le couple d’amorce pG-1S/Xen-3R est utilisé (Tableau 

11). Ces couples d’amorces encadrent le site où l’insert s’est intégré dans le vecteur. Cette PCR permet 

donc de visualiser si l’insert est bien présent et également de vérifier la taille des séquences intégrées 

et s’il y a des longueurs de fragments différentes. 
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Les PCR sur colonies bactériennes sont réalisées avec la polymérase GoTaq® G2 Flexi 

(Promega) dans un volume de réaction de 25 µL. La matrice ajoutée au mélange est 2 µL de 

resuspension bactérienne. Les cycles de température utilisées pour chaque couple d’amorce sont 

répertoriés dans l’Annexe 1. Le mélange réactionnel utilisé pour réaliser une PCR sur les colonies 

bactériennes avec la GoTaq® G2 Flexi (Promega) est décrit dans le Tableau 12. Les clones validés par 

le criblage effectué avec les PCR sont mis en culture dans 2 à 5 mL de milieu liquide LB (supplémenté 

avec de l’ampicilline à 100 mg/mL) et sont incubés à 37°C sous agitation (250 rpm) pendant 16 à 18h. 

 

Tableau 11 : Description des amorces utilisées lors des criblages des clones par PCR pour les vecteurs 
pCRTM2.1-TOPO® et pGEM. 

Vecteurs Amorces Séquence de l’amorce (sens 5’ → 3’) 

pCRTM2.1-TOPO® 
M13F CAGGAAACAGCTATGAC 

M13R GTAAAACGACGGCCAG 

pGEM 
pG-1S CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG 

Xen-3R GGAGCAGATACGAATGGCTAC 

 

 

 

Tableau 12 : Description du mélange réactionnel pour effectuer des amplifications avec la GoTaq® G2 
Flexi (Promega) pour le criblage des colonies bactériennes par PCR. 

Solutions Volume (µL) 

Tampon GoTaq® G2 Flexi  5 µL 

MgCl2 1,5 µL 

dNTP 0,5 µL 

Amorce sens (F) (10 µM) 0,625 µL 

Amorce anti-sens (R) (10 µM) 0,625 µL 

Matrice ADN 2 µL 

Enzyme GoTaq® G2 Flexi 0,125 µL 

Eau mQ (QSP 25 µL) 14,625 µL 
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3.4.3 - Extraction d’ADN plasmidique 
 

Pour extraire l’ADN plasmidique des bactéries, les cultures sont tout d’abord centrifugées à 

vitesse maximale pendant 8 min. Pour réaliser l’extraction, le kit GenEluteTM Plasmid miniprep 

(Sigma) est utilisé en suivant le protocole du kit. L’ADN plasmidique est élué avec la solution de Tris-

HCl prévue dans le kit (5 mM de Tris-HCl, pH = 8,0) dans un volume de 30 à 60 µL. Les solutions d’ADN 

plasmidique extraits sont ensuite quantifiées en utilisant le Nanodrop (Thermo Fisher Scientific Inc.). 

La pureté des extractions est vérifiée par l’observation du ratio d’absorbance entre 260 et 280 nm qui 

doit se situer entre 1,7 et 1,9. 

 

3.4.4 - Validation des clones par séquençage 
 

 Les fragments d’ADN clonés dans les vecteurs pCRTM2.1-TOPO® et pGEM sont séquencés par 

la société Eurofins Genomics (Ebersberg, Allemagne). Le séquençage est réalisé dans les deux sens 

de lecture de l’insert avec les amorces utilisées lors de la PCR sur colonie (M13F/M13R pour pCRTM2.1-

TOPO® et pG-1S/Xen-3R pour pGEM). Les résultats sous-forme de chromatogrammes sont analysés 

avec le logiciel BioEdit (version 7.2.6, (Hall 1999)). L’alignement des séquences ADN et protéiques 

(suite à une traduction in-silico) est effectué avec la technique de ClustalW (Thompson, J.D., Higgins, 

D.G., Gibson, T.J., 1994). Des recherches de comparaison de séquences (ou BLAST) dans la banque 

de données du NCBI (National Center for Biotechnology Information) sont réalisées avec les 

séquences nucléotidiques et protéiques des sous-unités de nAChRs de la tique I. ricinus obtenues, afin 

de comparer avec les séquences d’autres espèces déjà référencées dans la base de données 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Chapitre 1 : Caractérisation pharmacologique des 
nAChRs natifs du synganglion de la tique Ixodes ricinus 
 

1 - Mise en évidence de la présence de différents sous-types 
de nAChRs dans les synganglia de la tique Ixodes ricinus 
 

1.1 - Détermination des conditions expérimentales pour l’obtention 
de courants nicotiniques 

 

La microtransplantation des membranes de la tique I. ricinus en ovocytes de xénope a permis 

l’expression de récepteurs nAChRs fonctionnels. Leur activité a pu être étudiée et des courants induits 

suite à l’application d’agonistes de références (ACh, Nic à 1 mM chacun) ont été enregistrés, 

comprenant des réponses d’amplitudes variables. Suite aux réponses observées, les courants 

enregistrés montrent un profil variable et instable (Figure 28 A et D). Ce profil suggère que les 

réponses à l’ACh et à la Nic sont associées à des réponses complexes incluant l’activation des 

récepteurs à l’acétylcholine de type muscarinique (ou mAChRs). Ainsi, dans le but d’obtenir des 

réponses stables induites par l’ACh et la Nic, un inhibiteur des mAChRs, l’atropine (0,5 µM), a été 

ajouté au SOS. Dans ces conditions, les courants induits par 1 mM d’ACh sont stables et l’amplitude 

inchangée par comparaison au contrôle sans atropine (Figure 28 A et B). Un effet similaire est 

constaté lors de l’application de 1 mM de Nic en présence de 0,5 µM d’atropine (Figure 28 D et E). 

Suite à ces résultats, 0,5 µM d’atropine a systématiquement été ajouté dans la solution de SOS pour 

la suite des expériences. Dans ces conditions, nous obtenons des courants entrants avec des 

amplitudes de -75 ± 10 nA (n = 16) pour l’ACh et de -96 ± 13 nA (n = 23) pour la Nic. Ces résultats 

suggèrent la présence de nAChRs dans le synganglion de la tique I. ricinus. 
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Figure 28 : Etude des courants induits par l’ACh et la Nic dans des ovocytes microtransplantés avec des 
membranes provenant des synganglia de la tique Ixodes ricinus. 
Courant induit par l’ACh (1 mM) en absence (A) ou en présence (B) de 0,5 µM d’atropine. (C) L’histogramme 

représente le courant moyen induit par l’ACh en absence (Ctl) ou en présence de 0,5 µM d’atropine (n = 16, p > 

0,05, ns = non significatif). Courant induit par la Nic (1 mM) en absence (D) ou en présence (E) de 0,5 µM 

d’atropine. (F) L’histogramme représente le courant moyen induit par la Nic en absence (Ctl) ou en présence de 

0,5 µM d’atropine (n = 23, p > 0,05, ns = non significatif). Le trait dessiné au-dessus de chaque courant représente 

l’application de la molécule et le temps de perfusion est de 20 sec. Les données sont représentées en moyenne 

± S.E.M. 

 

 

Nous avons également enregistré les courants induits suite à l’application de 1 mM de 

muscarine (Mus). La Figure 29 A illustre un exemple de courant induit par 1 mM de Mus, possédant 

une amplitude de -105 nA et un profil de réponse stable comparé aux réponses obtenues avec l’ACh 

et la Nic sans atropine (Figure 29 A). De plus, l’ajout d’atropine à 0,5 µM bloque complètement les 

courants induits par la Mus (Figure 29). 
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Figure 29 : Etude des réponses induites suite à l’application de muscarine (Mus) sur les ovocytes 
microtransplantés avec des membranes provenant du synganglion de la tique Ixodes ricinus. 
Exemple d’un courant induit par la Mus (1 mM) en absence (A) ou en présence (B) d’atropine (0,5 µM). (C) 

L’histogramme représente le courant moyen obtenu suite à l’application de Mus en absence (Ctl) et en présence 

de 0,5 µM d’atropine (n = 8, *p < 0,05, * = différence significative). Le trait dessiné au-dessus de chaque courant 

représente l’application de la molécule et le temps de perfusion est de 20 sec. Les données sont représentées 

en moyenne ± S.E.M. 

 

 

1.2 - Identification de populations de récepteurs nicotiniques 
sensibles et insensibles à l’α-Bgt 
 

 Dans le but de compléter la caractérisation des nAChRs exprimés dans le synganglion de la 

tique I. ricinus, un prétraitement de SOS supplémenté avec 10 nM d’α-Bgt est appliqué pendant 15 

min sur les ovocytes microtransplantés. Les courants induits par l’ACh (1 mM) ne sont pas 

significativement modifiés en présence de 10 nM d’α-Bgt (n = 9, p > 0.05, Figure 30 A, B et C). Au 

contraire, les courants induits par la Nic (1 mM) montrent une inhibition partielle de 27 % lorsqu’un 

prétraitement de 10 nM d’α-Bgt est réalisé avant l’application de la Nic (n=10, *p < 0.05, Figure 30 A, 

B et C). Ces résultats indiquent la présence de différents sous-types pharmacologiques de nAChRs 

dont des récepteurs sensibles à l’α-Bgt chez I. ricinus. 
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Figure 30 : Etude des courants induits par l’ACh et la Nic en présence ou non d’α-Bgt dans des ovocytes 
microtransplantés avec des membranes provenant des synganglia de la tique Ixodes ricinus. 
Courant induit par l’ACh (1 mM) en absence (A) ou en présence (B) de 10 nM d’α-Bgt. (C) L’histogramme 

représente le courant moyen induit par l’ACh en absence (Ctl) ou en présence de 10 nM d’α-Bgt (n = 9, p > 0,05, 

ns = non significatif). Courant induit par la Nic (1 mM) en absence (D) ou en présence (E) de 10 nM d’α-Bgt. (F) 

L’histogramme représente le courant moyen induit par la Nic en absence (Ctl) ou en présence de 10 nM d’α-Bgt 

(n = 10 et *p < 0,05, * = différence significatif). Le trait dessiné au-dessus de chaque courant représente 

l’application de la molécule et le temps de perfusion est de 20 sec. Les données sont représentées en moyenne 

± S.E.M. 

 

Afin de confirmer la présence des récepteurs, les membranes de synganglia de tique ont été 

marquées avec de l’Alexa-488 conjuguée à de l’α-Bgt (Alexa-488 – α-Bgt). Comme il peut être 

constaté sur la Figure 31 A et B, des spots de fluorescence sont observables au sein de la préparation 

de membrane de synganglia alors qu’aucune fluorescence n’est présente dans les préparations de 

membranes contrôles (non-marquées à l’Alexa-488 – α-Bgt, Figure 31 C et D. Ces résultats 

confirment qu’il existe des récepteurs nAChRs sensibles à l’α-Bgt exprimés au niveau de la membrane 

plasmique d’ovocytes de xénope microtransplantés avec des membranes du synganglion. 
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Figure 31 : Marquage des nAChRs sensibles à l’α-bungarotoxine (α-Bgt) dans les extraits membranaires de 
synganglion de la tique Ixodes ricinus. 
(A) Membrane du synganglion traitées à l’Alexa-488 – α-bgt, visualisé en fluorescence à 488 nm. (B) Même 

préparation que pour le A, visualisé en lumière transmise. (C) Préparation de membranes du synganglion 

contrôle (sans traitement à l’Alexa-488 – α-bgt) visualisé en fluorescence à 488 nm. (D) Même préparation que 

pour le C, visualisé en lumière transmise. 

 

 

1.3 - Effet d’un modulateur allostérique, le PNU-120596, sur l’activité 
des nAChRs du synganglion 
 

Nous avons souhaité trouver des conditions optimales pour l’enregistrement et la 

caractérisation des courants induits par les récepteurs nicotiniques chez la tique I. ricinus. Ainsi, le 

PNU-120596 a été testé sur les ovocytes microtransplantés avec des membranes de synganglia de 

tique. En absence d’atropine, la pré-application de 1 µM de PNU-120596 uniquement n’entraine pas 

de modification significative des courants induits par l’ACh (n = 8, p > 0,05, Figure 32 A, B et C) ou la 

Nic (n = 9, p > 0,05, Figure 32 D, E et F). En accord avec les résultats précédents, on observe une 

200 µm

200 µm 200 µm



Résultats et discussion : Caractérisation pharmacologique des nAChRs natifs du synganglion de la 
tique Ixodes ricinus 

 
137 

instabilité des courants enregistrés. Ces expériences ont donc été réitérées avec l’ajout d’atropine (0,5 

µM) afin de bloquer les courants muscariniques. Dans ces conditions, l’application du PNU-120596 

entraine une augmentation importante des courants induits par l’ACh 1 mM (Figure 33 A et B) dont 

l’amplitude passe de -96 ± 5 nA à -175 ± 20 nA (n = 7, *p < 0,05, Figure 33 C). De façon similaire, 

l’amplitude des réponses des nAChRs à la Nic est augmentée de -105 ± 0,5 nA à -201 ± 4,5 nA (n = 23, 

*p < 0,05, Figure 33 D à F).  

Grâce à l’ensemble des résultats obtenus, plusieurs paramètres ont pu être définis  pour 

étudier la sensibilité des récepteurs nicotiniques natifs de la tique I. ricinus. Dans un premier temps, 

nous pouvons conclure que l’utilisation d’atropine est nécessaire à l’étude des nAChRs natifs de la 

tique car elle permet d’inhiber l’activité simultanée des récepteurs muscariniques. Additionné à cela, 

l’application de PNU-120596, modulateur allostérique positif, permet d’améliorer le protocole utilisé 

en amplifiant les réponses des récepteurs natifs de la tique. 

 

 

Figure 32 : Effet de modulation du PNU-120596 (PNU) sur les courants induits par l’ACh et la Nic sur des 
ovocytes microtransplantés avec des membranes de synganglion (en absence d’atropine). 
Courant induit par l’ACh (1 mM) en absence (A) ou en présence (B) de 1 µM de PNU (sans atropine (Atr) 0,5 µM). 

(C) L’histogramme représente le courant moyen induit par l’ACh en absence (Ctl) ou en présence de 1 µM de 

PNU (n = 8, p > 0,05, ns = non significatif). Courant induit par la Nic (1 mM) en absence (D) ou en présence (E) de 

1 µM de PNU (sans Atr 0,5 µM). (F) L’histogramme représente le courant moyen induit par la Nic en absence 

(Ctl) ou en présence de 1 µM de PNU (n = 9, p > 0,05, ns = non significatif). Le trait dessiné au-dessus de chaque 

courant représente l’application de la molécule et le temps de perfusion est de 20 sec. Les données sont 

représentées en moyenne ± S.E.M. 
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Figure 33 : Effet de modulation du PNU-120596 (PNU) sur les courants induits par l’ACh dans les ovocytes 
microtransplantés avec des membranes de synganglion (en présence d’atropine). 

Courant induit par l’ACh (1 mM) en absence (A) ou en présence (B) de PNU (avec atropine (Atr) 0,5 µM). (C) 

L’histogramme représente le courant moyen induit par l’ACh en absence (Ctl) ou en présence de 1 µM de PNU 

(n = 6, *p < 0,05, * = différence significative). Courant induit par la Nic (1 mM) en absence (D) ou en présence (E) 

de PNU-120596 (avec Atr 0,5 µM). (F) L’histogramme représente le courant moyen induit par la Nic en absence 

(Ctl) ou en présence de 1 µM de PNU (n = 6, *p < 0,05, * = différence significative). Le trait dessiné au-dessus de 

chaque courant représente l’application de la molécule et le temps de perfusion est de 20 sec. Les données sont 

représentées en tant que moyenne ± S.E.M. 

 

2 - Caractérisation pharmacologique des sous-types de 
nAChRs natifs de la tique 
  

2.1 - Utilisation d’α-Bgt, de mécamylamine et de méthyllycaconitine 
 

Suite à ces résultats et pour compléter la caractérisation des nAChRs exprimés dans les 

ovocytes microtransplantés avec les membranes du synganglion, un bain contenant 10 nM d’α-Bgt en 

présence de 0,5 µM d’atropine et de 1 µM de PNU-120596 a été réalisé avant l’application d’agoniste 

(ACh et Nic à 1 mM). Le traitement à l’α-Bgt a induit une diminution significative des courants à l’ACh 

(Figure 34 C) et à la Nic (Figure 34 F). Des diminutions de 33 % (n = 6, *p < 0,05) et de 45 % (n = 10, *p 
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< 0,05) ont été observées pour les courants induits après application d’ACh et de Nic respectivement 

(Figure 34). 

 

 

Figure 34 : Etude des courants induits par l’ACh et la Nic sur des ovocytes microtransplantés avec des 
membranes de synganglia de tique, et effet de l’α-Bgt sur leurs amplitudes. 
Courant induit par l’ACh (1 mM) en absence (A) ou en présence (B) de 10 nM d’α-Bgt (avec PNU 1 µM et atropine 

(Atr) 0,5 µM). (C) L’histogramme représente le courant moyen induit par l’ACh en absence (Ctl) ou en présence 

de 10 nM d’α-Bgt (n = 6, *p < 0,05, * = différence significative). Courant induit par la Nic (1 mM) en absence (D) 

ou en présence (E) de 10 nM d’α-Bgt (avec PNU 1 µM et Atr 0,5 µM). (F) L’histogramme représente le courant 

moyen induit par la Nic en absence (Ctl) ou en présence de 10 nM d’α-Bgt (n = 10, *p < 0,05, * = différence 

significative). Le trait dessiné au-dessus de chaque courant représente l’application de la molécule et le temps 

de perfusion est de 20 sec. Les données sont représentées en tant que moyenne ± S.E.M. 

 

Deux autres antagonistes, la mécamylamine (Mec) et la méthyllycaconitine (MLA), ont été 

testés sur les ovocytes microtransplantés. L’activité inhibitrice de la Mec a été décrite sur des 

récepteurs insensibles à l’α-Bgt chez la blatte P. americana (Courjaret, Grolleau, and Lapied 2003; 

Thany, Courjaret, and Lapied 2008). Pour la MLA, des études de liaison par affinité ont montré qu’elle 

se lie avec une haute affinité aux récepteurs homomérique α7, sensibles à l’α-Bgt (Davies et al. 1999). 

Ces deux molécules sont testées de la même façon que pour les expériences avec l’α-Bgt, un bain est 

appliqué avec chacun des antagonistes, en présence de 0,5 µM d’atropine et de 1 µM de PNU-120596. 

Les courants induits par l’ACh (1 mM) ne sont pas modifiés suite au prétraitement avec 1 µM de Mec 

(n = 6, p > 0,05, Figure 35 A, B et C), ou 10 nM de MLA (n = 6, p > 0,05, Figure 35 D, E et F). Par contre, 
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pour la Nic (1 mM), la Mec n’a aucun effet (n = 9, p > 0,05, Figure 36 A, B et C), mais la MLA entraine 

une inhibition de 41 % des courants (n = 6, *p < 0,05, Figure 36 A, B et C). Ces résultats mettent en 

évidence la présence de différents sous-types de nAChRs parmi les populations sensibles et 

insensibles à l’α-Bgt, notamment la présence de sous-types 7 homomériques sensibles à la MLA. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35 : Effet de modulation de la mécamylamine (Mec) et de la méthyllycaconitine (MLA) sur les 
courants induits par l’ACh (1 mM) en ovocyte de xénope microtransplantés avec des membranes de 
synganglion. 
Courant induit par l’ACh (1 mM) en absence (A) ou en présence (B) de 1 µM de Mec. (C) L’histogramme 

représente le courant moyen induit par l’ACh en absence (Ctl) ou en présence de 1 µM de Mec (n = 6, p > 0,05, 

ns = non significatif). Courant induit par l’ACh (1 mM) en absence (D) ou en présence de 10 nM de MLA. (F) 

L’histogramme représente le courant moyen induit par l’ACh en absence (Ctl) ou en présence de 10 nM de MLA 

(n = 6, p > 0,05, ns = non significatif). Le trait dessiné au-dessus de chaque courant représente l’application de la 

molécule et le temps de perfusion est de 20 sec. Les données sont représentées en tant que moyenne ± S.E.M. 
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Figure 36 : Effet de modulation de la mécamylamine (Mec) et de la méthyllycaconitine (MLA) sur les 
courants induits par la nicotine (Nic, 1 mM) en ovocyte de xénope microtransplantés avec des membranes 
de synganglion. 
Courant induit par la Nic (1 mM) en absence (A) ou en présence (B) de 1 µM de Mec. (C) L’histogramme 

représente le courant moyen induit par la Nic en absence (Ctl) ou en présence de 1 µM de Mec (n = 9, p > 0,05, 

ns = non significatif). Courant induit par la Nic (1 mM) en absence (D) ou en présence (E) de 10 nM de MLA. (F) 

L’histogramme représente le courant moyen induit par la Nic en absence (Ctl) ou en présence de 10 nM de MLA 

(n = 6, *p > 0,05, * = différence significative). Le trait dessiné au-dessus de chaque courant représente 

l’application de la molécule et le temps de perfusion est de 20 sec. Les données sont représentées en tant que 

moyenne ± S.E.M. 

 

 

 

2.2 - Etude de la sensibilité des nAChRs natifs de la tique Ixodes 
ricinus aux néonicotinoïdes 

 

Au cours de ces travaux, la sensibilité des nAChRs natifs de la tique I. ricinus pour les 

néonicotinoïdes suivants a été étudiée : la clothianidine (CLT), l’imidaclopride (IMI), le 

thiaméthoxame (TMX) et l’acétamipride (ACE). Dans un premier temps, l’application de CLT (1 mM) 

en présence d’atropine (0,5 µM) a induit une réponse avec une amplitude moyenne de -4,8 ± 1 nA 

(Figure 37 A). Puis, en présence d’atropine et de PNU-120596 (0,5 µM et 1 µM), les courants induits 

par la CLT sont augmentés à -153,5 ± 53 nA et significativement différents comparés aux courants 

obtenus en absence de PNU-120596 (n= 9, p* < 0,05, Figure 37 A, B, C). Lors de l’application d’IMI (1 

mM) sur les ovocytes microtransplantés en absence ou en présence de PNU-120596 (1 µM), les 

amplitudes de courants ont été respectivement de -4,3 ± 1 nA et - 15,1 ± 3 nA (n = 19, p* < 0,05, Figure 
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37 D, E, F). Pour les tests menés avec le TMX (1 mM), en absence de PNU-120596 (1 µM) l’amplitude 

moyenne des réponses induites sont de -4,1 ± 1 nA et en présence de PNU-120596 de -19 ± 4 nA (n = 

14, *p < 0,05, Figure 37 G, H, I). Enfin, l’utilisation d’ACE sur les ovocytes contenant les préparations 

membranaires de synganglia de tiques induit des réponses d’amplitude moyenne de -4,7 ± 1 nA en 

absence de PNU-120596 et en présence de ce modulateur de -18,2 ± 4 nA (n = 20, *p < 0,05, Figure 37 

J, K, L). Les résultats obtenus en absence de PNU-120596 montrent une faible activation des nAChRs 

natifs de la tique avec une amplitude de courant maximale enregistrée n’excédant pas les 5 nA. Mais 

en présence du modulateur allostérique, une augmentation significative des courants induits est 

observée pour tous les néonicotinoïdes testés. L’effet le plus important a été observé lors de 

l’application de la CLT sur les ovocytes microtransplantés avec des membranes de synganglion, avec 

un courant moyen 32 fois plus important que le courant contrôle (Figure 37). 

Ces résultats montrent que les nAChRs natifs de la tique sont peu sensibles aux 

néonicotinoïdes testés (CLT, IMI, TMX, ACE), et que l’effet agoniste de ces néonicotinoïdes peut être 

amplifié lors de l’application du modulateur allostérique positif, le PNU-120596, comme cela a été 

précédemment réalisé pour les courants induits par l’ACh et la Nic.  
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Figure 37 : Etude des courants induits par plusieurs néonicotinoïdes (Clothianidine : CLT, Imidaclopride : 
IMI, Thiaméthoxame : TMX, Acétamipride : ACE) sur des ovocytes microtransplantés avec des membranes 
du synganglion de la tique. 
Courant induit par la CLT (1 mM) en absence (A) ou en présence (B) de 1 µM de PNU-120596. (C) L’histogramme 

représente le courant moyen induit par la CLT en absence (Ctl) ou en présence de 1 µM de PNU (n= 9, *p < 0,05, 

* = différence significative). Courant induit par l’IMI (1 mM) en absence (D) ou en présence (E) de 1 µM de PNU 

(courant contrôle). (F) L’histogramme représente le courant moyen induit par l’IMI en absence (Ctl) ou en 

présence de 1 µM de PNU (n = 19, *p < 0,05, * = différence significative). Courant induit par la TMX (1 mM) en 

absence (G) ou en présence (H) de 1 µM de PNU. (I) L’histogramme représente le courant moyen induit par la 

TMX en absence (Ctl) ou en présence de 1 µM de PNU (n = 14, *p < 0,05, * = différence significative). Courant 

induit par la TMX (1 mM) en absence (J) ou en présence (K) de 1 µM de PNU. (L) L’histogramme représente le 

courant moyen induit par la TMX en absence (Ctl) ou en présence de 1 µM de PNU (n = 20, *p < 0,05, * = 

différence significative). Le trait dessiné au-dessus de chaque courant représente l’application de la molécule et 

le temps de perfusion est de 20 sec. Les données sont représentées en tant que moyenne ± S.E.M. 
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2.3 - Effet du DEET et du flupyradifurone sur les nAChRs natifs de la 
tique Ixodes ricinus 
 

Pour compléter la caractérisation des nAChRs présents dans les membranes du synganglion 

de la tique ainsi que le screening de molécules pouvant agir sur ces récepteurs, deux autres molécules 

déjà présentes sur le marché ont été testées dans le but d’observer leur effet pharmacologique au 

niveau de ces récepteurs. Nous avons décidé d’utiliser le DEET (N,N-diéthyl-3-méthylbenzamide), 

répulsif très utilisé dans le monde. Il a été démontré qu’il possède une activité au niveau du système 

nerveux de certains organismes (Swale et al. 2014), notamment qu’il peut inhiber l’activité d’enzymes, 

telles que la butyrylcholinestérase et l’AChE (Corbel, Stankiewicz, Pennetier, Fournier, Stojan, Girard, 

Dimitrov, Molgo, et al. 2009). La seconde molécule testée est le flupyradifurone (FLU), un pesticide 

de nouvelle génération appartenant à la famille des buténolides et agissant sur les nAChRs (Nauen, 

Jeschke, Velten, Beck, Ebbinghaus-Kintscher, et al. 2015).  

Dans un premier temps, l’effet agoniste des deux molécules a été testé en présence d’atropine 

et de PNU-120596 (Figure 38). L’utilisation de DEET (1 mM) n’a pas montré d’effet agoniste (Figure 

38 C), contrairement au FLU (1 mM) qui génère un courant de l’ordre de -78,8 ± 25 nA (Figure 38 D). 

Les courbes doses réponses montrent que les EC50 déterminées sont de 276 µM pour l’ACh, de 149 

µM pour la Nic et de 521 µM pour le FLU (Figure 38 E). Dans un second temps, nous avons évalué 

l’effet modulateur de ces deux composés sur les courants induits par l’ACh et la Nic en présence 

d’atropine (0,5 µM) et de PNU-120596 (1 µM). Le pré-traitement du FLU seul (5 nM) ne modifie pas 

les courants induits par l’ACh à 1 mM (n = 6, p > 0,05, Figure 39 B) ou la Nic à 1 mM (n = 8, p > 0,05, 

Figure 39 E). Au contraire, le DEET appliqué en bain à 5 nM est capable d’inhiber la réponse à la Nic 

de 45 % (n = 9, *p < 0,05, Figure 39 D), mais n’a aucun effet sur la réponse à l’ACh (n = 9, p > 0,05, 

Figure 39 A). La combinaison des deux molécules montre un effet d’inhibition sur la réponse à la Nic 

de 46 % (n = 7, *p < 0,05, Figure 39 F) mais pas sur celle à l’ACh (n = 8, p > 0,05, Figure 39 C). Ainsi, un 
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effet antagoniste du DEET est observé sur les réponses à la Nic (1 mM) seulement. L’effet antagoniste 

du mélange observé quant à lui pourrait correspondre à un effet additif dû à la présence du DEET. 

 

 

 

Figure 38 : Etude des courants induits par plusieurs agonistes comme l’ACh, la Nic, comparé aux réponses 
engendrées par deux pesticides : le DEET ainsi que le flupyradifurone (FLU), appliqués sur des ovocytes 
microtransplantés avec des membranes de synganglia. 
Exemple de courants induits par 1 mM d’ACh (A), de Nic (B), de DEET (C), et de FLU (D). Le trait dessiné au-

dessus de chaque courant représente l’application de la molécule et le temps de perfusion est de 20 sec. (E) 

Représentation d’une courbe dose réponse pour les agonistes ACh, Nic et FLU. L’axe des abscisses représente 

les concentrations testées (M) pour chaque molécule sous forme logarithmique (log[M]). Chaque point illustre 

les amplitudes des réponses qui sont normalisées en fonction de l’intensité maximale (Imax) de la réponse à la 

Nic (1 mM). Les mesures électrophysiologiques ont été effectuées en présence d’atropine (Atr) à 0,5 µM et de 

PNU-120596 à 1 µM, pour n = 15 ovocytes. 
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Figure 39 : Représentation de l’effet en prétraitement du DEET et du flupyradifurone (FLU) à 5 nM sur la 
réponse à l’ACh (1 mM) ou à la nicotine (1 mM). 
(A) L’histogramme représente le courant moyen induit par l’ACh en absence (Ctl) ou en présence (DEET) de 5 

nM de DEET (n= 9, p > 0,05, ns = non significatif). (B) L’histogramme représente le courant moyen induit par 

l’ACh en absence (Ctl) ou en présence (FLU) de 5 nM de FLU (n = 6, p > 0,05, ns = non significatif). (C) 

L’histogramme représente le courant moyen induit par l’ACh en absence (Ctl) ou en présence (DEET/FLU) de 5 

nM de la combinaison de DEET et FLU (n = 8, p > 0,05, ns = non singificatif). (D) L’histogramme représente le 

courant moyen induit par la Nic en absence (Ctl) ou en présence (DEET) de 5 nM de DEET (n = 9, *p < 0,05, * = 

différence significative). (E) L’histogramme représente le courant moyen induit par la Nic en absence (Ctl) ou en 

présence (FLU) de 5 nM de FLU (n = 8, p > 0,05, ns = non significatif). (F) L’histogramme représente le courant 

moyen induit par la Nic en absence (Ctl) ou en présence (DEET/FLU) de 5 nM de la combinaison de DEET et FLU 

(n = 7, *p < 0,05, * = différence significative). Les données sont représentées en tant que moyenne ± S.E.M. 
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3 - Conclusion sur la caractérisation des propriétés 
pharmacologiques des nAChRs exprimés dans le synganglion 
de la tique par la technique de microtransplantation 
 

3.1 - Caractérisation pharmacologique des nAChRs 
 

3.1.1 - Présence de nAChRs dans le synganglion de la tique Ixodes ricinus 
 

Les enregistrements obtenus par la technique de TEVC montrent que les courants induits par 

l’ACh et la Nic ont une cinétique de désensibilisation similaire à celle décrite chez le puceron du pois 

(Crespin et al. 2016). L’affinité de l’α-Bgt sur les nAChRs a été démontrée chez les vertébrés, 

notamment au niveau de préparation de membranes de cerveau de rat et de l’organe électrique de 

Torpedo (Lukas et al. 1999; Young, Herbette, and Skita 2003). Des études pharmacologiques ont mis 

en évidence la présence de populations de nAChRs sensibles et insensibles à l’α-Bgt chez différentes 

espèces d’arthropodes telles que la drosophile D. melanogaster, (Schloss et al. 1991) ou chez la blatte 

américaine P. americana, (Salgado and Saar 2004). L’utilisation de cette toxine a montré qu’une 

population de récepteurs sensibles à l’α-Bgt est présente dans le synganglion de la tique I. ricinus, 

notamment par l’inhibition partielle des courants induits par l’ACh et la Nic. Cela a pu être confirmé 

par le marquage des préparations membranaires, ainsi que par l’utilisation de Mec et de MLA. En effet, 

l’inhibition de la MLA sur les réponses induites par la Nic a été constaté et confirme ainsi la présence 

de récepteurs nicotiniques sensibles à l’α-Bgt au sein des extraits membranaires du synganglion de la 

tique I. ricinus. 

 

3.1.2 - Sensibilité des nAChRs aux néonicotinoïdes 
 

 Malgré la polémique qui entoure l’utilisation des pesticides néonicotinoïdes et le fait que les 

arachnides soient décrits comme peu sensibles (Erdmanis et al. 2012; Song et al. 2009; Lees et al. 

2014), les néonicotinoïdes sont des molécules connues pour se lier aux nAChRs des insectes et plus 
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largement des arthropodes (Tan, Galligan, and Hollingworth 2007; Thany 2009; Kiriyama et al. 2003). 

Ainsi l’étude de ces pesticides dans le but de déterminer la pharmacologie des nAChRs de la tique I. 

ricinus est intéressante.  

Dans un premier temps, l’application des néonicotinoïdes seuls (CLT, IMI, TMX et ACE) 

montre que ces molécules sont de faibles agonistes des nAChRs de la tique I. ricinus. En effet, sans 

l’addition de PNU-120596, les amplitudes enregistrées ne dépassent pas les 5 nA. Malgré cela, les 

courants observés montrent qu’au sein des récepteurs nicotiniques présents dans le synganglion de 

la tique I. ricinus, il existe des sous-types de nAChRs sensibles aux pesticides néonicotinoïdes. La 

sensibilité à ces pesticides a déjà été largement observée chez plusieurs espèces d’insectes par 

exemple P. americana (Tan, Galligan, and Hollingworth 2007; Thany 2009), M. domestica (Kiriyama et 

al. 2003), D. melanogaster et Homalodisca coagulata (Honda, Tomizawa, and Casida 2006) ou encore 

A. pisum (Crespin et al. 2016). De plus, plusieurs études ont montré que la liaison des néonicotinoïdes 

est spécifique à certains sous-types de récepteurs nicotiniques chez les insectes. En effet, chez 

plusieurs espèces de pucerons (A. pisum, M. persicae et A. craccivora), l’IMI se lie aux nAChRs 

insensibles à l’α-Bgt (Taillebois et al. 2014; Wiesner and Kayser 2000). Également, chez la blatte P. 

americana, l’IMI se lie préférentiellement aux récepteurs insensibles à l’α-Bgt, définit comme nAChR1 

(Buckingham et al. 1997; Courjaret and Lapied 2001). Par contre, la liaison du TMX, étudiée chez ces 

mêmes espèces de pucerons, est observée au niveau des récepteurs sensibles à l’α-Bgt (Taillebois et 

al. 2014; Wiesner and Kayser 2000). Dans le cas de la CLT et de l’ACE, la liaison aux deux sous-types 

de nAChRs (sensibles, nAChR1 et insensibles, nAChR2 à IMI) a été observée en patch-clamp sur les 

neurones DUM de P. americana (Bodereau-Dubois et al. 2012; Thany 2009). Ainsi, les effets agonistes 

des différents néonicotinoïdes expérimentés chez la tique I. ricinus, sur les ovocytes microtransplantés 

avec les extraits membranaires de synganglion, sont probablement influencés par les différents sous-

types de nAChRs exprimés à la membrane des ovocytes. Malgré tout, la comparaison entre les effets 

rencontrés chez la tique et chez les insectes est à tempérer, car des variations d’activités des 
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néonicotinoïdes ont déjà été constatées entre des espèces d’insectes (Wiesner and Kayser 2000) 

(Kiriyama et al. 2003) (Zhang, Tomizawa, and Casida 2004) (Honda, Tomizawa, and Casida 2006) 

(Thany 2009) (Bodereau-Dubois et al. 2012) (Taillebois et al. 2014).  

Nous avons pu observer que la supplémentation du SOS avec 1 µM de PNU-120596 permet 

d’augmenter significativement l’amplitude des courants induits par les néonicotinoïdes. De plus, 

l’effet du PNU-120596 sur les réponses aux différents composés a permis de les séparer en deux 

catégories : l’IMI, l’ACE et le TMX dont l’amplitude a été augmentée entre 3 à 4 fois comparé au 

courant contrôle ; et la CLT, dont l’amplitude a été multipliée par 32. Ainsi, la CLT pourrait être 

considéré comme un meilleur agoniste comparé aux autres néonicotinoïdes testés. L’action comme 

un agoniste total de la CLT a été démontrée sur des neurones isolés provenant de ganglions 

thoraciques de P. americana (Tan, Galligan, and Hollingworth 2007). De plus, l’effet super-agoniste de 

la CLT a également été observé suite à son application sur des cellules neuronales de larves de D. 

melanogaster en patch-clamp, comparé aux réponses induite par l’ACh et l’IMI (Brown et al. 2006). 

Ces résultats peuvent également nous faire réfléchir à l’utilisation d’une formulation contenant un 

pesticide actif sur les nAChRs de la tique I. ricinus additionné avec un modulateur allostérique positif 

(comme le PNU-120596) en tant que moyen pour lutter contre ce parasite. Pour compléter cette 

étude, l’activité neurotoxique d’un tel mélange pourrait être testée in-vivo, dans le but de confirmer 

l’augmentation de toxicité de la CLT sur des tiques vivantes comparé à l’utilisation de la CLT seule. 

 

3.1.3 - Sensibilité des nAChRs au DEET et au flupyradifurone 
 

Deux autres molécules, le DEET et le FLU, ont été testées dans les mêmes conditions 

expérimentales définies précédemment (en présence d’atropine et de PNU-120596).  

Des études ont été menées sur l’activité au niveau du système nerveux du DEET chez 

différents types d’organismes. Une EC50 de 120 µM a été déterminée au niveau du système nerveux 
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de la mouche M. domestica (Swale et al. 2014). Également, une inhibition des canaux sodiques a été 

constatée (IC50 = 700 µM) suite à l’étude en patch-clamp des neurones corticaux de rat ainsi que 

l’inhibition des canaux potassiques dont l’EC50 est 6 fois plus faible que celle des canaux Na+ (Swale 

et al. 2014). Une autre étude a montré que le DEET, appliqué à de faibles doses (10 nM) sur neurone 

DUM de P. americana, est capable de se fixer au niveau du site de liaison allostérique des mAChRs et 

permet d’augmenter l’effet anti-AChE d’un carbamate, le propoxur (Abd-Ella et al. 2015). Le DEET 

aurait un effet de modulation allostérique positive au niveau des mAChRs des neurones DUM de la 

blatte ce qui augmenterait les taux de calcium intracellulaire suite à l’activation des mAChRs (Abd-

Ella et al. 2015; Corbel, Stankiewicz, Pennetier, Fournier, Stojan, Girard, Dimitrov, Molgó, et al. 2009).  

Lors de notre étude, le pré-traitement avec une faible concentration de DEET (5 nM) a entrainé une 

inhibition des courants induits par la Nic (1 mM). Par contre, aucun effet n’a été observé sur les 

courants induits par l’ACh. La conclusion par rapport à l’action du DEET sur les récepteurs présents 

dans les extraits membranaires microtransplantés en ovocyte n’est pas facile à établir. En effet, la 

présence de certains régulateurs natifs des récepteurs peut influencer les réponses obtenues suite aux 

pré-traitements, en interagissant avec les molécules appliquées sur les ovocytes (Eusebi et al. 2009).  

Comparé à cela, le FLU a montré un effet agoniste à 1 mM. Par contre, les expériences 

effectuées avec l’application de faibles doses de FLU (5 nM) au niveau des ovocytes n’ont pas montré 

d’effet, ce qui pourrait indiquer qu’il n’y a pas d’effet allostérique ou de modulation de ce nouveau 

pesticide au niveau des nAChRs étudiés chez la tique I. ricinus. Cette molécule a été décrite comme 

neurotoxique chez plusieurs espèces d’insectes, notamment par des expériences de toxicité menées 

sur des larves d’anophèles Anopheles darlingi (LC50 = 1,18 µg/mL à 48h d’exposition pour le 

flupyradifurone), (da Silva Mesquita et al. 2020). Une autre étude de 2015 conclue à la sensibilité des 

nAChRs d’insectes grâce à des études de liaison par affinité sur des préparations membranaires de 

tête de la mouche M. domestica, ainsi que des mesures électrophysiologiques sur des neurones isolés 

de Spodoptera frugiperda (Nauen, Jeschke, Velten, Beck, Ebbinghaus‐Kintscher, et al. 2015). 
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Lors de l’application combinée de DEET et de FLU (solution à 5 nM), une inhibition similaire à 

celle obtenue avec le DEET seul a été constatée sur la réponse induite par la Nic (1 mM). Ainsi nous en 

avons déduit que cet effet était seulement dû à la présence de DEET dans la solution et que le FLU 

n’apportait pas d’effet supplémentaire pouvant impacter la réponse à la Nic. La combinaison de deux 

ou plusieurs molécules à caractère neurotoxique est souvent utilisée dans le but d’obtenir le même 

effet neurotoxique ou bien de l’augmenter avec les combinaisons de molécules, en utilisant le moins 

de produit actif possible (Brindley and Selim 1984). Cet effet de synergie a été étudié chez plusieurs 

espèces au niveau toxicologique, notamment sur les insectes vecteurs de maladies, comme pour des 

larves d’Aedes aegypti, de Culex quinquefasciatus (Ahmed and Matsumura 2012; Corbel et al. 2004), 

ou de ravageurs de cultures comme chez la noctuelle rayée Spodoptera litura ou chez le puceron du 

pois A. pisum (Taillebois et al. 2020; Ahmad, Saleem, and Sayyed 2009). Pour ces insectes, la méthode 

de lutte est souvent composée de traitements préventifs menant au développement de résistances 

dû à l’application d’une forte dose d’un seul pesticide. La combinaison entre le DEET et le FLU n’a pas 

montré de différence comparée à l’utilisation du DEET seul à faible concentration. Il pourrait être 

intéressant d’utiliser du DEET en faible concentration combiné à l’utilisation de FLU en tant 

qu’agoniste dans le but d’observer s’il n’y a pas un effet de modulation positive du DEET sur la réponse 

induite par le FLU.  
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3.2 - Mise au point de la technique de microtransplantation de 
préparations membranaires pour l’étude des nAChRs natifs de la 
tique 
 

L’étude de l’activité électrophysiologique de récepteurs natifs suite à la microtransplantation 

d’extraits membranaires en ovocyte de xénope est utilisée depuis une vingtaine d’années sur 

différents modèles (Marsal, Tigyi, and Miledi 1995; Eusebi et al. 2009; Miledi et al. 2002; Miledi, Palma, 

and Eusebi 2006; Palma et al. 2007). Une des premières études qui a permis de décrire la présence de 

nAChRs suite à une microtransplantation a été effectué sur des extraits protéiques de l’organe 

électrique de la torpille (Torpedo californica), (Marsal, Tigyi, and Miledi 1995). Par la suite, la technique 

a été appliquée sur les modèles mammifères afin d’étudier l’effet de molécules neurotoxiques sur des 

protéines membranaires cérébrales (Miledi et al. 2002; Palma et al. 2007; Eusebi et al. 2009). Dans 

plusieurs études, des protéines extraites de cerveaux de patients atteints d’épilepsie ont pu être 

microtransplantées en ovocyte de xénope permettant d’obtenir des récepteurs au GABA fonctionnels 

sur lesquels des médicaments, tels que le lévétiracétam ou le flunitrazépam ont été testés (Miledi et 

al. 2002; Palma et al. 2007). Des extractions à partir de cultures de cellules HEK (Human Embryonic 

Kidney) exprimant des récepteurs humains (de type nAChR α7 et α4β2 ou glutamate GLUR1) ont 

également permis d’obtenir des récepteurs fonctionnels suite à leur microtransplantation en ovocytes 

de xénope (Miledi, Palma, and Eusebi 2006). Plus récemment, cette technique a été appliquée à de 

nouveaux types d’organismes comme l’axolotl (Ambystoma mexicanum), (Reyes-Ruiz et al. 2013). Cela 

a permis de caractériser la présence de deux types de récepteurs GABA au sein des membranes 

provenant du cerveau de l’axolotl grâce à leur différences pharmacologiques (Reyes-Ruiz et al. 2013). 

Cette approche a également permis de tester l’effet du DDT (Dichlorodiphényltrichloroéthane), 

ciblant les canaux sodiques, et de son métabolite non-neurotoxique, le DDE 

(dichlorodiphényldichloroéthylène), sur des protéines provenant de la neurolemme du rat (Murenzi 

et al. 2017). 
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Actuellement, une seule étude a montré l’utilisation de cette technique sur un modèle 

d’arthropode (Crespin et al. 2016). Ces travaux menés sur le puceron du pois (A. pisum) ont permis une 

première caractérisation pharmacologique de nAChRs présents dans les extraits membranaires et 

notamment la détermination de leur sensibilité à des insecticides de type néonicotinoïde (Crespin et 

al. 2016). Cependant les courants cholinergiques obtenus suite à l’application de différents agonistes 

étaient de faibles amplitudes, ne dépassant pas 10 nA (e.g. réponse de 4 nA à l’ACh 1 mM), (Crespin 

et al. 2016). Ces données ont montré la nécessité d’optimiser la technique en fonction des modèles 

biologiques. Dans ce contexte, les travaux menés pendant cette thèse nous ont permis de réaliser 

pour la première fois la microtransplantation de protéines extraites du synganglion de la tique I. ricinus 

en ovocyte de xénope. Nous avons obtenu des nAChRs fonctionnels permettant ainsi leur 

caractérisation pharmacologique. La mise au point de ce protocole en utilisant les préparations 

membranaires de la tique I. ricinus a donné des résultats encourageant pour la suite de la 

caractérisation des nAChRs natifs de la tique (e.g., réponse de 75 nA pour l’ACh 1 mM, Figure 28). 

Nous avons déterminé qu’il est nécessaire de bloquer les mAChRs dans le but d’étudier les 

nAChRs fonctionnels présents au niveau de la membrane des ovocytes. En effet, la présence de 

nAChRs et de mAChRs chez d’autres espèces de tiques, la tique à pattes noires Ixodes scapularis 

(Egekwu et al. 2014; Gulia-Nuss et al. 2016), ainsi que chez la tique du chien Rhipicephalus sanguineus 

(Lees, Woods, and Bowman 2010), a été déterminée par des études de transcriptomique. D’après une 

étude de 2013, chez plusieurs espèces d’arthropodes, deux types de mAChRs sont présents et définis 

de type A (bloqué par l’atropine) et de type B (insensible à l’atropine), (Collin et al. 2013). Chez I. ricinus, 

nous avons observé une inhibition complète des courants muscariniques en présence d’atropine, 

suggérant la présence de mAChRs de type A. De plus, de manière similaire à ce qui a été observé chez 

le puceron (Crespin et al. 2016), les courants induits par la Nic seule ne sont pas stables. Cependant, 

l’ajout d’atropine permet la stabilisation des courants et donc l’amélioration des conditions 

d’enregistrement de l’activité des récepteurs. 
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L’optimisation des conditions expérimentales a été nécessaire pour poursuivre la 

caractérisation pharmacologique des nAChRs de la tique. En effet, afin de visualiser un effet 

antagoniste sur les réponses aux agonistes de référence (ACh et Nic) des courant de plus forte 

amplitude étaient nécessaires. Grâce à l’application de PNU-120596, nous avons démontré que les 

amplitudes des courants induits par l’ACh et par la Nic étaient significativement augmentées. En effet, 

le PNU-120596 est un modulateur allostérique positif de type II connu pour agir sur les nAChRs, 

notamment sur les récepteurs homomériques composés de la sous-unité α7 (Kalappa and Uteshev 

2013). Il va permettre d’augmenter le temps d’activation, c’est à dire le temps d’ouverture du canal 

des récepteurs, lorsqu’ils sont stimulés par la fixation d’un agoniste (Kalappa and Uteshev 2013). 

L’utilisation de PNU-120596 sur les ovocytes microtransplantés avec les nAChRs natifs de la tique n’a 

pas changé les tendances de réponses électrophysiologiques observées, car l’utilisation d’α-Bgt 

montre le même effet en présence ou non de PNU-12096 (diminution partielle) pour les réponses 

induites par la Nic (1 mM). 

Suite à cette optimisation, une variabilité au niveau des courants induits lors de l’étude 

d’ovocytes microtransplantés avec des membranes du synganglion a été observée au cours des 

enregistrements. Cette variabilité pourrait être causée par le système d’expression dans lequel sont 

étudiés les nAChRs de la tique. En effet, une étude de 2003 a montré une différence des réponses 

obtenues entre l’étude de récepteurs au glutamate (GLUR1) présents dans des lignées cellulaires 

(HEK) et ces mêmes récepteurs extraits et microtransplantés en ovocytes de xénope (Palma et al. 

2003). L’application d’AMPA (ou α-amino-3-hydroxy-5-méthylisoxazol-4-propionate) induit une 

désensibilisation des récepteurs GLUR1 plus rapide lors de l’étude de leur expression en ovocytes 

comparée à celles des cellules HEK (Palma et al. 2003). Ce phénomène pourrait être dû à la différence 

de signalisation cellulaire interne entre les ovocytes d’amphibien microtransplantés et les cellules de 

mammifères (Burton 1983; Kusano, Miledi, and Stinnakre 1982). Une autre hypothèse pourrait être la 

différence de densité en nAChRs au niveau des extraits membranaires injectés, qui n’est pas 
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quantifiée avant l’injection. De plus, le niveau d’expression des nAChRs natifs de la tique au niveau de 

la membrane des ovocytes peut être également un point limitant, comme cela a pu être constaté dans 

des études précédentes (Crespin et al. 2016; Eusebi et al. 2009). Cependant, les résultats observés 

grâce au marquage avec l’α-Bgt couplé à de l’Alexa-488 (technique employée également pour l’étude 

des nAChRs natifs d’A. pisum), (Crespin et al. 2016), nous a confirmé la présence de nAChRs au sein 

des membranes extraites du synganglion de la tique I. ricinus, et également la présence de récepteurs 

sensibles à cette toxine. D’une part, la visualisation des nAChRs sensibles à l’α-Bgt nous permet de 

valider la qualité des extraits membranaires avant leur injection (présence de récepteurs 

fonctionnels). D’autre part, l’intensité de la fluorescence induite par ce marquage ainsi que les 

mesures électrophysiologiques obtenues pourrait également être utilisées dans la quantification de 

récepteurs sensibles ou insensibles à l’α-Bgt présents au sein des extraits membranaires injectés. 
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Chapitre 2 : Etude in vivo du comportement 
d’évitement chez la tique Ixodes ricinus 
 

1 - Comportement d’évitement des tiques face au DEET 
 

L’utilisation du DEET pour se protéger des tiques est largement répandue et de nombreuses 

formulations de répulsifs, contenant entre 10 et 30% de DEET, sont commercialisées (Katz, Miller, and 

Hebert 2008; Diaz 2016). Également, une solution de DEET à 20% est généralement utilisée comme 

contrôle positif lors des tests d’efficacité de molécules répulsives potentielles (Carroll et al. 2004; 

Buchel et al. 2015; Soutar, Cohen, and Wall 2019). L’objectif des tests mis en place dans ce travail de 

thèse, est de tester l’efficacité d’un mélange DEET/FLU sur le comportement de la tique. Ainsi, dans 

notre étude, nous avons testé le DEET à une faible concentration (10%) ainsi qu’à la concentration de 

référence (20%). 

Les tests de comportement montrent que la présence du DEET 10 % ne modifie pas les 

trajectoires des tiques sur la plateforme. Sur la Figure 40 A et B, on peut voir que les tiques parcourent 

l’ensemble de la plateforme. Les paramètres donnant une indication sur le passage des tiques après 

cette barrière chimique (Figure 40 C : taux de présence dans la zone 2, D : taux d’exploration) 

montrent également qu’il n’y a pas de différence significative entre les groupes contrôles et ceux en 

présence de DEET 10% (n = 50, p > 0,05). De plus, la distance totale parcourue par les tiques (Figure 

40 E, n = 50, p > 0,05), leur durée d’immobilité (Figure 40 F, n = 50, p > 0,05) ainsi que leur vitesse 

moyenne (Figure 40 G, n = 50, p > 0,05) ne montrent pas de différence significative entre les groupes 

contrôles et DEET 10%. Ces résultats indiquent que les tiques en présence ou non de DEET 10% ont 

un comportement similaire lors des enregistrements. Pour finir, le temps où les tiques ont été non-

visibles pendant l’enregistrement ne montrent pas non plus de différence entre les groupes contrôles 



Résultats et discussion : Etude in vivo du comportement d’évitement chez la tique Ixodes ricinus 

 
157 

et DEET 10%, indiquant qu’il n’y a pas de biais d’enregistrement entre les deux tests réalisés (Figure 

40 H, n = 50, p > 0,05). 

Lors des enregistrements effectués avec le DEET 20%, les tiques ont montré un 

comportement d’évitement dans un premier temps au niveau de leur trajectoire (Figure 41 A et B). 

La trajectoire des tiques en présence d’éthanol (contrôle) montre qu’elles se sont déplacées sur toute 

la surface de la plateforme (Figure 41 A), contrairement aux groupes en présence de DEET 20% 

(Figure 41 B). Les résultats concernant le taux de présence dans la zone 2 montrent une diminution 

significative de 75% lorsque les tiques sont en présence de DEET 20% (Figure 41 C, n = 45, *p < 0,05) 

ainsi qu’une diminution de 50% du taux d’exploration sur l’ensemble de la plateforme (Figure 41 D, n 

= 45, *p < 0,05). De plus, la distance totale parcourue ainsi que la vitesse moyenne des tiques 

diminuent significativement (d’environ 53% et 45% respectivement) pour les tiques en présence de 

DEET 20% (Figure 41 G, n = 45, *p < 0,05). Lors de ces expériences, le temps où les tiques ont été 

immobiles et celui où elles n’ont pas été visibles pendant les enregistrements ne montrent pas de 

différences entre le contrôle et le DEET 20% (Figure 41 F et H, n = 45, p > 0,05).  

L’ensemble de ces résultats démontre que le DEET à 20% présente un effet répulsif sur la tique 

I. ricinus. Ces résultats sont cohérents avec la littérature, permettant ainsi de valider le protocole 

expérimental. De plus, nos données démontrent que l’utilisation d’une dose de DEET à 10% ne permet 

pas d’obtenir un effet répulsif sur les tiques. 
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Figure 40 : Effet répulsif du DEET quand il est appliqué à une concentration de 10% au centre de la 
plateforme. 
Schémas représentant le tracé du mouvement des tiques lors des enregistrements pour le contrôle (A) et pour 

le test en présence du DEET 10% (B). Les histogrammes représentant la comparaison entre les groupes 

contrôles (Ctl) et test (DEET 10%). Les données ont été normalisées en fonction de la moyenne des groupes 

contrôles. 50 tiques ont été utilisées (10 groupes de 5 tiques). Les histogrammes représentent la moyenne ± 

S.E.M, ns = non significatif et * = différence significative. Plusieurs paramètres obtenus par l’analyse du logiciel 

ToxTrac ont été utilisés comme le taux de présence dans la zone 2 (C), le taux d’exploration (D), la distance totale 

(E), la durée totale d’immobilité (F), la vitesse moyenne (G) et la durée totale où les tiques ont été non-visibles 

(H). 
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Figure 41 : Effet répulsif du DEET quand il est appliqué à une concentration de 20% au centre de la 
plateforme. 
Schémas représentant le tracé du mouvement des tiques lors des enregistrements pour le contrôle (A) et pour 

le test en présence du DEET 20% (B). Les histogrammes représentant la comparaison entre les groupes 

contrôles (Ctl) et test (DEET 20%). Les données ont été normalisées en fonction de la moyenne des groupes 

contrôles. 50 tiques ont été utilisées (10 groupes de 5 tiques). Les histogrammes représentent la moyenne ± 

S.E.M, ns = non significatif et * = différence significative. Plusieurs paramètres obtenus par l’analyse du logiciel 

ToxTrac ont été utilisés comme le taux de présence dans la zone 2 (C), le taux d’exploration (D), la distance totale 

(E), la durée totale d’immobilité (F), la vitesse moyenne (G) et la durée totale où les tiques ont été non-visibles 

(H). 
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2 - Effet du flupyradifurone (FLU) 
 

 Le FLU à une concentration de 10% ne montre pas d’effet sur les trajectoires des tiques quand 

les groupes contrôle et FLU 10% sont comparés (Figure 42 A et B). Ce résultat est confirmé par 

l’analyse du taux de présence dans la zone 2 et le taux d’exploration des tiques, qui ne montrent pas 

de différence significative entre les tiques en présence d’éthanol (contrôle) et de FLU 10% (Figure 42 

C et D, n = 30, p > 0,05). Les paramètres décrivant la distance totale parcourue, le temps d’immobilité, 

et la vitesse moyenne ne montrent pas non plus de différence significative entre les groupes contrôles 

et FLU 10% (Figure 42 E, F et G, n = 30, p > 0,05). Pour finir, la durée où les tiques ne sont pas visibles 

lors de l’enregistrement n’est pas différente entre les deux groupes (Figure 42 H, n = 30, p > 0,05).  

Lors de l’étude du FLU à la plus forte concentration (20%), aucun changement de 

comportement n’a été décelé chez les tiques testées. La plateforme a largement été explorée par les 

tiques, que ce soit en condition contrôle ou bien en présence de FLU (Figure 43 A et B). Les 

paramètres suivants : l’immobilité, la vitesse moyenne et la distance totale ne montrent pas de 

différence entre les tiques contrôles et les tiques en présence de FLU à 20% (Figure 43 C, D, E, F et 

G, n = 30, p > 0,05). De plus, aucun biais d’enregistrement n’est présent entre les groupes contrôles et 

FLU 20% car il n’y a pas de différence entre la durée où les tiques sont non-visibles sur la plateforme 

(Figure 43 H, n = 30, p > 0,05).  

 L’ensemble de ces résultats montrent qu’il n’y a pas d’effet répulsif sur les tiques lorsqu’elles 

sont en présence de FLU à 10 ou 20%. 
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Figure 42 : Effet répulsif du flupyradifurone (FLU) quand il est appliqué à une concentration de 10% au 
centre de la plateforme. 
Schéma représentant le tracé du mouvement des tiques lors des enregistrements pour le contrôle (A) et pour le 

test en présence du FLU 10% (B). (C, D, E, F, G et H) Histogrammes représentant la comparaison entre les 

groupes contrôles (Ctl) et test (FLU 10%). Les données ont été normalisées en fonction de la moyenne des 

groupes contrôles. 30 tiques ont été utilisées (6 groupes de 5 tiques). Les histogrammes représentent la 

moyenne ± S.E.M, ns = non significatif et * = différence significative. Plusieurs paramètres obtenus par l’analyse 

du logiciel ToxTrac ont été utilisés comme le taux de présence dans la zone 2 (C), le taux d’exploration (D), la 

distance totale (E), la durée totale d’immobilité (F), la vitesse moyenne (G) et la durée totale où les tiques ont 

été non-visibles (H). 
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Figure 43 : Effet répulsif du flupyradifurone (FLU) quand il est appliqué à une concentration de 20% au 
centre de la plateforme. 

Schémas représentant le tracé du mouvement des tiques lors des enregistrements pour le contrôle (A) et pour 

le test en présence du FLU 20% (B). Les histogrammes représentant la comparaison entre les groupes contrôles 

(Ctl) et test (FLU 20%). Les données ont été normalisées en fonction de la moyenne des groupes contrôles. 30 

tiques ont été utilisées (6 groupes de 5 tiques). Les histogrammes représentent la moyenne ± S.E.M, ns = non 

significatif et * = différence significative. Plusieurs paramètres obtenus par l’analyse du logiciel ToxTrac ont été 

utilisés comme le taux de présence dans la zone 2 (C), le taux d’exploration (D), la distance totale (E), la durée 

totale d’immobilité (F), la vitesse moyenne (G) et la durée totale où les tiques ont été non-visibles (H). 
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3 - Effet de la combinaison de DEET et de FLU sur les tiques 
 

 Des effets de synergie entre différentes classes de pesticides ont déjà été démontré chez 

plusieurs espèces d’insectes, comme sur le puceron du pois A. pisum (Taillebois et al. 2020), le 

moustique A. aegyptii (Ahmed and Matsumura 2012), et également chez des acariens comme la tique 

R. sanguineus (Prullage et al. 2011). L’utilisation de mélanges de molécules présentant des effets 

synergiques est un enjeu majeur pour permettre de diminuer les quantités de pesticides nécessaires 

à la lutte antivectorielle ou à la protection des cultures. L’emploi de concentrations plus faibles de 

pesticides permet de minimiser les effets néfastes sur les espèces non-ciblées par les traitements et 

de limiter le développement de mécanismes de résistance chez les espèces ciblées. Dans le cadre de 

notre étude, nous avons donc testé l’effet du mélange de DEET et de FLU à 10%.  

 Avec le mélange DEET+FLU 10%, un effet répulsif est observé dans un premier temps au 

niveau des trajectoires suivies par les tiques. En effet, la trajectoire des tiques dans la Figure 44 B 

montre que la présence de DEET+FLU 10% constitue une barrière, comparé à la trajectoire du groupe 

contrôle (Figure 44 A). Le manque d’exploration des tiques de la zone 2 est confirmé par le taux de 

présence des tiques qui diminue de 88% (n = 30, *p < 0,05, Figure 44 C). De ce fait, le taux 

d’exploration sur l’ensemble de la plateforme présente également une diminution significative de 

30% en présence de DEET+FLU 10% (Figure 44 D, n = 30, *p < 0,05). Pour les paramètres décrivant le 

déplacement des tiques, on observe une diminution de 24% de la distance parcourue et de la vitesse 

moyenne des tiques (Figure 44 E et G, n = 30, *p < 0,05). Les deux derniers paramètres, le temps passé 

immobile ainsi que la durée totale où les tiques ont été non-visible ne montrent pas de différence 

significative (Figure 44 F et H, n = 30, p > 0,05). 

Les résultats obtenus démontrent un effet répulsif du mélange DEET+FLU 10% avec une 

modification du comportement des tiques. 
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Figure 44 : Effet répulsif du mélange de DEET (10%) et de flupyradifurone (FLU, 10%) quand il est appliqué 
au centre de la plateforme. 
Schémas représentant le tracé du mouvement des tiques lors des enregistrements pour le contrôle (A) et pour 

le test en présence du mélange DEET et FLU (10%) (BLes histogrammes représentant la comparaison entre les 

groupes contrôles (Ctl) et test (DEET + FLU). Les données ont été normalisées en fonction de la moyenne des 

groupes contrôles. 30 tiques ont été utilisées (6 groupes de 5 tiques). Les histogrammes représentent la 

moyenne ± S.E.M, ns = non significatif et * = différence significative. Plusieurs paramètres obtenus par l’analyse 

du logiciel ToxTrac ont été utilisés comme le taux de présence dans la zone 2 (C), le taux d’exploration (D), la 

distance totale (E), la durée totale d’immobilité (F), la vitesse moyenne (G) et la durée totale où les tiques ont 

été non-visibles (H). 
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4 - Conclusion sur les travaux concernant l’étude de l’effet du 
DEET et du FLU sur le comportement de la tique 
 

4.1 - Effet répulsif du DEET, seul ou en combinaison avec le FLU 
 

Ce test comportemental a été réalisé afin de tester l’effet répulsif du FLU appartenant aux 

buténolides. Malgré l’effet neurotoxique de ce composé observé lors des expériences de 

microtransplantation de nAChRs natifs, le comportement des tiques I. ricinus, sur une courte période 

d’exposition, ne montre pas de fortes modifications, comme celles qui ont été constatées avec 

l’utilisation de DEET 20%. Nous avons également constaté que l’utilisation de DEET 10% ne modifie 

pas le comportement d’exploration de la plateforme par les tiques. L’objectif de l’utilisation de 

combinaison de molécule est d’obtenir un effet de répulsion sur le comportement des tiques grâce à 

l’usage de la plus faible quantité de molécule. Le DEET 10% présente un effet répulsif important 

lorsqu’il est utilisé en mélange avec le FLU 10%, alors que pris indépendamment ils n’ont aucun effet 

sur le comportement de la tique. Ces résultats mettent donc en évidence un effet synergique du 

mélange DEET+FLU 10%. L’effet répulsif observé est supérieur à celui obtenu avec la solution de 

DEET20% qui sert de référence. Cette combinaison représente donc une alternative potentielle dans 

la lutte contre les tiques. Le FLU ne présentant aucun effet répulsif, quelle que soit la concentration 

testée, cela suggère qu’il agirait comme potentialisateur du DEET. Une étude récente portant sur 

l’effet répulsif de la combinaison entre la transfluthrine (pyréthrinoïde) et le DEET, sur des moustiques 

(Aedes aegypti), a montré que l’utilisation d’une faible concentration de transfluthrine (ne montrant 

pas d’effet répulsif à cette concentration) renforce significativement l’effet répulsive du DEET 

(Andreazza et al. 2021). Pour nos travaux réalisés sur la tique I. ricinus, l’utilisation du mélange de deux 

composés, le DEET et le FLU, a permis d’observer un effet répulsif significatif sur le comportement 

des parasites. 



Résultats et discussion : Etude in vivo du comportement d’évitement chez la tique Ixodes ricinus 

 
166 

4.2 - Validation d’un dispositif original pour les tests de 
comportement chez la tique Ixodes ricinus 

 

L’étude du comportement d’évitement des tiques permet de tester de nouveaux composés 

répulsifs in-vivo (Nchu, Magano, and Eloff 2016, 2012). Ces expériences sont régulièrement effectuées 

sur des nymphes ou des tiques adultes dans des dispositifs de petite taille, comme des boîtes de pétri 

(Carroll et al. 2004; Ferreira et al. 2017). Le dispositif mis au point dans ces travaux de thèse permet 

de combiner l’étude du comportement d’exploration et l’utilisation d’un dispositif de plus grande taille 

(plateforme). L’avantage majeur étant d’éviter une saturation en molécules odorantes du dispositif et 

de disposer d’un dispositif qui permet d’enregistrer et mesurer le déplacement des tiques.  

Un autre type de dispositif est utilisé pour étudier le comportement d’ascension des tiques à 

l’aide d’une plateforme avec une tige en son centre permettant aux tiques de monter et d’être en 

contact avec des papiers filtres imbibés de substances à tester. Cette technique est utilisée chez les 

tiques adultes de plusieurs espèces comme Rhipicephalus pulchessus (Zorloni, Penzhorn, and Eloff 

2010), Hyalomma rufipes (Nchu, Magano, and Eloff 2016, 2012), ou avec des larves comme dans le cas 

d’I. ricinus (Tabari et al. 2017). Nous avons également testé un tel dispositif et observé que le 

comportement des tiques femelles adultes I. ricinus ne permettait pas de réaliser une étude par 

rapport à leur comportement d’ascension. L’utilisation d’une plateforme horizontale a permis 

d’optimiser l’exploitation des données avec l’utilisation du logiciel Toxtrac. Plusieurs paramètres ont 

été sélectionnés dans l’analyse comportementale des tiques et ceux décrits dans les figures sont les 

plus démonstratifs des trajectoires, de l’immobilité, et de l’exploration, effectués par les tiques 

pendant les expériences. De plus, le paramètre mesurant le temps où les individus n’ont pas été 

visibles à la caméra permet de démontrer que ce phénomène n’est pas un biais car il ne montre pas 

de différence significative entre le groupe contrôle et en présence des composés (DEET, FLU seuls ou 
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en combinaison). Également, les expériences ont été répétées plusieurs fois et nous n’avons pas 

trouvé de différence significative entre les groupes (Test T de Student, p > 0,05). 

Les résultats obtenus pour la concentration à 20% de DEET ont montré un effet répulsif 

significatif, en accord avec des données disponibles dans la littérature (Katz, Miller, and Hebert 2008; 

Diaz 2016). Il serait intéressant de vérifier si le protocole peut être adapté pour d’autres espèces de 

tiques et d’autres stade de développement, ainsi que pour effectuer des tests dans le but de 

déterminer le potentiel attractif de certains composés comme des phéromones, d’autres substances 

chimiques ou bien extraites de plantes.  
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Chapitre 3 : Caractérisation moléculaire des sous-
unités de nAChRs de la tique Ixodes ricinus 
 

La présence de sous-unités appartenant à des protéines de type canaux ioniques au sein de 

synganglia de tique est énoncée dans des études d’analyse de génome chez I. scapularis (Gulia-Nuss 

et al. 2016) et de transcriptome chez R. microplus (Lees, Woods, and Bowman 2010). L’objectif de ce 

chapitre est la caractérisation de sous-unités de nAChRs présentes dans le synganglion de la tique I. 

ricinus. La caractérisation des nAChRs au niveau moléculaire a été fortement soutenue par le Dr. 

Claude Rispe (équipe BioEpar, INRAe Oniris, Nantes, France) qui nous a permis d’avoir accès à des 

séquences prédites des sous-unités de nAChRs de la tique I. ricinus, avant leur publication (travaux en 

cours de publication). 

 

1 - Clonage de quatre sous-unités de nAChRs neuronaux de la 
tique Ixodes ricinus 
 

Les expériences menées en biologie moléculaire ont permis de cloner la séquence complète 

de quatre sous-unités distinctes de nAChRs exprimées au niveau du synganglion de la tique I. ricinus 

(Figure 45). 

L’analyse des séquences protéiques des sous-unités appartenant à la tique I. ricinus a montré 

la présence des domaines fonctionnels caractéristiques des sous-unités de nAChRs comprenant les 4 

domaines transmembranaires (déterminés par l’utilisation du logiciel TMHMM2.0), (Möller, Croning, 

and Apweiler 2001), les 6 boucles A-F ainsi que les deux cystéines impliquées dans la « cys-loop » 

présentes dans la région N-terminale (Figure 46). Ces domaines fonctionnels caractéristiques 

permettent de valider que les séquences obtenues correspondent à des sous-unités de nAChRs 
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pouvant former des récepteurs fonctionnels. De plus, la présence du doublet de cystéines adjacentes 

au niveau de la boucle C indique que les 4 séquences correspondent à des sous-unités de type α. 

Afin de suivre la nomenclature standard utilisée pour la dénomination des sous-unités 

d’insectes, le logiciel BioEdit (Hall 1999) a été utilisé pour déterminer la matrice d’identité entre les 

séquences codantes protéiques des sous-unités de la tique I. ricinus avec les dix sous-unités de 

références de D. melanogaster (Dmelα1-7 et Dmelβ1-3, Tableau 13). Ainsi en prenant l’indice 

d’identité le plus élevé pour chaque sous-unité de la tique, la sous-unité Iricα1 est la plus proche de la 

sous-unité Dmelα1 (59,5% d’identité). De même pour la sous-unité Iricα2 qui est la plus proche de la 

sous-unité Dmelα2 (52,4% d’identité), et Iricα6 qui possède 62,3% d’identité face à la séquence de 

Dmelα6. Pour la dernière sous-unité décrite pendant ces travaux, on observe un taux d’identité de 

31,5% entre les sous-unités Iricα5 et Dmelα5.  

 

 

 

Figure 45 : Illutration des amplifications des ORFs entières obtenues par PCR pour les sous-unités Iricα1, 
Iricα2, Iricα5 et Iricα6 de la tique Ixodes ricinus. 
Les bandes illustrées ici représente l’amplification partielle de la sous-unité Iricα1 (a), Iricα2 (b), Iricα6 (c) et αIric5 

(d) présentes entre 1500 et 1650 pb pour toutes les amplifications. Le marqueur de taille (MT) permet d’obtenir 

la taille des fragments allant de 100 à 15 000 pb. 
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Tableau 13 : Description d’une matrice d’identité de séquence entre les sous-unités de références 
appartenant à D. melanogaster et les séquences des sous-unités provenant du synganglion de la tique I. 
ricinus. 
Dα et Dβ signifient respectivement sous-unité de drosophile de type α et β (le numéro d’accession est indiqué à 

la suite). Les sous-unités appartenant à l’espèce I. ricinus sont appelées Iricα.  
 

Iricα1 Iricα2 Iricα6 Iricα5 

Dmelα1 (CAA30172) 0.595 0.575 0.309 0.282 

Dmelα2 (CAA36517) 0.500 0.524 0.297 0.290 

Dmelα3 (CAA75688) 0.356 0.372 0.239 0.198 

Dmelα4 (CAB77445) 0.508 0.493 0.308 0.268 

Dmelα5 (AAM13390) 0.335 0.328 0.570 0.313 

Dmelα6 (AAM13392) 0.353 0.356 0.623 0.317 

Dmelα7 (AAK67257) 0.156 0.152 0.243 0.151 

Dmelβ1 (CAA27641) 0.389 0.383 0.316 0.276 
Dmelβ2 (CAA39211) 0.529 0.537 0.319 0.279 

Dmelβ3 (CAC48166) 0.170 0.179 0.174 0.194 

 

 

Les séquences Iricα1 et Iricα2 présentent une insertion de 9 et 8 acides aminés respectivement 

dans leur séquence protéique au niveau de la boucle F, comparé aux séquences des sous-unités Iricα5 

et Iricα6 (Figure 46). D’après les études menées sur l’identification des sous-unités de nAChRs chez 

l’abeille (A. mellifera), cette insertion pourrait indiquer que la liaison de l’IMI est possible (Jones et al. 

2006; Shimomura et al. 2004). De plus, le motif d’acides aminés « GEK » positionné en amont du TM2 

est conservé pour les séquences Iricα1, Iricα2 et Iricα5, alors que pour la sous-unité Iricα6 ce motif est 

remplacé par « GER ». D’après l’étude de Shao (2007), la conservation du motif « GEK » est liée à la 

sélectivité cationique, en particulier grâce à la présence du résidu glutamate. La modification du motif 

dans la séquence Iricα6 pourrait ne pas avoir d’effet sur cette sélectivité ionique (Shao, Dong, and 

Zhang 2007).  
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Figure 46 : Alignement des séquences protéiques des sous-unités de nAChRs de la tique Ixodes ricinus 
obtenues par clonage. 
Les résidus sont surlignés en gris lorsque la similarité entre les différentes séquences est de 100%. Les séquences 

définies comme étant un signal peptidique sont représentées par un trait rouge, les boucles A-F (Loop A-F) sont 

indiquées par un trait vert, les domaines transmembranaires (TM1-4) par un cadre jaune, les cystéines 

adjacentes présentent dans la boucle C (caractéristiques des sous-unités α) sont indiquées par un cadre rouge 

et les cystéines séparées de 13 acides aminés impliquées dans la « cys-loop » sont représentées par une étoile 

rouge. 
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Afin d'aller plus loin dans l'analyse des séquences des sous-unités nAChR des tiques, nous 

avons décidé de les comparer avec des séquences d'espèces d'insectes, à l'intérieur desquelles des 

mutations de résidus ont été observées chez des organismes résistants aux pesticides (Figure 47). 

Chez les insectes résistants aux néonicotinoïdes de l'espèce N. lugens, la mutation Y151S, localisée 

dans les sous-unités Nlugα1 et Nlugα3, n'apparaît pas dans la séquence de la tique (Liu et al. 2006). 

De même, la mutation G275E, impliquée dans l'insensibilité au spinosad décrite chez Frankliniella 

occidentalis, n'est pas visible dans les séquences de sous-unités de la tique (Puinean et al. 2013). En 

revanche, la modification d'une sérine en alanine décrite dans la sous-unité Dmelα1 des individus 

résistants à l'imidaclopride de l'espèce D. melanogaster est retrouvée dans la séquence de la sous-

unité Iricα6 (Shimada et al. 2020). Cela peut indiquer que les récepteurs formés avec cette sous-unité 

pourraient être moins sensibles aux néonicotinoïdes. 

 

Figure 47 : Étude de la présence de mutations au sein des séquences de la tique Ixodes ricinus (Arachnids), 
décrites chez plusieurs espèces d’insectes (Insects). 
Les séquences appartenant à la tique sont nommées Iricα1, Iricα2, Iricα5, Iricα6. Les séquences d’insectes 

appartiennent aux espèce D. melanogaster (Dmelα1, CAA30172), F. occidentalis (Foccα6, CCJ47293) et N. lugens 

(Nlugα1, BBE49554 et Nlugα3, BBE49556). L’alignement est focalisé sur une région commune des différentes 

séquences comprenant les mutations décrites chez les espèces d’insectes étudiées ici. Les résidus sont surlignés 

en gris lorsque la similarité entre les différentes séquences est de 100%. Les boucles B, C et F (Loop B, C, F) sont 

indiquées par un trait vert, le domaine transmembranaire (TM1) par un cadre jaune. Les sites de mutation sont 

représentés par une flèche rouge, les résidus encadrés en vert représentent les sites où des mutations ont été 

détectées dans les autres espèces d'arthropodes, le résidu encadré en rouge est le site où la mutation peut être 

présente dans la séquence de tique. 
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2 - Conclusion sur les sous-unités de nAChRs identifiés dans 
le synganglion de la tique Ixodes ricinus 

 

L’identification de sous-unités de nAChRs chez la tique I. ricinus qui a été menée pour ces 

travaux de thèse, démontre la présence de plusieurs sous-unités de récepteurs nicotiniques à 

l’intérieur du synganglion de la tique. Le génome de la tique I. ricinus n’étant pas actuellement 

séquencé et annoté, il n’est pas possible d’avoir une identification exhaustive des sous-unités de 

nAChRs. Malgré cela, l’obtention des séquences prédites provenant du transcriptome de cette même 

espèce a aidé à obtenir les séquences codantes de quatre sous-unités (Iricα1, Iricα2, Iricα5 et Iricα6). 

D’après l’étude de Meng et al., (2015), l’alignement de la sous-unité α2 de l’espèce P. pseudannulata 

avec les sous-unités α2 de plusieurs espèces d’insectes (D. melanogaster, B. mori, T. castaneum, A. 

gambiae, A. mellifera) a montré plusieurs différences au sein des boucles A, B et C (Meng et al. 2015b). 

Dans la séquence protéique Iricα2, nous pouvons constater que de façon similaire à P. 

pseudoannulata, une glutamine remplace l’histidine décrite chez D. melanogaster (H30Q, Figure 46). 

Il faut également noter que des amplifications partielles ont été obtenues pour les sous-unités α4, β1 

et β2, ce qui nous encourage à continuer la caractérisation moléculaire de ces autres sous-unités chez 

I. ricinus. Nous avons entrepris la comparaison des séquences de la tique avec celles d’insectes 

présentant une sensibilité ou une résistance pour des pesticides, pour lesquelles des résidus clés pour 

la liaison des pesticides ont été identifiés (Figure 47). La présence ou non de ces résidus clés dans les 

séquences de la tique pourrait donner une idée a priori sur la sensibilité potentielle des nAChRs d’I. 

ricinus pour ces molécules. Des études plus poussées seront nécessaires pour connaitre la réelle 

sensibilité des nAChRs de la tique, telle que la modélisation de récepteurs à partir des sous-unités 

décrites chez I. ricinus, permettant d’obtenir des informations sur de potentiels sites de liaison 

présents à l’interface entre 2 sous-unités distinctes. 
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1 - Caractérisation pharmacologique des nAChRs natifs de la 
tique Ixodes ricinus 
 

Des recherches dans le but de développer de nouvelles molécules acaricides ou répulsives 

ayant des cibles originales au sein du système nerveux des tiques commencent à être réalisées (Selzer 

2018). Par exemple, la caractérisation phylogénomique de canaux potassiques à rectification entrante 

comme potentielle cible d’acaricides est une piste récemment étudiée (Saelao et al. 2021). 

Également, l’étude des nAChRs chez les tiques n’est encore qu’à son début mais les travaux effectués 

sur la caractérisation de leurs génomes vont permettre d’accélérer l’identification et la 

compréhension de ces récepteurs dans le but de développer des acaricides plus spécifiques des tiques 

(Gulia-Nuss et al. 2016; Dermauw et al. 2012; Grbić et al. 2011; Meng et al. 2015a), Rispe et al., travaux 

en cours de publication).  

Dans le cadre de ma thèse, j’ai pu démontrer que la technique de microtransplantation 

d’extraits membranaires de tissus nerveux d’arthropodes est une approche prometteuse pour décrire 

l’implication de récepteurs membranaires dans des fonctions physiologiques ou encore dans le but de 

tester des molécules neurotoxiques dans le cadre de la lutte contre les espèces nuisibles. De plus, 

l’intérêt d’injecter des préparations membranaires permet de conserver le contexte lipidique natif du 

récepteur (Eusebi et al. 2009). Les lipides membranaires sont décrits comme des modulateurs des 

nAChRs au niveau de leur modification de conformation ainsi que leurs cinétiques d’ouverture et de 

fermeture du canal (Baenziger et al. 2015). Ainsi la microtransplantation de récepteurs natifs 

comprenant également leurs modulateurs naturels permet d’étudier les nAChRs dans un contexte se 

rapprochant des réponses électrophysiologiques qui pourraient être obtenues in-vivo.  

Suite à l’obtention du protocole nous permettant d’étudier la pharmacologie des nAChRs 

natifs de la tique I. ricinus, nous avons pu déterminer la présence de récepteurs sensibles à l’α-Bgt au 

sein des extraits membranaires du synganglion, ainsi que leur sensibilité à l’ACh, la Nic, aux 

néonicotinoïdes (IMI, ACE, TMX et CLT), au DEET et au FLU. Suite à cette caractérisation, un vaste 
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criblage de nouvelles substances (chimiques ou extraites de plantes) est envisageable dans le but de 

tester l’efficacité de nouvelles molécules acaricides ciblant les nAChRs. 

 

2 - Etude du comportement d’évitement chez la tique Ixodes 
ricinus 

 

L’étude du comportement d’évitement des tiques a permis de tester l’effet du DEET et du FLU 

sur les femelles adultes I. ricinus. L’utilisation du FLU a montré que, malgré son activité agoniste au 

niveau des nAChRs de la tique I. ricinus, il ne provoque pas de comportement d’évitement lorsque les 

tiques sont en présence de cette substance. Afin de compléter ces données, des études de toxicité sur 

les organismes est envisageable et serait intéressantes à mener afin de constater le pouvoir acaricide 

du FLU sur l’espèce I. ricinus. Cela n’a pas été mis en place au cours de ces travaux de thèse car dans 

un but appliqué, ce sont plutôt des molécules répulsives qui sont utilisées pour la protection des 

Hommes. 

Les expériences comportementales pourront être complétées par l’étude de nouveaux 

composés dans le but d’observer leur potentiel répulsif ou attractif sur les tiques (nouvelles molécules 

synthétisées au laboratoire et non commercialisées, ou composés provenant d’extraits de plantes). 

De plus, les synganglia des tiques exposées pendant l’expérience comportementale ayant été 

conservés, des études moléculaires peuvent être envisagée dans le but de visualiser un effet de 

modulation sur l’expression des nAChRs présent dans le synganglion de la tique. Ce type d’étude a 

déjà été appliqué à plusieurs espèces d’arthropodes telles que la mouche M. domestica dans le but de 

déterminer la localisation de l’expression de la sous-unité α2 (Markussen and Kristensen 2010), chez 

le puceron A. pisum suite à des expositions à l’IMI, au TMX et à la CLT (Taillebois et al. 2014), ou encore 

chez Bradysia odoriphaga après une exposition à l’IMI (Shan et al. 2020). Ces données seraient alors 

mises en relation avec les expériences menées en électrophysiologie sur des ovocytes 
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microtransplantés avec des préparations de membranes provenant du synganglion ou bien sur des 

ovocytes exprimant des récepteurs composés de sous-unités de la tique I. ricinus. En effet, les 

approches in-vitro et in-vivo sont complémentaires et la corrélation entre ces approches permettra de 

réaliser un criblage de molécules acaricides et/ou répulsives efficaces et à moindre coût. 

 

3 - Identification moléculaire des sous-unités de nAChRs chez 
la tique I. ricinus 

 

Un enjeu majeur dans l’étude des nAChRs de la tique I. ricinus est l’identification au niveau 

moléculaire des différentes sous-unités présentes dans le synganglion. Suite à cette caractérisation 

des études concernant l’implication des différentes sous-unités dans les propriétés pharmacologiques 

des nAChRs exprimés en ovocytes de xénope seront réalisées. Afin de répondre à cet objectif, des 

approches de biologie moléculaire ont été mises en place et ont déjà permis l’identification de quatre 

sous-unités de nAChRs chez la tique I. ricinus, telles que Iricα1, Iricα2, Iricα5 et Iricα6. L’obtention de 

ces séquences codantes n’est que le début des travaux à réaliser dans la caractérisation complète de 

ces nAChRs de la tique. Plusieurs étapes sont ensuite envisageables, comme la modélisation des 

récepteurs pouvant être formés avec ces sous-unités (en combinaison avec d’autres sous-unités pour 

les récepteurs hétéromériques), dans le but de visualiser les sites de liaisons théoriques. Cette 

modélisation a été réalisée lors de l’étude sur la sensibilité de sous-unités appartenant à plusieurs 

espèces de tiques (Erdmanis et al. 2012). Dans cette étude, la modélisation d’un nAChR comprenant 

la structure de l’AChBP (A. californica) combinée avec les séquences d’une sous-unité α et β de la tique 

I. scapularis a montré qu’une mutation au niveau de la boucle D (R81Q) pourrait empêcher la liaison 

de l’IMI (Erdmanis et al. 2012). L’obtention de sous-unités de type β permettra de comparer les 

séquences protéiques avec celles d’espèces connues possédant des mutations au niveau des résidus 

important dans la liaison aux agonistes et notamment aux néonicotinoïdes, les rendant moins 

sensibles à ces pesticides. Des mutations créant des résistances chez des insectes ont déjà été décrites 
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comme R81T présent chez certaines populations de M. persicae ou chez A. gossypii (Bass et al. 2011; 

Hirata et al. 2015). Cette mutation est également présente chez P. pseudoanulata (R81Q), ainsi que 

N137G et F190W présentent respectivement dans les boucles D, E et F (Song et al. 2009). 

Récemment, des sous-unités appartenant aux AChBP d’une araignée (Pardosa 

pseudoannulata, Pp-AChBP) ont été décrites, dans le but de servir de modèle pour étudier et 

modéliser les interactions entre les nAChRs d’arthropodes et de nouvelles molécules pesticides. 

L’utilisation de la Pp-AChBP pourrait apporter des informations supplémentaires aux études de liaison 

par affinité en remplaçant l’ancienne protéine modèle provenant de L. stagnalis, qui pouvait montrer 

une sensibilité aux pesticides différentes de celle observée chez les arthropodes (Bao, Meng, and Liu 

2017). En effet la Pp-AChBP est plus sensible aux molécules ayant un effet sur les nAChRs 

d’arthropodes, tels que les néonicotinoïdes, et pourrait être une bonne alternative pour modéliser 

l’effet que peuvent avoir les pesticides au niveau des sites de liaison de la Pp-AChBP (Bao, Meng, and 

Liu 2017). Ainsi, il serait intéressant de se baser sur la structure de la Pp-AChBP pour modéliser la 

liaison de différentes molécules agonistes, qui pourrait être de potentiels acaricides, à partir des 

séquences protéiques des sous-unités de nAChRs de la tique I. ricinus. 

 

4 - Perspectives d'études de l'expression des sous-unités des 
nAChRs d'Ixodes ricinus en ovocyte de xénope. 
 

 L'expression des sous-unités précédemment clonées de la tique I. ricinus pourra être effectuée 

afin de réaliser l'étude électrophysiologique en ovocyte de xénope de récepteurs nicotiniques 

fonctionnels appartenant à la tique. Cette étude, mise en relation avec les données obtenues par la 

microtransplantation de membranes du synganglion, permettra de définir quel type de nAChRs de la 

tique sont impliqués dans la pharmacologie des récepteurs natifs précédemment obtenue. 
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L’étude de récepteurs composés d’une sous-unité de tique a été notamment réalisée dans les 

travaux menés par Lees et al., (2014) pour la sous-unité α1 de la tique R. sanguineus. Leur étude a 

permis de montrer que le récepteur Rsanα1/β2 de poulet est sensible à l’ACh (EC50 d’environ 10 µM), 

mais que l’IMI (100 µM) et le spinosad (100 µM) n’induisent pas de réponses (Lees et al. 2014). De plus, 

si l’identification moléculaire des sous-unités de la tique I. ricinus permet d’obtenir des sous-unités de 

type β, leur utilisation en remplacement de la sous-unité β de vertébré (ici la β2 du rat ou Rβ2) pourrait 

aider à la formation de récepteurs fonctionnels en ovocyte de xénope. Pour aller plus loin, l’étude des 

autres sous-unités identifiées chez la tique I. ricinus en coexpression avec Iricα1 en système 

hétérologue est également envisageable. Par exemple, l’étude de nAChRs provenant de l’espèce N. 

lugens a été réalisée en injectant 2 sous-unités α de l’insecte (Nlugα3 et Nlugα8) coexprimée avec la 

Rβ2. Cette coexpression a permis d’obtenir une EC50 pour l’ACh 5,5 fois inférieure pour les récepteurs 

Nlugα3/Nlugα8/Rβ2 (EC50 = 17,4 ± 11,7 µM), comparé à l’expression des récepteurs Nlugα8/β2 (EC50 

= 95,8 ± 3,7 µM), (Yixi et al. 2009). Dans cette même idée, l’étude de récepteurs de la tique I. ricinus 

peuvent être menées en effectuant des combinaisons avec les autres sous-unités identifiées au 

laboratoire (Iricα2, Iricα5, Iricα6). Cela permettrait de faire un criblage plus complet des combinaisons 

de sous-unités possibles qui donneraient des récepteurs fonctionnels en ovocyte de xénope. 

De plus, des expériences de mutagénèse seront intéressantes à mener dans le but d’obtenir 

des informations sur l’origine de l’insensibilité potentielle des récepteurs nicotiniques de la tique I. 

ricinus, insensibilité déjà décrite pour d’autres espèces d’arachnides pour certains pesticides comme 

les néonicotinoïdes (Lees et al. 2014; Erdmanis et al. 2012; Song et al. 2009; Dermauw et al. 2012). 

Dans l’étude de Song et al., (2009). La modification de régions présentes dans la séquence de la sous-

unité β1 de M. persicae et de P. pseudoannulata ont révélé l’implication des boucles D, E et F dans 

l’insensibilité à l’IMI de la sous-unité β1 de l’araignée (Song et al. 2009). La réalisation de ce type 

d’expériences pourra nous permettre d’observer chez l’espèce I. ricinus l’implication de certaines 

mutations dans cette insensibilité. Ainsi une réflexion sur les stratégies dans le but de contrer cette 

insensibilité sera envisageable, notamment par l’utilisation de molécules ciblant les nAChRs mais 
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dont la structure est différente des néonicotinoïdes comme les spinosynes ou encore les buténolides 

comme le flupyradifurone. 

5 - Conclusion générale 
 

De manière globale, les approches actuellement utilisées pour lutter contre les tiques 

montrent qu’il reste encore beaucoup d’informations à obtenir au niveau de la recherche. Dans un 

futur proche, l’enjeu sera de développer des techniques de lutte intégrée qui seront basées sur la 

biologie de la tique ainsi que son écologie. Cette lutte intégrée pourra associer plusieurs techniques 

telles que les approches médicales (santé humaine / vétérinaire) et les approches de protection 

personnelles (protection avec des acaricides, des substances répulsives, des huiles essentielles). Pour 

faire face à l’augmentation de la présence des tiques dans notre environnement, des moyens de 

contrôle efficaces et sûrs sont nécessaires pour protéger les différents types de populations exposées 

aux pathogènes transmis par ces parasites (population humaine, animaux d’élevage ou de 

compagnie). Les moyens de lutte préventifs sont les plus faciles à mettre en place actuellement, à 

base de répulsifs et d’acaricides ciblés sur les tiques et en particulier sur les espèces connues comme 

vectrices de pathogènes transmettant des zoonoses, telle que la tique I. ricinus. Le développement 

des protocoles utilisés lors de ces travaux de thèse sont directement liés à cette problématique 

globale, car leur application a pour but de déterminer l’efficacité de nouveaux composés répulsifs 

et/ou acaricides efficaces sur la tique I. ricinus, grâce à un criblage de composés par plusieurs 

approches peu couteuses et faciles à mettre en place. 
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Annexe 1 : Récapitulatifs des programmes PCR utilisés 
 

Amplification Sous-unité Couple 
d’amorces 

Séquences (5’ → 3’) Enzyme Programme PCR 

ORF α2 IricA2-CDS-F 
IricA2-CDS-R 

CAGGCGTGCCATGGCCTTTC 
GTCCTGGCGAGAGCGTGTTTCA 

Q5® 98°C – 30 sec ; 
35 x [98°C – 10 sec ; 61°C – 30 sec ; 72°C – 1 min] ; 
72°c – 2 min 

ORF α5 IricA5-CDS-F 
IricA5-CDS-R 

GTTCCGTGGCGACGTTTGTT 
TGCTTGTCTTCGACAGCACG 

Q5® 98°C – 30 sec ; 
35 x [98°C – 10 sec ; 55°C – 30 sec ; 72°C – 1 min] ; 
72°c – 2 min 

ORF α6 IricA6-CDS-F 
IricA6-CDS-R 

ATGAGGAGGACGGCGCGAT 
CTACGCGACCAAGTGCGGTGCC 

Q5® 98°C – 30 sec ; 
30 x [98°C – 10 sec ; 68°C – 30 sec ; 72°C – 1 min] ; 
72°c – 2 min 

RACE PCR α1 

IricA1-SP2 
Oligo-d(T)-
Anchor 

CCGAGTGAAGGATTGCCTTGGTCA 
GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTTV 

Q5® 98°C – 2 min sec ; 
10 x [98°C – 15 sec ; 56°C – 30 sec ; 72°C – 40 sec] ; 
25 x [98°C – 15 sec ; 56°C – 30 sec ; 72°C – 40 sec*] ; 
72°c – 7 min 

IricA1-SP3 
Oligo-d(T)-
Anchor 

GGGTCCCAGCGCAATTTGTAATCG 
GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTTV 

Q5® 98°C – 2 min sec ; 
10 x [98°C – 15 sec ; 56°C – 30 sec ; 72°C – 40 sec] ; 
25 x [98°C – 15 sec ; 56°C – 30 sec ; 72°C – 40 sec*] ; 
72°c – 7 min 

IricA1-SP5 
Oligo-d(T)-
Anchor 

TAAGATGGCGCCCTGGGTCAAGCAC 
GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTTV 

Q5® 98°C – 2 min ; 
10 x [98°C – 15 sec ; 60°C – 30 sec ; 72°C – 40 sec] ; 
25 x [98°C – 15 sec ; 60°C – 30 sec ; 72°C – 40 sec*] ; 
72°c – 7 min 

 

* Pour l’étape d’élongation, une incrémentation de 20 sec d’élongation à chaque cycle a été effectué (ex : cycle n°11 = 40 sec, n°12 = 60 sec, n°13 = 80 sec). 
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Amplification Sous-unité Couple 
d’amorces 

Séquences (5’ → 3’) Enzyme Programme PCR 

Insertion 
pGem 

α1 IricA1-ORF-F 
IricA1-ORF-R 

gaatataGGATCCTGCCATGGGCGGG (BamHI) 
cttacTCTAGACGGCTTCAGTCGTGG (XbaI) 

Q5® 98°C – 30 sec ; 
35 x [98°C – 10 sec ; 68°C – 30 sec ; 72°C – 1 
min] ; 
72°c – 2 min 

Insertion 
pGem 

α2 IricA2-ORF-F 
IricA2-ORF-R 

taatCCCGGGCAGGCGTGCCATGGCCTTTC (XmaI) 
attaTCTAGAGTCCTGGCGAGAGCGTGTTTCA (XbaI) 

Q5® 98°C – 30 sec ; 
35 x [98°C – 10 sec ; 61°C – 30 sec ; 72°C – 1 
min] ;  
72°c – 2 min 

Insertion 
pGem 

α6 IricA6-ORF-F 
IricA6-ORF-R 

taatCCCGGGATGAGGAGGACGGCGCGAT (XmaI) 
attaTCTAGACTACGCGACCAAGTGCGGTGCC (XbaI) 

Q5® 98°C – 30 sec ; 
30 x [98°C – 10 sec ; 68°C – 30 sec ; 72°C – 1 
min] ; 
 72°C – 2 min 

Criblage 
colonies 

pCRTM2.1-
TOPO® 

M13F 
M13R 

CAGGAAACAGCTATGAC 
GTAAAACGACGGCCAG 

GoTaq® G2 Flexi 95°C – 2 min ; 
30 x [95°C – 45 sec ; 55°C – 45 sec ; 72 °C – X 
min] ;  
72 °C – 5 min. 

Criblage 
colonies 

pGem pG-1S 
Xen-3R 

CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG 
GGAGCAGATACGAATGGCTAC 

GoTaq® G2 Flexi 95°C – 2 min ; 
30 x [95°C – 45 sec ; 60°C – 45 sec ; 72 °C – X 
min] ; 
72 °C – 5 min. 

 

Les temps d’élongation (X) à l’intérieur du cycle de température varie en fonction de la longueur de l’insert à amplifier (allant de 30 sec à 2 min) 
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Annexe 2 : Nicotinic acetylcholine receptors in the synganglion of the tick 
Ixodes ricinus: Functional characterization using membrane 
microtransplantation (Le Mauff et al., 2020) 
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Annexe 3 : Effect of DEET and flupyradifurone on the tick Ixodes ricinus: 
Repellency bioassay and pharmacological characterization by 
microtransplantation of synganglion membranes (en cours de soumission) 

 

 

Effect of DEET and flupyradifurone on the tick Ixodes ricinus: Repellency bioassay and 
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Ticks are worldwide spread arthropods, they can transmit numerous pathogens as 

viruses, bacteria, protozoa, nematodes and thus constitute a major parasite group for animals 

and humans. In recent years, we observed an increase of tick-borne diseases incidence and the 

development of resistance to conventional acaricide. Thus, new control strategy is needed to 

fight against ticks, such as Ixodes ricinus. In the present study, we validate an original device 

to evaluate the repellent effect of compounds. We observed that DEET 10% and 

Flupyradifurone (FLU) at 10% or 20% were not able to have a repellent effect, whereas 

avoidance behavior was shown with higher concentration of DEET (20%). Interestingly, the 

combination of DEET 10% and FLU 10% has a significant synergistic effect on ticks’ behavior. 

Using membrane microtransplantation we shown that DEET did not have an agonist effect but 

rather an inhibitory action on agonist-induced current. FLU acts in a different way, as it was 

able to have agonist action but did not present any modulatory effect on ACh or Nic induced 

currents.  The combination of DEET 10% and FLU 10% has the same effect to that obtained 

with DEET alone on the Nic-induced response. Thus, we deduced that FLU did not bring any 

additional effect that could impact the response to Nic.  
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1. Introduction 

 

Ticks are worldwide spread arthropods, they can transmit numerous pathogens as 

viruses, bacteria, protozoa, nematodes and thus constitute a major parasite group for animals 

and humans (Stuen, Granquist, and Silaghi 2013b; Egyed et al. 2012; Lindquist 2008). Ticks 

are parasites known to be harmful vectors of various tick-borne diseases for veterinary and 

human public health (Jongejan and Uilenberg 2004). In Europe, the forest tick Ixodes ricinus 

can transmit pathogens, which can lead to the development of tick-borne diseases such as Lyme 

borreliosis or tick-borne encephalitis (Lindquist 2008; Rizzoli et al. 2011; Barbour and Benach 

2019) and can generate various health issues like neurogenerative, or arthritic disorders 

(Cardenas-de la Garza et al. 2019). The increase of tick-borne diseases diagnosed over the past 

years is a real public health issue and research of better acaricide or tick repellent compounds 

is needed to limit tick biting that led to the transmission of tick-borne diseases.  

For human protection, the DEET (N,Ndiethyl-methyl-m-toluamide) is often the main 

compound present in formulation of insect and tick-repellents used on the skin (Bissinger and 

Roe 2010). This it is a reference when evaluating the efficiency of new repellent compounds. 

Since the 1950 to 1990 years, several compounds were used to fight against ticks due to their 

acaricidal effect, including pesticides from organochlorine, organophosphate, carbamate, 

formamide, pyrethroid, macrocyclic lactone, and phenylpyrazole families. These pesticides 

were mainly used to protect cattle from tick infestation and biting (Agwunobi, Yu, and Liu 

2021). Pyrethroids, like deltamethrin or the permethrin, have significant repellent activity and 

were thus widely used in clothes impregnation for human protection (Katz, Miller, and Hebert 

2008). Unfortunately, the intensive use of pesticide led to the development of resistance about 

10 years after their first application for tick control. The resistance occurs more frequently in 

tropical or sub-tropical regions as Latin America, Australia and Africa, and for tick species that 
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have a single obligate host, such as Rhipicephalus microplus (Abbas et al. 2014; Mekonnen et 

al. 2002). To counter the resistance phenomenon, one strategy developed is to use chemical 

mixtures in order to obtain synergistic effect and to limit resistance by multiplying the 

molecular targets of the compounds. This strategy also permits to use smaller quantity of 

molecules, what decrease the non-target toxic effect and the cost of application of these 

protection mixes. It was tested to increase the toxic effect of insecticides for pest species as 

Acyrthosiphon pisum (Taillebois et al. 2020), and for vector species like Aedes aegypti with the 

synergy of formamide with neonicotinoid and pyrethroid (Ahmed and Matsumura 2012), and 

for tick species as Rhipicephalus sanguineus for synergy between fipronil and amitraz (Prullage 

et al. 2011). Other neonicotinoids such as imidacloprid (IMI) was also successfully used in 

synergistic mixture to fight against tick such as Ixodes holocyclus (Burgh et al. 2017). Another 

strategy to deal with tick resistance is to develop new acaricide and repellent that have distinct 

mode of action than compounds already in the market. In this way, molecules acting on 

nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) seems particularly promising. Actually, few 

pesticides acting on nAChRs are currently used against tick. As an example, spinosad (an 

agonist of nAChRs) seems effective against resistant tick Rhipicephalus microplus (Miller et 

al. 2008) and, for instance, no resistance development to this pesticide was observed (George, 

Pound, and Davey 2004).  

Flupyradifurone (FLU) is a new pesticide developed during 2010 years by Bayer 

CropScience and commercialized under the Sivanto® formulation name. FLU is a butanolide 

insecticide that act in a similar way than neonicotinoids by activation of acetylcholine nicotinic 

receptors (nAChRs) present in the central nervous system of arthropods and is described as a 

pesticide with a low toxicity for non-target species (Nauen, Jeschke, Velten, Beck, Ebbinghaus-

Kintscher, et al. 2015). For now, little is known about the effect of this molecule on tick species. 

In this study, we developed behavioral assays to evaluate FLU repellent effect compared to 
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DEET. Using the membrane microtransplantation technics that we recently validated for 

compound screening (Le Mauff et al. 2020), we determine FLU and DEET effect on native 

nAChRs to better understand their mode of action. In addition, we determined the in vivo and 

in vitro effect of a mixture of DEET and FLU at low doses. 

 

2. Materials and methods 

 

2.1 Tick sample 

 

Female adult Ixodes ricinus were collected in the state forest of Chize, next to the CEBC 

laboratory (CNRS UMR 7372, Université de La Rochelle, Villiers-en-Bois, France) and 

provided by the BIOEPAR laboratory (INRAE, ONIRIS, Nantes, France). Female ticks were 

conserved at 4°C with enough moisture to slow down their life system and allow a longer 

survival of ticks. They were placed at room temperature 30min before the start of behavioral 

experiment. 
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2.2 Repellency bioassay 

 

2.2.1 Experimental set-up 

 

The tick repellency bioassay used in this study was inspired by Nchu team work (Nchu, 

Magano, and Eloff 2012) with some modifications. This bioassay was based on the exploration 

behavior of the Ixodes ricinus ticks. A polystyrene platform (20 x 5 cm) was fixed into a plastic 

container (L = 36.5 cm, W = 26.5 cm, H = 14 cm) and was completely surrounded by water 

(Figure 1-A). The platform was completely covered with a piece of protector paper (Sodipro, 

France) and a filter paper (Whatman No. 1, 1 cm x 5 cm) was fixed with a double-sided tape at 

the center of the platform (Figure 1-B). 7.5 µL of the tested compound or solvent (absolute 

ethanol) were deposed on the filter paper and allowed to dry for 20 min to form the chemical 

barrier. Then, five ticks were put on one side of the platform (zone 1). Tick’s movements are 

record during 30 min with a camera fixed above the device. For each group of ticks, a first 

round was performed with the solvent that corresponds to control condition. The second round 

of recording was done with either DEET or FLU, alone or in combination, at different 

concentration (10% or 20%). For each compound, between 6 to 10 groups were used 

(corresponding to 30 to 50 ticks). 
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Figure 1: Description of video-tracking set-up used in repellent behavioral assays on ticks. (A) In 

front view, the platform, which is surrounded by water, is fixed in the center at the surface of the water 

tank. Half grey dots represent where ticks are released at the beginning of the video recording. The 

chemical barrier is put in the center of the platform and the camera is settled overhead of the platform 

that allows to record the entire tick movement over it. (B) With camera view, we can see the start zone, 

where ticks (grey dots) are put at the edge of the platform (zone 1), next the chemical barrier and then 

the last zone where ticks can go when they cross the barrier (zone 2). 
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2.2.2 Results analysis using ToxTrac software 

 

ToxTrac is a software developed for Windows, which allows the tracking of several 

individuals in a video and was used to analysis the movement of ticks during experiments 

(Rodriguez et al. 2018; Rodriguez et al. 2017). For video analysis, three zones were drawn on 

the platform to define where tick started the experiment (zone 1), the filter paper in the center 

of the platform (chemical barrier) and the last zone (zone 2), where ticks can go if they cross 

the chemical barrier (Figure 1-B). Tick detection was calibrated with the size (15-300 pixels) 

and the contrast (55-80 intensity level). After analysis, the software notably provides the rate 

of presence inside the zone 2, the exploration rate, the total distance and the total time frozen 

performed by ticks during experiment (Table 1). 

Table 1: Description of parameters used for the analysis (modified from the ToxTrac user guide, 

version 2.61) 

Parameter name Description 

Zone2 inside rate (Inside Frame) / (Inside frame + Outside frame) 

Exploration rate (Number of explored areas) / (Total number of areas) 

Total distance Total distance covered by ticks, in mm 

Total frozen Time Total time where tick stayed in frozen state, in sec 

Average speed Average of instant speed7 

Invisibility time (Total time) – (time with visible tick) 

 
7 « Instant_Speed » (or Si) s defined by the following formula (where c = « ana.space » ) :     
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2.3 Electrophysiological experiments 

2.3.1 Synganglion membrane preparation 

The membrane preparation from adult female tick synganglions was performed as 

described in Le Mauff et al. (2020). A pool of 150 synganglions were mechanically dissociated 

in 500 µl of extraction buffer (50 mM Tris/HCl, 1 mM EGTA, 3 mM EDTA, supplemented 

with protease inhibitors) using a pellet Argos mixer (World Precision Instruments, 

Hertfordshire, UK). All experiments were conducted at 4°C. The solution was first centrifuged 

1 min at 1500 rpm. The supernatant was collected in a new tube with 5 ml of extraction buffer, 

then homogenized and centrifuged at 15,000 rpm for 70 min. The pellet containing synganglion 

membranes was further concentrated using a sucrose gradient (7 ml of 20% sucrose and 5 ml 

of 50% sucrose, respectively), and centrifuged at 26,200 rpm, for 2 h 45 min. The membrane 

fraction located between 20% and 50% sucrose phase was supplemented with 20 ml of 

extraction buffer, then centrifuged at 26,200 rpm, for 50 min. The pellet was resuspended in 5 

ml of glycine buffer, centrifuged 45 min at 26,200 rpm. Then, collected in 100 µl of glycine 

buffer and stored at -80°C until use. 

 

2.3.2 Xenopus oocytes preparation 

Xenopus laevis oocytes were provided by CRB (University of Rennes 1, Rennes, 

France). The CRB Xenope is a French national platform dedicated to X. laevis breeding for 

experimental research. Oocytes were defolliculated according to Cartereau et al. (Cartereau, 

Martin, and Thany 2018), and were incubated in a standard oocyte saline (SOS) solution (100 

mM NaCl, 2 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1.8 mM CaCl2 and 5 mM HEPES, pH 7.5) supplemented 
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with antibiotics (50 mg/ml gentamycin, 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin and 2.5 

mM pyruvate). Defolliculated oocytes were microinjected with 50.6 nl of the tick membrane 

solution using a nanoliter injector (Nanoliter 2010, World Precision Instruments, Hertfordshire, 

UK) and were incubated in the SOS solution at 18°C during 24 h before electrophysiological 

measurements. 

 

2.3.3 Electrophysiological recording 

A two-electrodes voltage clamp technique was used to record neuronal receptor responses 

from I. ricinus synganglion membrane microtransplanted into xenopus oocytes. Electrodes 

were prepared with a glass puller (model P-97, Sutter Instrument) and filled with a 3 M KCl 

solution. Their resistance was controlled to be between 0.1 and 3 MΩ. After incubation, oocytes 

were placed in a recording chamber at room temperature (20 – 22°C), with a continuous flow 

of SOS supplemented with atropine and PNU-120596 (0.5 mM and 1 µM respectively). 

Atropine inhibit muscarinic acetylcholine receptors responses to selectively record the nAChR 

responses. PNU-120596 is used to enhance the current amplitudes (Le Mauff et al. 2020). A 

Digidata-1322A (Axon Instruments) A/D converter was used to make the recordings which 

were analyzed with pCLAMP 10 (Molecular Devices, Union City, CA, USA). The oocyte 

membrane potential was hold at -60 mV and perfusion for each molecule tested was performed 

during 20 sec with a flow rate of 5mL/min. The pre-treatment of DEET or FLU was applied 

during 15min before the application of agonist. Three pre-treatment conditions were tested: 1) 

DEET alone, 2) FLU alone and 3) combination of DEET and FLU. After the application of 

each molecule, oocytes were washed with a continuous flow of SOS with atropine and PNU-

120596, during 5 min. 
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2.4 Drugs 

ACh, nicotine, atropine, PNU-120956, DEET and flupyradifurone were purchased from 

Sigma (St Quentin, France). They were dissolved in the DMSO at a final concentration of 

0.01% DMSO for the electrophysiological recordings. DEET and flupyradifurone were 

dissolved in absolute ethanol for the repellent bioassay. 

 

2.5 Statistical analysis 

Parameters used for the behavior study (zone 2 inside rate, exploration rate, total distance) 

were normalized using the mean of values obtained with control groups. Differences between 

normalized control and normalized test group were analyzed using One tailed Wilcoxon paired 

test (samples < 30). Data were shown as mean ± SEM and analyzed using Prism 7 (GraphPad 

Software, La Jolla, CA, USA). 

For the electrophysiological results, currents were normalized using the mean current 

amplitudes under the same control conditions (I/Imean). Data were shown as mean ± SEM and 

analyzed using Prism 7. Differences between normalized currents from control and 

experimental groups were analyzed using one-way Anova and One tailed Wilcoxon paired test 

(samples < 30), using Prism 7. The IC50 values for ACh and nicotine were determined using 

nonlinear regression on normalized data (1 mM ACh or nicotine as maximal response) using 

Prism 7. The dose–response curves were derived from the fitted curve following the equation: 

Y = Imin + (Imax – Imin)/(1 + 10(log(IC50–X)H) where Y is the normalized response, Imax 

and Imin are the maximum and minimum responses, H is the Hill coefficient, IC50 is the 

concentration giving half the maximum response and X is the logarithm of the compound 

concentration. In all experiments, ‘n’ represents the number of recorded oocytes. 

3. Results 
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3.1 Repellent effect of DEET on the tick Ixodes ricinus 

 

During experiments, two concentrations of DEET were tested to observe their repellent 

effect on ticks. With DEET at 10%, the trajectory of the ticks seems to be slightly modified as 

if they avoid to walk on the filter impregnated with DEET (Figure 2 A and B). However, after 

statistical analysis, no significant differences were found for the zone 2 inside rate (Figure 2 

C, n=50, p = 0.0654), the exploration rate, the total distance and average speed of ticks (Figure 

2, D-G, n=50, p > 0.05,). These results demonstrate that tick behavior is not modified in the 

presence of DEET 10%. Finally, the total time frozen is not different between control and DEET 

10%, indicating the absence of experimental bias (Figure 2 H, n=50, p > 0.05). 

 

When testing DEET 20%, we first observed avoidance behavior in the trajectory of ticks 

(Figure 3 A and B). In the presence of ethanol, ticks demonstrated movements on the whole 

platform (Figure 3 A), what was not the case in the presence of DEET 20% (Figure 3 B). The 

zone 2 inside rate showed a significant decrease of 75% in the presence of DEET 20% (Figure 

3 C, n=45, *p < 0.05) and the exploration rate decrease by 50%. The total distance and average 

speed were also significantly less important in the presence of DEET 20%, about 53% and 45% 

lower, respectively (Figure 3 E and G, n=45, *p < 0.05). The total time frozen and invisible 

time are not modified, what validate experimental conditions (Figure 3 F and H, n=45, p > 

0.05).  

These results demonstrated that DEET 20% has a repellent effect on the tick I. ricinus. 

This is in accordance with literature and allowed us to validate our experimental procedure.  
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Figure 2. Repellent effect of DEET 10% on the tick Ixodes ricinus. (A and B) Captures represented 

tick movement tracking during the video recording with (A) ethanol for the control and (B) 10% DEET. 

(C, D, E, F) Histograms represented the difference between the control (black bars) and DEET (grey 

bars) for the different parameters. Data are normalized by the mean of the control values. n = 50. 

Histograms represent mean ± S.E.M, α = 0.05; significant differences are marked with *, ns corresponds 

to not significant. 
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Figure 3. Repellent effect of DEET 20% on the tick Ixodes ricinus. (A and B) Captures represented 

tick movement tracking during the video recording with (A) ethanol for the control and (B) 20% DEET. 

(C, D, E, F) Histograms represented the difference between the control (black bars) and DEET (grey 

bars) for the different parameters. Data are normalized by the mean of the control values. n = 50. 

Histograms represent mean ± S.E.M, α = 0.05; significant differences are marked with *, ns corresponds 

to not significant. 
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3.2. Repellent effect of flupyradifurone on the tick Ixodes ricinus 

 

With the FLU 10%, no difference was visually observed on the trajectory of the ticks 

compared to control conditions (Figure 4 A and B). In addition, the tick trace showed that ticks 

went through the chemical barrier without any avoidance caused by the molecule. In correlation 

with this result, no significant differences were found for zone 2 inside rate, exploration rate, 

total distance and average speed (Figure 4 C, D, E and G, n=30, p > 0.05). As for previous 

experiments, we verified that total frozen time and invisibility time were not different between 

control and FLU 10% (Figure 4 F and H, n=30, p > 0.05). 

 

When FLU was tested at higher concentration (20%) no modification were observed 

compared to control. The platform was extensively explored by ticks both in the presence of 

ethanol or FLU 20% (Figure 5 A and B). The different parameters measured: zone 2 inside 

rate, exploration rate, total distance and average speed were not different in the presence of 

FLU 20% (Figure 5 C, D, E and G, n=30, p > 0.05). The experimental data were validated as 

total time frozen and invisible time were also similar between control and FLU 20% conditions 

(Figure 5 F and H, n=30, p > 0.05). These results demonstrates that FLU alone is unable to 

have a repellent effect on the tick I. ricinus. 
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Figure 4. Repellent effect of flupyradifurone (FLU) 10% on the tick Ixodes ricinus. (A and B) 

Captures represented tick movement tracking during the video recording with (A) ethanol for the control 

and (B) 10% FLU. (C, D, E, F) Histograms represented the difference between the control (black bars) 

and FLU (grey bars) for the different parameters. Data are normalized by the mean of the control values. 

n = 30. Histograms represent mean ± S.E.M, α = 0.05; significant differences are marked with *, ns 

corresponds to not significant 
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Figure 5. Repellent effect of flupyradifurone (FLU) 20% on the tick Ixodes ricinus. (A and B) 

Captures represented tick movement tracking during the video recording with (A) ethanol for the control 

and (B) 20% FLU. (C, D, E, F) Histograms represented the difference between the control (black bars) 

and FLU (grey bars) for the different parameters. Data are normalized by the mean of the control values. 

n = 30. Histograms represent mean ± S.E.M, α = 0.05; significant differences are marked with *, ns 

corresponds to not significant. 
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3.3. Repellent effect of DEET and flupyradifurone used as a mixture 

With DEET 10% and FLU 10% were used as a mixture, we first observed the repellent 

effect on the trajectory of ticks. Actually, tick trajectory illustrated in Figure 6 B clearly 

demonstrated that the combination DEET 10% + FLU 10% act as a chemical barrier against 

ticks, compared to control condition (Figure 6 A, n=30, *p < 0.05). This modification of tick 

movements is confirmed by the decrease of zone 2 inside rate of 88% (n=30, *p < 0.05, Figure 

6 C) and of the exploration rate of 30% (Figure 6 D, n=30, *p < 0.05). The total distance and 

average speed are also lower in the presence of the mixture (Figure 6 E and G, n=30, *p < 

0.05). We also verified that frozen time and invisibility time are similar in control and with the 

mixture DEET 10% + Flu 10% (Figure 6 F and H, n=30, p > 0.05). These results demonstrated 

the high synergism effect of the combination of DEET and FLU used at low doses (10%). 
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Figure 6. Repellent effect of the mixture DEET 10% + FLU 10% on the tick Ixodes ricinus. (A and 

B) Captures represented tick movement tracking during the video recording with (A) ethanol for the 

control and (B) DEET 10%/FLU 10%. (C, D, E, F) Histograms represented the difference between the 

control (black bars) and FLU (grey bars) for the different parameters. Data are normalized by the mean 

of the control values. n = 30. Histograms represent mean ± S.E.M, α = 0.05; significant differences are 

marked with *, ns corresponds to not significant 
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3.4. Electrophysiological recording 

 

For this study, the effects of DEET and FLU on microtransplanted nAChRs from 

synganglion membranes were evaluated. The currents induced by ACh (1 mM) and Nic (1 mM) 

were first tested to validate the expression of functional nAChRs in oocyte (Figure 7 A and 

B). With DEET (1mM), no current was observed demonstrating that DEET did not have an 

agonist effect (Figure 7 C, n=6). When FLU (1 mM) was applicated an induced current of – 

78.8 ± 25 nA was observed (Figure 7 D, n=6).  The dose response curves show that the EC50 

determined are 276 µM for ACh, 149 µM for Nic and 521 µM for FLU (Figure 7 E, n=6). This 

result is in accordance with the action of FLU as agonist of nAChRs. 

 

To evaluate the modulatory effect of the compounds, we tested the effect of a pre-

treatment on ACh- and Nic-induced currents. Pre-treatment of FLU alone (5 nM) does not 

modify ACh-induced current (Figure 12 B, n = 6, p > 0,05) or Nic-evoked current (Figure 8 

E, n = 8, p > 0,05). On the contrary, DEET applied as a 5 nM bath is able to inhibit Nic-induced 

response by 45% (Figure 8 D, n = 7, *p < 0,05), but does not have any effect on the ACh-

induced response (Figure 8 A, n = 9, p > 0,05). The bath application of combination of the two 

molecules shows an inhibition on the Nic-evoked response by 46% (Figure 8 F, n = 7, *p < 

0,05), but not on the ACh-induced current (Figure 8 C, n = 8, p > 0,05). Thus, an antagonist 

effect from the DEET was observed on the 1 mM Nic-induced response only. The antagonist 

effect of the mixture observed could correspond to an additive effect due to the presence of 

DEET. 

  



Annexes 

 
253 

 

 

 

 

Figure 7. Study of several agonists-induced current as ACh, Nic, compared to two pesticides such 

as DEET- and FLU-evoked responses, on oocyte microtransplanted with purified synganglion 

membrane. (A) example of 1 mM ACh-induced current. (B) Example of 1 mM Nic-evoked current. 

(C) Example of 1 mM DEET-evoked response. (D) Example of 1 mM FLU-induced response. For all 

illustrated currents, horizontal bar represents the compound application, and the perfusion time was 20 

sec. (E) ACh, Nic and FLU concentration-current response relationships from n = 15, in the presence of 

0.5 μM atropine and 1 µM PNU-120596. Each point represents peak currents normalized to the Imax of 

1 mM ACh. 
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Figure 8. Effect of 5 nM DEET and 5 nM FLU pre-treatment on ACh- and Nic-evoked current. 

(A) Histograms illustrate the comparison between ACh without 5 nM DEET (Ctl) or with 5 nM DEET, 

n= 9, p > 0,05, ns = no significant. (B) Histograms illustrate the comparison between ACh without 5 

nM FLU (Ctl) or with 5 nM FLU, n= 6, p > 0,05, ns = no significant. (C) Histograms illustrate the 

comparison between ACh without 5 nM DEET/FLU (Ctl) or with 5 nM DEET/FLU, n= 8, p > 0,05, ns 

= no significant. (D) Histograms illustrate the comparison between Nic without 5 nM DEET (Ctl) or 

with 5 nM DEET, n= 9, *p < 0,05, * = significant difference. (E) Histograms illustrate the comparison 

between Nic without 5 nM FLU (Ctl) or with 5 nM FLU, n= 8, p > 0,05, ns = no significant. (F) 

Histograms illustrate the comparison between Nic without 5 nM DEET/FLU (Ctl) or with 5 nM 

DEET/FLU, n= 8, *p < 0,05, * = significant difference. Each histogram represents mean ± S.E.M, and 

the perfusion time was 20 s. 

 

  



Annexes 

 
255 

4. Discussion 

 

4.1 Effect of flupyradifurone, alone or in combination with DEET 

 

The behavioral test was used to test the repulsive effect of FLU, belonging to the 

butenolide family, on adult female ticks. Despite the neurotoxic effect of this compound 

observed in native nAChRs microtransplantation experiments, the behavior of Ixodes ricinus 

ticks, over a short period of exposure, does not show strong changes for both tested 

concentrations. We also found that the use of 10% DEET did not alter the exploration behavior 

of the platform by ticks. Therefore, we chose to test a mixture between DEET (repellent) and 

FLU (neurotoxic pesticide) with the hypothesis of observing a synergistic effect of the mixture 

on the behavior of exposed ticks. The objective of using a combination of molecules is to obtain 

a repulsive effect on the behavior of ticks by using the smallest amount of molecule. We 

observed that 10% FLU has a significant repellent effect when used in mixture with 10% DEET 

while taken independently it has no effect on the behavior of the tick. These results thus 

highlight a synergistic effect of the DEET + FLU 10% mixture.  

The observed repellent effect is superior to that obtained with the 20% DEET, which 

serves as a reference. This combination could represent a potential alternative in the fight 

against ticks. Since FLU has no repellent effect at any concentration tested, this suggests that it 

acts as a potentiator of DEET. Moreover, a recent study on the mode of repellent action of the 

combination of transfluthrin (pyrethroid) and DEET on mosquitoes (Aedes aegypti) showed 

that presence of a low concentration of the pesticide (that does not show any repellent effect 

alone) could have a positive synergistic effect on the repulsive activity of DEET (Andreazza et 

al. 2021). Thus, the research on the combination effect between repellent substance and agonist 

compound of neuronal targets could be interesting, in order to obtain a better chemical 

protection. This strategy would allow to reduce the doses of compounds used and thus to reduce 



Annexes 

 
256 

the development of resistance. Also, toxicity studies would be interesting to perform in order 

to observe the modulation made by the two substances on the toxic effect or not of each of the 

compounds. 

 

4.2 Validation of an original device for behavioral assays in the tick Ixodes ricinus 

 

The study of tick avoidance behavior allows the testing of new in-vivo repellent 

compounds (Nchu, Magano, and Eloff 2016, 2012). These experiments are regularly performed 

on nymphs or adult ticks in small devices, such as petri dishes (Carroll et al. 2004; Ferreira et 

al. 2017). The device developed in this thesis allows to combine the study of the exploration 

behavior and the use of a larger device. The major advantage is to avoid saturation of the device 

with odorant molecules and to get as close as possible to the potential conditions of use. Another 

type of device, used to study the ascension behavior of ticks, is made in a similar way to ours, 

using a platform with a rod in its center allowing the ticks to ascend and be in contact with filter 

papers soaked with substances to be tested. This technique has been used on adult ticks of 

several species such as Rhipicephalus pulchessus (Zorloni, Penzhorn, and Eloff 2010), 

Hyalomma rufipes (Nchu, Magano, and Eloff 2016, 2012), or with larvae as in the case of 

Ixodes ricinus (Tabari et al. 2017). 

 The use of a horizontal platform made it possible to optimize the exploitation of the data 

with the use of ToxTrac software (Rodriguez et al. 2017; Rodriguez et al. 2018). Several 

parameters were selected in the tick’s behavioral assays and those described in the figure are 

the most demonstrative of the trajectories, immobility and, exploration that the ticks performed 

during the experiments. Moreover, the parameter illustrating the time spent where the 

individuals were not visible to the camera allows to demonstrate that this phenomenon is not a 

bias because it does not show a significant difference between the control groups and those in 
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the presence of the compounds (DEET, FLU alone or in combination). There is also no 

significant difference between the groups of the different solutions tested (Student T-test, p > 

0,05). Results obtained for the 20% DEET concentration showed a significant repulsive effect, 

in agreement with data available in the literature (Katz, Miller, and Hebert 2008; Diaz 2016). 

Thus, the device is validated for the study of the repellent effect of substances on adult female 

ticks I. ricinus. It would be interesting to verify if the protocol can be adapted for other species 

of ticks and other stages of development, as well as to perform tests to determine the attractive 

potential of certain compounds such as pheromones, other chemical substances or plant 

extracts. 

 

4.3 nAChRs sensitivity to DEET and FLU 

 

Studies have been conducted on the CNS activity of DEET in different types of 

organisms. Thus, an EC50 of 120 µM was determined in the CNS of the fly M. domestica 

(Swale et al. 2014). Also, an inhibition of sodium channels caused by DEET was observed 

(IC50 = 700 µM) following the patch-clamp study of rat cortical neurons as well as the 

inhibition of potassium channels whose EC50 is 6 times lower than that of Na+ channels (Swale 

et al. 2014). Another study showed that DEET, applied at low concentration (10 nM) on P. 

americana DUM neurons, is able to bind at allosteric binding site of muscarinic acetylcholine 

receptors (mAChRs) and potentiate the anti-acetylcholine action of a carbamate, the propoxur 

(Abd-Ella et al. 2015). DEET would have a positive allosteric modulation effect on the 

mAChRs of cockroach DUM neurons, which would increase intracellular calcium levels 

following the activation of mAChRs (Abd-Ella et al. 2015; Corbel, Stankiewicz, Pennetier, 

Fournier, Stojan, Girard, Dimitrov, Molgó, et al. 2009). In our study, pre-treatment with a low 

concentration of DEET (5 nM) resulted in an inhibition of Nic-induced currents. However, no 
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effect was observed on ACh-induced currents. The conclusion regarding the action of DEET 

on the receptors present in the membrane extracts microtransplanted in oocytes is not easy to 

establish. In fact, the presence of some native receptor regulators may influence the responses 

obtained after the pre-treatments, probably by interacting with the molecules applied to the 

oocytes (Eusebi et al. 2009). 

 Compared to DEET activity, flupyradifurone showed an agonistic effect at 1 mM. In 

contrast, experiments performed with the application of low doses of flupyradifurone (5 nM) at 

the level of oocytes showed no effect. This could indicate that there is no allosteric effect of 

this new pesticide at the level of the nAChRs studied in the tick I. ricinus. This molecule has 

been described as neurotoxic in several insect species, in particular by toxicity experiments 

conducted on Anopheles larvae of the species A. darlingi (LC50 = 1.18 µg/mL at 48h exposure 

for commercial flupyradifurone), (da Silva Mesquita et al. 2020). Another 2015 study allows 

the observation of the sensitivity of insect nAChRs through affinity binding studies on fly M. 

domestica head membrane preparations, as well as electrophysiological measurements on 

neurons isolated from Spodoptera frugiperda (Nauen, Jeschke, Velten, Beck, Ebbinghaus‐

Kintscher, et al. 2015). 

 When DEET and flupyradifurone (5 nM solution) were applied together, a similar 

inhibition to that obtained with DEET alone was found on the Nic-induced response. Thus, we 

deduced that this effect was only due to the presence of DEET in the solution and that 

flupyradifurone did not bring any additional effect that could impact the response to Nic. The 

use of two or more molecules with neurotoxic character in combination is often used in order 

to obtain the same neurotoxic effect or to increase it with the combinations of molecules, using 

the least active product possible (Brindley and Selim 1984). The synergy between several 

compounds has been studied in several species at the toxicological level, particularly to 

overcome the insect resistance to mainly used pesticides. For example, on insect disease 
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vectors, as for larvae of Aedes aegypti the combination of formamides with pyrethroid or 

neonicotinoid was studied, and in Culex quinquefasciatus the combination of carbamate and 

pyrethroid was investigated (Ahmed and Matsumura 2012; Corbel et al. 2004). This type of 

study has also been conducted on crop pest such as for in the striped moth Spodoptera litura 

where the combination of pyrethroids with organophosphates and, phenylpyrazole has been 

studied, or for the pea aphid A. pisum where several pesticides were tested in combination with 

a quinuclidine borane complex analogue (Taillebois et al. 2020; Ahmad, Saleem, and Sayyed 

2009). For these insects, the control method is often composed of preventive treatments leading 

to the development of resistance due to the application of a high dose of a single pesticide. The 

combination of DEET and flupyradifurone showed no difference compared to the use of DEET 

alone at low concentration. Nevertheless, it could be interesting to use DEET in low 

concentration combined with the use of flupyradifurone as an agonist in order to observe if 

there is or not a positive modulation effect of DEET on the response induced by 

flupyradifurone. 

 

5. Conclusion 

 

The present study combined an original behavioral assay to the recent improved 

technique of membrane microtransplantation. This integrative approach revealed to be 

particularly relevant for the evaluation of in-vivo repellent effect and its correlation with 

compounds mode of action at the molecular level. In this work, we determined that FLU alone 

is not able to have in-vivo repellent effect on ticks even though it could have agonist effect on 

nAChRs. Interestingly, FLU and DEET revealed to have synergistic effect both in-vivo and on 

nAChRs. Thus, the use of such combination could be a promising strategy to fight against ticks, 

in particular acaricide-resistant populations.  
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Anaïs LE MAUFF 

Caractérisation moléculaire et pharmacologique des récepteurs nicotiniques 
neuronaux chez la tique Ixodes ricinus. 

L’augmentation des populations de tiques dans le monde, due au changement climatique et au développement 
de résistance aux acaricides, met en évidence le besoin de nouvelles méthodes de contrôle. La caractérisation 
de nouvelles cibles moléculaires aux acaricides est donc nécessaire. Les récepteurs à l’acétylcholine de type 
nicotinique (ou nAChRs) sont des cibles pour les pesticides (comme les néonicotinoïdes) chez les arthropodes 
et sont peu étudiés chez la tique. Ce sont des protéines transmembranaires formées de cinq sous-unités et 
qui sont impliquées dans la neurotransmission synaptique rapide. Les objectifs de cette thèse sont de 
caractériser les profils pharmacologiques des nAChRs neuronaux chez la tique Ixodes ricinus et d’identifier 
de nouvelles molécules acaricides qui pourront être utilisées dans la prévention et la lutte contre les tiques. 
Pour accomplir ces objectifs de thèse, une nouvelle technique a été mise au point sur cette espèce de tique, 
la microtransplantation de membranes purifiées provenant du cerveau (ou synganglion) de la tique et leur 
expression en système hétérologue. Cette technique inédite a permis pour la première fois de caractériser les 
nAChRs natifs de la tique I. ricinus. Nous avons démontré la sensibilité des nAChRs à différents agonistes 
(acétylcholine et nicotine), antagonistes (alpha-bungarotoxine et méthyllycaconitine), ainsi que la faible 
sensibilité à des néonicotinoïdes. Néanmoins, l’utilisation d’un modulateur allostérique positif (le PNU-120596) 
a permis d’augmenter la sensibilité des nAChRs natifs à ces molécules. De plus, nous avons identifié plusieurs 
sous-unités de nAChRs chez la tique I. ricinus. En particulier, nous avons réalisé le clonage de sous-unité de 
nAChRs. En complément de ces études in-vitro, nous avons mené de nouvelles expériences 
comportementales sur des tiques adultes pour observer l’effet répulsifs de composés. Pour conclure, ces 
travaux ont mis en évidence la présence de nAChRs au sein du synganglion de la tique I. ricinus. Les résultats 
obtenus grâce à leur caractérisation moléculaire, électrophysiologique ainsi que l’approche comportementale 
sont encourageant pour le développement de nouvelles molécules acaricides et répulsives contre I. ricinus. 
Mots clés : Récepteurs nicotiniques neuronaux, Pharmacologie, Etude moléculaire, Ixodes ricinus, 
Acaricide 

Molecular and pharmacological characterization of neuronal nicotinic receptors of 
the tick Ixodes ricinus. 

The worldwide increase of tick population due to climate change and the development of pesticide resistance 
highlight the need for new control methods. The characterization of new molecular targets for acaricide is thus 
necessary. Neuronal nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) are molecular target of pesticide (such as for 
neonicotinoids) in arthropods and are poorly studied on ticks. These are transmembrane proteins formed with 
five subunits and are involved in the fast synaptic neurotransmission. Objectives of this thesis is the molecular 
and pharmacological characterization of neuronal nicotinic receptors for the Ixodes ricinus tick and the 
identification of new acaricide molecules that could be used in tick prevention and control method. To achieve 
these thesis objectives, a new technique was set up on this tick species, the microtransplantation of purified 
membranes from the tick brain (or synganglion) and their expression in a heterologous system. This original 
method allows for the first time the characterization of the native nAChRs from I. ricinus. We determined the 
nAChR sensitivity to different agonists (acetylcholine and nicotine), antagonists (alpha-bungarotoxin and 
methyllycaconitine), as well as the poor sensitivity to neonicotinoids. Nevertheless, the use of positive allosteric 
modulator (PNU-120596) provided the native nAChRs sensitivity increasing to these compounds. In addition, 
we identified several nAChR subunits at the molecular level. In particular we achieved to clone I. ricinus nAChR 
subunits. Complementary to these in-vitro approaches, we carried out new behavioral assay to assess 
compound repellent effect on adult ticks. To conclude, this work highlighted the presence of nAChRs in the I. 
ricinus tick synganglion. Results obtained through their molecular, electrophysiological characterization, and 
the behavioral assay are encouraging for the development of new acaricidal and repellent molecules against 
I. ricinus. 
Keywords: Neuronal nicotinic receptors, Pharmacology, Molecular study, Ixodes ricinus, Acaricide 
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