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Résumé

Les tiques sont parmi les plus importants vecteurs de maladies humaines et animales en raison de
leurs multiples repas sanguins nécessaires pour leur développement. Ces arthropodes ectoparasites
sont responsables de trés grandes pertes économiques dans I’élevage du bétail notamment. De
nombreux scientifiques ont cherché a isoler des molécules impliquées dans des rdles physiologiques
essentiels pour les tiques (lutte contre le systeme immunitaire de I’héte, digestion du sang par
exemple), dans le but de produire un vaccin pour lutter efficacement contre ces parasites.

Les différentes cellules intestinales des tiques produisent une variété de substances pendant le repas
sanguin. La digestion chez ces arthropodes est principalement intracellulaire, mais plusieurs
molécules sont aussi sécrétées dans la lumiere intestinale ainsi que dans I’hémolymphe. Les
séquences nucléotidiques et protéiques de nombreuses molécules ont été decrites chez les tiques, la
majorité étant isolée a partir des glandes salivaires. Quelques études biochimiques et histologiques
ont été realisées sur I’intestin des tiques et peu de genes fonctionnels impliqués dans la digestion du
repas sanguin ont été décrits. Seules quelques séquences codant pour des enzymes protéolytiques
comme des cathepsines ont été publiées.

Ce travail porte sur les genes impliqués dans la physiologie de la digestion chez Ixodes ricinus, la
tique la plus commune en Suisse. Les travaux décrivant des molécules isolées dans I’intestin chez
cette espéce sont trés rares. L’approche utilisée dans cette étude pour identifier des substances
intestinales impliquées dans la physiologie de la digestion a été de fabriquer des banques d’ADNc a
partir d’ARNmM provenant d’intestins de tiques femelles a jeun et partiellement gorgées pendant 5
jours. Ces banques ont été analysées pour la recherche de genes participant a la digestion. Seul un
gene codant pour une cathepsine L, une enzyme protéolytique déja décrite chez d’autres espéces de
tiques, a pu étre identifié de cette maniere. Une technique d’hybridation soustractive, la RDA
(Representational Difference Analysis) a été utilisée pour obtenir des fragments de génes
spécifiques aux tiques gorgées uniguement. Les parties manquantes de ces fragments ont été
obtenues grace a la technique RACE (Rapid amplification of cDNA Ends). Trois génes ont été
obtenus, dont les parties codantes ont été identifiées. La recherche d’homologies de séquences avec
les banques de données existantes a permis de caractériser ces trois genes : un gene de 875 pb
codant pour une cystatine (15 kDa), un de 914 pb codant pour une glutathion peroxydase (23.8 kDa)
et un gene de 717 pb codant pour un allergéne d’acarien (12.3 kDa). La cystatine et I’allergene sont
des protéines sécrétées dans la lumiére intestinale car toutes les deux présentent un peptide signal a
leur extrémité N-terminale. La détermination du compartiment intra- ou extracellulaire de la
glutathion peroxydase est plus floue, deux acides aminés méthionine différents pouvant étre chacun
le codon « start », impliquant la présence d’un peptide signal dans un cas et pas I’autre. Des
anticorps anti-cystatine et anti-allergéne ont été produits dans des souris pour pouvoir suivre la
cinétique de sécrétion de ces protéines pendant le repas sanguin et permettre leur localisation par
immunocytochimie. La détection de la cystatine n’a pas donné de résultats probants, celle-ci étant
probablement sous une forme masquant les épitopes. La protéine allergene a démontré une présence
specifique au niveau de certaines vésicules de sécrétion des cellules sécrétrices intestinales. Du
premier jour de gorgement jusqu’au 6°™ jour, cet allergéne est présent dans ces cellules, avec une
concentration maximale aux jours 3 & 5.

Les fonctions possibles de ces 3 molécules isolées dans I’intestin d’l. ricinus ont été discutées. La
cystatine serait impliquée dans la défense antibactérienne des tiques en inhibant probablement les
protéases des pathogénes contenus dans I’intestin. La glutathion peroxydase empécherait
I’oxydation des molécules biologiques due aux radicaux peroxydes dans la cellule si cette enzyme
est intracellulaire, et empécherait les dommages oxydatifs de I’épithélium intestinal dus a la toxicité
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de I’héme si cette enzyme est extracellulaire. L’allergene serait impliqué dans un processus digestif
indéfini ou ferait partie du systeme antibactérien des tiques.
Ces trois substances permettent de compléter la connaissance des mécanismes de digestion des

tiques, et ainsi de mieux comprendre leur mode de vie particulier.



|. Introduction



1.1. Généralités

Les tiques sont des arthropodes ectoparasites obligatoires présents sur tous les continents et sont
parmi les plus importants vecteurs de maladies humaines et animales. La diversité des organismes
pathogénes transmis par les tiques inclut champignons, virus, rickettsies, nématodes, bactéries et
protozoaires et excéde ceux trouvés chez tous les autres arthropodes (Sonenshine, 1991).

Les dommages résultant du repas sanguin des tiques et le colt du contrdle des pathogenes qu’ils
transmettent sont les plus grandes sources de pertes économiques dans I’élevage du bétail (Mulenga
et al., 2001). La seule méthode de lutte disponible partout est le contrdle des tiques par I’utilisation
d’acaricides. Cette approche est associeée a de sérieuses limitations telles que la contamination de
I’environnement et de la chaine alimentaire par ces substances ainsi que la résistance des tiques a
ces acaricides (Willadsen et al., 1989). D’autres méthodes récentes sont plus écologiques, comme la
protection immunologique des hdétes contre I’infection des tiques par vaccination. Cependant le
succes de cette méthode est dépendant de I’identification de molécules clefs impliquées dans la
médiation de réles physiologiques indispensables. Ces molécules pourraient étre utilisées comme
antigénes pour la fabrication de vaccins (Elvin et Kemp, 1994). Quelques résultats probants de
vaccination du bétail contre les tiques ont été obtenus avec une protéine réceptrice provenant de la
surface membranaire des cellules intestinales de tiques en Australie (Willadsen et al., 1989). Il
faudrait néanmoins combiner un vaccin contenant des anticorps dirigés contre plusieurs antigenes
(intestinaux et des glandes salivaires notamment) pour une meilleure efficacité (Riding et al., 1994).
Pour ¢a, il faut que les antigénes soient des substances (par exemple protéines) sécrétées a
I’extérieur de la cellule ou des molécules réceptrices associées aux membranes du cOté
extracellulaire (comme c’est le cas avec la protéine isolée par Willadsen et al.(1989)) pour que les
anticorps puissent y avoir accés (Mulenga et al., 2001).

Il faut donc connaitre les mécanismes physiologiques de digestion des tiques dans tous les détails
pour mieux comprendre leur physiologie durant le repas sanguin et ainsi pouvoir lutter efficacement
contre elles.

Les tiques sont des arthropodes hématophages appartenant a I’ordre des Acariens qui est divisé en
trois familles (tableau 1) : les tiques dures (Ixodidés) présentant dorsalement un scutum sclérotisé,
les tiques molles (Argasidés) sans scutum, et les Nuttaliellidés représentés par une seule espéce
(Nuttalliella namaqua) et montrant des caracteres particuliers intermédiaires.

Tableau 1 : Taxonomie des tiques avec les genres principaux (Hoogstraal et Aeschlimann, 1982)

Phylum Arthropoda
Classe Chelicerata
Sous-Classe Arachnida
Ordre Acari
Sous-Ordre Metastigmata
Famille Ixodidés Argasidés Nuttalliellidés
Sous- Ixodinés | Amblyomminés | Rhipicephalinés | Hyalomminés | Haemaphysalinés
famille
Genre Ixodes Aponomma Boophilus Hyalomma | Haemaphysalis Argas Nuttalliella
Amblyomma Dermacentor Ornithodoros
Rhipicentor Otobius
Rhipicephalus




1.2. Ecologie et cycle biologique d’Ixodes ricinus

Les tiques de la famille des Ixodidés ont une distribution mondiale (Hoogstraal et Aeschlimann,
1982). La tique I. ricinus est la plus commune en Suisse ou elle abonde. Sa distribution
géographique est associée aux foréts riches en feuillus et dépend des conditions thermiques et
hygrométriques nécessaires a son développement (Gigon, 1985). De maniere générale, elle préfére
les milieux relativement humides ne présentant pas un ensoleillement trop intense. Ainsi, elle se
rencontre dans les 4 régions géographiques de Suisse, bien présente a des altitudes inférieures a
1000 métres (Aeschlimann, 1972), mais peut étre observée jusqu’a des hauteurs comprises entre
1200 et 1500 meétres (Graf, 1978a). Cotty et al. (1986) ont observé I. ricinus en Suisse a une altitude
maximale de 1450 metres.

I. ricinus évite les foréts composées uniquement de coniferes, mais est présente dans les foréts de
feuillus riches en sous-bois. Elle abonde également le long des lisieres de forét et des chemins
forestiers (Aeschlimann, 1972).

Le cycle biologique comporte 3 stades successifs : larve, nymphe, adulte. Chacun d’eux effectue un
repas sanguin sur un vertébré (cycle triphasique trixéne). A la suite de son repas sur un héte, la
femelle dépose sa ponte au sol, composée de 2 a 3 milliers d’ceufs, puis elle meurt peu de temps
aprées (Graf, 1978c). Chaque larve fraichement éclose va alors prendre un repas sanguin qui dure 3 a
5 jours, puis la larve gorgée abandonne son hote, et, apres une phase libre de quelques semaines, se
mue en nymphe. Celle-ci doit a son tour procéder a la recherche d’un héte adéquat sur lequel elle
effectuera un repas sanguin de 3 a 5 jours. La phase libre qui suit, permettra le passage au stade
adulte. Une nouvelle quéte de I’héte interviendra alors, et ce quel que soit le sexe, bien
qu’habituellement, seule la femelle effectue un véritable repas sanguin, d’une durée de 7-10 jours.
L’accouplement peut avoir lieu sur I’h6te ce qui suppose gu’un méme animal soit parasité
simultanément par des individus des deux sexes de la méme espéce de tique. Graf (1978b) a
cependant montré que la copulation chez I. ricinus avait principalement lieu hors de I’h6te dans la
végétation. Le male peut féconder plusieurs femelles, puis meurt peu de temps apres.

Le choix de I’h6te se fait suivant le stade de la tique : les larves se nourissent principalement sur les
rongeurs, les nymphes sur de plus grands hétes (rongeurs, oiseaux, vertébrés de taille moyenne) et
les adultes sur de grands animaux (chevreuils, cerfs, bétail). Les hotes appartiennent donc a un large
spectre d’especes et I’homme constitue toujours un hoéte accidentel pour ces tiques qui ne sont
jamais domestiques ou péridomestiques (Aeschlimann, 1972 ; Turrian-Vittoz et Humair, 1990). La
durée du cycle est d’environ 3 ans, avec en moyenne un repas sanguin par année.

1.3. Biologie et physiologie de la digestion chez les Ixodidés

La digestion du repas sanguin joue un role essentiel dans la biologie de la tique. Des processus
importants tels que la mue ou la production des ceufs requierent une énergie considérable et ne
peuvent avoir lieu que grace aux apports de nutriments fournis par I’activité digestive (Grandjean,
1984).



1.3.1. Anatomie de I’appareil digestif

Le systéeme digestif se divise en 3 parties (cf figure 1 A) : la partie antérieure (comprenant le
pharynx et I’cesophage), I’intestin moyen (composé d’un ventricule central ou estomac et de
plusieurs diverticules ou caeca qui remplissent la cavité générale) et la partie postérieure (formée
par I’ampoule rectale qui débouche sur I’anus). Le systéeme excréteur est formé de deux tubes de
Malpighi qui éliminent les produits azotés sous forme de guanine dans I’ampoule rectale. Chez les
Ixodideés tous les processus digestifs ont lieu dans le ventricule et les caeca (Coons et Alberti, 1999).
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Figures 1 : Anatomie interne d’une tique Ixodide (Dermacentor andersoni) (Schmidt et Roberts,
1985). A : Vue dorsale d’une femelle

B : Vue latérale d’un male

1.3.2. Histologie de I’appareil digestif a jeun et pendant le repas sanguin

L’intestin moyen est composé d’une couche de cellules épithéliales reposant sur une membrane
basale qui est recouverte extérieurement par deux couches de muscle circulaire et longitudinal qui
déplacent le repas sanguin a travers I’intestin moyen par péristaltisme (Coons et Alberti, 1999).
Chez les tiques femelles a jeun, cet épithélium consiste en une simple couche de cellules
indifférenciées avec quelques endosomes contenant de I’hémoglobine non-digérée provenant du
repas sanguin du stade nymphal précédent (Koh et al., 1991 ; Tarnowski et Coons, 1989). Ceci
suggere que I’épithélium intestinal sert de réserve de nourriture chez les tiques a jeun. Trés peu
d’ARN est présent dans les cellules épithéliales des tiques a jeun (Agyei et al., 1992). Les organites
cellulaires (mitochondries, réticulum endoplasmique, appareil de Golgi), ainsi que les microvillis
sont également en nombre tres réduit dans les cellules intestinales des femelles a jeun (Tarnowski et
Coons, 1989) et la lumiére de I’intestin est trés petite.



Dés le début du repas sanguin, il y a une accumulation d’ARN dans les cellules intestinales, preuve
d’une synthese intense de protéines (Agyei et al., 1992). La lumiere intestinale va augmenter
progressivement de volume. La différentiation des cellules intestinales au cours du repas sanguin a
été étudiée par de nombreux chercheurs (Agbede et Kemp (1985), (1987) sur Boophilus microplus;
Agyei et al. (1992) et Agyei et Runheim (1995) sur B. microplus et Rhipicephalus appendiculatus;
Araman (1979) sur Rhipicephalus sanguineus; Balashov (1972) sur les Ixodidés en général ; Coons
et al. (1986) sur Ornithodoros moubata et Dermacentor andersoni ; Grandjean (1984) sur O.
moubata ; Koh et al. (1991) sur Haemaphysalis longicornis ; Tarnowski et Coons (1989) sur D.
andersoni). La majorité de ces études ont donc été réalisées sur les Ixodidés. Si le nombre de
cellules décrites (de trois types a plus de six) varie suivant les auteurs, quatre types de cellules se
distinguent d’une maniere générale chez tous ces auteurs, méme si les noms varient :

-des cellules absorbant du matériel (ou cellules digestives)
-des cellules sécrétant du matériel (ou cellules sécrétrices)
-des cellules indifférentiées (« Stem cell »)

-des cellules vitellogénes (chez les femelles)

Certains auteurs écrivent que les cellules sécrétrices sont des cellules digestives différentiées
(Balashov, 1972), d’autres encore montrent que les cellules sécrétrices forment une classe a part
(Agyei et Runham, 1995 ; Agbede et al., 1987). Certains separent aussi ces mémes cellules en trois
classes (S1, S2, cellules basophiles ; Agbede et Kemp, 1987). Concernant les cellules digestives,
certains auteurs les séparent en cellules d’endocytose et de phagocytose (Coons et Alberti, 1999).
D’autres encore divisent ces cellules en un grand nombre de classes en fonction de I’état dans lequel
elles se trouvent durant les différentes parties du repas sanguin (« Prodigest cell », « Sessile digest
cell », « Residual sessile digest cell », « Detached digest cell », « Spent digest cell », « Empty digest
cell » ; Agyei et Runham, 1995).

Pour résumer, il semble donc qu’il existe 3 types principaux de cellules (sans compter les cellules
indifférentiées) participant a la digestion : les cellules sécrétrices, digestives et vitellogenes. Ces
derniéres seraient une forme évoluée des cellules sécrétrices (Agbede et Kemp, 1987). Ces 3 types
de cellules proviennent tous des cellules indifférentiées (« Stem cell », Tarnowski et Coons, 1989).
Les différents auteurs s’accordent neanmoins sur I’ultrastructure de ces 3 types cellulaires :

- Cellules sécrétrices : leur cytoplasme est granuleux et contient une trés grande concentration en
réticulum endoplasmique granuleux (REG) et en vésicules provenant du Golgi. Pendant le repas
sanguin, de trés nombreuses vésicules se trouvent a I’apex de la cellule pour fusionner ensuite
avec la membrane cellulaire pour relacher leur contenu dans la lumiére. Il n’y a par contre
aucune vésicule de pinocytose ou d’endocytose a la surface de ces cellules (Agbede et Kemp,
1987). De méme, aucun granule d’hématine ne se trouve dans le cytoplasme de ces cellules
(Agbede et Kemp, 1987). De tres nombreuses mitochondries sont présentes, preuve d’un grand
besoin d’énergie pour la synthese et le transport de molécules (Agbede et Kemp, 1987).

- Cellules digestives : celles-ci sont impliquées dans I’endocytose. Le systéeme lysosomal bien
développé est produit par le REG et I’appareil de Golgi. Ces 2 types d’organites sont néanmoins
en moins grande quantité que chez les cellules sécrétrices (Tarnowski et Coons, 1989). Ces
cellules actives possédent beaucoup de microvillis bien développés et de nombreuses vacuoles
de pinocytose a I’apex des cellules (Koh et al., 1991 ; Tarnowski et Coons, 1989). Le
cytoplasme contient en outre des endosomes contenant des grains d’hématine (Grandjean,
1984 ; Agbede et Kemp, 1987).

- Cellules vitellogénes : chez la femelle uniquement. Leur cytoplasme contient beaucoup de
vésicules, différentes de celles des cellules sécrétrices (Agbede et Kemp, 1987) car ces cellules
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vitellogénes vont sécréter des substances dans I’hémolymphe impliquées dans la production des
ceufs (Coons et Alberti, 1999).

Les observations de Diehl et Vlimant (communication personnelle) montrent que ces 3 types de
cellules se retrouvent bien chez les femelles d’l. ricinus au cours du repas sanguin.

1.3.3. Physiologie de la digestion

Le processus de digestion chez les tiques differe de beaucoup des insectes. Chez ces derniers, la
digestion des protéines a lieu rapidement et dans la lumiére intestinale. Chez les tiques, la digestion
est un processus principalement intracellulaire lent (Akov, 1982). Ainsi, les pathogénes présents
dans la lumiére intestinale ne seraient pas directement en contact avec les enzymes protéolytiques
de la tique, donc le milieu serait plus favorable pour les pathogénes qu’il ne I’est chez les insectes
(Akov, 1982). Néanmoins, plusieurs auteurs ont décrit des substances antibactériennes chez les
tiques (voir chapitre 1.4.). Aucune enzyme qui participe a la digestion de sang n’a été montrée dans
les sécrétions salivaires (Akov, 1982).

La digestion a lieu en 2 étapes : la premiere implique la lyse des globules rouges par une
hémolysine dans la lumiere intestinale (Ribeiro, 1988 ; Agbede et Kemp, 1985), la deuxiéme se
passe intracellulairement dans les cellules intestinales, a pH acide, et implique principalement des
protéines lysosomales (Mulenga et al., 1999a). Le pH du contenu des lysosomes est voisin de 3.0,
alors que le pH du contenu intestinal est de 6.5 (Bogin et Hadani, 1973). Certains auteurs pensent
néanmoins qu’il doit y avoir des molécules (par exemple protéases, ADNases) sécrétées dans la
lumiere au début de la digestion (Agyei et al., 1992 ; Renard et al.,, 2002 ; Diehl, comm.
personnelle) en plus d’une hémolysine.

Le repas sanguin sur I’hote peut étre divisée chez les Ixodidés en une phase lente d’engorgement ,
elle-méme subdivisée en 2 étapes (préparatoire et de croissance), et une phase rapide
d’engorgement (ou phase d’expansion) (Coons et Alberti, 1999) :

1) Phase lente (dés la fixation sur I’hodte jusqu’a I’accouplement)

- préparatoire : ingestion de sang et digestion tres faible, avec développement de I’épithélium
intestinal et concentration du repas sanguin par élimination d’eau et de ions par les glandes
salivaires (Kaufman et Sauer, 1982).

- croissance : ingestion et digestion intensive : les nutriments sont utilisés a diverses fins
physiologiques dont la construction de la cuticule nécessaire a I’accroissement énorme de taille
lors de la phase rapide.

L’hémolyse des globules rouges a lieu dés le 2- jour qui suit I’attachement (ce qui produit

I’hémoglobine), et augmente durant la phase de croissance (Ribeiro, 1988). Trois types de cellules

intestinales sont impliqués dans la phase lente : les cellules digestives, les cellules de remplacement

et les cellules sécrétrices. Les cellules digestives internalisent le repas sanguin par endocytose
principalement. Les vésicules ainsi formées vont fusionner pour donner des endosomes. Ensuite, la
digestion intracellulaire commence avec la fusion de lysosomes et d’endosomes (Akov, 1982). Les
produits finaux de la digestion de I’hémoglobine sont les corps résiduels (Tarnowski et Coons,

1989) ou grains d’hématine (Balashov, 1972). Certaines cellules digestives accumulent ces corps

résiduels dans leur cytoplasme, et lorsque ces produits d’accumulation sont en trop grand nombre,

les cellules se détachent de la membrane basale et sont libérées dans la lumiére. Elles sont alors
remplacées par des cellules digestives inactives (cellules de remplacement) (Coons et Alberti,

1999). De grandes concentrations d’hématine sont alors retrouvées dans la lumiere intestinale

(Agyei et al., 1992).

3éme
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Les cellules sécrétrices synthétisent du matériel (Agbede et Kemp, 1987) dont la composition est
peu décrite dans la littérature. Ces produits secrétés sont probablement d’autres substances qu’une
hémolysine (Diehl, comm. personnelle), comme des enzymes protéolytiques (voir chapitre 1.4) ou
les constituants de la membrane péritrophique (voir chapitre 1.5).

Si la femelle fixée ne s’est pas accouplée, celle-ci reste des semaines sur I’hGte en prenant trés peu
de sang (phase lente) jusqu’a ce qu’elle meurt ou que I’hote se gratte (Akov, 1982).

2) Phase rapide (aprés I’accouplement jusqu’au détachement de I’hote)

expansion : phase relativement courte. La femelle prend énormément de sang, mais il y a peu de
digestion (le systeme lysosomal est treés peu actif). Coons et al. (1986) suggérent que le passage
d’une digestion active (phase lente) a une digestion trés réduite (phase rapide) est le résultat d’une
grande réduction ou cessation de la production des lysosomes. La quantité de sang ingéré dépend de
I’espece de tique, des conditions ambiantes, de I’h6te et de la provenance des tiques. Les I. ricinus
au laboratoire ingérent par exemple moins de sang que celles de la nature (Vlimant, comm.
personnelle) ; le lapin, animal de laboratoire par excellence, ne constituant pas un hote idéal pour
les femelles de cette espece (Graf, 1978c). Sur une observation de 5 I. ricinus du laboratoire, celles-
ci passent d’un poids moyen de 2 mg avant le repas sanguin a celui de 170 mg gorgées
complétement, le poids moyen aprés 5 jours d’engorgement étant de 30 mg (Vlimant,
communication personnelle). Graf (1978c) donne le poids moyen d’l. ricinus femelles pleinement
gorgées de 263 mg. Les poids bien inférieurs obtenus dans notre travail pourraient étre le fruit d’une
dégénérescence progressive de I’élevage au fil du temps, celui-ci n’ayant jamais subi aucun
brassage génétique avec des tiques d’autres souches depuis sa mise en place a Neuchatel
(Schorderet Weber, comm.personnelle).

les cellules digestives ainsi que la lumiére intestinale fonctionnent comme un site de stockage pour
le repas sanguin (Coons et Alberti, 1999). Il n’y a pratiqguement plus de corps résiduels dans le
cytoplasme des cellules digestives, mais uniquement de larges endosomes remplis de composants
du repas sanguin qui occupent presque tout le cytoplasme (Tarnowski et Coons, 1989). Les cellules
digestives ne sont pas remplacées par les cellules de remplacement, et des cellules vitellogenes
apparaissent chez les femelles (Coons et Alberti, 1999 ; Tarnowski et Coons, 1989).

Les protéases sont en quantité trés faible au tout début du repas sanguin chez certaine Ixodidé
(Hyalomma excavatum ; Bogin et Hadani (1973)), puis cela augmente toujours avec un maximum
au 3° jour qui suit la fixation. Dans les femelles gorgées complétement, I’activité est de nouveau
plus basse (Bogin et Hadani, 1973).

3) Apreés le detachement

Les femelles de la famille des Ixodidés ont besoin habituellement de 7-10 jours pour se gorger
pleinement. Il faut compter ensuite une semaine depuis le détachement jusqu’a I’apparition des
ceufs, puis encore quelques jours pour la ponte apres quoi la femelle meurt (Graf, 1978c).

Aprés le détachement, la digestion dans I’intestin est constante jusqu’a la fin de la vitellogenese et
de I’oviposition. Le systeme lysosomal devient donc de nouveau actif, particulierement au début de
cette phase (Coons et Alberti, 1999). La majorité du repas sanguin digéré a ce stade est utilisé pour
produire une protéine spécifique de la femelle appelée « vitellogénine » (Araman, 1979 ; Coons et
Alberti, 1999), sécrétée par les cellules vitellogenes en trés grand nombre a ce stade (Coons et
Alberti, 1999).
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1.4. Substances impliquées dans la physiologie des tiques

1.4.1. Descriptions et fonctions

De nombreux chercheurs ont étudié les différentes substances impliquées dans la physiologie des
tiques, depuis un grand nombre d’années déja. Certains types de molécules ont été plus étudiés que
d’autres, et 3 types principaux différents de molécules se distinguent dans la littérature : les
substances contenues dans les glandes salivaires, les substances antibactériennes et les enzymes
protéolytiques. Les scientifiques ont également isolé plusieurs neuropeptides et neurotransmetteurs,
dont les mutations génétiques chez les tiques entrainent une résistance aux acaricides (Baxter et
Barker, 1999). Vu que ces substances n’ont aucune relation avec les différents mécanismes de
digestion (au contraire des 3 types de molécules décrites ci-apres), ces neuropeptides et
neurotransmetteurs ne seront pas détaillés ici.

Substances contenues des glandes salivaires

La grande majorité des études sur les substances impliquées dans la physiologie des tiques a été
réalisée sur les molécules contenues dans les glandes salivaires. Celles-ci sécretent une grande
variété de substances nécessaires a la survie des tiques pendant leur attachement en empéchant la
réponse immunitaire de I’h6te et en permettant leur activité d’engorgement. Ceci inclut des
molécules modulant la réponse immunitaire, qui sont probablement impliquées dans la capacité de
la tique a se maintenir sur I’hdte pendant une longue période (Tsuji et al., 2001). De nombreux
chercheurs manifestent un grand intérét pour ces molécules sécrétés car les hotes des tiques
acquiérent tout de méme une immunité en développant des anticorps contre ces substances des
glandes salivaires aprés une morsure de tique déja. Cette immunité a une influence défavorable sur
I’alimentation, la mue et la fécondité des tiques (Das et al., 2001). La balance dynamique entre
résistance acquise et modulation de la réponse immunitaire de I’héte par la tique est trés importante
car elle influence I’engorgement et la transmission de pathogeénes (Wikel, 1996). Les substances se
trouvant dans les glandes salivaires peuvent étre divisées en trois catégories suivant leurs modes
d’action : les molécules impliquées dans I’hémostase, celles intervenant dans les processus anti-
inflammatoires et enfin celles empéchant la réponse immunitaire de I’h6te a I’endroit de la morsure.
Ainsi, les séquences nucléotidiques et protéiques de plusieurs molécules intervenant dans
I’hémostase ont été decrites ; il s’agit entre autres de protéines anticoagulantes (Joubert et al.,
1998 ; Das et al., 2000 ; Van de Locht et al., 1996), et d’enzymes empéchant I’aggrégation des
plaquettes (Waxmam et Connolly, 1993, notamment). Une molécule similaire a I’enzyme
convertissant I’angiotensine chez les mammiferes, responsable de [I’élévation de la pression
artérielle a également été publiée (Riding et al., 1994). Les séquences décrites des substances
impliquées dans des processus anti-inflammatoires sont composeées entre autres d’une lipocaline,
protéine bloguant la sérotonine et I’histamine empéchant ainsi I’inflammation de se produire
(Sangamnatdej et al., 2002) et d’une protéine inhibant des cytokines responsables de I’inflammation
(Leboulle et al. 2002b). Les séquences des molécules empéchant la réponse immunitaire de
I’hdte sont les plus décrites dans la littérature. Il s’agit notamment de protéines empéchant le
systeme complément de I’h6te de fonctionner (Valenzuela et al., 2000 ; Bergman et al., 1998) ;
d’une cytokine empéchant I’action des macrophages de I’h6te (Jaworski et al., 2001) ; d’une
peroxyredoxine protégeant les tissus contre les dommages dus aux radicaux oxygene libres (Tsuji et
al., 2001) et d’une glutathion peroxydase, qui catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogéne
sécrété par les leucocytes empéchant ainsi I’oxydation des tissus (Das et al.,2001). Le gene codant
pour une glutathion-S-transférase a également été décrit, enzyme impliquée dans de nombreuses
réactions métaboliques dont la détoxification de composés xénobiotiques et la protection contre les
radicaux oxygéne libres (He et al., 1999 ; Rosa de Lima et al., 2002). A noter encore que cette
derniére enzyme se trouve également dans I’intestin (He et al., 1999 ; Rosa de Lima, 2001). Das et
al. (2001) ont décrit quant a eux 14 autres molécules présentes dans les glandes salivaires de
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nymphes d’Ixodes scapularis, sans toutefois caractériser toutes leurs fonctions. Récemment,
Valenzuela et al. (2002) ont séquence 87 génes exprimes dans les glandes salivaires d’l. scapularis
femelles partiellement gorgées, le quart étant des molécules inconnues. En parcourant la littérature,
il ressort donc que la majorité des substances contenues dans les glandes salivaires a été séquencee,
la fonction exacte de plusieurs d’entre elles reste cependant encore a déterminer.

Toutes ces études traitant des substances sécrétées par les glandes salivaires ont été réalisées chez la
famille des Ixodidés principalement. Les études traitant du genre Ixodes sont sous-représentées par
rapport aux travaux consacrés aux autres genres. Das et al. (2001) et Valenzuela et al. (2002) ont
travaillé sur de nombreux génes exprimés dans les glandes salivaires d’l. scapularis. Valenzuela et
al. (2000) ont isolé une enzyme qui empéche I’activation du systeme complément de I’héte a
I’endroit de la pigdre d’l. scapularis. Das et al. (2000) ont décrit une protéine anticoagulante et Das
et al. (2001) ont isolé une glutathion peroxydase qui empéche I’oxydation des tissus. Leboulle et al.
(2002b) ont localisé trés précisément dans les glandes salivaires d’l. ricinus une protéine
responsable de I’inhibition de cytokines intervenant dans I’inflammation. Ces auteurs ont montré,
par de nombreux tests immunologiques, que cette protéine modulait la réponse immunitaire de
I’héte a I’endroit de la pigdre vers une réponse de type Th2.

Substances antibactériennes

Les tiques ont besoin d’un mécanisme de protection efficace pour se défendre contre les pathogenes
potentiels (dont les bactéries) qui peuvent se trouver dans I’intestin lors du repas sanguin et migrer
ensuite dans I’hémolymphe pour perturber la physiologie de la tique. La lumiere intestinale des
tiques, étant donné que la digestion est principalement intracellulaire, est d’ailleurs un milieu idéal
pour la survie et la multiplication des microbes ingérés (Munderloh et Kurtti, 1995). Les substances
antibactériennes, qu’elles aient un pouvoir lytique ou antiseptique, sont donc importantes pour le
bon déroulement de la digestion de la tique et ses mécanismes physiologiques ultérieurs.

Cette catégorie de molécules a été beaucoup plus étudiée chez les insectes que chez les tiques. Des
études trés anciennes décrivent déja la présence de substances présentant un pouvoir bactéricide
pour certaines especes de bactéries dans I’intestin de quelques espéces de tiques (O. moubata et
Argas persicus), de moustiques, de mouches et de punaises hématophages, (Hindle et Duncan,
1925 ; Duncan, 1926). L’action de ces substances ressemble a celle d’un antiseptique (Duncan,
1926). Podboronov (1991) a montré une activité antimicrobienne contre la bactérie Bacillus
lysodeikticus en isolant une lysozyme contenue dans I’hémolymphe et I’intestin de plusieurs
especes de tiques (Ornithodoros pallidipes, O. moubata, Argas lahorensis et Hyalomma asiaticum).
Beaucoup d’articles trés récents traitent de substances antibactériennes chez des insectes
hématophages (Hamilton et al., 2001 ; 2002 ; entre autres) et non-parasites (Yang et al., 1998 ;
entre autres). Chez les tiques, la phagocytose de bactéries du genre Borrelia burgdorferi a été
démontrée dans I’hémolymphe de D. variabilis (Johns et al., 2001) et de I. ricinus (Kuhn et al.,
1994). Chez la tique I. scapularis au contraire, la présence d’une activité antibactérienne dans
I’hémolymphe contre B. burgdorferi n’a pas vraiment été observée (Johns et al., 2001).

Chez les tiques, trois substances antibactériennes spécifiques ont été isolées et caractérisées : il
s’agit d’une défensine, présente dans I’hémolymphe et I’intestin d’O. moubata (Nakajima et al.,
2001), contenant un pouvoir antibactérien contre Staphylococcus aureus ; d’une lysozyme de
I’intestin d’O. moubata (Kopacek et al., 1999), substance lytique pour la bactérie Micrococcus
luteus ; d’une boophiline, présente chez B. microplus, substance ayant une activité antibactérienne
contre Bacillus subtilis et Escherischia coli (Potterat et al., 1997) et d’un fragment de
I’hémoglobine-a de bovin présent dans I’intestin et I’hémolymphe de B. microplus (Fogaca et al.,
1999), substance antimicrobienne agissant notamment contre les bactéries Gram-positives Ainsi,
d’aprés ces derniers auteurs, la dégradation de I’hémoglobine (cette molécule ne montre aucune
activité anibactérienne si elle est entiere ; Fogaca et al., 1999) via un clivage enzymatique au niveau
des résidus phénylalanine produit un peptide dont I’activité est antimicrobienne. La défensine a été
observée chez les tiques a jeun déja, la synthése quant a elle augmentant grandement chez les tiques
gorgées (Nakajima et al., 2001). A noter encore que les genes codant pour toutes ces substances
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antibactériennes n’ont pas été décrits, mis a part la défensine dont les séquences nucléotidique et
protéique ont été démontrées (Nakajima et al., 2001).

Enzymes protéolytiques

De maniére générale, le réle des enzymes proteolytiques des endoparasites (helminthes et
protozoaires) a été étudié intensivement, mais par contre, les études sur les protéases des
ectoparasites, particulierement les tiques, sont limitées (Coombs et Mottram, 1997). Les protéases
sont de 4 types : cystéine - , sérine - , aspartique - et métallo- protéases (Coombs et Mottram,
1997 ; McKerrow, 1989 ; Sajid et McKerrow, 2002). Cette nomenclature est basée sur le résidu
actif ou a lieu I’hydrolyse durant le mécanisme catalytique (Coombs et Mottram, 1997 ; McKerrow,
1989 ; Sajid et McKerrow, 2002). Les cystéines protéases sont les plus étudiées et les plus
intéressantes, car elles sont tres importantes par exemple pour le cycle vital et la pathogenicité de
nombreux parasites (Sajid et Mckerrow, 2002). Les travaux concernant les sérine - et aspartique
protéases sont moins nombreux (Coombs et Mottram, 1997 ; Sajid et McKerrow, 2002); les études
traitant des métallo-protéases des parasites quant a elles sont en nombre trés réduit. Les cathepsines,
protéases les plus connues, sont de plusieurs types. Les cathepsines B, C, H, L et S appartiennent a
la classe des cystéine proteases, et plus spécialement a la famille des papaines (Sajid et McKerrow,
2002) ; les cathepsines D appartiennent a la classe des aspartique protéases. Toutes ces cathepsines
sont limitées aux lysosomes du compartiment intracellulaire ou sont sécrétées si un peptide signal
est présent au début de la séquence codante (Sajid et Mckerrow, 2002). Chez de nombreux
parasites, les cystéines protéases ont un grand nombre de fonctions qui sont extra-lysosomales,
comme par exemple invasion de tissus ou implication dans la mue notamment (Sajid et Mckerrow,
2002).

Les cystéines protéases sont tres sensibles a certaines protéines inhibitrices qui se nomment
cystatines et bloquent leurs action (Sajid et Mckerrow, 2002). Basé sur leur complexite, les
cystatines, protéines tres stables, ont été divisées en trois catégories (Turk et Bode, 1991) : les
stefines (type 1) représentent la plus simple forme principalement localisées dans les tissus, les
kininogénes (type Il1) représentent la forme la plus complexe des cystatines présentes dans le
plasma sanguin exclusivement. Les cystatines au sens stricte (type Il) enfin représentent un groupe
intermédiaire et sont localisées dans les tissus et les fluides corporels y compris la salive. Les
cystatines de type Il et 11l contiennent des ponts disulfures, et sont considérées comme les formes
les plus avancées de la famille des cystatines (Al-Hashimi et al., 1988). A noter encore que les
kininogénes sont des molécules beaucoup plus grandes que les stefines ou les cystatines, ces deux
dernieres étant de poids moléculaires assez proches (Turk et Bode, 1991).

Les enzymes protéolytiques des tiques sont localisées dans I’intestin et quelques auteurs ont
réalisé des études biochimiques sur ces enzymes il y a plusieurs dizaines d’années déja (Akov and
al., 1976 ; Akov, 1982 ; Bogin et Hadani, 1973 ; Tatchell et al., 1972). Se basant sur ces travaux,
Akov (1982) écrit que I’enzyme protéolytique majeure dans I’intestin des tiques est similaire a la
cathepsine D des mammiféres, une aspartique protéase localisée principalement dans les lysosomes.
Dans les études plus récentes, Vundla et al. (1992) ont décrit deux aspartique protéases similaires a
la cathepsine D provenant de I’intestin de R. appendiculatus et Mendiola et al. (1996) ont purifié
une aspartique protéase ainsi qu’une cystéine protéase similaire a une cathepsine L a partir
d’intestins de B. microplus. Récemment, Mulenga et al. (1999a) ont décrit cing enzymes
protéolytiques appartenant aux familles des cystéines protéases et des serines protéases. Gough et
Kemp (1995) ont démontré la présence d’une phosphatase acide dans les lysosomes de I’intestin de
la tique B. microplus. Cette enzyme serait aussi impliquée dans la digestion du repas sanguin.
Ribeiro (1988) a décrit une hémolysine, produite par I’intestin au début du repas sanguin qui serait
responsable de la lyse de la membrane des globules rouges chez Ixodes dammini.

Tous les articles cités plus haut ont décrit les activités biochimiques de ces enzymes protéolytiques
intestinales, sans une analyse genétique. Avec le développement des nouvelles techniques
d’isolement de génes, plusieurs auteurs se sont penchés a nouveau sur les enzymes protéolytiques
des tiques en essayant de déterminer également leurs séquences nucléotidique et protéique. Ainsi,
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des genes codant pour des cathepsines L chez B. microplus (Renard et al., 2000a) et H. longicornis
(Mulenga et al., 1999b) ont été décrits. Ces cathepsines, présentes dans les cellules sécrétrices
intestinales (Renard et al., 2002) sont capables a certains pH d’hydrolyser des substrats synthétiques
comme I’hémoglobine, la vitteline et la gélatine (Renard et al., 2000). De méme, deux génes codant
pour des sérine protéases dans I’intestin d’Haemaphysalis longicornis (Mulenga et al., 2001) ont éte
trouvés. Ces derniéres enzymes seraient similaires aux précurseurs de la trypsine et de la
chymotrypsine des mammiferes, enzymes responsables de la fragmentation des protéines en
peptides. La séquence d’une derniére enzyme différente des enzymes protéolytiques a été décrite : il
s’agit d’une nucléotidase, présente dans plusieurs tissus de la tique B. microplus, dont les tubes de
Malpighi (Liyou et al., 1999 ; 2000). Cette enzyme serait impliquée dans la récupération des purines
par la déphosphorylation des nucléotides provenant des acides nucléiques contenus dans le sang
ingéré (Liyou et al., 2000).

Beaucoup de ces enzymes protéolytiques ont été observées chez les tiques a jeun déja, leur
concentration augmentant simplement chez les tiques gorgées. Il s’agit, entre autres, des enzymes
protéolytiques décrit par Mulenga et al. (1999a) et Akov (1976) ainsi que de la cathepsine L décrite
par Renard et al. (2000). Toutes ces études traitant des enzymes intestinales ont été réalisées chez la
famille des Ixodidés principalement, mais aucun article, a I’exception de celui de Ribeiro (1988) ne
traite du genre Ixodes.

1.4.2. Méthodes utilisées pour I’isolement des substances impliquées dans la physiologie des
tiques

Il est intéressant et utile de préciser que la majorité des séquences nucléotidiques des substances
citées plus haut ont été découvertes a partir de molécules déja connues chez d’autres organismes. En
effet, la majorité des auteurs a pris des amorces homologues a des fragments de genes hautement
conservés pour examiner simplement une banque d’ADNCc de tique (provenant de I’ARN de la tique
entiere ou des glandes salivaires uniquement, I’intestin seul n’ayant presque jamais été étudié) afin
de dépister des génes homologues. L autre maniére utilisée par divers chercheurs pour trouver de
nouvelles enzymes de tique était de screener une banque d’ADNc d’expression avec un sérum de
lapin préalablement immunisé avec un extrait de glandes salivaires ou de la tique entiere.

Seules trois études moléculaires décrivent I’isolement de génes exprimés au cours du repas sanguin
de maniére soustractive, en ne partant pas avec des séquences homologues : Weiss et al. (2002) ont
hybridé I’ARNm de gonades d’Amblyomma americanum a jeun avec I’ARNmM des gonades de cette
espéce gorgée, pour ne récolter que le matériel propres aux tiques gorgees. Bior et al. (2002) avec
A. americanum et D. andersoni ainsi que Leboulle et al. (2002a) avec I. ricinus ont hybridé
I’ARNmM des glandes salivaires des ces especes a jeun avec I’ARNm des glandes salivaires de ces
especes gorgées pour ne récolter que les génes spécifiques aux tiques gorgees. Si Leboulle et al.
(2002a et b) ont décrit en detail une protéine spécifique des glandes salivaires comme déja
mentionné plus haut, Bior et al. (2002) ainsi que Weiss et al. (2002) ont observe les génes
différentiellement exprimés sur gel d’agarose, et séquencé quelques-un pour les comparer aux
banques de données sans aller plus loin dans leur caractérisation.
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1.5. La membrane péritrophique chez les tiques

La membrane péritrophique est une structure qui entoure I’intestin dans la lumiére dont la
composition est essentiellement un réseau de chitine auquel sont fixés les principaux constituants
qui sont les protéines, les glycoprotéines et les mucopolysaccharides (Peters, 1992).

De nombreuses protéines (appelées peritrophines) parmi les substances qui la composent ont été
décrites chez un grand nombre d’insectes (Tellam et al., 1999). Ce n’est que depuis six ans que le
premier géne codant pour une péritrophine a été décrit (Elvin et al., 1996). Néanmoins, les fonctions
précises de ces protéines sont encore trés peu connues (Tellam et al., 1999).

Cette membrane, connue chez presque tous les phylas d’arthropodes ainsi que chez quelques
vertébrés (Amphibiens notamment ; Peters, 1992), a beaucoup été étudiée chez les insectes
hématophages (Shao et al., 2001) et chez les mouches causant des myases cutanées (Elvin et al.,
1994 ; Schorderet et al., 1998 ; notamment). Celle-ci a été observée également chez les acariens,
comme par exemple chez Dermatophagoides farinae (Wharton et Brody, 1972).

Chez les tiques, peu d’auteurs décrivent cette membrane. Celle-ci a été démontrée pour la premiére
fois par Samson (1909). Cet auteur a observé qu’une « intima » apparaissait 6 jours apreés le début
du repas sanguin a la surface apicale des cellules intestinales d’l. ricinus. Rudzinska et al. (1982) et
Zung et al. (1989) I’ont observé plus tard chez I. dammini ; ces auteurs ont décrit cette membrane
tres superficiellement d’aprés des photos prises au microscope électronique. Grandjean (1984) a
observé une structure similaire a la membrane péritrophique d’insecte chez O. moubata, sans
toutefois I’étudier plus précisément. Si Girardin (1987) I’a observé chez I. ricinus, Zhu et al. (1991)
ont décrit cette membrane péritrophique plus récemment en détail chez cette méme espéce de tique.
Cette membrane a été observée dans les larves, nymphes et adultes gorgées (Rudzinska et al., 1982 ;
Zhu et al., 1991) mais était absente chez les trois stades a jeun ainsi que chez les males gorgés
(Rudzinska et al., 1982 ; Zhu et al., 1991). Rudzinska et al. (1982) ont montré que le protozoaire
parasite Babesia microti pouvait traverser cette membrane grace a une structure spécialisée en
pointe qui se développe pendant le séjour du parasite dans I’intestin de la tique. Chez le genre
Ixodes, cette membrane consiste en une structure tubulaire et diverticulée produite par les cellules
intestinales apres stimulation du repas sanguin (Rudzinska et al., 1982 ; Zhu et al., 1991). Cette
membrane divise la lumiere de I’intestin en deux compartiments, un espace endopéritrophique (= la
lumiere au sens propre) et un espace ectopéritrophique localisé entre la membrane péritrophique et
les cellules épithéliales de I’intestin (Rudzinska et al., 1982 ; Zhu et al., 1991). A noter encore
qu’une membrane péritrophique a également été observée chez les espéces Ixodes trianguliceps,
persulcatus, hexagonus et uriae (Gern et al., 1995). Le début de la sécrétion de matériel nécessaire a
I’élaboration de cette membrane commence chez Ixodes quelques heures (18 heures pour . ricinus,
9 heures plus tard pour I. dammini) apres I’attachement a I’h6te, quel que soit le stade (Rudzinska et
al., 1982 ; Zhu et al., 1991). La membrane devient de plus en plus grosse et elle demeure intacte
chez les femelles en oviposition, méme 20 jours aprés le début de la ponte (Vlimant,
communication personnelle). A ce moment-la néanmoins, elle se trouve a une certaine distance de
la surface de I’intestin. Des cellules de I’épithélium intestinal sécrétent les constituants de la
membrane péritrophique (Richards et Richards, 1977). Cette observation laisse penser que des
processus digestifs doivent avoir lieu extracellulairement impliquant des protéines et des enzymes
(Diehl, communication personnelle), comme il a été mentionné au chapitre 1.3.3.

Les fonctions de cette membrane ne sont pas bien connues, si ce n’est qu’elle protégerait
I’épithélium intestinal, surtout chez les especes d’insectes hématophages, dont les produits de
digestion du sang, particulierement les cristaux d’heme, peuvent endommager I’intestin par
abrasion (Berner et al., 1983 ; Richards et Richards, 1977). Cette membrane serait également une
barriere contre les attaques chimiques d’agents potentiellement toxiques, comme les radicaux
oxygenes libres (Pascoa et al., 2002 ; Peters, 1992) provenant du sang ingéré et de la dégradation de
celui-ci. Cette membrane serait, chez les moustiques du moins, le lieu de la détoxification de I’héme
(Pascoa et al., 2002). D’autre part, cette membrane doit servir comme barriére contre des
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pathogenes, pour protéger I’intestin (Shao et al., 2001). Les pathogénes transmis par les arthropodes
hématophages doivent donc posséder des structures spécialisées pour passer outre cette membrane,
pour finir leur cycle (Eisemann et Binnington, 1994), comme par exemple la structure en pointe
décrite chez B. microti (Rudzinska et al., 1982). Certains endoparasites des tiques, comme les
bactéries, pourraient sécréter aussi des protéases qui seraient capables de dégrader la membrane
péritrophique. Zung et al. (1989) ont observé sur des coupes d’intestins que B. burgdorferi pouvait
traverser la membrane péritrophique d’I. dammini. Coleman et al. (1997) ont démontré que Borrelia
burgdorferi peut utiliser le plasminogene contenu dans le sang ingéré par la tique pour traverser
I’intestin d’Ixodes scapularis et dégrader la fibronectine. D’autres protéases capables de dégrader
des tissus ont été isolées chez le nématode parasite Haemonchus contortus (Rhoads et Fetterer,
1996), I’amibe parasite Entamoeba histolytica (Keene et al., 1986 ; Luaces et Barrett, 1988) ou
encore chez le trématode Fasciola hepatica (Halton, 1997) notamment. Ces trois especes ne sont
pas parasites des tiques, mais on peut imaginer que d’autres endoparasites, présents chez les tiques
cette fois, pourraient contenir des enzymes similaires, qui dégraderaient la membrane péritrophique
et I’épithélium intestinal pour permettre I’invasion des tissus des vecteurs.

1.6. Buts du travalil

L’objectif principal de ce travail a été d’isoler des genes exprimés dans I’intestin d” I. ricinus
pendant le repas sanguin, apres 5 jours de gorgement plus précisément. Nous avons voulu éliminer
tous les génes communs aux tiques partiellement gorgées et a jeun par une technique d’hybridation
soustracive pour ne récupérer que les genes exprimés chez les tiques partiellement gorgées pendant
5 jours.

Nous avons voulu étudier ces genes spécifiques d’un point de vue fonctionnel, en produisant des
protéines recombinantes. Celles-ci, via la fabrication d’anticorps, nous permettent d’identifier la
localisation exacte de ces protéines dans I’intestin de la tique, et de suivre la cinétique de leur
production au cours du repas sanguin.
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1. Matériel et
methodes



I1.1. Tigues

Toutes les tiques utilisées proviennent de I’élevage d’l. ricinus du laboratoire de parasitologie
(Graf, 1978a).

Les tiques femelles a jeun et au stade 5 jours de gorgement ont été employées. Celles-ci étaient
agées environ de 2 a 5 mois. Les tiques femelles ont été nourries sur des oreilles de lapins (Néo-
Zelandais, provenant de I’élevage des Dombes, France), et retirées apres 5 jours a I’aide de
brucelles en prenant soin d’abimer le moins possible chaque tique. Les femelles a jeun ont été
utilisées directement.

Des nymphes provenant d’un lot infecté par Borrelia burgdorferi sensu stricto ont été également
utilisées pour la microscopie électronique (Ch.11.14). Celles-ci (dgées également entre 2 et 5 mois)
ont été partiellement nourries pendant 2 a 3 jours sur des souris Balb/C provenant de I’élevage du
laboratoire de parasitologie, avant d’étre utilisées.

Une tique femelle a jeun contenant des spirochétes ayant été récoltée dans la nature a également été
utilisée pour la microscopie électronique.

11.1.1. Dissection des tiques femelles

Tous les ustensiles nécessaires aux dissections et a I’isolement de I’ARN (brucelles, aiguilles,
pipettes, lames de scalpel) ont été incubés une nuit & 220°C pour inactiver les ARNases. Apres
prélevement, les tiques nourries ont été disséquees le plus vite possible : les derniers individus
disséqués sont restés maximum 4 heures & température ambiante.

Ainsi, 450 tiques a jeun et 2 lots de 70 tiques nourries 5 jours ont été utilisées. Dans tous les cas, le
déroulement de la dissection a été le méme :

Les tiques ont été fixées sur un bloc de paraffine (préalablement rincé avec une solution 0.1 M
NaOH/ImM EDTA) a I’aide d’une aiguille planté dans le scutum. Ensuite, la cuticule a été
découpée et la moitié supérieure enlevee. A ce moment-Ia, la tique a été immergée dans une goutte
de tampon physiologique (150mM NaCl) contenant 0.2% Diethyl Pyrocarbonate (DEPC), puis
I’intestin a été préleve et tout de suite transféré dans un tube Falcon rempli avec du N, liquide et
placé dans un bac contenant ce méme N liquide pour une conservation pendant une longue période.

11.2. Isolement de I’ARN total

Pour les tiques a jeun, I’ARNmM a été isolé directement a partir d’intestins ; avec les tiques
partiellement gorgées pendant 5 jours, I’ARN total a d’abord été isolé avant de procéder a
I’isolement de I’ARNm. Dans les deux cas, les intestins disséqués ont été transférés dans un mortier
refroidi a I’aide de N, liquide. Ils ont été broyés a I’aide d’un pilon pour obtenir une fine poudre.
Les intestins ont été a chaque instant recouverts de N, liquide pour éviter une altération due aux
enzymes.

Ensuite, pour I’isolement de I’ARN total, cette poudre d’intestins a été transvasée dans un tube
contenant 15 ml de solution de TRIzola (GIBCO, LIFE TECHNOLOGIES). Les étapes suivantes
ont été réalisées selon le protocole GIBCO modifié. La solution a été incubée 5 min a T°C
ambiante, puis passée quelques fois a travers une aiguille de seringue (18G) pour bien casser les
cellules et diminuer la viscosité. Ensuite, la solution a été centrifugée quelques minutes a 10 000 g
pour separer les débris insolubles. Le surnageant a été récupéré et transféré dans un tube propre.
Trois millilitres de chloroforme ont été ajoutés et le tube a été secoué vigoureusement pendant 20
sec avant d’étre incubé 3 minutes @ T°C ambiante. La solution a été centrifugée a 12 000 rpm
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pendant 15 min. a 4°C. La phase aqueuse supérieure contenant I’ARN a été récupérée, précipitée en
ajoutant 8 ml d’isopropanol et incubée a —20°C pendant 20 min. Le culot a été enfin lave avec 15
ml d’éthanol 75%, et resuspendu dans 200 pl d’H,O RNase free (_ contenant 0.2% DEPC) apres
I’incubation du tube a 55°C pendant 10 min. Aux 200 ul d’ARN ont été ajoutés 10 pl d’enzyme
DNase (PROMEGA) et 23 pl de tampon de digestion (PROMEGA). Cette solution a été incubée 50
min & température ambiante. L’ARN a été purifié par I’adjonction de 250 pul de Phénol/Chloroforme
(GIBCO) a la solution contenant I’ARN-Dnase, puis, aprés avoir été secouée vigoureusement, cette
solution a été centrifugée 2 min a 12 000 rpm. Le surnageant a été récupére, et un volume égal de
chloroforme a été ajouté. Apres une nouvelle centrifugation, le surnageant a été transféré dans un
nouveau tube, puis précipité avec 2x le volume d’éthanol 100 % et 0.15 % du volume d’acétate de
sodium (2 M). Apres incubation a -20°C pendant 1h suivi d’une centrifugation a 12 000 rpm a 4°C
pendant 30 min, le culot d’ARN ainsi obtenu a été lavé avec de I’éthanol 75 %, redissout dans 50 pl
de tampon Tris-HCI 10Mm pH 7.5. L’ARN pur a pu ensuite étre stocke a -80°C.

11.3. Isolement de ’ARNmM

Le kit FastTracki 2.0 version E (Invitrogen, San Diego) a été utilisé et les procédures ont été
réalisées selon le protocole livré par le distributeur. Briévement, la poudre d’intestins contenant
I’ARN a été transférée dans du tampon de lyse (200mM NaCl, 200mM Tris pH 7.5, 1.5 mM
MgCl2, 2% SDS) contenant une solution de protéases. Apres une incubation de 1h a 45°C, du NaCl
a été ajouté pour atteindre une concentration finale de 0.5 M. La solution ainsi obtenue a été passée
3-4 fois a travers une aiguille 18G pour diminuer la viscosité. Pour I’isolement d’ARNm a partir
cette fois-ci d’ARN total et non pas d’intestins, 200 pl d’ARN totaux ont été ajoutés au tampon de
lyse contenant la solution de protéases. Ensuite, dans les deux cas (intestins ou ARN total), la
cellulose oligo (dT) du kit a été ajoutée a la solution pour que la queue Poly A de I’ARNm puisse
s’y fixer. Le tube a alors été agité gentiment pendant 1 heure. Apres centrifugation et élimination du
surnageant, la cellulose (contenant I’ARNmM) a été lavée plusieurs fois avec du tampon de lavage
(500 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI pH 7.5, dans de I’H,0 DEPC), avant d’étre passée a travers une
colonne. La cellulose ainsi piégée va étre lavée 3 fois avec du tampon de lavage, et ensuite le
tampon d’élution (10 mM Tris-HCI pH 7.5, DEPC) préalablement chauffé a 65°C a été ajoute.
L’ARNmM a été ainsi décroché de la cellulose et a pu étre récupéré dans un tube propre. L’ARNmM a
été alors précipité en présence d’acétate de sodium 2 M et d’éthanol 100% pendant 30 min a -80°C.
Apres centrifugation a haute vitesse (14 000 rpm), le culot d’ARNmM obtenu a été resuspendu dans
50 pl de tampon Tris-HCI 10 mM pH 7.5 (DEPC) et stocké ainsi a -80°C.

Les ARN totaux et messagers ont eté chargés sur gel d’électrophorése a 1.2% d’agarose en présence
de Radiant Red (BIORAD) (100ul / 50 ml tampon TBE 1 X). Le tampon TBE 10 X contient : 154.5
g de Tris, 26.2 g d’acide borique, 9 g d’EDTA dans un total d’un litre. Aprés migration a 90 volts,
les ARN ont été visualisés aux rayons UV (Gel Doc 1000 BIORAD).
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11.4. RT (Reverse Transcriptase)-PCR (Polymerase Chain Reaction)

L’ARNmM a été rétro-transcrit en ADNCc en utilisant le kit SMARTiI PCR cDNA synthesis kit
(CLONTECH, USA). Ce kit permet d’obtenir la séquence nucléotidique compléte (full length) des
ADNCc en position 5°, ce qui n’est pas toujours le cas, car la reverse transcriptase n’arrive pas
toujours a transcrire la totalité de la séquence a I’extrémité 5°. Ce kit le permet, grace a une amorce
oligonucléotide spéciale (appelée SMART 11I) qui va se fixer sur I’extrémité 5’ de I’ADN simple
brin aprés I’action de la RT. Ensuite, grace & une amorce complémentaire de I’oligonucléotide
SMART II, I’ADN double brin a été obtenu par PCR.

Toutes les étapes de synthese du premier brin d’ADNc ont été réalisées en respectant
scrupuleusement les indications du kit. Brievement, 0.1-0.4ug d’ARNm d’intestins ont été rétro-
transcrits en ADN simple brin pendant 1 heure & 42°C en utilisant la Superscript Il Rnase H™ reverse
transcriptase (GIBCO, Life Technologies) et les amorces CDS 3’ et SMART Il (CLONTECH). Les
concentrations en ARNm ont été déterminées grace un spectrophotometre Ultraspec 4000
(PHARMACIA) et une cuve en quartz a des longueurs d’ondes de 260 et 280 nm.

Pour la synthese du second brin d’ADN et I’'amplification par PCR, I’enzyme Expandi High
Fidelity Tag polymérase(ROCHE) a été utilisée. Deux melanges ont été réalises, suivant le
protocole fourni par le distributeur de I’enzyme :

Mélange 1 : 8 ul ANTP 2.5 mM, 6 ul amorce PCR (kit CLONTECH) 10 mM, 11 pl H,0

Mélange 2 : 5 pl tampon 10 X Expand (ROCHE), 2 ul cDNA simple brin, 0.5 pl taq polymérase
(ROCHE), 17.5 pl H,0

Les 2 tubes contenant les mélanges ont été chauffés dans un appareil PCR MWG-BIOTECH primus
jusqu’a 95°C, puis le mix 2 a été ajouté au mix 1, et I’'amplification a commencé suivant le
programme suivant : 1 min de dénaturation a 95°C, suivi de 25 cycles d’amplification [dénaturation
25 sec a 95°C, hybridation et élongation 5 min a 68°C], et terminé par 10 min d’élongation a 72°C.
Le produit de la réaction a été chargé sur gel d’electrophorése a 1% d’agarose en présence de
bromure d’éthidium (3ul/50 ml TBE 1 X). Aprés migration a 120 volts, I’ADNc a été visualisé aux
rayons UV (Gel Doc 1000 BIO-RAD) a 260 nm.

11.5. Clonage des produits issus de la RT-PCR (pour la constitution d’une
banque d’ADNCc)

Isolement, ligation et clonage des produits PCR :

Les 2 populations d’ADNCc obtenues (tiques a jeun et gorgees) sur gels d’agarose ont été separés en
4 sous-populations chacune a I’aide d’un scalpel. Ces 2 x 4 fragments ont été purifiés grace au kit
Nucleotrapd (MACHEREY-NAGEL). Toutes les étapes de purification ont été réalisées en suivant
exactement le protocole du kit. A la fin, ’ADNCc a été élué 2 fois dans 50 i de tampon Tris-HCI 10
mM pH 7.5. Le volume a été ensuite ramené a 20 nd grace a I’utilisation d’un Speedvac SVC-100H
(SAVANT, NY). Les 8 sous-populations (environ 20 ng chacune) ont ensuite été liguées dans le
plasmide pCR 4 TOPO (INVITROGEN) et transformées dans les cellules compétentes One Shot
TOP10 (INVITROGEN) en suivant le protocole fourni par le distributeur du kit TOPO TA
Cloninga kit for Sequencing (version C) (INVITROGEN). La moitié (150 ) de ces cellules a été
étalée sur des boites de Petri contenant le milieu de culture LB (Luria-Bertani)-agar (10 g Bacto-
trypton, 5 g Yeast extract, 10 g NaCl 20 g agar / 1It H,0) avec 50 pug/ml d’ampicilline. Ces boites
ont été incubées a 37°C pendant une nuit. Certaines colonies ont été prélevées au hasard a I’aide
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d’un cure-dent stérile, puis transférées dans 3 ml de milieu de culture LB. Ces cultures ont été
incubées a 37°C sous agitation pendant une nuit dans le but de faire des « minipreps ». L’autre
moitié (150 nl) des 8 cultures a été transvasée dans des tubes stériles auxquels du glycérol a été
ajouté pour obtenir une concentration finale de 20 %. Apres melange par inversion, les 8 tubes
contenant les 8 sous-populations d’ADNCc ont été stockés a —80°C en tant que banques d’ADNCc.

Isolement et purification des plasmides par « minipreps » :

Des « minipreps » ont été réalisées avec les 1.5 ml de culture (les autres 1.5 ml ont été stockeés
quelques jours a 4°C) d’apres le protocole modifié de Maniatis et al. (1989), dans le but d’isoler
I’ADN plasmidique pour Vérifier plus tard la réussite de la ligation. Les tubes Eppendorf contenant
1.5 ml de culture bactérienne ont été centrifugés a 12 000 rpm pendant 30 sec, puis les surnageants
ont été eliminés et les culots de bactéries resuspendus dans 100 pl de solution | froide (Tris-HCI 25
mM pH 8, Glucose 50 mM, EDTA 10 mM pH 8). Aprés une incubation de 3 min a T°C ambiante,
200 pl de solution Il (NaOH 0.2 N, 1 % de SDS 20 %), préparée fraichement, ont été ajoutés. Les
tubes ont été agités jusqu’a I’obtention d’homogénats transparents, ensuite incubés 5 min dans la
glace. Cent cinquante microlitres de solution 11l froide (acétate de potassium 5 M, acide acétique
glacial 11.5 %) ont été alors ajoutés. Les tubes ont été bien agités, puis incubés pendant 5 min dans
la glace. Une centrifugation a 12 000 rpm pendant 5 min a T°C ambiante a été effectuée, puis les
surnageants ont été récupérés et transférés dans des tubes Eppendorf stériles. Quatre cents
microlitres de chloroforme ont été ajouteés et les tubes ont été bien agités. Apres une centrifugation a
12 000 rpm (4 min) a T°C ambiante, les phases aqueuses supérieures ont été transférées dans de
nouveaux tubes. L’ ADN plasmidique a été précipité en ajoutant 900 ul d’éthanol absolu et incubé
15 min a —20°C. Les culots d’ADN ont été récupérés apres une centrifugation de 15 min a 12 000
rpm. Ceux-ci ont été lavés avec 500 pl d’éthanol 70 %. Aprés une derniére centrifugation, les
surnageants ont été éliminés et les culots ont été séchés a I’air (15 min). A la fin, les culots ont été
resuspendus dans 50 pl de TE (10 mM Tris-HCI pH 7.5, EDTA 1mM pH 8) contenant de I’ARNase
(STRATAGENE) bouillie (20 pg/ml).

Vérification de la présence d’inserts :

Aprés I’extraction de I’ADN plasmidique, 3 pul de cet ADN ont été digérés par une enzyme de
restriction. La réaction a été effectuée en utilisant 3 pl d’ADN, 2 pl de tampon de digestion, 0.2 pl
EcoR | (PROMEGA) et 14.8 ul H,0 pour un volume total de 20 pl. Cette solution a été incubée a
37°C pendant 1 heure. Le produit de la digestion a été chargé sur gel d’électrophorése a 1 %
d’agarose coloré au bromure d’éthidium (3 nl/ 50 ml TBE 1 X). Aprés migration a 120 volts (45
min), I’ADN avec les inserts ont été visualisés aux rayons UV (Gel Doc 1000 BIO-RAD).

Quelques plasmides contenant des inserts provenant des 4 sous-populations d’ADNc de tiques
gorgées uniquement ont été sequences (voir Chapitre 11.10). La recherche d’homologie avec ces
quelques inserts a été réalisée en utilisant le programme BLAST (BLASTN pour les séquences
nucléotidiques (The National Center for Biotechnology Information)) parmi les séquences publiées
dans GenBank, EMBL.

11.6. RDA (Representational Difference Analysis)

La RDA est une technique combinant hybridation soustractive et PCR pour amplifier des
différences entre 2 populations d’ARNm proches mais néanmoins dissemblables. Cette technique
élimine les ARNm présents dans les 2 populations, en ne laissant que les différences. Si un
fragment amplifiable existe dans une population (la cible ou « tester » = tiques gorgees) et est
absent de I’autre (le témoin ou « driver » = tiques & jeun), un enrichissement de ce fragment peut
étre réalisé par hybridation de la cible en présence d’un exces de témoin. Les séquences
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homologues au témoin sont rendues inamplifiables par I’absence d’adaptateurs sur I’ADNCc. Toutes
les étapes ont éeté réalisées suivant les protocoles décrits par Hubank et Schatz (1994 ; 1999). Le
résumé schématique de cette méthode se trouve sur la figure 2. Brievement, les ADNCc des tiques
gorgées (cible) et des tiques a jeun (témoin) ont été digérés par I’enzyme de restriction Dpnll
(NEB), puis ligués a des adaptateurs R et ensuite amplifies par PCR pour générer des amplicons.
Les adaptateurs ont été ensuite enlevés par digestion avec Dpnll suivie par une purification sur
colonne Microcon 100 (AMICON) en respectant le protocole décrit par le distributeur. Pour générer
la cible, des adaptateurs J ont été ligués a la cible uniguement, puis I’excés a été enlevé par colonne
Microcon 100. Aprés hybridation soustractive, le produit d’hybridation a été ré-amplifié pour
générer le DP1, le premier produit différentiel ou soustractif (« Differential Product 1 »). Apres
avoir changé les adaptateurs J au profit des N sur le DP1, un nouveau tour d’hybridation
soustractive a été réalisé pour générer le DP2, le deuxiéme produit différentiel. En tout, 3
soustractions ont été réalisées pour obtenir le DP3 a la fin. Dans le premier tour d’hybridation
soustractive, un ratio cible : témoin de 1 : 100 a été utilisé, dans le second tour 1 : 800 et dans le
troisieme 1 : 20 000. Pour les réactions de PCR, la taq polymérase (QIAGEN) a été employeée. Pour
les réactions de ligations, la T4 DNA ligase (NEB) a été utilisée, et pour la digestion des ADNc
simples brins, la Mung Bean nucléase (NEB). Les amorces R, J et N proviennent tous de MWG-
BIOTECH et leurs séquences sont exactement celles décrites par Hubank et Schatz (1994). Les
concentrations de départ des 2 populations d’ADNc provenant des tiques a jeun et gorgées (2 ug)
ainsi que toutes les mesures de concentration en cours de protocole ont été déterminées grace a un
spectrophotometre Ultraspect 4000 (PHARMACIA) et une cuve en quartz.
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Figure 2 : représentation schématique de la RDA

Les produits DP2 et DP3 ont été chargés sur gel d’agarose coloré au bromure d’éthidium (3 m/50
ml TBE 1 X). Apres migration, I’ADN a été visualisé, les bandes extraites et I’ADN purifié grace
au kit Nucléotrapa (MACHEREY-NAGEL). A la fin, I’ADN a été élué 2 fois dans 50 i de tampon
Tris-HCI 10 mM pH 7.5. Le volume a été ensuite ramené a 20 ni grace a I’utilisation d’un Speedvac
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SVC-100H (SAVANT, NY). Ensuite, les produits DP2 et DP3 ont éte ligués dans le plasmide pCR
4 TOPO (INVITROGEN) et transformés dans les cellules compétentes One Shot TOP10
(INVITROGEN) selon le protocole du kit TOPO TA Cloninga kit for Sequencing (version C)
(INVITROGEN). Les cellules ont été etalées sur boite de Petri contenant du milieu LB-agarose
avec de I’ampicilline (50 ng/ml) et incubées toute la nuit a 37°C. Plusieurs colonies ont été
repiquées avec un cure-dent stérile dans 3 ml de milieu LB liquide contenant de I’ampicilline et
incubées une nuit a 37°C. Des minipreps (voir chapitre 11.5) ont ensuite été réalisées avec ces
colonies et I’ADN plasmidique isolé contenant les inserts DP2 et DP3 a été ensuite séquencé
(chapitre 11.10). Des amorces spécifiques aux produits DP2 et DP3 ont été préparées ensuite pour
vérifier au cours d’une réaction PCR, si les bandes obtenues sur gel d’agarose avec DP2 et DP3
étaient bien spécifiques aux tiques gorgées. Les réactifs suivants ont été assemblés : 1n1 ADNc
(tiques gorgées et non-gorgées), 5 m amorce spécifique 5°, 5 m amorce spécifique 3’, 3 M dNTP 10
mM, 5 m tampon 10 X (QIAGEN) 30 ml H,0, 0.5 il taq polymerase (QIAGEN). Le programme
appliqué a été le suivant : 1 min a 94°C, puis une boucle [45 sec a 94°C, 45 sec a 58°C, 1 min a
72°C] 30 X, puis une étape finale de 10 min a 72°C. Le produit de cette PCR a été visualisé sur gel
d’agarose. A la fin, la recherche d’homologie avec les fragments DP3 a été réalisée en utilisant le
programme BLAST (BLASTN pour les séquences nucléotidiques, BLASTX et BLASTP pour les
séquences protéiniques (The National Center for Biotechnology Information)) parmi les séquences
publiées dans GenBank, EMBL.

11.7. RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)

Grace a cette technique, les génes entiers provenant des produits DP3 peuvent étre isolés. Des
amorces spécifiques orientées dans la direction des séquences inconnues ont été choisis pour 3
genes (tableau 2). Les amorces sont différentes suivant la direction de la séquence désiree
(extrémité 3’ ou 5°). Toutes les étapes ont été réalisées suivant les indications de Frohman (1994).
La figure 3 illustre le principe général. Brievement, pour obtenir I’extrémité 3’ des genes, I’ARNmM
a eté retro-transcrit grace a une amorce (Qr) qui consiste en un oligo (dT) suivi par 35 bases
correspondant aux séquences de 2 autres amorces (hnommeées Q, et Qo) accolées. La synthése du
double brin et I’amplification ont été ensuite réalisées grace a I’amorce Qo qui se lie a chaque
ADNC a son extremité 3’d’une part, et grace a une amorce dérivée du gene qui nous interesse
(3’GSP1 « Gene Specific Amorce ») d’autre part. Un second round d’amplification a été ensuite
réalisé grace aux amorces Q; et 3’°GSP2 qui se trouvent plus a I’intérieur du géne, pour éviter
I’amplification de produits aspécifiques. Pour générer I’extrémité 5’ des génes, I’ARNm a été rétro-
transcrit grace une amorce spécifique du gene qui nous intéresse (5°’GSP-RT). Ensuite, une queue
poly(A) a été ajoutée en utilisant la terminal deoxynucleotidyltransferase (TdT) (GIBCO) et la base
dATP (PEQLAB). Le second brin d’ADNCc a été généré grace a I’amorce Qr qui va se lier a la
queue poly(A) et aux amorces Qo et 5’GSP1, cette derniére se trouvant plus en avant que I’amorce
5’GSP-RT (figure 2). Finalement, un second tour d’amplification a été réalisé en utilisant les
amorces Q, et 5’GSP2 qui se trouvent plus a I’intérieur du gene pour augmenter la spécificité. Les
PCR ont été realisees en fonction des caractéristiques des amorces et le nombre de cycles a été
augmenté par rapport a celui décrit par Frohman (1994) :

RACE 3’ et 5’ :

1* «round » d’amplification : [ 1 min 94°C 1 min 60°C 3 min 72°C] 45 X 75°C 15min
2°™ « round » d’amplification : [ 1 min 94°C 1 min 60°C 3 min 72°C] 30 X 75°C 15min

Les amorces GSP ont été choisis pour qu’elles contiennent toutes a peu prés le méme nombre de
bases G/C (environ 60 %) que les autres amorces (Qo et Q) dont Frohman (1994) donne les
séquences. Le nombre de base a aussi été choisi en fonction des amorces Qo et Q, (environ 18).

26



o

“-ﬂﬂhhh

! [;:.1. wiT ln!.‘l ciFNA

mBEMNA

== TTTT =G =Chy [l

Heverss
iransceiption

[zrer - O -0o Jor

Flret st ol
smpliflcations

LIl o O —

o -I :J| i ]
| Second set of |
' smplificaticns i
ZET | s e |
—— =y I
"eDNA X End® |
" e )u_u.l-"',p II

Reverss * ::;m--u-|F

trenscripthon

| 1 strand el A [GSP-RT]

clNA iallap +
= = FASP-RT
Flrat et ol |

LET R -I 1 :‘i':d:rl nad cD N A

l;i_:'“I;-l- [T P'Lﬂ-\.‘lll-:uu. '

| Cr |‘| ="HE 'l'l_l_l'_l'h' s

| -GS
l: te e LT

| aenpliflaaion

|

o m— ] i

"eldNA 5" End"

—

Figure 3 : Représentation schématique de la RACE (d’aprés Frohman, 1994). a : 3’Race.
b : 5’Race

Tableau 2 : Amorces (MWG-BIOTECH) utilisees pour la RACE

Qr 5- CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCTCAAGCTTTTTTTTTTTTTTT -3’

Qo 5’- CCAGTGAGCAGAGTGACG - 3’

Qi 5'- GAGGACTCGAGCTCAAGC - 3’

3’ GSP1a 5’- CGGGAAGGACTGGTACAG - &
3" GSP2 A 5’- AACACGCTGCCACCCCAA -&
5" GSP1 A 5’- GTGGGCCCACTCCTTGTA -3’
5" GSP2 A 5’-TGGTGCCTCCTCCAGATC -3
5" GSP-RTA 5 -TGGTCCTGCCCTCGACTT- 3’
3’ GSPlg 5’ - CCCACCAACGACTTTGCC -3
3’ GSP2g 5’ - CAGGAACCCTGGGCCGAA -3
5’ GSPlg 5’ - GTAGTGTTCCTGCGTCAG -3
5’ GSP2g 5’ - GCACTTGCAGGCCACAT -&
5’ GSP-RTg 5 - GTGGTAGAGCGCACTCAG- 3’
3" GSP1c¢ 5’ - TTCGGCTTCCAGATGCCG -3’
3" GSP2¢ 5’ - TGTGCAAAGGCACCGTCG -3
5 GSP1c 5 - CCTGGTCAGCAACCATAG -3
5’ GSP2 ¢ 5’ -TCTTGGCATCTGTCCCC -3’

5’ GSP-RT¢ 5 -AGTGTCGCCGTGTCGCT - 3’
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Les autres amorces proviennent aussi de MWG-BIOTECH. Pour les PCR, la Tag DNA polymérase
(QIAGEN) a été utilisée. Les réactions de transcriptase inverse ont été réalisé avec la Superscript 11
RNase H’ reverse transcriptase (GIBCO, Life Technologies). Toutes les autres solutions suivent
exactement les indications de Frohman (1994).

A la fin, la recherche d’homologie avec les genes entiers A, B, C a été réalisée en utilisant le
programme BLAST (BLASTN pour les séquences nucléotidiques, BLASTX et BLASTP pour les
séquences proteiniques (NCBI) parmi les séquences publiées dans GenBank, EMBL).

< . Il NN s I >
Extromit? 58 5EBSP2  5EBSP1  SEBSPRT 3EBSP1  3MBSP2  Extromit?
du g?ne 3EXxu g?ne
inconnue inconnue

Figure 4 : Localisation des amorces GSP sur le fragment d’ADNc DP3 issu de la RDA

11.8. Isolement de la partie codante des genes

La partie codante des 3 génes avec leurs domaines hydrophobes et hydrophiles a été localisée grace
au serveur Expasy. Des amorces (MWG-BIOTECH) correspondants a ces parties codantes ont
ensuite été realisées pour les séquences A et C. Un site de restriction Sma | a été ajouté aux amorces
correspondantes au debut de la partie codante tandis qu’un site EcoR | a éeté ajouté aux amorces
correspondantes a la fin de la partie codante (tableau 3). A noter encore que les segments
hydrophobes des parties codantes n’ont pas été pris en compte car ils n’apparaissent pas dans les
formules des protéines exportées. De plus, ces parties hydrophobes sont trés immunogenes. Les
amorces ont donc été choisies pour se lier au début de chaque triplet de base codant pour le premier
acide aminé faisant suite au peptide signal.

Tableau 3 : Liste des amorces utilisés pour I’amplification des parties codantes des séquences A et

C
Amorces Sequences nucléotidigues Positions sur le géne
A start 5 - CCCGGGAATCTGGAGGAGGCACCAC-& 428-445 (sens)
A stop 5 - GGATTCCTAGGAGTTGTTGACAGGTTC -3’ 742-763 (antisens)
C start 5’ - CCCGGGACGAAGAAAAGCCGTGTATAAA -3 110-130 (sens)
C stop 5 - GAATTCTCATGAGAGAGGGCACAGGGA -3 391-413 (antisens)

Les bases (en gras) sont les deux sites de restriction Sma | et ECOR | ajoutés aux amorces. Les
bases (soulignées) représentent le codon STOP.

Les parties codantes des séquencesA et C ont été amplifiées par PCR sur un appareil MWG-
BIOTECH primus, en utilisant les réactifs suivants : 2 ml d’ADNc de tiques gorgées, 3 ml dNTP 10
mM, 5 ml tampon 10 X, 4 ml amorce (sens), 4 ml amorce (antisens), 31 m H,O, 0.8 M Tag DNA
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polymérase (QIAGEN). Le programme appliqué a été le suivant : 1 min a 94°C [1 min a 94°C 1
min a 59°C 1 min a 72°C] 10 X puis une deuxieme boucle [1 min a 94°C 1 min a 65°C 1 min a
72°C] 20 X puis une étape finale d’élongation de 5 min a 72°C.

Les produits de la réaction ont été chargés sur gel d’agarose, visualisés, puis les bandes
correspondantes aux fragments codants amplifiés ont été extraites et purifiées grace au kit
Nucleotrapa (MACHEREY-NAGEL). A la fin, I’ADN a été élué 2 fois dans 50 i de tampon Tris-
HCI 10 mM pH 7.5. Le volume a été ensuite ramené a 20 m grace a I’utilisation d’un Speedvac
SVC-100H (SAVANT, NY).

11.9. Clonage de la partie codante des genes

Le plasmide PGEMa-T-easy (PROMEGA) a été utilisé pour cloner la partie codante amplifiée des
genes. Dans le détail, les parties codantes des séquences A et C ont été liguées au plasmide en
utilisant les reéactifs suivants : 1 ml d’ADN, 5 ml tampon rapide de ligation (PROMEGA), 1 m T,
DNA ligase (PROMEGA), 2 ml H,0, 1 ml PGEMa-T-easy (PROMEGA). Aprés une incubation
d’une heure a T°C ambiante, 2.5 nl de la réaction de ligation ont été ajoutées aux cellules One Shot
TOP10 (INVITROGEN). Les etapes de transformations ont été réalisées en suivant exactement le
protocole fourni par le distributeur. A la fin, les cellules ont été étalées sur boites de Petri contenant
du milieu LB-agarose avec de I’ampicilline (50 ng/ml) et incubées toute la nuit & 37°C. Plusieurs
colonies ont été repiquées avec un cure-dent stérile dans 3 ml de milieu LB liquide contenant de
I’ampicilline et incubées une nuit a 37°C. Des « minipreps » (voir chapitre 11.5) ont ensuite été
réalisées avec ces colonies. A la fin, les culots d’ADN plasmidique ont été resuspendus dans 30 ni
Tris-HCI 10 mM pH 7.5 contenant de I’ARNase bouillie.

11.10. Séquencage

Les fragments insérés dans les vecteurs pCR 4-TOPO (INVITROGEN) et PGEMA&-T-easy
(PROMEGA) ont été séquencés dans les deux sens avec I’utilisation de deux amorces M 13
universel et M 13 reverse (tableau 4), qui se trouvent sur les plasmides des deux cotés des inserts.
Ces amorces sont marquées a I’IRD 800 (MWG-BIOTECH Europe). La réaction du séquengage par
PCR a eté effectuée avec le kit ThermoSequenasei Amorce Cycle Sequencing kit (AMERSHAM
PHARMACIA BIOTECH). Le programme de la PCR utilisé a été le suivant : 2 min a 95°C, [15
sec a 95°C 15 sec a 57°C 30 sec a 70°C] 31 X puis une derniere boucle [15 sec a 95°C 30 sec a
70°C] 10 X. Les produits ont ensuite été chargés sur les gels de sequencage. L’ appareil LI-COR
DNA Sequencer 4000 (MWG-BIOTECH Europe) a été utilisé pour la migration des échantillons et
la lecture des séquences d’ADN. Les différents fragments séquencés ont été comparés par
alignement en utilisant le programmes Clustal X1.64 et AssemblyLIGNT1 1.0.9c.

Tableau 4 : Amorces marquées a I’IRD 800 (extrémité 5 “) utilisées pour le séquencgage

M 13 universel 5’ —IRD 800 -GTAAAACGACGGCCAGT

M13 reverse 5’ —IRD 800 -AACAGCTATGACCATG
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11.11. Expression et purification des protéines de fusion

Clonage dans le plasmide d’expression :

L’expression des parties codantes des génes A et C a été possible grace au protocole modifié de
Ausubel et al. (1994) et a [I'utilisation du plasmide d’expression pGEX 2T (AMERSHAM
PHARMACIA BIOTECH). Dans le détail, ce plasmide ainsi que le pPGEMa-T-easy (PROMEGA)
contenant les inserts (= parties codantes des genes A et C) ont tout d’abord été digérés doublement
par Sma I- EcoR I. Les réactifs suivants ont été utilisés : 4 ml plasmide pGEX 2T, 4 ml Tampon
Multicore 10 X (PROMEGA), 28.5 M H,0, 3.5 m Sma | (PROMEGA). Deux autres tubes ont été
préparés avec : 25 i plasmide pGEM-T contenant les inserts (A et C), 8 ml Tampon Multicore 10 X
(PROMEGA), 37 ml H,0, 10 M Sma | (PROMEGA). Tous les tubes ont été incubés 5 heures a
25°C, puis 3 m (tube avec plasmide pGEX 2T) et 8 ml (tubes avec plasmide pGEM-T) d’EcoR | ont
été ajoutés et I’incubation a été poursuivie pendant 2 heures supplémentaires a 37°C cette fois-ci.
Les produits de cette double digestion ont été chargés sur gel d’agarose et visualisés. Les inserts
ainsi que le plasmide pGEX 2T digéré ont été aspirés du gel grace a un embout de pipette, puis
transvasés dans un tube. Une centrifugation a 5000 rpm (30 sec) a été ensuite nécessaire pour
enlever les restes d’agarose.

Les inserts ont été ensuite ligués au plasmide pGEX 2T digéré au niveau des sites de restriction
Smal et EcoR | en utilisant les réactifs suivants : 8 ml d’inserts, 1.5 nl tampon de ligation 10 X
(PROMEGA), 3 ml pGEX 2T digéré, 1.5 m H,0, 1 m ligase (PROMEGA). Le plasmide sans insert
a aussi été religué sur lui-méme dans les méme conditions. Aprés une incubation de 27 heures a
14°C, 7.5 m de la ligation ont été ajoutés dans des bactéries (1 ml) E.coli XL 1 Blue BL/21
préalablement décongelées sur glace. Aprés plusieurs étapes (30 min dans la glace, puis heat shock
de 2 min a 42°C dans bain-marie, puis immédiatement transferées 5 min dans la glace), les bactéries
en entier ont été étalées sur boite de petris contenant du milieu LB-agarose avec de I’ampicilline (50
ng/ml) et incubées toute la nuit a 37°C. La présence des inserts a été vérifiée par PCR aux
conditions suivantes : un mélange a été préparé contenant les réactifs suivant : 3 m tampon PCR 10
X (QIAGEN), 3 ml amorce A/C start, 3 ml de amorce A/D stop, 1.5 ml dNTP 10 mM, 0.5 ml Taq
DNA polymérase (QIAGEN), 19 m H0O. Plusieurs colonies bactériennes ont été grattées avec une
pointe de cure-dent stérile, puis celle-ci a été trempée dans le mélange, et les tubes ont été mis dans
un appareil MWG-BIOTECH primus avec le programme suivant : 1 min & 94°C, puis une boucle
[30 sec a 94°C 30 sec a 56°C 1 min a 72°C] 30 X, puis 10 min d’élongation finale a 72°C. Les
produits de cette PCR ont été chargés sur gel d’agarose et visualisés.

Expression des protéines :

L’expression des 2 inserts ainsi que du plasmide sans inserts a été effectuée a partir d’une culture
fraiche. Vingt millilitres de milieu LB-ampicilline (50 nmg/ml) ont été inoculés avec une colonie
transformeée, prélevée avec une anse de platine stérile. Cette culture a été incubée a 37°C pendant
une nuit sous agitation. Deux cents millilitres de milieu LB/ampicilline ont été inoculés avec les 20
ml de la culture incubée toute la nuit, et incubés a 37°C jusqu’a ce que la DOgy nm atteigne 0.6
(Spectrophotometre Ultraspec 4000 (PHARMACIA)), ce qui représente environ 1 heure 15. A ce
moment-1a, 1 mM d’IPTG a été ajouté (conc. finale) pour induire I’expression des protéines. Des
aliquots de 1 ml ont été prélevés toutes les heures pendant 4 heures. Ces aliquots ont été centrifugés
a 6000 rpm pendant 2 min et resuspendus dans 100 m de tampon de charge (2.5 ml Tris-HCI 0.5 M
pH 6.8, 2.5 ml glycérol 50 %, 4 ml SDS 10 %, 1 ml b-mercaptoethanol, 100 m bleu de
bromophénol 1 %, compléter a 10 ml avec de I’H,0). La Vérification de I’expression des protéines
de fusion a été effectuée sur un minigel SDS-PAGE de 12 % (8 x 5 cm). Les 200 ml de la culture
ont été centrifugés apres les 4 heures d’incubation a 6000 rpm pendant 2 min. Le surnageant et le
culot ont été récupérés et stockés a —20°C.
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Purification des protéines de fusion :

La purification des protéines de fusion a été effectuée d’aprés Ausubel et al. (1994). Dans un
premier temps, le culot de bactéries contenant les protéines induites a été resuspendu dans du
tampon PBS 1 X (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 4.3 mM Na,HPO,4.2H,0, 1.4 mM KH,PQy,), puis
cette solution a été soniquée grace a un appareil Vibro Cell (SONICS and MATERIALS INC,
USA) a une amplitude de 50 % pendant 2 minutes. Du Triton X-100 10 % a été ajouté pour
atteindre une concentration finale de 1 %, et la solution a été agitée quelques secondes. Aprés une
centrifugation a 10 000 rpm pendant 5 min a 4°C, le surnageant a été récupéré, et le culot stocké a
—20°C. Pour isoler et purifier les protéines de fusion, le kit Bulk GST purification module
(AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) contenant la matrice gluthation sepharose 4B a été
utilisé. La protéine GST (Glutathion-S-Transférase, couplée a nos protéines A et C) que le plasmide
pGEX 2T contient va se fixer a la matrice glutathion sepharose 4B. Aprés élution, cette protéine de
fusion va pouvoir étre récupérée. Toutes les étapes ont été réalisées en suivant le protocole du kit.
Brievement, la matrice glutathion sepharose a été ajoutée au surnageant récupéré ci-dessus, et cette
solution a été incubée 30 min sous agitation. La matrice a ensuite été lavée 3 fois, puis la protéine
de fusion a été éluée et récupérée. Les fractions protéiques ont été analysées sur un gel SDS-PAGE
12 %.

Isolement et purification des corps d’inclusions :

Pour la purification des protéines insolubles, exprimées sous forme de corps d’inclusion, le
protocole de Maniatis et al. (1989) modifie a été utilisé. Les culots de bactéries ont été resuspendus
dans 2 ml de tampon de lyse (50 mM Tris-HCI pH 8, 1mM EDTA, 100 mM NaCl, 0.1 mM PMSF)
puis 200 i de lysosyme (10 mg/ml) ont été ajoutés. Cette solution a été incubée pendant 30 min a
25°C , puis congelée toute une nuit a —20°C. Ensuite, la solution a été décongelée dans un bain-
marie a 25°C, puis du MgCl, a été ajouté pour atteindre une concentration finale de 10 mM.
Ensuite, de la benzonase a été ajoutée pour atteindre une concentration finale de 2.5 U/ml, et la
solution a été incubée 1 heure 30 a 25°C. Apres centrifugation a 13 000 rpm pendant 10 min a 4°C,
le surnageant a été éliminé, le culot lavé 4 fois avec 10 ml de tampon (Tris-HCI 50 mM pH 7.3,
Urée 1 M, EDTA 10 mM) et agité pendant 10 min. Apres centrifugation & 13 000 rpm pendant 10
min a 4°C, le culot a eté lavé 2 fois avec 10 ml de H,O froide. Une derniere centrifugation a été
effectuée a 12 000 rpm pendant 15 min a 4°C, puis le surnageant a été éliminé et les corps
d’inclusions ont éte stockés a —20°C.

Electrophorése sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE)

Deux concentrations de polyacrylamide ont été utilisées dans les gels de séparation : 12 % et 15 %.
Les plaques de verre des minigels uniqguement ont été utilisées pour préparer ces gels (5 x 8 cm). Le
gel de séparation a 12 % a eté constitué de 4.2 ml d’H,O, 4.8 ml de protogel (acrylamide-
bisacrylamide, NATIONAL DIAGNOSTICS), 3 ml Tris-HCI 1.5 M pH 8.8, 50 ml d’ammonium
persulfate 10 %, 100 m de SDS 10 %, et 5 ml de TEMED (BIO-RAD). Pour les gels a 15 %, seules
les concentrations en H,O (3 ml) et protogel (6 ml) ont été changées. Un gel de concentration a 4.5
% a été utilisé pour les 2 concentrations de gel de séparation et a été constitué de : 2.4 ml d’H.0,
600 m de protogel, 1 ml de Tris-HCI 0.5 M pH 6.8, 50 nl d’ammonium persulfate, 50 i de SDS 10
%, et 5 m de TEMED. Le marqueur de poids moléculaires (BIO-RAD) utilisé était composé des
protéines suivantes : aprotinine (6.5 kDa), lysosyme (14.5 kDa), inbibiteur de la trypsine du germe
de soja (21.5 kDa), anhydrase carbonique (31 kDa), ovalbumine (45 kDa), albumine de sérum de
beeuf (66 kDa), phosphorylase (97 kDa), b-galactosidase (116 kDa) et myosine (200 kDa). Les
differents échantillons ont été bouillis pendant 5 min au bain-marie dans le tampon de charge avant
d’étre ensuite chargés dans le gel. La migration des protéines a été effectuée a I’aide d’un appareil
d’électrophorese (BIO-RAD) a 140 volts fixe (avec ampérage variable) pendant 75 minutes
environ.
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Apres migration, les gels ont été incubés dans une solution de fixation (625 ml d’isopropanol, 250
ml d’acide acétique, complétés a 2.5 litres avec de I’H,0) pendant 15 min a T°C ambiante. Puis les
gels ont été transférés dans une solution de coloration (500 ml de méthanol, 100 ml d’acide
acétique, 400 ml d’H,0, 2.5 g de bleu de Coomassie) et incubés pendant 1 heure. A la fin, les gels
ont été mis dans une solution de décoloration lente (88 % H,0O, 7 % d’acide acétique, 5 % de
méthanol) pendant toute une nuit sous faible agitation.

Purification des protéines de fusion par électro-elution :

Une bande de gel 12 % contenant la protéine recherchée a été coupée avec une lame de scalpel et
déposée dans la gouttiére de I'appareil S & S BIOTRAP BT 1000 (BIO-RAD) contenant deux
membranes BT 1 (imperméable) et BT 2 (0.8 mm) (SCHLEICHER et SCHUELL). Le montage et
I’électro-élution ont été réalisés d’apres le protocole fourni par le distributeur de I’appareil. Les
protéines de fusion ont été récupérées dans le compartiment d’accumulation aprés migration
pendant 16 heures a 100 volts. Celles-ci ont été précipitées avec de I’acétone absolu 5 X le volume.
Aprés centrifugation pendant 15 min a 4°C, le culot de protéine a été redissout dans du PBS 1 X.
Ces protéines ont éteé digérées a la thrombine (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) pendant 20
heures a 22°C d’apres les indications du protocole fourni par le distributeur. La GST, toujours liée
a nos protéines A et C, a été ainsi détachée. Ces protéines ont ensuite été chargées sur un gel
d’electrophorese a 15 %. Aprés une migration a 140 volts (75 min), les bandes de protéines isolées
ont été récupérées du gel a I’aide d’une lame de scalpel et purifiées une nouvelle fois grace a
I’appareil S & S BIOTRAP BT 1000 (BIO-RAD) selon le protocole décrit ci-dessus. A la fin, le
culot de protéines A et C a été resuspendu dans du PBS 1 X et stocké a —20°C.

Dosage des protéines :

La méthode de BRADFORD (BIO-RAD) basée sur le changement de coloration du bleu de
Coomassie G 250 lors de sa fixation sur les protéines a été utilisée. Les échantillons de protéines ont
été repris a raison de 10 ml d’échantillon pour 200 m du réactif de BRADFORD non-dilué
(Procédure Microassays). Une courbe étalon a été realisée avec de I’albumine de sérum de bceuf
(BSA) a une concentration de 2 mg /ml. L’absorption a été lue & une longueur d’onde de 595 nm sur
un spectrophotometre Ultraspec 4000 (PHARMACIA).

11.12. Production des Anticorps (AC)

Pour I’obtention des anticorps, deux souris femelles Balb/C (élevage local, Institut de Zoologie) ont
été utilisées pour chaque protéine A et C. Environ 300 ml de sang ont été prélevés par ponction
rétro-orbitale a des souris avant la premiére injection intra-péritonéale des protéines A et C (jour 0).
Chacune des 4 souris a été immunisée 3 fois avec 150 i (contenant 40 ny de protéine purifiée)
dans 50 % V/V de PBS 1 X / adjuvant de Freund incomplet. Un délai de 2 semaines a été observé
entre chaque injection. Environ 350 m de sang ont été prélevés avant la troisieme injection (ce qui
correspond au 28°™ jour), et un dernier prélévement sanguin (saignement de la souris) a été effectué
14 jours apres la 3°™ et derniére injection de protéines (42°™ jour). Tout le sang prélevé a été
incubé quelgues heures a T°C ambiante avant d’étre centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min. Les
sérums contenant les anticorps A et C (sérums A et C) ont été récupérés, aliquotés et stockés a
-80°C.

27



11.13. Western Blots

Les Western blots effectués dans ce travail ont été réalisés sur la base des protocoles modifiés
d’aprés Towbin et al. (1979) et des documents de BIO-RAD. Les protéines ont été séparées par
migration sur gels d’électrophorése (SDS-PAGE) 12 % selon le protocole décrit plus haut (chapitre
11.11). Les gels, aprés une incubation de 5 min dans du tampon de transfert (5.81 g de Tris, 2.93 g
de glycine, 0.375 g de SDS, 200 ml de méthanol, compléter a 1 litre avec H,0), ont éte transfeérés
sur une membrane de nitrocellulose (SCHLEICHER ET SCHUELL), préalablement incubée 15 min
dans le tampon de transfert. Cette membrane a été séparée par 2 couches de 6 filtres buvard imbibés
dans le tampon de transfert. Ce « sandwich » a été constitué sur I’anode de platine de I’appareil de
transfert TRANS.BLOT.SD (BIO-RAD). Aprés avoir mis la cathode, I’électro- transfert a été
effectué pendant 45 min (voltage maximum, courant 5.5 mA / cm? de gel). La présence des bandes
protéiques a été veérifiée aprés coloration de la membrane de nitrocellulose au rouge ponceau
pendant 5 min. Apres décoloration dans du PBS, les sites non-spécifiques de la nitrocellulose ont
été saturés pendant 45 min (3 incubations de 15 min) dans un bain de PBS-lait 5 % (Rapilait,
MIGROS). La nitrocellulose a été ensuite incubée pendant une nuit avec le sérum (contenant les
anticorps primaire) des souris dilué a 1 : 100 dans du tampon PBS-lait 1 %. Trois rincages au PBS-
lait 5 % ont été effectués (5 min chacun), suivis d’une incubation pendant 1 heure 45 de la
nitrocellulose avec I’anticorps secondaire de lapin dirigé contre les 1gG de souris, marqué a la
peroxydase (NORDIC IMMUNOLOGICAL LABORATORY) et dilué a 1 : 1000 dans du tampon
PBS-lait 1 %. Aprés 3 rincages dans du PBS-lait 5 % (5 min chacun), la révélation a été réalisée
par une solution composée de 4 ml de Tris-HCI pH 6.8 10 mM, 1 ml de 4-chloro-1-naphtol (60 mg /
20 ml de méthanol, protégé de la lumiere), et 1.65 m de H,O, 30 % froid. Apres 5-10 min, la
nitrocellulose a été rincée a I’eau, séchée et conservée a T°C ambiante a I’abri de la lumiere.

11.14. Microscopie électronique et immunocytochimie (d’aprés le laboratoire de
microscopie électronique de I’Institut de Zoologie, exécution par M. Vlimant)

Pour la confection de coupes destinées a la microscopie électronique, les intestins des tiques adultes
aux stades suivants ont été prélevés : a jeun, partiellement gorgées pendant 1, 3, 5 et 6 jours. Des
intestins provenant de nymphes infectées par des spirochétes (B. burgdorferi ss) et partiellement
gorgées pendant 2 et 3 jours ont également été utilisés pour la confection de coupes.

Aprés dissection, les intestins ont été fixés au paraformaldéhyde 4 % avec également 0.5 % de
glutaraldéhyde dilué dans du cacodylate 0.1 M. Cette solution de fixation contenait en outre 0.6 %
de sucrose. Le paraformaldhéhyde est un fixateur trés rapide mais qui a le désavantage de ne pas
bien fixer les structures. Le glutaraldéhyde est un fixateur plus lent, mais il va beaucoup mieux fixer
les protéines. Néanmoins, il ne faut pas en mettre trop car celui-ci peut abimer les épitopes des
antigenes. Il faut donc trouver la juste balance entre paraformalhéyde et glutaraldéhyde. Apres une
fixation de 4 heures a 4°C, les intestins ont été lavés 3 x 10 min dans une solution contenant 0.1 M
de cacodylate et 4 % de saccharose. Les intestins fixés et lavés ont été ensuite déshydratés dans
I’alcool a des concentrations croissantes (de 30 a 100 %) avant d’étre inclus dans des capsules
contenant de la résine LRWhite (PLANO, Allemagne) qui a été polymérisée ensuite pendant 48
heures a 50°C. Des coupes transversales fines et semi-fines de ces capsules ont été réalisées a I’aide
d’un Ultracut (REICHERT-JUNG) équipé d’un couteau de diamant. Les coupes semi-fines ont été
posées sur des lames albuminees, colorées au bleu de toluidine et fixées entre lame et lamelle puis
observées avec un microscope Olympus aux grossissements 400 x et 1000 x (immersion). Les
coupes fines de couleurs grises ou argentées d’environ 50 nm d’épaisseur ont été prélevées et
déposées sur des grilles de nickel recouvertes d’une pellicule de Formvar. Les aldéhydes ont été
bloqués grace a une incubation des grilles pendant 1 heure avec du chloride d’ammonium NH,CI
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0.5 M. Les grilles de nickel contenant les coupes ont été lavées 3 x 5min dans un tampon contenant
0.24 g de Tris, 0.9 g de NaCl, 0.13 g de NaN3, 0.1 g de BSA (Bovine Serum Albumine) dans 100
ml d’H20 distillée. Le pH de ce tampon a été ajusté a 8.5, puis 100 nl de Tween 20 ont été ajoutés
avant que le tampon ne soit filtré. Du sérum normal de chevre a été ensuite ajouté pour atteindre
une concentration finale de 1 %. Les sites non-spécifiques ont été bloqués en incubant les grilles
pendant 30 min dans du tampon Tris/BSA 0.1 % contenant 0.1 % de Tween 20 et 10 % de sérum
normal de chévre. Les grilles ont été incubées ensuite pendant une nuit dans la solution (Tris/BSA
0.1 % Tween 0.1 % sérum de chevre 1 %) contenant I’anticorps primaire A ou C diluéa 1 : 100, 1:
250 ou 1 : 500. Les grilles ont été ensuite lavées 5 x 10 min avec la méme solution (Tris/BSA 0.1 %
Tween 0.1 % sérum de chevre 1 %). L’incubation des grilles pendant 1 heure avec I’anticorps
secondaire a été fait dans la solution (Tris/BSA 0.1 % Tween 0.1 % sérum de chevre 1 %)
contenant I’anticorps anti-1gG de souris produit chez la chévre et marqué a I’or (SIGMA) dilué a 1 :
30.

Les coupes ont été contrastées avec I’acide tannique 1 % pendant 7 min, puis 15 min dans une
solution d’uranyle acétate saturée, et enfin pendant 5 min avec une solution de Reynolds contenant
du citrate de plomb et du NaOH, préparée selon Reynolds (1963). Les coupes ont été observées au
microscope électronique a transmission (TEM) Philips CM 100, a une tension d’accélération de 60
kV. Les photographies ont été prises avec un film Kodak de 35 mm.

I1. 15. Cultures de Borrélies in vitro

Les cultures de Borrélies (2 souches utilisées : B. burgdorferi ss et Borrelia afzeli) ont été repiquées
dans 1 ml de milieu de culture BSKII (Barbour Stoenner Kelly) (Barbour, 1984) préparé dans notre
laboratoire. Aprées une période de croissance de 24 heures a 34°C, 30 ny de protéine C dilués dans
100 m de PBS 1X ont été ajoutés a ces cultures d’un millilitre. Une goutte des cultures a été
prélevée chaque jour pendant 4 jours et mise entre lame et lamelle pour étre étudiée sous un
microscope a fond noir Wild a 500x. Comme témoin négatif, 100 i de tampon PBS 1X seul ont été
ajoutés aux bactéries.
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11. Resultats



I11.1. Caractéristiques des banques d’ADNc de I’intestin des tiques

La dissection de 450 intestins de tiques femelles a jeun a permis de récupérer 2.4 ng d’ARNm et la
dissection de 70 intestins de femelles gorgées 5 jours a permis d’obtenir 16 pug d’ARNm. Le profil
d’ARNmM obtenu avec les tiques non-gorgeées est assez faible et 2 bandes sont présentes dans les tres
hauts poids moléculaires (figure 5 A). Le profil d’ARNm des tiques gorgées est plus net (figure 5
B).

6583

4—
4—

623

6583
4981

2604

- -

955

A B

Figures 5 : Extractions d’ARNm d’intestins de tiques. A : a jeun. B : gorgées 5 jours. Lignes M :
marqueurs de poids moléculaires en paires de bases. Lignes 1 : ARNm. Lignes 2 : contrbles
négatifs. Ligne 3 : contr6le ARN total de placenta de rat.

Les profils d’ADNc obtenus apres RT-PCR s’étendent de 200 paires de bases (pb) a plus de 2000
pb (figure 6). Leurs formes sont assez différentes : le profil d’ADNc des tiques gorgées contient 3
bandes (a environ 500, 650 et 800 pb) alors que celui des tiques a jeun est homogéne.
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Figure 6 : RT-PCR a partir d ’ARNm de tiques a jeun et gorgées 5 jours. Ligne M : marqueurs de
poids moléculaires en paires de bases. Ligne 1 : ADNc de tiques gorgées 5 j. Ligne 3 : ADNc de
tiques a jeun. Lignes 2 et 4 : contr6les négatifs.

Les profils d’ADNc ont été coupés en 4 fragments (représentant 4 sous-populations d’ADNC,
Figures 7 A et B) avant d’étre cloneés.

1 2 3 4 M

2072

1500
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300
600

Figures 7 : Extractions des profils d’ADNc de tiques. A : gorgées 5 jours. B : a jeun. Lignes M :
marqueurs de poids moléculaires en paires de bases. Ligne 0 : contrdle négatif. Lignes 1-4 : 4 sous-
populations d’ADNc de tiques.
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Pour les tiques gorgées, ces 4 sous-populations d’ADNCc (figure 7 A) sont :1) : >1500-1100 pb
2) : 1100 —-750pb
3) 750-500 pb
4) 500-200 pb

Pour les tiques a jeun, ces 4 sous-populations d’ADNCc (figure 7 B) sont : 1) : <2000-1200 pb
2) : 1500-700 pb
3) : 900-450 pb
4) : 500-200 pb

Seule la banque d’ADNCc de tiques gorgées a été examinée pour trouver des genes homologues a
des séquences connues. Sur 17 inserts différents provenant des sous-populations 1 et 2, un seul a
révélé une homologie significative (d’une longueur supérieure a 30 pb). Cette séquence, d’une
longueur totale de 872 pb (figure 8) montre plusieurs homologies avec des séquences codant pour
des cathepsines L. Ces similitudes portent sur des longueurs comprises entre 75 et 300 pb (figures 9
A, B, Cet D) et montrent :

-90 % d’homologie avec une cathepsine L décrite chez H. longicornis (Mulenga et al., 1999b)
(Accession Number (AN) : AB020492)

-88 % d’homologie avec une cathepsine L décrite chez B. microplus (Renard et al., 2000) (AN :
AF227957)

-88 % d’homologie avec une cathepsine L décrite chez Panaeus vannamei, Crustacés, Decapodes,
(Le Boulay et al., 1998) (AN : X85127)

-84 % d’homologie avec une cathepsine L décrite chez Nephrops norvegicus, Crustacés,
Décapodes, (Le Boulay et al., 1998) (AN : X80989)

3’
1 AGCGGCCGCGAATTCGCCCTTACGGCTGCGAGAAGACGACAGAGGGGGGT 50

51  AGTTCGCTTCGGGAGTTCGGTCGGAGTCTTTTGTTGGAGTGTTACCAATC 100
101 GTGCAAGTGATGCTGCGGTGCCTCGTGTTGTGTCTCCTTGTTGCTGCCGC 150
151 CGCTGCGTCAGCTACCAGGAAGTTCTTGGCGCTGAATGGTCGGCTTTCAA 200
201 GGCAAAGCATGGGAAGTCTTATGTGTCTGAAACTGAGGAAGTGTTCAGGC 250
251 TGAAGATCTACATGGAGAACAGACACAAGATTGCCAAGCACAACGAGAAG 300
301 TACGCCAGGGGGGAGGTGCCCTACAGCATGGCCATGAACGAGTTTGGAGA 350
351 CATGCTTCACCACGAATTCGTGAGCCCCCGCAATGGCTTCAAGCGAAACT 400
401 ACAAGGATCAGCCCAGGGAGGGATCTACATACCTGGACCCAGAAAACATT 450
451 GAGGACTTCAGCCTTCCCAAGACCGTGGACTGGAGGACCAAGGGCGCGGT 500
501 CACGCCGTCAAGAACCAGGGACAGTGCGGATCCTGCTGGGCCTTCAGTGC 550
551 TACCGGATCCCTGGGAAGGACAGCACTTCCGCAAGAGTGGCTCCATGGTC 600
601 TCCCTGAGCGAACAGAACCTGGTCGACTGCACCACTGACTTTGGAAACAA 650
651 CGGTTGTGAGGGTGGTCTCATGGACAATGCCTTCAAATACATCAGGGCCA 700
701 ACAAGGGCATTGACACCGAAAAGAGCTACCTTCACAATCGCGCGCACGCA 750
751 ACCTTCGAGCTGGAGAACAASGCGGCTTTGTTCGAGCGASAASGGSCTTT 800
801 TTKAARAVAAATAAATTAAGTGGARAGATTCAAGAAGGARGCTAAGAAGG 850
851 TTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAA 57 872

Figure 8 : Séquence nucléotidique d’un gene codant pour une cathepsine (872 pb) isolé chez I.
ricinus partiellement gorgée pendant 5 jours.

27



1. ricinus

255 307 331 361
GATCTACATGGAGAACAGACACAAGATTGCCAAGCACAACGAGAAGTACGCCA  GCCATGAACGAGTTTGGAGACATGCTTCACCA

H. longicornis GATCTACATGGAGAACAGGCTGAAGATTGCGAGGCACAACGCGAAGTACGCCA  GCCATGAACGAGTTTGGAGACTTGTTGCACCA
187 239 261 291
362 402 466 506
I. ricinus CGAATTCGTGAGCCCCGCAATGGCTTCAAGCGAAACTAC CCCAAGACCGTGGACTGGAGGACCAAGGGCGCGGTCACGCC
H.longicornis CGAGTTTGTGAGCACCGCAATGGCTTCAAGCGCAACTAC CCCAAGACCATGGACTGGCGCAAGAAGGGGGCGATCAGCCC
292 332 395 435
509 556 559 586
I. ricinus TCAAGAACCAGGGACAGTGCGGATCCTGCTGGGCCTTCAGTGCTACCGGA CCTGGGAAGGACAGCACTTCCGCAAGA
H.longicornis TCAAGAACCAGGGGCAGTGCGGATCCTGCTGGGCATTCAGCACCACTGGA CCTGG-AAGGCCAGCACTTCCGCAAGA
438 504 507 534
608 630 646 704
I. ricinus GCGAACAGAACCTGGTCGACTGC ~ AACAACGGTTGTGAGGGTGGTCTCATGGACAATGCCTTCAAATACATCAGGGCCAACAA
H.longicornis GCGAACAGAACCTGGTCGACTGC ~ AACAACGGCTGCGAGGGCGGCCTCATGGACAACGCCTTCAAATACATCAAGGCCAACAA
553 575 586 644
705 719
I. ricinus GGGCATTGACACCGA
H. longicornis GGGCATCGACACCGA
645 659
A
280 307 507 559
I. ricinus ATTGCCAAGCACAACGAGAAGTACGCCA  GTCAAGAACCAGGGACAGTGCGGATCCTGCTGGGCCTTCAGTGCTACCGGATC
B. microplus ATTGCCAAGCACAACGCTAAGTACGCCA  GTCAAGGACCAGGGACAGTGCGGGTCTTGCTGGGCCTTCAGTGCAACTGGATC
203 230 422 574
560 646 738
I. ricinus CCTGG AACAACGGTTGTGAGGTGGTCTCATGGACAATGCCTTCAAATACATCAGGCCAACAAGGGCATTGACACCGAAAAG
B. microplus TCTGG AACAATGGTTGTGAAGTGGTCTCATGGAGGACGCCTTTAAGTACATCAAGCAAACGATGGTATCGACACCGAAAAA
575 560 642
B
475 545
I. ricinus GTGGACTGGAGGACCAAGGGCGCGGTCACGCC-GTCAAGAACCAGGGACAGTGCGGATCCTGCTGGGCCTTC
P. vannamei GTGGACTGGCGCACCAAGGGCGCGGTGACGCC-GTCAAGGACCAGAAGCAGTGCGGCTCCTGCTGGGCCTTC
337 408
667 719
I. ricinus CTCATGGACAATGCCTTCAAATACATCAGGGCCAACAAGGGCATTGACACCGA
P. vannamei CTCATGGACCAGGCCTTCCGCTACATCAAGGCCAACAAGGGCATCGACACCGA
529 581
C
507 585
I. ricinus GTCAAGAACCAGGGACAGTGCGGATCCTGCTGGGCCTTCAGTGCTACCGGATCCCTGGGAAGGACAGCACTTCCGCAAG
N. norvegicus GTCAAGGACCAGGGACAGTGTGGCTCCTGCTGGGCTTTCTCTGCGACCGGATCCCTGG-AGGGCCAGCACTTCCTCAAG
377 489
D

Figures 9 : Alignements multiples des sequences des cathepsines L chez H. longicornis (A), B.
microplus (B), P. vannamei (C) et N. norvegicus (D). Les bases en gras sont homologues. La
référence est la séquence d’l. ricinus.
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111.2. Génes spécifiques aux tiques gorgées

111.2.1. Constitution d’une banque soustractive d’ADNc provenant de I’intestin au cours du
repas sanguin par la méthode RDA

L’ADNCc digéré et amplifié est différent chez les tiques gorgées (cible, plusieurs bandes) par rapport
aux non-gorgeées (témoin, pas de bandes claires). Les 3 produits soustractifs DP1, DP2 et DP3
obtenus sont d’allure générale assez semblable (figure 10) : tous contiennent 2 bandes clairement
définies : juste en dessous de 298 pb (bande 1) et vers 220 pb (bande 2). Néanmoins, de plus pres,
les différences sont présentes d’une étape d’hybridation a I’autre. En effet, avec DP1, la bande 1 est
moins nette que sur les 2 produits suivants, et du matériel amplifié est encore présent au-dessus de
cette bande. Entre DP2 et DP3, il n’y a pas de grandes différences ; une petite bande (bande 3)
apparait néanmoins en dessous de la bande 2 dans DP2 et est encore plus présente dans DP3.

M 1 2 3 4 5 6
.
—
1018 —P
517 :[
396
298 — P Bande 1
20— Bande 2
A
Bande 3

Figure 10 : Isolement de fragments de genes par RDA. Ligne M : marqueur de poids moléculaires
en paires de bases. Ligne 1 : cible (tiques gorgées). Ligne 2 : Témoin (tiques non-gorgées). Lignes
3-4 : DP1. Ligne 5 : DP2. Ligne 6 : DP3.

Les 3 bandes des produits DP2 et DP3 ont été séquencées. Avec DP2, six fragments de tailles et de
séquences différentes ont été obtenus (tableau 5) :

Tableau 5 : Fragments obtenus aprés séquencage des bandes DP2

Tailles sur gel d’agarose Tailles aprés séquencage Tailles sans les adaptateurs
utilisés dans la RDA
Bande 1 (~ 298 pb) Fragment de 298 pb 250 pb (fragment A)
Fragment de 297 pb 249 pb
Fragment de 255 pb 207 pb
Bande 2 (~220 pb) Fragment de 205 pb 157 pb (fragment B)
Fragment de 222 pb 174 pb (fragment C)
Bande 3 (~200 pb) Fragment de 180 pb 132 pb (fragment D)
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Pour les bandes 1 et 2, les fragments les plus souvent recensés parmi tous les clones (sur un total de
40 séquencés) étaient ceux de 297 pb et 205 pb respectivement. Les fragments de 222 pb et 255 pb
ont été obtenus assez rarement (moins de 10 %). Des amorces spécifiques a ces six fragments ont
été réalisés pour vérifier si ces derniers étaient bien absents chez les tiques non-gorgées ; une
amplification nette a été obtenue avec uniquement les fragments de 255 pb et 297 pb (photo non-
montrée ici) a partir d’ADNc de tiques a jeun ; I’amplification avec les autres fragments étant
négative.

Avec DP3, les fragments de 297 pb et 255 pb n’ont plus réapparu au séquencage. Les séquences de
la banque soustractive spécifiques aux tiques gorgées sont (figure 11) :

Fragment A : 250 pb
Fragment B : 157 pb
Fragment C : 174 pb
Fragment D : 132 pb

En utilisant les programmes BLASTX et BLASTN, des homologies avec une cystatine (fragment
A), une glutathion peroxydase (fragment B) et un allergéne d’acarien (fragment C) ont été trouvées
(figure 11). Ces homologies ont été obtenues en comparant les séquences en acides aminés
uniquement. Elles ne sont pas montrées ici ; elles sont détaillées au chapitre suivant (111.3), avec les
séquences complétes des genes. Aucune similarité n’a été obtenue avec le fragment D.
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Fragment A :

5’ 5'GSP1, < 5'GSP2 o<
GATCTGGAGGAGGCACCACCCGGACGTGGACCCCCGCTACAAGGAGTGGGCCCACTTCGCCATCTCTTCCCAAGT
5'GSP-RT o <
CGAGGGCAGGACCAACTACGACACGCTCCTCAAGCTCATGAGCGTCGAGTCTCAGGTGGTTGCGGGTGTCGACTAC
— 3" GSP1, — 3" GSP2 4
AAGCTCAAGATGATGGTAGCAATCCACCTGCGTGGTCGGGAAGGACTGGTACAGCAGCGAACACGCTGCCACCC

CAAGGTGGACGCTCCCCACATGATC 3

Homologie avec une cystatine.

Fragment B :
5'GSP2g < 5'GSPlg —
5" GATCGTTAATGTGGCCTGCAAGTGCCTCCTGACGCAGGAACACTACAAGAAACTGAGTGCGCTCTACCACAA
5'GSP-RTs < — 3'GSP1g —3'GSP2g

GTACTCGGAATCCAAGGGGTTGCGCATCATGGCTTTCCCCACCAACGACTTTGCCAAGCAGGAACCCTGGGCC
GAACCCGAGATC &

Homologie avec une glutathion peroxydase.

Fragment C :
5'GSP2¢ < 5" GSPLlc<
5 GATCCGTGTGTCTTCAAGATGGGGACAGATGCCAAGATTCACGTCACTATGGTTGCTGACCAGGACAGCGAC
5'GSP-RT¢ < — 3'GSP1¢ —3'GSP2¢

ACGGCGACACTGGACGCCAGGGTGAATGTGTTCGGCTTCCAGATGCCGGTGCCTGGCATCGAGACGGACCTGT
GCAAAGGCACCGTCGAGTGCCCCGTGATC 3

Homologie avec un allergene d’acarien.

Fragment D :

5
GATCCCAATTGGTTCGAAACAGACGGCAGCCTTTGAGACCTCTAGGAGTTGTTGACAGGTTCGCCGCAGCTGTAGTAC
TTGATACTTTTTGTGTGCTCCCAGGGAATGTAGTTGACGACGGCGGTGGCAGATC 3

Aucune homologie.

Figure 11 : Séquences des 4 fragments DP3 obtenus par RDA (les bases en gras représentent les
amorces utilisés dans la RACE pour obtenir les genes entiers (sauf fragment D, voir chapitre
111.2.2).

Les homologies obtenues avec le programme BLASTX sont indiquées.
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Une PCR a confirmé la présence exclusive de ces 4 séquences dans les tiques partiellement gorgées
pendant 5 jours (figure 12) : PPamplification est positive avec I’ADNc de tiques partiellement
gorgées pendant 5 jours comme matériel de départ, mais par contre rien n’est amplifié a partir
d’ADNCc de tiques a jeun (I’amplification avec le fragment D n’a pas réussi et ne fait donc pas partie
de la figure 12).

1 2 3 4 5 6 7 M

2072

600

<€— 300

Figure 12 : PCR avec amorces spécifiques aux fragments A a D en prenant comme matériel de
départ I’ADNCc de tiques gorgées 5 jours (lignes 1-3) et de tiques a jeun (lignes 4-6). Lignes 1 et 4 :
fragment de 250 pb. Lignes 2 et 5 : fragment de 174pb. Lignes 3 et 6 : Fragment de 157 pb. Ligne
7 : contr6le négatif. Ligne M : marqueur de poids moléculaire en paires de bases.
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111.2.2. Isolement des génes complets par RACE

Pour I’isolement des séquences completes, seuls les fragments A, B et C montrant des homologies
avec des genes connus ont éte pris en compte.

3’RACE

Plusieurs bandes assez bien définies ont été obtenues suite a la 1°° amplification du fragment A
avec les amorces 3’GSP14 et Qo (figure 13 A). Avec la 2°™ amplification, une bande entre 200 et
298 pb a été obtenue ainsi que 3 bandes aspécifiques. Avec le fragment B, le profil obtenu apres la
1°® amplification a disparu au profit d’une bande unique vers 370 pb, suite a la 2°™ amplification

avec les amorces 3’GSP2 et Q. Pour le fragment C, une bande unique a été obtenue lors des 18
et 2°™ amplifications (figure 13 B).

Figures 13 A : RACE 3’ avec les fragments A et B du DP3. Ligne 1 : 1° amplification avec
3'GSP1, (fragment A). Ligne 2 : 1%° amplification avec 3’GSP1g (fragment B). Ligne 3 : 2°
amplification avec 3’GSP2, (fragment A). Ligne 5 : 2°™ amplification avec 3’GSP2; (fragment B).
Ligne 4 : contrdle négatif. Ligne M : marqueur de poids moléculaires en paires de bases.

B : RACE 3’ avec fragment C de DP3. Ligne M : marqueur de poids moléculaires en

paires de bases. Ligne 1 : 1°® amplification avec 3’GSP1c. Ligne 3 : 2°™ amplification avec 3’GSP2
c. Ligne 2 : contrble négatif.
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5’RACE
Un profil avec quelques bandes discrétes a été obtenu suite a la premiere amplification du fragment

A avec les amorces 5’GSP14 et Qo (figure 14). Suite au 2°™ tour d’amplification avec 5’GSP2 4 et
Qi, une bande unique apparait vers 450 pb environ.

1018

517
396

298

Figure 14 : RACE 5 * avec fragment A de DP3. Ligne M : marqueur de poids moléculaires en
paires de bases. Ligne 1 : 1°® amplification avec 5° GSP1,. Lignes 2-3 : 2° amplification avec
5°GSP2,. Ligne 4 : contrdle négatif.

Un profil contenant quelques bandes a été obtenu suite a la 1 ¥r¢ amplification avec le fragment B

(figure 15 A). Aprés la 2°™ amplification avec 5’GSP2 et Q, trois bandes apparaissent dont une
plus marquee en dessous de 500 pb. Trois bandes apparaissent sur le profil du contréle negatif.
Celles-ci ne correspondent pas a la bande au-dessous de 500 pb obtenue aprés la 2°™ amplification,
qui semble étre la partie 5° correcte. Un profil sans aucune bande a été obtenu apres la 1%
amplification du fragment C (figure 15 B). Suite a la 2°™ amplification avec 5’GSP2¢ et Q,, un
profil contenant une bande vers 300 pb a été obtenu.
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Figures 15 : A : RACE 5’ avec fragment B de DP3. Ligne M : marqueur de poids moléculaires en
paires de bases. Ligne 1 : 1°° amplification avec 5’GSP1;. Lignes 2 : 2°™ amplification avec
5’GSP2s. Ligne 3 : contréle négatif.

B : RACE 5’ avec fragment C du DP3. Ligne M : marqueur de poids moléculaire en
paires de bases. Ligne 1 : 1°° amplification avec 5’GSP1.. Ligne 2 : 2°™ amplification avec
5'GSP2..

Les bandes d’ADNCc obtenues suite aux 2°™ amplifications (des cotés 3’ et 5°) ont été isolées puis
séquencées (tableau 6).

Tableau 6 : Tailles des bandes d’ADNc obtenues aprés les 2™ amplifications de la RACE
fragments Tailles sur gel Taille apres séquencage
A ~200 pb 200 pb
3’B ~360 pb 344 pb
3 C ~350 pb 357 pb
5A ~450 pb 425 pb
5B ~480 pb 413 pb
5 C ~300 pb 186 pb

27



111.2.3. Caractérisation des génes complets

Les séquences completes des fragments partiels ont été obtenues grace aux parties des séquences 3’
et 5’ obtenues par la RACE.

L’insert A est composé de de 875 pb (figure 16 A) avec une partie codante constituée de 399 pb
(bases 361 a 759) et de 133 acides amineés (correspondant a un poids moléculaire de 15 kDa). Celle-
ci englobe une partie des extrémités 3’ et 5’ obtenues par la RACE (figure 16 A). L’insert A
contient a son extrémité 5’ la séquence du fragment D de 132 pb obtenu par RDA ; celui-ci se
trouve des bases 43 a 174 (figure 16A). Un peptide signal de 20 acides aminés (aa) formant un
domaine hydrophobe (figure 16 B) a été localisé dans la région N-terminale. Cing résidus cystéines
en position 15, 83, 95, 106 et 126 ont été trouvés. Certaines de ces cystéines forment probablement
des ponts disulfures. Les acides amines les plus représentés sont la valine (12.6 %) et la sérine (8.1
%). Le pourcentage des autres acides aminés est compris entre 1.5 et 6.7 %. La partie codante de
I’insert A présente des similitudes au niveau protéique avec de nombreux génes codant pour des
cystatines (figure 17). Les homologies sont faibles, entre 25 et 38 % (41 et 52 % si on prend en
compte les aa qui ne different que d’une base au niveau de leurs séquences nucléotidiques). Les 50
premiers aa ne montrent presque aucune homologie, a part un polypeptide de 4 aa (“FAIS*) qui se
retrouve dans les séquences des cystatines D, S et C (en partie). La suite de la partie codante montre
trois domaines tres conservés dans beaucoup des cystatines : le polypeptide *QVVAGVXY™?, le
tripeptide “PWE* ainsi que les quatre résidus cystéines en position 83, 95, 106 et 126. Les tailles
des parties codantes des autres sequences comparées sont similaires a celle d’l. ricinus a quelques
acides aminés pres. L’exception vient de la séquence du kininogéne, qui, pour la méme région,
contient 200 aa de plus que les autres.

L’insert B est composé de 914 pb (figure 18 A) avec une partie codante constituée de 615 pb (bases
202 a 816 pb) et de 205 acides aminés (correspondant a un poids moléculaire de 23.8 kDa). Celle-ci
englobe une grande partie des extrémités 3’ et 5’ obtenues par la RACE (figure 18 A). La partie
codante se termine par un codon stop TGA, mais il est possible que celui-ci soit aussi une
sélénocystéine, ce qui repousserait le codon stop au triplet **TAA. Aucun peptide signal
commengcant avec le codon START n’a été localise dans la région N-terminale (figure 18 B).
Néanmoins, un domaine hydrophobe est présent dés le 23°™ acide aminé environ. Deux acides
aminés dominent : la leucine (10.2 %) et I’acide glutamique (9.6 %). Deux autres acides aminés
sont supérieurs a la moyenne des autres (entre 1 % et 6.4 %) : I’alanine (8.5 %) et I’arginine (8.5
%). La partie codante de I’insert B presente des similitudes au niveau protéique avec de nombreux
genes codant pour des glutathion peroxydases (figure 19). Les homologies sont assez grandes
(entre 47 et 54 % ; entre 66 et 70 % si on prend en compte les aa qui ne différent que d’une base au
niveau de leurs séquences nucléotidiques) avec de nombreux domaines conservés : “EF®, *#DixG¥,
“KYRGXV®, 2IXNVXXC™, “GLRIXAFPXNxF et ZEIKEF?, La 2°™ moitié de la séquence
(environ 90 aa) n’est reconnue par aucun géene décrit dans les bases de données (GenBank). A noter
que les homologies pour beaucoup d’autres glutathion peroxydases (parmi un total de 445) décrites
chez d’autres espéces animales et végétales (comme Sus scrofa, Bos taurus, Drosophila
melanogaster, Gallus gallus, Arabidopsis thaliana entre autres) n’ont pas été indiquées sur la figure
19. En effet, celles-ci sont sensiblement identiques (différences de 2 ou 3 aa pas plus) aux
homologies décrites chez I’homme et le rat.
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GAATTATTTATTCGCTGTTCTTCCAATAAAAGATAAATCAGAGATCCCAATTGGTTCGAT
TCAGACGGCAGCCTATGAGACCTCTAGGAGTTGTTGACAGGTTCGCCGCAGCTGTAGTAC
TTGATACTTTTTGTGTGCTCCCAGGGAATGTAGTTGACGACGGCGGTGCAGATCTTGTGG
GGAGCGTCCACCTTGGGGTGGCAGCGTGTTCTGCTGTACCAGTCCTTCCCGACCACGCAG
GTGGATTCGGCTACCATCATCTTGAGCTTGTAGTCGACACCCGCAACCACCTGAGACTCG
ACGCTCATTAGCTTGAGGAGCGTGTCGTAGTTGATCGCTCGACATCGGACAGAACCCGAG
ATGAGTATCGTGAAGGCAGCGCTCCTTGTCCTCGGCGTCGTTTGTCTCTCGACGGCCTTT
M s 1V KAALIULVLGVV CL STATF
CCCGGGATCTGGAGGAGGCACCACCCGGACGTGGACCCCCGCTACAAGGAGTGGGCCCAC
p G 1 WRIRMHHPDVDPIRY KEWAH
TTCGCCATCTCTTCCCAAGTCGAGGGCAGGACCAACTACGACACGCTCCTCAAGCTCATG

FAI S S QVEGRTNYDTTULULKTLWM
AGCGTCGAGTCTCAGGTGGTTGCGGGTGTCGACTACAAGCTCAAGATGATGGTAGCCGAA

60

120
180
240
300
360
420
20

480
40

540

60
600

S VESQVVAGV DY KL KMMMV A EBS80
TCCACCTGCGTGGTCGGGAAGGACTGGTACAGCAGAACACGCTGCCACCCCAAGGTGGAC 660
s T CCVvVvyvVvVv G6G KDWY SRTRICHP K V D 100
GCTCCCCACATGATCTGCACCGCCGTCGTCAACTACATTCCCTGGGAGCACACAAAAAGT 720
AP HM IT CTAV YV NY I P WEWHT K S 120
ATCAAGTACTACAGCTGCGGCGAACCTGTCAACAACTCCTAGAGGTCTCAAAGGCTGCCG 780
Il K'Yy Yy s CGEWPV NN S
TCTGTTTCGAACCTCGAACCAATTGGGATCTCTGATTTATATTTTACGGGAAGAACAGCG 840

AATAAATAATTCAATAGGAAAAAAAAAAAAAAAAA 3”

875

Figures 16 : A : Séquence nucléotidique totale de I’insert A composée de 875 pb. Les bases en gras représentent la
partie obtenue par RDA (fragment A). La partie codante est indiquée par la présence des acides aminés (ceux

Wpnoh. < Kphe 4 Baabic

1

% — | I
[

correspondant aux codons Start et Stop sont en gras soulignés).

B : profil de I’hydrophobicité des acides aminés de la partie codante de I’insert A. La partie N-terminale
de cette sequence (N-t) est hydrophobe. Les valeurs négatives représentent les aa hydrophiles, et les valeurs positives

représentent les aa hydrophobes. (axe X : nb d’aa/axe Y : score, selon Kyte et Doolittle, 1982).
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I ricinus

MSIVKAALLVLGVVCLSTAFPGIWRRHHPDVDPRYKEWA----HFAISSQVEGRT

51

Cyst.C (M. musc.)l LAVLGVAWAATPKQGPRMLGAPEEADANEEGVRRALDFAVSEYNKGSN 58
Cyst. 1(H .COﬂtOI’t.)2 ———————————————————————— RATYNEDDEE IQEVAE----KAM-EQVNDQT 52
Cyst. (B. malayi)® == ——mmmmmmmmmm e DPEFMEQAW----KAATKVNEEAN ~ 33
Cyst. S (humain)®  ——mm oo EWVQRALHFAISEYNKATK 61
Kininogéne (bovin)®  ——mmmmm e RNIPVDSPELKEALG----HSI-AQLNAEN 294
Cyst. D (humain)® o FAISEYNKVIN 61
Onchocyst. (0. VOIV.) == e e e o 60
83 95

1. ricinus
Cyst.C. (M. musc.)

N--YDTLLKLMSVESQVVAGVDYKLKMMVAESTC-VVGKDWYSRTRCHPKVDAPHM
DAYHSRAIQVVRARKQLVAGVNYFFDVEMGRTTC-T—-KSQTNLTDC-PFHDQPHL

104
110

Cyst. 1 (H. contort.) D—-GDYYMKVLSAKTQVVSGVMFTSKVLFEESFC-KKGDDQLKASNCAPKEGGKRY 92
Cyst. 1 (B. malayi) R—-YRNLYKL ISAQTQVVAGIKYYLTILAAPTTC-RKGAVGMNPMKCT IDSSKPTK 106
Cyst. S (humain) DDYYRRPLRVLRARQQTVGGVNYFFDVEVGRTIC--———————- TKSQPNLDTPEL 115
Kininogene (bovin) N—-HTFYFKIDTVKSQVVAGTKYVIEFIARETKC-SKESNAELTADCETKRLGQSL 348
Cyst . D (humain) KEDYSRPLQVMAAYQQIVGGVNYYFNVKFGRTTC-T—-KSQPNLDNC-PFNDQPKL 112
Onchocyst. (O. volv.)  ——————- ITKLLKVSSQVVAGVKYKMDVQVARSQCKKSSNEKVDLTKCKKLEGHPEK 136
106 126
I. ricinus ————ICTAVVNY IPWEHTKSIKYYSCGEPVNNS- 134
Cyst.C. (M. musc.) MRKALCSFQ1YSVPWKGTHSLTKFSC 137
Cyst. 1 (H. contort.) --—-1YEISVLLQPWVKSEQV 108
Cyst. 1 (B. malayi) ————QFKITEVWSAPWQNT 121
Cyst. S (humain) QKKQLCSFEI1YEVPWENRRSLVKSRCQE 140
Kininogene (bovin) ——===NCNANVYMRPWE — = == = = = = = e e e e 362
Cyst . D (humain) KEEEFCSFQINEVPWEDKISILNYKC 138
Onchocyst. (O. volv.) —-—-—-VMTLEVWEKPWEN 150

Figure 17 : Alignements multiples des cystatines de Mus musculus, Haemonchus contortus, Brugia
malayi, Onchocerca volvulus, de I’homme et du kininogene HMW (High Molecular Weight) du
bovin. La référence est la partie codante de I’insert A chez Ixodes ricinus. Les sites relativement
conservés sont indiqués en gras. Les cystéines conservées sont marquées d’un nombre.

: Huh et al. (1995) (AN : P21460)

: Newlands et al. (2000) (AN : AAB95324)
: Manoury et al. (2001) (AN : AAB69857)
: Bobek et al. (1991) (AN : UDHUP1)

- Sueyoshi et al. (1987) (AN : P01042)

: Freije et al. (1993) (AN : CAA49838)

- Lustigman et al. (1992) (AN : A43428)
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601
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GATCGTGCAGCCTTACAATTTATTAACATTTAATGGTGTTTATTCCGAAGATGTCTTGCT
TTGGCAGTTGAGGCTGCTTCTTCATTCTTCTAAAAGTACTTGAGAAGGTCTGCTTCGATT
GTTTCGAACGAGTCGGTGGGTCCATAACGCTTCACGGGCTGTCCGTTCTTGTCGGCCAGA

AACTTGGTGAAGTTCCATTTGATGGCGT TGAAGAGGAAGCCCGGCTGCTTCTCCTTCAGG
M AL KZRTIKZPGTCTFSFR
TACATCCAAGCCATGTGGCCCTTGAAGATTGCGGTGCTGCTTCTGGTTGCGGGTTTGACC
Y 1 Q AMWPTLI KTIAVLTLTLVAGLT
CTGGCCAACTCTGATGAGGGCTGGAAGAACGCCAAGTCAATCTACGAGTTCTCAGCCCTC
L ANSDTETGWZKNATZKTSTIYTETFSAIL
GACATCGACGGCAACAAGGTTGACTTCAACAAGTACAGGGGTCACGTGACGCAGATCGTT
DI DGNZKVDTFEFNTZKTYTZ RGHVTOQTIV
AATGTGGCCTGCAAGTGCCTCCTGACGCAGGAACACTACAAGAAACTGAGTGCGCTCTAC
NVACIKTCTLTLTO QETHTYZKT KTLTSATLY
CACAAGTACTCGGAATCCAAGGGCTTGCGCATCATGGCTTTCCCCACCAACGACTTTGCC
H KY SESZKGLT RTIMATFZPTNTDTFA
AAGCAGGAACCCTGGGCCGAACCCGAGATCAAGGAGTTTCGTGAAGCAGTTCGACGTCAC
K Q EPWATEPTETIKTETFRTEAVRRH
CTTCGACATGTTCAGCAAGATCAGCGTGAACGGGGACAACGCCCACCCGCTCTGGAAGTA
LRHVQOQDU QR RTET RGO QRTPTPATLTEV
CCTGAAGGAGAAGCAGCCGGGCTTCCTCTTCAACGCCATCAAATGGAACTTCACCAAGTT
PEGTEAAGTLTPTLTG QPRI HGOMETLHOQYV
TCTGGTGGACAAGAACGGACAGCCCGTGAAGCGTTATGGACCCACCGACTCGTTCGAAAC
S 66 QERTARTEALWTHRTLVR RN
AATCGAAGCAGACCTTCTCAAGTACTTTTAGAAGAATGAAGAAGCAGCCTCAACTGCCAA
NR SRPSOQVLTLETE -
AGCAAGACATCTTCGGAATAAACACCATTAAATGTTAATAAATTGTAAGGCTGCACGAAA

AAAAAAAAAAAAAA 37

900

914

Figures 18 : A : Séquence nucléotidique totale de I’insert B composée de 914 pb. Les bases en gras représentent la
partie obtenue par RDA (fragment B). La partie codante est indiquée par la présence des acides aminés (ceux

L] — e T e -
| | Hghat: « Byie b Bed ivile =

correspondant aux codons Start et Stop sont en gras soulignés).

B : profil de I’hydrophobicité des acides aminés de la partie codante de I’insert B. La partie N-terminale
de cette séquence (N-t) est hydrophobe. Les valeurs négatives représentent les aa hydrophiles, et les valeurs positives

représentent les aa hydrophobes. (axe X : nb d’aa / axe Y : score, selon Kyte et Doolittle, 1982).
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1. ricinus MALKRKPGCFSFRY 1QAMWPLKTAVLLLVAGLTLAN 36
1. ricinus SDEGWKNAKS I YEFSALD IDGNKVDFNKYRGHVTQIVNVACKCLLTQE 84
GPX (S. mansoni)l ————— KSWNS1YEFTVKDINGVDVSLEKYRGHVCLIVNVACKCGATDK 47
PHGPX (homme)2 SRDDWRCARSMHEFSAKD I DGHMVNLDKYRGFVCIVTNVASQCGKTEV 77
PHGPX (rat)3 SRDDWRCARSMHEFAAKD IDGHMVCLDKYRGCVCIVTNVASQCGKTDV 50
1. ricinus HYKKLSALYHKYSESKGLRIMAFPTNDFAKQEPWAEPE IKEFREAVRR 132
GPX (S. mansoni)  NYRQLQEM-HTRLVGKGLR I LAFPCNQFGGQEPWAEAE I KKF 88
PHGPX (homme)  NYTQLVDLHARYAEC-GLRILAFPCNQFGKQEPGSNEEIKEF 119
PHGPX (rat) NYTQLVDLHARYAEC-GLRILAFPCNQFGRQEPGSNQE IKEF 92
1. ricinus HLRHVQQDQRERGQRPPALEVPEGEAAGLPLQRHQMELHQVSGGQERT 180
1. ricinus AREALWTHRLVRNNRSRPSQVLLEE- 205

Figure 19 : Alignements multiples des glutathion peroxydases (GHX) et des phospholipides
glutathion peroxidases (PHGX) de Schistosoma mansoni, du rat et de I’homme en prenant comme
référence la partie codante de I’insert B isolé chez I. ricinus. Les sites les plus conservés sont
indiqués en gras.

- Williams et al. (1991) (AN : Q00277)
2 Esworthy et al. (1994) (AN : CAA50793)
% : pushpa-Rekha et al. (1995) (AN : AAC52503)

L’insert C est composé de 717 pb (figure 20 A), avec une partie codante constituée de 348 pb
(bases 61 a 408 pb) et de 116 acides aminés (correspondant a un poids moléculaire de 12.3 kDa).
Celle-ci englobe une partie des extrémités 3’ et 5’ obtenues par la RACE (figure 20 A). Un peptide
signal de 16 aa formant un domaine hydrophobe été localisé dans la région N-terminale (figure 20
B). Sept résidus cystéines en position 16, 26, 40, 91, 97 et 103 ont été trouvés. Certains de ces
résidus forment probablement des ponts disulfures. Les deux acides aminés valine (12.9%) et sérine
(9.5 %) sont plus présents que les autres. Les acides aminés restants sont compris entre 1.7 % et 7.8
%. La partie codante de I’insert C présente des similitudes au niveau protéique avec de nombreux
genes codant pour des allergénes d’acariens (figure 21). Les homologies sont faibles, entre 26 et
30 % (entre 44 et 54 % si on prend en compte les aa qui ne different que d’une base au niveau de
leurs séquences nucléotidiques). Un grand domaine est assez conservé en fin de séquence en
prenant comme base la séquence d’ 1. ricinus : ®¥*VPGIETDxCK?®%. Cing résidus cystéines sont
conservés en positions 26, 40, 45, 91 et 97. Les séquences des protéines de I’épididyme et du lait de
vache partagent avec les autres séquences les cystéines conservées mais n’ont pas de domaines de
plus de 2 aa communs aux autres séquences. Les tailles des parties codantes des autres séquences
comparées sont similaires a celle d’l. ricinus a quelques acides aminés pres.
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AAACACTTTTGCCTTCTTGGATGCGCCTGAAGTCAGCCCAGACTGCAGTCGCCCACAGCC

ATGTTCCGTTACGTTGTGTTCCTGCTGATTGTCAGCGCTGTGTCCTGCCAGCGAAGAAAA
M FRY VV FLLIVSAV S CAOQRRIK
GCCGTGTATAAACCTTGTGGCGGATCCGGCAAGCTCATCAGCGTTGAGGTCGGGCCCTGC
AV Y K P CGG S G KL 1T SV EV G P C
GATTCCGATCCGTGTGTCTTCAAGATGGGGACAGATGCCAAGATTCACGTCACTATGGTT
b s bPpPCVZFKMGTUDAIKTI1ITHVTMYV
GCTGACCAGGACAGCGACACGGCGACACTGGACGCCAGGGTCAAGGTGTTCGGCTTCCAG
A D QD SDTATULUDARYVYIKVFGFQ
ATGCCGGTGCCTGGCATCGAGACGGACCTGTGCAAAGGCACCGTCGACTGCCCCGTGATC
M PV P G111 ETDULT CIKGTVDCP VI
AGGGACGGAAGTACAGCGTCACCGCCGTCTTCCCTGTGCCCTCTCTCATGAGTCTGAAGA

R b6 S TASWPWPSSLCUPL S -
CTGAAGTCACTTTCAAGGTGATTAGGCGACAAGGGACTCAGCGTCTGCGGCCAATCGGAC

ATCGTCATCGAGTGAACATCGCACCCGGGCACCTCGCCGCAGTCTTCCGCCATCATCCGC
AGCTCTTAAACGAATCCACAACGTTCCGTGACGTCATGTTACAGCGGTGGGGATGTCAAC
AGCGTGCAGGGTCGCCACTGAAAGTGCTTCACGCCGAGACACCGACTCGCACGATCAGGG

ATGCTAGGTCGTACTTCATTTTGTTCGTAAAACAATAAACAAAAAAAAAAAAAAAA 3

100
420

480

540

601

661

717

Figures 20 : A : Séquence nucléotidique totale de I’insert C composée de 719 pb. Les bases en gras représentent la
partie obtenue par RDA (fragment C). La partie codante est indiquée par la présence des acides aminés (ceux

i il (1] 188

correspondant aux codons Start et Stop sont en gras soulignés).

B : profil de I’hydrophobicité des acides aminés de la partie codante de I’insert C. La partie N-terminale
de cette séquence (N-t) est hydrophobe. Les valeurs négatives représentent les aa hydrophiles, et les valeurs positives

représentent les aa hydrophobes. (axe X : nb d’aa / axe Y : score, selon Kyte et Doolittle, 1982).
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I. ricinus

Allergéne gr. 2 (L. destructor)l
Allergene gr. 2 (E. maynei)2
Allergene gr. 2 (T. putrescent.)3
Allergéne gr. 2 (D. pteronyss.)4
Allergéne gr. 2 (D. farinae. )5

Prot. du lait EPV20 (bovin)®
Prot. Epididyme HE1 (homme)7

I. ricinus

Allergeéne gr. 2 (L. destructor)
Allergéne gr. 2 (E. maynei)
Allergéne gr. 2 (T. putrescent.)
Allergene gr. 2 (D. pteronyss.)
Allergene gr. 2 (D. farinae.)

Prot. du lait EPV20 (bovin)
Prot. Epididyme HE1 (homme)

1. ricinus

Allergéne gr. 2 (E. maynei)
Allergéne gr. 2 (D. pteronyss.)
Allergene gr. 2 (D. farinae.)

Prot. du lait EPV20 (bovin)
Prot. Epididyme HE1 (homme)

26 40 45
MFRYVVFLL1VSAVSCQRRKAVYKPCGGS-GKL I SVEVGPCD-SDPCVFK
MMKF IALFALVAVASAG--KMTFKDCG-H-GEVTELDITGCS-GDTCVIH
MYKILCLSLLVAAVAADQ--VD IKDCANH--E IKKVMVPGCKGSEPCV IH
--—--1LFALVAVAAAGQVK---FTDCGKK--ETASVAVDGCE-GDLCVIH
MYKILCLSLLVAAVA--RDQVDVKDCANH--EIKKVLVPGCHGSEPCI IH
———————— LLVAAVVADQVDV--KDCANN--EIKKVMVDGCHGSDPCI IH

-FLTVAFLFLALSASALAEPVKFKDCGSWVGV IKEVNVSPCPTQLPCKLH
-FLAATFLLLALSTAAQAEPVQFKDCGSVDGV IKEVNVSPCP-TQPCQLS

91 97
MGTDAKIHVTMVADQDSDTATLDARVKVFGFQMPVPGIETDLCKGTVECPV
RGEKMTLEAKFAANQDTAKVT IKVLAKVAGTT IQVPGLETDGCK-FIKCPV
RGTAFQLEAVFDANQNSNAAKIEIKAT IDGVE1DVPG IDNNLCH-FMKCPL
KSKPVHVIAEFTANQDTCKIEVKVTGQLNGLEVPIPGIETDGCK-VLKCPL
RGKPFQLEAVFEANQNTKTAKIEIKASIDGLEVDVPGIDTNACH-YMKCPL
RGKPFTLEALFDANQNTKTAKIEIKASLDGLEIDVPGIDTNACH-FMKCPL

RGQSYSVNVTFTSNTQSQSSKAVVHG IVMG IPVPFP IPESDGCKSGIRCPI
KGQSYSVNVTFTSNIQSKSSKAVVHG I LMGVPVPFP IPEPDGCKSGINCPI

RDGSTASPPSSLCPLS-
VK
VK
VK

EKD
QKD

48
45
45
44
47
47

49
49

99
95
96
94
97
97

101
101

117
98
99
99

104
104

Figure 21 : Alignements multiples des allergénes du groupe 2 de Lepidoglyphus destructor,
Euroglyphus  maynei,  Tyrophagus  putrescentiae, = Dermatophagoides  pteronyssimus,
Dermatophagoides farinae, et des protéines sécrétrices de I’épididyme chez le bovin et I’homme.
La référence ici est la partie codante de I’insert C isolé chez Ixodes ricinus. Les sites les plus

conservés sont indiqués en gras et les cystéines conservées sont indiquées d’un nombre.

~N o g B~ W N

- Varela et al. (1994) (AN : CAA57160)

: Smith et al. (1999) (AN : P25780)

. Eriksson et al. (1998) (AN : CAA73221)
: Chua et al. (1990) (AN : A60381)

: Trudinger et al. (1991) (AN : A61501)

- Larsen et al. (1997) (AN : P79345)

- Kirchhoff et al. (1996) (AN : Q15668)
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I11.3. Expression des protéines cystatine et allergene

La glutathion peroxydase n’a pas été exprimée car les études traitant de celui-ci sont tres
nombreuses et les fonctions ainsi que la localisation trés bien définies. Il semblait donc que les
génes cystatine et allergene seraient plus intéressants au niveau des tiques.

111.3.1. Amplification des parties codantes

Les parties codantes ont été amplifiées par PCR a partir d’ADNc de tiques nourries 5 jours grace
aux amorces A start, A stop, C start, C stop décrits au tableau 3 du chapitre 11.8. Ces fragments
amplifiés (ne contenant pas la partie hydrophobe) ont une longueur de 349 pb (cystatine) et de 316
pb (allergene) (figure 22).

1500

600

400

300

200 >

Figure 22 : Amplification par PCR des parties codantes (sans le peptide signal) des genes cystatine
et allergene. Ligne M : marqueur de poids moléculaire en paires de bases. Lignes 1 et 2 : partie
codante du gene cystatine. Ligne 4 : partie codante du géne allergene. Lignes 3 et 5 : controles
négatifs.

La vérification de I’insertion correcte de ces parties codantes a été réalisée grace a I’isolement des
plasmides pGEM-T et pGEX-2T par minipreps puis digestion enzymatique (photo non-montrée ici).
Les tailles des inserts sur gel d’agarose correspondaient aux tailles des parties codantes. Le
séquencage des plasmides a confirmé la ligation des inserts dans le sens juste.
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111.3.2. Purification des protéines recombinantes

L’expression des genes cystatine et allergéne a été effectuée avec le plasmide pGEX-2T.
L’induction a I’IPTG des cellules bactériennes transformées avec ce plasmide contenant la partie
codante du géne cystatine a révélé un profil protéique (figure 23) avec une bande d’environ 42 kDa
qui représente la protéine de fusion GST-cystatine (1). Cette bande est de plus en plus grosse au fur
et a mesure que le temps d’induction augmente pour atteindre une taille maximale aprés 4 heures
d’induction (derniére étape étudiée). Cette bande de 42 kDa est absente sur le profil protéique des
cellules transformées non-induites (figure 23).

31

215

145 7/

Figure 23 : Profil protéinique des bactéries transformées avec le plasmide pGEX-2T avec
(cystatine) et sans insert sur un gel (SDS-PAGE) de 12 % d’acrylamide (5 x 8 cm). Ligne M :
marqueur de poids moléculaires en kDa. Lignes 1 et 2 : protéines produites par des cellules
bactériennes transformées (avec pGEX-2T sans insert) aprés induction a | ’IPTG. Ligne 3 :
protéines produites par des cellules bactériennes transformées (avec pGEX-2T contenant la partie
codante de la cystatine) sans induction. Lignes 4 a 8 : aprés 30 min, 1, 2, 3, et 4 heures d’induction.
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Une bande protéique d’environ 40 kDa représentant probablement la protéine de fusion GST-
allergéne (1) a été révelée sur le profil protéique (figure 24) des cellules bactériennes transformées
avec le plasmide pGEX-2T (contenant la partie codante du gene allergéne) apres induction a
I’IPTG. La aussi, cette bande est maximale apres 4 heures d’induction (derniere étape étudiée).

M 1 2 3 4 5 6 7 8
—
|
66
45— "
4——1
31

. ] - -
215 - .
— SHEREE

Figure 24 : Profil protéinique des bactéries transformées avec le plasmide pGEX-2T avec
(allergene) et sans insert sur un gel (SDS-PAGE) de 12 % d’acrylamide (5 x 8 cm). Ligne M :
marqueur de poids moléculaires en kDa. Ligne 1 : protéines produites par des cellules bactériennes
transformées (avec pGEX-2T sans insert) apres induction a | IPTG. Ligne 2 : protéines produites
par des cellules bactériennes transformées (avec pGEX-2T contenant la partie codante de
I’allergéne) sans induction. Lignes 3 a 8 : apres 30 min, 1, 2, 3, et 4 heures d’induction.

La purification des deux protéines a I’aide des billes de glutathion agarose n’a pas réussi de méme
que la purification des corps d’inclusions (protéines insolubles). Les deux protéines de fusion ont
donc été purifiees par une électro-élution, suivie par une digestion avec la thrombine dans le but
d’éliminer la GST et d’obtenir les deux protéines cystatine et allergene pures.

Trois bandes ont été obtenues suite a la digestion de la GST-cystatine (figure 25 A) : une de forte
intensité a 28 kDa représentant la GST seule, une de forte intensite aussi vers 14.5 kDa représentant
la cystatine seule (poids moléculaire exact de 15 kDa, cf chapitre 111.2.3) et une de plus faible
intensité entre 37 et 42 kDa correspondant a un reste de protéine de fusion GST-cystatine non
digérée ou/et & la thrombine, la bande étant trop floue pour exprimer un jugement précis.

Cent cinquante pg de cystatine pure ont été récupérés par une derniere électro-élution (figure 25 B).
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Figure 25 : A : Profil protéique de | ’expression, la purification et la digestion de la protéine de
fusion GST-cystatine sur un gel (SDS-PAGE) de 12 % d’acrylamide (5x8 cm). Ligne M : marqueur
de poids moléculaires en kDa. Ligne 1 : protéines produites par des cellules bactériennes
transformées avec pGEX 2T sans insert, apres induction a | ’IPTG. Ligne 2 : protéines produites par
des cellules bactériennes transformées avec pGEX-2T contenant la partie exprimée du géne
cystatine apres induction a | IPTG. Ligne 3 : protéine de fusion (GST-cystatine) purifiee non
digérée. Ligne 4 : protéine de fusion (GST-cystatine) digérée partiellement avec la thrombine
protéase : thrombine (37 kDa), GST (28 kDa), et cystatine : 14 kDa.

B : Profil protéique de la cystatine purifiée sur un gel (SDS-PAGE) de 15 % (5x8 cm).
Ligne M : marqueur de poids moléculaires en kDa. Ligne 1 : cystatine purifiée.

27



Quatre bandes ont été obtenues suite a la digestion de la GST-allergene (figure 26 A) : une de forte
intensité a 28 kDa représentant la GST seule, une de forte intensité aussi vers14.5 kDa représentant
I’allergéne seul (poids moléculaire exact de 12.3 kDa, cf chapitre 111.2.3.) et une de plus faible
intensité vers 40 kDa correspondant a une partie de protéine de fusion GST-allergene non digérée,
la derniere bande étant de faible intensité et correspondant a la thrombine (37 kDa).

Deux cents pug d’allergene pur ont été récupérés par une derniére électro-élution (figure 26 B).
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Figures 26 : A : Profil protéique de | ’expression, la purification et la digestion de la protéine de
fusion GST-allergene sur un gel (SDS-PAGE) de 15 % d’acrylamide (5x8 cm). Ligne M : marqueur
de poids moléculaire en kDa. Ligne 1 : protéines produites par des cellules bactériennes
transformées avec pGEX 2T sans insert, apres induction a | ’IPTG. Ligne 2 : protéines produites par
des cellules bactériennes transformées avec pGEX 2T contenant la partie exprimée du géne
allergene, aprés induction a | ’IPTG. Ligne 3 : protéine de fusion (GST-allergéne) digéree
partiellement avec la thrombine protéase : thrombine (37 kDa), GST (28 kDa), et allergéne: 14 kDa.

B : Profil protéique de I’allergéne digére purifié sur un gel (SDS-PAGE) de 15 % (5x8
cm). Ligne M : marqueur de poids moléculaires en kDa. Ligne 1 : allergene digeéré purifié.

I11.4. Caractérisation de la spécificité des anticorps produits contre la cystatine
et I’allergene

L’immunisation des souris Balb/C avec 3 x 40 ng d’antigene (cystatine et allergene) a permis
d’obtenir des anticorps a partir du 28°™ jour apres la premiére injection. 1l n’y a pas de différence
d’intensité sur immunoblots entre les sérums (contenant les anticorps) récoltés lors du saignement

de la souris au 42°™ jour, et au 28°™ jour (résultat non-montré ici).
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Sur Western-blots (figure 27), le serum C réagit tres fortement avec une bande vers 40 kDa
correspondant a la protéine de fusion GST-allergene. Avec les bactéries (utilisées comme antigene)
contenant la protéine de fusion GST-allergéne digérée a la thrombine, une bande vers 14.5 kDa
apparait en plus, correspondant a I’allergéne seul. Lorsque cette méme protéine est isolée, il
apparait encore plus clairement cette bande de forte intensité vers 14.5 kDa. Une faible bande vers
28 kDa est également présente.

le sérum A réagit tres fortement avec une bande vers 40 kDa correspondant a la protéine de fusion
GST-cystatine. Avec la cystatine purifiée, les anticorps du sérum A réagissent avec cette derniére
protéine formant une bande de forte intensité vers 14.5 kDa. Une faible bande vers 28 kDa est
également présente.

Les sérums A et C reconnaissent également d’autres bandes sur les profils protéiques des bactéries
induites (figure 27) mais aucune bande n’apparait avec les bactéries non-induites. Les contréles
négatifs avec les sérums de souris avant injection des antigenes cystatine et allergéne ne montrent
également aucune bandes (figure 27).
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Figure 27 : Immunoblot sur un gel de 15 % d’acrylamide en utilisant les sérums de souris Balb/C
immunisées avec la cystatine et I’allergene. Lignes 1 et 5 : contrdles avec les sérums de souris non
immunisées. Lignes 2-4 : sérum C (récolté le 42°™ jour). Lignes 6-7 : sérum A (récolté le 42°™
jour). Ligne 8 : sérums A et C ensemble.

Ligne M : Marqueur de poids moléculaires en kDa. Lignes 1 et 2 : bactéries induites contenant la
protéine de fusion GST-allergene. Ligne 3 : bactéries induites contenant la protéine de fusion GST-
allergene digérée a la thrombine. Ligne 4 : allergéne purifié. Ligne 5 et 6 : bactéries induites
contenant la protéine de fusion GST-cystatine. Ligne 7 : cystatine purifiée. Ligne 8 : bactéries non-
induites contenant les inserts GST-cystatine et GST-allergéne (mélange des deux souches).
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I11.5. Cinétique de I’expression de la cystatine et de I’allergéne durant le repas
sanguin de la tique

Cystatine

Les anticorps anti-cystatine ont reconnu plusieurs bandes dans les hauts poids moléculaires (autour
de 60 kDa et au dessus de 66 kDa) sur les profils protéiques des intestins des tiques partiellement
gorgées entre 1 et 5 jours (utilisés comme antigénes) (figure 28). Une bande apparait vers 14.5 kDa
correspondant au poids de la cystatine (15 kDa) sur le profil protéique de I’intestin d’une tique
partiellement gorgée pendant a 6 jours.
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Figure 28 : Immunoblot sur un gel de 15 % en utilisant les sérums de souris Balb/C immunisées
avec la cystatine. Ligne M : marqueur de poids moléculaires en kDa. Ligne 1 : intestins de tiques a
jeun. Lignes 2-7 : intestins de tiques partiellement gorgées pendant 1, 2, 3, 4, 5 et 6 jours. Ligne 8 :
intestin de tique gorgée pendant 7 jours (8 heures avant le drop off). Ligne 9 : sang de lapin. Ligne
10 : contréle positif avec la cystatine purifiée.
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Allergene

Les anticorps anti-allergénes ont reconnu des bandes de taille identiqgue vers 14.5 kDa
correspondant a I’allergéne (de taille de 12.3 kDa, cf chapitre 111.2.3.) avec comme antigénes des
intestins de tiques partiellement gorgées aux cing stades de 2 a 6 jours (figure 29). Ces bandes sont

de plus faible intensité a 2 et 6 jours. Quelques bandes apparaissent dans les tres hauts poids
moléculaires.
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Figure 29 : Immunoblot sur un gel de 15 % en utilisant les sérums de souris Balb/C immunisées
avec I’allergéne. Ligne M : marqueur de poids moléculaire en kDa. Ligne 1-6 : intestins de tiques
partiellement gorgées pendant 1, 2, 3, 4, 5 et 6 jours. Ligne 7 : intestin de tique gorgée pendant 7
jours (8 heures avant le drop off). Ligne 8 : sang de lapin. Ligne 9 : intestins de tiques a jeun. Ligne
10 : contréle positif.
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I11.6. Localisation de la cystatine et de I’allergéne dans I’intestin des tiques par
Immunocytochimie

Des coupes transversales d’intestins de femelles a jeun et gorgées aprés 1, 3, 5 et 6 jours ont été
utilisées. Les intestins a jeun ont été employés comme contréles. Des coupes d’intestins provenant
de nymphes du laboratoire gorgées a 2 et 3 jours infectées par des borrélies ont également eté
réalisées. Sur une coupe transversale semi-fine colorée au bleu de toluidine (figures 30 A et B), la
structure générale d’un intestin gorgé au jour 5 avec le microscope photonique sous deux
agrandissements différents est présenté. Les différentes teintes rendent compte des différents types
cellulaires ; ainsi, les cellules avec un cytoplasme plus violet sont les cellules sécrétrices, les autres
étant en majorité les cellules digestives. Les cellules sécrétrices sont remplies de vésicules de
sécrétion, qui sont d’une teinte bleue foncée et localisées a I’apex de la cellule (figure 30 B). La
membrane péritrophique, tout proche de la surface de I’intestin, est d’une couleur bleu foncé par
rapport au bleu plus clair de la lumiére intestinale (figures 30 A et B). Un petit nombre de cellules,
difficilement reconnaissable sur cette coupe (figure 30 B), représentent des cellules indifférenciées.

Sur une coupe fine provenant d’un autre intestin de tique partiellement gorgéee (pendant 1 jour cette
fois-ci), les différences entre les deux types de cellules sécrétrices et digestives sont visibles au
microscope électronique (figure 31) . Les cellules digestives contiennent beaucoup de petites
vésicules contenant de 1’némoglobine pres de la surface au-dessous des microvillis. De I’autre c6té
de la lumiere intestinale (au centre) se trouve une cellule sécrétrice avec de nombreuses vésicules
destinées a étre excrétées dans la lumiére. Cette cellule est également trés riche en réticulum
endoplasmique granuleux et en appareils de Golgi. A noter encore que les sécrétions dans la lumiére
intestinale sont bien visibles sur cette coupe (figure 31).

27



Figures 30 : Coupe transversale d’un intestin d’l. ricinus femelle partiellement gorgée pendant 5
jours. (A) : 400 x

(B) : 1000 x . L : lumiére intestinale. MP : Membrane péritrophique. H : Hémolymphe.

Les fleches noires indiquent les cellules sécrétrices. Les cercles noirs entourent les vésicules de
sécrétion des cellules sécrétrices.
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Figure 31 : Coupe transversale d’un intestin d’l. ricinus femelle partiellement gorgée pendant 1
jour. Les fleches montrent les vésicules d’endocytose et d’exocytose des cellules digestive et
sécrétrice respectivement. DGC : cellule digestive. SGC : cellule sécrétrice. L : lumiére intestinale
contenant le repas sanguin. M : microvillis. REG : réticulum endoplasmique granuleux. Z : zone de

formation de la membrane peéritrophique, encore tres mince a ce stade (difficilement observable a ce
grossissement).
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Cystatine

L’incubation de coupes transversales avec I’anticorps anti-cystatine a démontré la présence d’un
marquage a tous les niveaux des cellules intestinales. La lumiére intestinale, le cytoplasme des
cellules aussi bien que des structures non différentiées sont recouvertes de grains d’or au stade 5
jours de gorgement (figure 32). Les grains d’or ont été également retrouvés sur une coupe d’intestin
a jeun dans laquelle les noyaux des cellules réagissent fortement a I’anticorps anti-cystatine (figure
33).

Des coupes provenant d’intestins de nymphes du laboratoire partiellement gorgées pendant 2 a 3
jours et infectées par des spirochétes ont été incubées avec I’anticorps anti-cystatine pour observer
si celui-ci se fixait a la surface des borrélies. Aucun résultat positif n’a été obtenu, les bactéries
n’étant pas identifiables, voir absentes des coupes. Les contrbles négatifs des coupes incubées sans
anticorps primaire anti-cystatine (mais avec I’AC secondaire marqué a I’or) ne contiennent aucun
grain d’or.
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Figure 32 : Coupe transversale d’un intestin d’l. ricinus femelle partiellement gorgée pendant 5 jours.
Agrandissement x 37800. Dilution de I’anticorps primaire anti-cystatine : 1/100. L : lumiére contenant le
repas sanguin. M : Microvillis. Les grains d’or ne sont distribués sur aucune surface précise.

Figure 33 : Coupe transversale d’un intestin d’l. ricinus femelle & jeun. Photo au niveau d’une cellule
intestinale. Agrandissement x 28350. Dilution de I’anticorps primaire anti-cystatine : 1/100. N : noyau
contenant les grains d’or.
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Allergene

L’incubation de coupes transversales avec I’anticorps anti-allergéne a démontré la présence d’un
marquage exclusif au niveau de certaines vésicules de sécrétions des cellules sécrétrices, depuis le
jour 1 de gorgement jusqu’au jour 6. Les grains d’or sont en quantité plus faible aux stades 1 et 6

jours. Le contrdle négatif sans anticorps primaire anti-allergéne ne contient aucun grain d’or (figure
34).

Figure 34 : Coupe transversale d’un intestin d’l. ricinus femelle partiellement gorgée pendant 3
jours au niveau d’une cellule sécrétrice. Agrandissement x 28350. Contr6le négatif sans anticorps
primaire anti-allergéne.
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Jour 1 : seules les vésicules de sécrétions sont marquees a I’or, le cytoplasme de la cellule
sécrétrice ainsi que la lumiére intestinale ne contenant pas de grains d’or (figure 35).

Jour 3 : certaines petites vesicules de sécrétion ne sont pas marquees a I’or (figure 36) ; les grains
d’or sont en assez grand nombre malgré la dilution assez grande de I’AC primaire (1/500). Les
veésicules de sécrétion, lorsqu’elles fusionnent avec la membrane de la cellule avant d’étre relachées
dans la lumiére intestinale par exocytose, perdent leur marquage, seul 2 grains d’or étant encore
présents dans celles-ci (figures 37 et 38). En outre, ces vésicules en exocytose montrent une teinte
plus claire que les autres (figures 37 et 38). Le reste des cellules sécrétrices et les cellules digestives
(figure 37) ne contiennent aucun marquage. La lumiére intestinale, quant a elle, ne contient que
quelques grains d’or isolés, a peine plus nombreux au voisinage des cellules en exocytose (figures
37et 38).

Figure 35 : Coupe transversale d’un intestin d’l. ricinus femelle partiellement gorgée pendant 1
jour au niveau d’une cellule sécrétrice. Agrandissement x 51750. Dilution de I’anticorps primaire
anti-allergéne : 1/100. La fleche indique les vésicules de sécrétion contenant les grains d’or. SGC :
cellule sécrétrice. L : lumiére.
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Figure 36 : Coupe transversale d’un intestin d’l. ricinus femelle partiellement gorgée pendant 3
jours au niveau d’une cellule sécrétrice. Agrandissement x 51750. Dilution de I’anticorps primaire
anti-allergéne : 1/500. Les fleches indiquent les vésicules de sécrétion contenant les grains d’or.

Figure 37 : Coupe transversale d’un intestin d’l. ricinus femelle partiellement gorgée pendant 3
jours au niveau d’une cellule sécrétrice. Agrandissement x 37800. Dilution de I’anticorps anti-
allergéne : 1/250. La fleche indique la vésicule de sécrétion contenant les grains d’or. Les cercles

noirs entourent quelques grains d’or contenus dans la lumiere intestinale. L : lumiere. M :
microvillis. VE : vésicules en fin d’exocytose.
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Figure 38 : Coupe transversale d’un intestin d’l. ricinus femelle partiellement gorgée pendant 3
jours. Agrandissement x 37800. Dilution de I’anticorps primaire anti-allergéne : 1/100. La fleche
indique la vésicule contenant les grains d’or. Les cercles noirs entourent quelques grains d’or
contenus dans les vésicules d’exocytose et dans la lumiére intestinale. DGC : cellule digestive.
SGC : cellule sécrétrice. P : pli de la coupe. L : lumiére de I’intestin contenant le repas sanguin.
VE : vésicules en train d’étre exocytosees.
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Jour 5 : Les vésicules de sécrétion montrent toujours un fort marquage (figures 39 A, B, et C),
certaines n’étant pas marquées du tout. Les cellules digestives n’ont toujours aucun marquage
(figure 39 A). L’appareil de Golgi est aussi marqué a I’or (figure 39 C).
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Figures 39 A, B, C : Coupes transversales d’un intestin d’l. ricinus partiellement gorgée pendant 5
jours au niveau de cellules sécrétrices. Agrandissement x 51750 (A, B, C). Dilutions de I’anticorps
primaire anti-allergene : 1/500 (A, B) 1/250 (C). Les fléeches noires indiquent les vésicules de

sécrétion marquées avec les grains d’or. SGC : cellule sécrétrice. DGC : cellule digestive. G :
appareil de Golgi.
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Jour 6 : Les vésicules de sécrétion contiennent moins de grains d’or qu’aux stades précédents,
malgré la concentration de I’anticorps primaire plus grande (1/100). Le reste de la cellule, les
microvillis, la membrane péritrophique et la lumiere ne contiennent aucun marquage (figure 40).
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Figure 40 : Coupe transversale d’un intestin d’l. ricinus femelle partiellement gorgée pendant 6
jours au niveau d’une cellule sécrétrice. Agrandissement x 51750. dilution de I’anticorps anti-
allergene : 1/100. Les fleches indiquent les vésicules de sécrétion contenant les grains d’or. M :
microvillis. L : lumieére intestinale. MP : membrane péritrophique.

Des coupes d’intestins gorgés a 2 et 3 jours provenant de nymphes du laboratoire infectées par des
spirochétes ont été incubées avec I’anticorps anti-allergéne pour observer si celui-ci se fixait a la
surface des borrélies. Aucun résultat positif n’a été obtenu, les bactéries n’étant pas identifiables,
voir absentes des coupes. Les controles négatifs des coupes incubées sans AC primaire anti-
allergene (mais avec I’AC secondaire marqueé a I’or) sont négatifs, sans aucuns grains d’or (photo
non-montrée ici).
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V. Discussion

27



IV. 1. Preparation des tiques pour I’isolement de I’ARNm

Les tiques partiellement gorgées ont été récoltées 5 jours exactement apres la mise sur oreilles de
lapins. Ce stade a été utilisé pour I’isolement de génes spécifiques car les tiques sont assez grosses a
ce moment-la sans pour autant étre en phase rapide de croissance, ou I’intestin ne devient alors plus
qu’un énorme « sac » rempli sang. De plus, toutes les différentes cellules intestinales sont présentes
a ce stade-la et en activité (Diehl, comm. personnelle). Enfin, Baertschi (1998) avait obtenu de
I’ARNmM en quantité suffisante avec ce stade-la. Néanmoins, cette dénomination « gorgées 5 jours »
doit étre prise avec précaution. En effet, les oreilles des lapins n’ont pas été surveillées chaque jour
pour tous les lots des tiques pour savoir si ces dernieres s’étaient fixées des le premier jour. Ceci
peut donc un peu modifier les résultats. Lors des récoltes aprés 5 jours d’engorgement, certaines
tiques étaient peut-étre a 3 jours de gorgement seulement, en phase lente de croissance, alors que
d’autres avaient peut-étre déja commence leur phase rapide de croissance. Lors de la dissection de
glandes salivaires provenant de femelles d’l. scapularis gorgées, Valenzuela et al. (2002) écrivent
qu’ils ont probablement obtenu des génes exprimés représentant un large spectre d’états
physiologiques. En moyenne cependant, les tiques récoltées dans notre travail étaient de taille a peu
prés semblable, méme si leurs poids n’ont pas été notés. Vers la fin de cette étude, un seul lot de
tiques destiné a la microscopie électronique a été surveillé au cours du repas sanguin sur oreilles de
lapin : apres avoir mis les tiques le matin a 9 heures, I’aprés-midi a 14 heures tous les individus
s’étaient fixés. Le stade récolté était donc bien 5 jours. Les tiques de ce lot correspondaient en
moyenne au stade 5 jours utilisé au début de ce travail pour la constitution des banques et pour
I’hybridation soustractive. Ces tiques avaient un poids moyen a ce stade 5 jours de 25-30 mg. Elles
n’étaient probablement pas encore en phase rapide d’engorgement (Diehl, comm. personnelle) donc
I’activité digestive était encore vraisemblablement bien présente, puisque celle-ci chute lors de la
phase rapide d’engorgement (Akov, 1982 ; Coons et Alberti, 1999).

IVV.2. Caractéristiques des banques d’ADNc

Des contaminations avec probablement de I’ADN génomique sont présentes apres I’isolement
direct d’ARNmM provenant des tiques non-gorgées (2 bandes dans les trés hauts poids moléculaires
sur gel d’agarose). En raison du nombre trés grand de tiques & jeun nécessaires a ce travail, nous
avons néanmoins décidé de travailler avec ce matériel. Avec les tiques partiellement gorgées
pendant 5 jours (dont le nombre nécessaire a la dissection est moins important), une étape
intermédiaire comprenant I’isolement de I’ARN total avant I’ARNmM a été ajoutée au protocole. Non
seulement la pureté finale de I’ARNm obtenu a été augmentée, mais également la quantité. Ainsi,
lors de la RDA, ou seuls les génes spécifiques aux tiques partiellement gorgées pendant 5 jours sont
amplifiés, les contaminations contenues dans la population de tiques a jeun ne se retrouvent pas.
L’ARNm des deux populations de tiques est différent car il constitue des génes exprimés
spécifiques pour deux stades de vie de la tique. Ces 2 états physiologiques différents se reflétent au
niveau de I’ADNc, le profil des tiques partiellement gorgées présentant 3 bandes de plus forte
intensité, alors que celui des tiques a jeun est uniforme. Ces divergences se retrouveront ensuite
dans la configuration du témoin et de la cible lors de la RDA.

Ces bangues d’ADNCc sont importantes car elles contiennent tous les génes intestinaux exprimés
chez les tiques a jeun et partiellement gorgées pendant 5 jours. Ces banques permettraient la
recherche d’un géne spécifique en prenant des amorces dégénérées ou des sondes homologues a des
parties conservées de génes connus chez d’autres organismes que les tiques. Il suffit d’isoler le
clone contenu dans I’une ou I'autre des banques sur lequel la sonde se lie. Plusieurs auteurs ont
travaillé de cette maniere en passant au crible une banque d’ADNCc de tique (compléte ou provenant
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des glandes salivaires) avec des amorces ou sondes homologues. Ainsi, des genes codant pour des
substances comme une cathepsine L (Renard et al., 2000), sérine protéase (Mulenga et al., 2001),
peroxyredoxine (Tsuji et al., 2001), nucléotidase (Liyou et al ; 1999; 2000), protéine anticoagulante
(Joubert, 1998), lipocaline (Sangamnatdej, 2002) et défensine antibactérienne (Nakajima et al.,
2001) notamment, ont été découverts. Mais avec cette technique, des genes exprimés se trouvant
également chez les tiques a jeun pouvaient étre obtenus. C’est ce qui est arrivé avec les enzymes
peroxyredoxine (Tsuji et al.,, 2001), nucléotidase (Liyou et al., 1999 ; 2000), lipocaline
(Sangamnatej et al., 2002) et défensine (Nakajima et al., 2001) notamment, qui se retrouvent chez
les tiques a jeun. Cette technique de criblage de banque par une sonde ou amorces homologues n’a
pas été réalisée dans cette étude, car nous voulions obtenir plusieurs génes impliqués dans la
physiologie de la digestion (et pas uniqguement un géne comme c’est la cas avec le criblage d’une
bangue a I’aide d’’une sonde). De plus, concernant la membrane péritrophique par exemple, des
amorces homologues n’ont pas pu étre fabriquées pour analyser les banques car les séquences des
péritrophines formant la membrane péritrophique sont trés peu conservées ; méme entre especes
proches, de grandes différences sont présentes (Tellam et al., 1999). La méthode utilisée ici a été
donc I’analyse aléatoire de plusieurs clones contenus dans la banque des tiques partiellement
gorgées pendant 5 jours. Ainsi, 17 clones sélectionnés au hasard (nous avons mis fin au séquengage
aléatoire apreés le 17°™ clone) parmi la banque d’ADNc de tiques gorgées des sous-populations 1
(1100-2000 pb) et 2 (750-1110 pb) ont été analysés. Tres peu d’homologies significatives ont été
obtenues, la majorité étant des séquences inconnues, dont I’implication dans la digestion n’était pas
méme certaine. Seul une séquence isolée a montré une tres grande homologie avec une cathepsine L
décrite chez les tiques H. longicornis (Mulenga et al., 1999b) et B. microplus (Renard et al., 2000)
ainsi que chez divers crustacés. Presque 90 % des séquences nucléotidiques sont identiques ! Cette
enzyme est donc une cystéine protéase, enzyme lysosomale protéolytique par excellence (Sajid et
McKerrow, 2002). Ce résultat n’est pas un hasard, car I’enzyme digestive la plus décrite chez les
tiques est une autre cathepsine, la cathepsine D (Akov, 1982). Cette derniére est tout de méme
différente, car elle fait partie du groupe des aspartique protéases. Les fonctions physiologiques des
cathepsines L sont multiples chez les parasites : dégradation de matrice extracelullaire des
structures de I’hdte pour la pénétration des parasites (Rhoads et Fetterer, 1996 ; Keene et al., 1986 ;
Luaces et Barrett, 1988), implication dans les processus de mue (Lustigman et al., 1996), hydrolyse
des immunoglobulines et du systéeme complément de I’h6te (Renard et al., 2000), hydrolyse de
I’hémoglobine via une cascade de protéases (Renard et al., 2002 ; Sajid et McKerrow, 2002).
Mulenga et al. (1999b) sur H. longicornis, et Renard et al. (2000a) sur B. microplus ont isolé et
cloné des genes codant pour une cathepsine L. Les fonctions de cette enzyme chez ces espéces de
tiques restent cependant assez floues ; Renard et al. (2000) ont néanmoins démontré in vitro une
hydrolyse de I’hnémoglobine de bovin par cette cathepsine L a pH 3.5 seulement, ce qui impliquerait
une action intralysosomale, car le pH de la lumiére intestinale est de 6.5 (Bogin et Hadani, 1973; cf
chapitre 1.3.3). Pourtant, ces auteurs ont démontré la présence d’un peptide signal au niveau de la
partie codante du gene, ce qui prouverait que cette enzyme est sécrétée. De plus, Renard et al.
(2002) ont observé la présence de cette cathepsine au niveau des cellules sécrétrices de I’intestin des
femelles gorgées ; ces auteurs en concluent que cette enzyme interviendrait dans la digestion de
I’hémoglobine dans la lumiére intestinale.

Il est donc difficile de discerner le réle exact de cette cathepsine L chez I. ricinus. Une cathepsine L
a aussi été isolée chez la punaise hematophage Rhodnius prolixus (Lopez-Ordonez et al., 2001),
chez les stades partiellement gorges et a jeun. Celle-ci se trouve uniquement dans I’intestin, ce qui
fait proposer aux auteurs une fonction dans la digestion de sang. La fonction de cette enzyme
pourrait étre la méme chez les tiques. Neanmoins, I’ARNm codant pour cette cathepsine chez B.
microplus a été localisé dans les larves a jeun déja (Renard et al., 2000 ; 2002), ce qui prouverait
que cette enzyme n’est pas spécifique aux tiques gorgees.
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IV.3. Génes spécifiques aux tiques gorgeées

Pour obtenir les genes spécifiques aux tiques gorgées, une technique d’hybridation soustractive a
été utilisée pour éliminer tous les génes communs aux 2 états physiologiques des tiques. En
consultant la littérature, la majorité des auteurs ayant travaillé sur les genes codant pour des
molécules impliquées dans la physiologie des tiques n’ont pas appliqué une telle technique. Les
auteurs ayant travaillé de maniére soustractive pour isoler des génes spécifiques aux tiques gorgéees
sont Bior et al. (2002), Weiss et al. (2002), et Leboulle et al. (2002a).

IV.3.1. Fragments obtenus par RDA

La RDA est une technique avec de nombreuses étapes, mais qui a donné de bons résultats avec les
travaux de Hubank et Schatz (1994) sur deux populations de lymphocytes B, Bowler et al. (1999)
sur deux populations de bactéries, Groot et van Oost (1998) sur deux populations de nématodes
parasites, ou encore Soubes et al. (1999) sur deux clones de Plasmodium falciparum. Seuls
Leboulle et al. (2002a) ont appliqué cette technique a une étude sur les tiques (glandes salivaires
d’Ixodes ricinus) pour identifier les genes exprimés durant le repas sanguin. Cette technique de
RDA, au contraire de la DD (differential Display) RT-PCR - une autre méthode moléculéaire pour
identifier des genes différentiellement exprimés dans deux populations - évite le probleme de la
récupération de « faux positifs » et évite une longue et difficile analyse de tous les produits obtenus
sur gel d’agarose dont la plupart sont inintéressants (Hubank et Schatz, 1994)

Dans notre travail sur I. ricinus, la RDA a permis d’isoler plusieurs fragments de genes spécifiques
impliqués dans la physiologie de la digestion de sang chez les tiques partiellement gorgées pendant
5 jours. L’ADNCc digéré et amplifié est différent chez les tiques gorgées (cible, plusieurs bandes) par
rapport aux tiques non-gorgées (témoin, pas de bandes claires), reflet des différences sur les profils
d’ADNCc aprés RT-PCR. Avec le deuxiéme produit soustractif (DP2), 6 fragments de génes ont été
obtenus ; aprés le 3°™ round d’hybridation (DP3), 2 fragments ont disparu (qui étaient bien
aspécifiques car en prenant de I’ADNCc de tiques a jeun ces 2 fragments ont été amplifiés par PCR)
pour n’obtenir finalement plus que 4 fragments. Ceux-ci sont finalement 3 genes, le géne A étant
formé de deux fragments (fragment A de 250 pb et fragment D de 132 pb) constituants le DP3. La
RDA est donc une bonne technique, mais il est nécessaire néanmoins de faire 3 rounds
d’hybridation soustractive pour bien écarter les génes communs aux deux populations de tiques,
partiellement gorgées et non-gorgées. Groot et Van Oost (1998) écrivent aussi que le DP2 contient
trop de matériels aspécifiques, qu’il faut donc passer par le DP3.

Malgré tout, peu de génes (3 !) spécifiques aux tiques gorgées ont été obtenus ; pourtant, les deux
états physiologiques des tiques sont radicalement différents. D’ailleurs, Leboulle et al. (2002a), qui
ont aussi utilisé la RDA, n’ont pas eu ce probleme en obtenant 27 séquences différentes provenant
des glandes salivaires d’l. ricinus partiellement gorgées pendant 5 jours. Beaucoup plus de génes
exprimés dans I’intestin durant le repas sanguin devraient donc étre présents, notamment des géenes
impliqués dans la constitution de la membrane péritrophique et/ou dans la digestion des protéines
sanguines (enzymes protéolytiques). Par exemple, le géne codant pour une cathepsine L isolée en
analysant au hasard quelques clones présents dans la banque de tiques gorgées n’a pas été retrouve,
comme déja mentionné au chapitre précédent. Cette restriction dans le nombre de génes spécifiques
obtenus peut s’expliquer par plusieurs phénomenes :

1) De ’ARNm préformé pourrait étre présent dans les tiques a jeun. Cet ARNm serait donc
éliminé par RDA, puisqu’il serait commun aux 2 populations. Agyei et al. (1992) ont démontré
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2)

3)

qu’il y a tres peu d’ARNmM dans les tiques a jeun, mais méme en trés petites quantités, celui-ci
peut faire disparaitre ce méme ARNmM présent lui en grande quantité chez les tiques gorgées lors
des 3 rounds d’hybridation de la RDA.

Oaks et al. (1991) ont montré que dans les glandes salivaires de tiques, la synthese d’ARNmM
augmente durant le repas sanguin sans qu’il n’y ait d’activation de nouveaux génes. De ’ARNmM
codant pour la protéine lipocaline et I’enzyme peroxyredoxine a également été observé chez les
tiques a jeun déja, la quantité d’ARNmM augmentant grandement chez les tiques au cours du
repas sanguin (Sangamnatdej et al., 2002 ; Tsuji et al., 2001). Mulenga et al. (1999a) et Akov
(1976) ont également trouvé des enzymes protéolytiques identiques chez les tiques gorgeées et a
jeun, ces enzymes augmentant simplement en concentration chez les tiques gorgées. Les
enzymes protéolytiques présentes intracellulairement dans les lysosomes comme les cathepsines
L, B ou D sans peptide signal (Sajid et McKerrow, 2002) doivent donc se retrouver aussi dans
les tiques a jeun. En effet, les tiques nymphes et adultes non-gorgées ont encore dans leur
épithélium intestinal des endosomes contenant des restes de repas sanguin du stade précédent
qui servent a la tique de réserve de nourriture (Coons et Alberti, 1999 ; Tarnowski et Coons,
1989). Ces endosomes doivent certainement fusionner avec des lysosomes pour digérer le
contenu des endosomes, processus nécessaire a la tique pendant les périodes de jeline prolonge.
Jaworski et al. (1983) ont montré que la quantité de lipides augmente pendant que la quantité
d’endosomes diminue chez les tiques a jeun, preuve d’une digestion. Donc des enzymes
digestifs plutdt intracellulaires doivent également étre présents sous forme d’ARNm chez les
tiques a jeun. Diehl et Vlimant (non-publié) ont également observé la présence d’hémoglobine
dans des endosomes chez les tiques 12 mois apres le repas sanguin, hémoglobine qui serait
disponible pour étre digérée par des enzymes protéolytiques lysosomales pendant la phase entre
deux repas sanguins de la tique.

Les constituants de la membrane péritrophique, sécrétés tres rapidement des le tout début du
repas sanguin (Diehl, comm. personnelle), pourraient étre déja présents sous la forme d’ARNm
préformé chez les tiques non-gorgées.

Tous les génes codant pour des enzymes protéolytiques ou des constituants de la membrane
péritrophique déja présents chez les tiques a jeun ont donc été éliminés par hybridation
soustractive lors de la RDA et n’ont pas pu étre détectés. C’est le cas notamment de la
cathepsine L isolée a partir de la banque d’ADNCc de tiques partiellement gorgée pendant 5
jours. Cette enzyme (ou du moins I’ARNm codant pour elle) est donc slrement présente chez
les tiques a jeun également, ce qui est en accord avec les résultats de Renard et al. (2000) sur B.
microplus et Lopez-Ordonez et al. (2001) sur R. prolixus.

L’enzyme de restriction DpN |1 utilisée pour digérer préalablement I’ADNc des tiques gorgeées
et a jeun ne serait pas tres appropriée. En effet, il est possible que certains génes des tiques
gorgées ne contiennent pas de site Dpnll ; ces génes seraient alors perdus lors des amplifications
par PCR pour générer la cible et par la suite les produits soustractifs. Soubes et al. (1999) ont
d’ailleurs aussi eu ce probleme d’un faible nombre de génes obtenus avec le DP3. Bowler et al.
(1999) et Soubes et al. (1999) suggérent d’ailleurs qu’il faudrait utiliser plusieurs enzymes de
restriction qui coupent fréquemment pour obtenir tous les génes différentiellement exprimés.

Le stade des tiques étudiées n’était peut-étre pas trop approprié. En effet, aprés 5 jours
d’engorgement, méme si les toutes les différentes cellules intestinales ont I’air d’étre en activité
apres observation au microscopie électronique (Diehl, comm. personnelle), certains génes ne
sont peut-étre plus exprimés. En effet, d’aprés Bogin et Hadani (1973), I’activité des enzymes
protéolytiques chez H. excavatum atteint un pic maximal 60-72 heures aprés I’attachement des
tiques, puis ne cesse ensuite de diminuer. Donc certains génes codant pour des enzymes ne
seraient peut-étre exprimés que pendant les 2-3 premiers jours et plus ensuite chez I. ricinus.
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4) La qualité de I’ARNm de départ pourrait influencer les résultat. En effet, vu que les deux
populations d’ARNm n’étaient pas de puretés identiques (la cible étant plus pure que le témoin),
certains ADNc ont pu étre perdus pendant la RDA. Hubank et Schatz (1999) conseillent
d’ailleurs de travailler avec deux populations de départ identiques. Cependant, si des genes
provenant des tiques a jeun n’ont pas été récupérés (dd a I’isolement direct de I’ARNm sans
passer par I’ARN total), cela n’empéche pas I’amplification et I’obtention des genes spécifiques
aux tiques partiellement gorgées pendant 5 jours.

1VV.3.2. Identification des génes soustractifs isolés par RACE

Gréace a la technique de RACE qui permet d’obtenir les parties manquantes de fragments de genes
apres amplification a I’aide d’amorces spécifiques, 3 genes complets ont pu étre caractérisés. Cette
technique a trés bien fonctionné, avec souvent de belles bandes bien nettes lors du second tour
d’amplification avec les amorces GSP2 et Q,. L’orientation de I’ADN dans le sens juste avant les
amplifications est I’étape primordiale pour garantir une séquence correcte. Le fragment D obtenu
par RDA a éte laissé de coté en raison de son absence d’homologies avec des génes connus. Trois
inserts entiers spécifiques aux tiques partiellement gorgées pendant 5 jours ont donc été obtenus :
insert A de 875 pb, insert B de 914 pb, et insert C de 717 pb. Deux de ces inserts (A et C)
correspondraient a peu prés a deux (650 pb et 800 pb) des trois bandes obtenues par RT-PCR a
partir d’ARNmM de tiques partiellement gorgées pendant 5 jours. La troisieme bande sur gel
d’agarose (500pb) représente apparemment un autre gene, présent stirement aussi chez les tiques a
jeun (puisqu’il a été éliminé par RDA) mais en nombre plus faible de copies, puisque cette bande de
500 pb ne se démarque pas sur le profil d’ADNCc des tiques a jeun.

L’insert A code sans aucun doute pour une protéine inhibitrice de la famille des cystatines au sens
strict. Cette protéine d’l. ricinus fait partie des cystatines du groupe I, car la majorité des cystatines
(C, D, S) obtenues suite a la recherche d’homologie par BLASTP appartiennent a ce groupe (Ni et
al., 1998). Le pourcentage d’homologie de 30 % en moyenne est bas, mais plusieurs domaines
communs aux cystatines se retrouvent. En effet, il y a 4 résidus cystéines bien conservés formant les
deux ponts disulfures (localisés du coté C-terminal) typiques des cystatines (Turk et Bode, 1991).
Le pont disulfure en position %cys-cys'® est probablement important pour maintenir la conformation
de la cystatine lors de la liaison a la protéine cible (Bjork et Ylinenjarvi, 1992). De plus, la partie
conservée classique des cystatines constituée de plusieurs acides aminés (QxVxGx ; Turk et Bode,
1991) se retrouve également en positions 65 a 70. Le poids moléculaire d’environ 13-14 kDa ainsi
que le nombre moyen d’acides aminés des cystatines (120 ; Turk et Bode, 1991), correspondent
bien a ce que I’on a obtenu (133 aa pour un poids de 15 kD). Malgré une partie de séquence
similaire au kininogéne, cette cystatine obtenue ne peut pas faire partie de cette famille car son
poids moléculaire est beaucoup trop bas par rapport au poids moyen des autres kininogénes (env. 68
kD pour le LMW et 120 kDa pour le HMW ; Turk et Bode, 1991).

L’insert B montre de tres grandes homologies avec plusieurs glutathion peroxydases (GPx) et
hydroperoxyde glutathion peroxydases (PhGPx) de différentes espéces dont les mammiferes
(homme (Esworthy et al., 1994) ; rat (Pushpa-Rekha et al., 1994)), les vers parasites (S. mansoni
(Wiliams et al.,1991)), ainsi que de nombreuses autres especes animales et végétales non-nommées
et non-discutées ici. C’est le géne qui montre les homologies les plus grandes avec des genes
connus (50 % d’acides aminés identiques en moyenne) sur les trois isolés chez I. ricinus au cours de
ce travail. De plus, méme au niveau de la séquence nucléotidique, des homologies (non-montrées
ici) avec des glutathion peroxydases se retrouvent deja. Pour les deux autres genes cystatine et
allergene, aucune homologie au niveau de la séquence nucléotidique n’a été observée. De grands
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domaines polypeptidiques typiques des glutathion peroxydases se retrouvent dans la séquence
protéique de ce gene d’l. ricinus. De plus, avec une taille de 23.8 kDa avec 205 acides aminés, cette
enzyme a une taille similaire aux autres glutathion peroxydases décrites dans la littérature (de 20-23
kDa pour 170-200 acides aminés).

L’insert C présente surtout des homologies pour des allergenes du groupe Il de plusieurs espéces
d’acariens. Des homologies pour deux autres protéines, présentes dans I’épididyme de I’homme et
le lait de vache, ont été obtenues également. Cependant, ces homologies sont moins grandes
(groupes de 2-3 acides aminés) que les homologies avec les allergenes d’acariens (une grande
homologie de 10 acides aminés et quelques-unes de 3 acides aminés). Cette protéine C est donc plus
proche des allergénes d’acariens. Les pourcentages d’homologie sont assez bas, en dessous de 30
%, mais les structures conservées typiques des allergenes sont toutefois présentes. Tout d’abord,
cette protéine est de taille similaire (12.3 kDa avec 116 aa) aux valeurs moyennes des allergenes du
groupe Il : 13-14 kDa avec 120-130 aa (Thomas et Smith, 1998). Les 3 ponts disulphures
caractéristiques des allergenes 11 (Thomas et Smith, 1998) sont également présents avec 7 résidus
cystéine (5 sont conservés au niveau des allergénes). Toutes ces protéines homologues sont
sécrétées et contiennent un peptide signal, dont certains sont de taille presque identique (peptide
signal constitué de 15 aa dans le travail d’Eriksson et al., 1998) a la protéine allergene d’l. ricinus
(peptide signal composé de 16 aa).

1V.3.3. Cystatine

Les cystatines homologues a celles d’l. ricinus peuvent étre séparées en deux groupes : les
cystatines C, D et S isolées chez les mammiferes principalement (souris, rat et homme), et celles
décrites chez des nématodes parasites (Onchocerca volvulus, Haemonchus contortus, Brugia
malayi). Ces protéines de mammiféres se trouvent a des concentrations relativement hautes dans
plusieurs fluides biologiques comme le plasma séminal, le liquide céphalo-rachidien (LCR) et en
concentration un peu plus basse dans le plasma, la salive et I’'urine (Turk et Bode, 1991). Les
cystatines des nématodes sont présentes dans la cuticule principalement ou dans I’intestin. Aucune
cystatine n’est glycosylée (Turk et Bode, 1991). Les homologies par rapport a la séquence d’l.
ricinus sont un peu différentes dans les deux groupes : avec les cystatines C, D et S, les 4 résidus
cystéines, le domaine *QxVxGVxY" ainsi que les polypeptides “FaxS* et ““PWx® sont conserves.
Avec le groupe des cystatines de nématodes, seuls les deux premiers résidus cystéines (en position
83 et 95) sont similaires a la séquence d’l. ricinus, le domaine “FAxS* ne se retrouve pas, mais par
contre le domaine typique des cystatines ®*QVVxGVxY™ est plus proche de celui d’l. ricinus que
chez les cystatines de mammiféres. Il est donc difficile de dire si la cystatine d’l. ricinus ressemble
plus a I’une ou I’autre des cystatines homologues obtenues, aucune ne sortant significativement de
la moyenne. Il est donc important de détailler toutes les fonctions de ces protéines homologues
obtenues pour trouver une fonction probable de cette cystatine chez les tiques. Cependant, en
regardant dans le détail, la cystatine S de I’hnomme serait peut-étre la plus proche d’l. ricinus avec
ses deux domaines identiques ®HFAIS* et *PWE, Concernant les cystatines des nématodes,
I’onchocystatine serait la plus proche d’l. ricinus avec le plus grand domaine identique
“SQVVAGVXYK?™, Cette cystatine de tique semble étre donc un mélange entre cystatines de
mammiféres et de nématodes.

La cystatine C a été identifiée dans tous les fluides biologiques extracellulaires humains
(Abrahamson et al., 1988). Elle agirait comme un inhibiteur de contrble des cystéines protéases
extracellulaires. Chez la souris, I’ARNm correspondant a la cystatine C a été observé dans tous les
tissus examinés dont I’estomac, le cerveau, I’intestin, le foie, les muscles, la rate, le ceceur, les
poumons, le pancréas, les testicules, I’utérus et I’ovaire, avec la plus grande concentration dans le
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cerveau et les testicules et la plus basse dans le pancréas (Huh et al., 1995). Reed (2000) vont plus
dans le detail et écrivent que la cystatine C est impliquée dans des processus divers tels que
invasion des tumeurs et métastases, processus inflammatoires et quelques maladies neurologiques.
Li et al. (1998) décrivent également la présence de cystatine C dans les cellules tumorales. Olsson et
al. (2000) observent cette cystatine C dans les cellules secrétrices du plexus choroide, dans les
cellules du tissu lymphoide et dans les cellules de Sertoli. Cette protéine est aussi présente dans les
neurones et les cellules gliales partout dans le SNC. Il semble que la principale production de
cystatine C dans le cerveau soit effectuee par les astrocytes (Olsson et al., 2000). Blankenvoorde et
al. (1996 ; 1998) apportent un élément nouveau en écrivant que la cystatine C inhibe la croissance
de Porphyromonas gingivalis. Cet organisme est une bactérie qui n’affecte en principe que la région
buccale, ou elle est responsable de maladies comme la péridontite. Des complications comme des
maladies artérielles peuvent en outre étre dues a cette bactérie si les dents ne sont pas soignées
(Beck, 1998).

La cystatine D a une distribution plus restrictive que la cystatine C ; cela en serait de méme pour la
cystatine S (Freije et al., 1993). Cette cystatine D ne montre aucune activité inhibitrice contre la
cathepsine B, suggérant donc un spectre beaucoup plus restrictif que la cystatine C (Freije et al.,
1993). En effet, cette cystatine D est présente dans la salive, les larmes, mais pas dans le plasma
séminal, le plasma sanguin, le lait maternel ou le liquide céphalo-rachidien (Freije et al., 1993). Son
réle serait de lutter contre les protéases des organismes présents dans la cavité orale (Freije et al.,
1993).

La cystatine S se retrouve dans les glandes parotides et submandibulaires surtout chez I’homme
(Bobek et al., 1991). Cette protéine a egalement un effet contre P. gingivalis, en inhibant les
protéases sécrétées par cette bactérie ainsi que sa croissance (Blankenvoorde et al., 1996 ; 1998).
L’oncocystatine décrite chez O. volvulus (filaire parasite de la peau et des yeux chez I’hnomme), est
sécretée au niveau de la cuticule (Lustigman et al., 1992). Cette protéine a une activité contre les
cystéines protéases, notamment la cathepsine L, qui digérent les protéines cuticulaires (Lustigman
et al., 1996). Cette protéine met fin a cette dégradation de cuticule lors de la derniere mue du
nématode (Lustigman et al., 1996). La cystatine décrite chez B. malayi (filaire parasite du systéeme
lymphatique de I’homme, singe et chat) inhibe les multiples activités des cystéines protéases
trouvées dans les endosomes/lysosomes des lymphocytes B humains (Manoury et al., 2001). Les
parasites filaires pourraient ainsi inactiver le systéme immunitaire de I’héte (Manoury et al., 2001).
La cystatine 1 décrite chez H. contortus (parasite intestinal de ruminants, principalement du
mouton) a été localisée dans le cytoplasme des cellules intestinales. Son r6le serait d’inhiber les
cystéines protéases intracellulaires des lysosomes pour réguler la digestion (Newlands et al., 2001)
au contraire de toutes les cystatines C, D et S décrites, qui sont sécrétées (Newlands et al. 2001).
Une protéine similaire a la cystatine C a été décrite récemment dans la cuticule du nématode
parasite Nippostrongylus brasiliensis (parasite intestinal du rat) (Dainichi et al., 2001), dont la
séquence n’est pas apparue dans les homologies obtenues au cours de cette étude sur I. ricinus.
Cette protéine, contenant toujours un peptide signal pour étre sécrétée, inhibe I’activité des
cathepsines L et B, empéchant ainsi la dégradation de la cuticule du nématode par ces enzymes
protéolytiques contenues dans les leucocytes. En effet, les cystéines protéases et les cathepsines L et
B en particulier, participent au systtme immunitaire de I’héte infecté (Dainichi et al., 2001)
lorsqu’elles sont sécrétées par les leucocytes.

Ces cystatines jouent donc un grand nombre de roles, bien plus que celui uniquement d’inhiber les
cathepsines B, L ou D contenues dans les lysosomes comme on aurait pu le penser au début de ce
travail. La cystatine C est tres importante dans les processus tumoraux et dans le cerveau, mais
celle-ci n’a pas une fonction spécifique dans un tissu particulier ; elle se retrouve en effet un peu
partout ! Il est trés intéressant de voir que la cystatine D agirait contre des protéases étrangeres dans
des endroits ouverts sur I’extérieur que sont les larmes et la bouche. De plus, certains auteurs ont
aussi trouvé une activité de la cystatine D contre la bactérie P. gingivalis. La cystatine S aurait
également une activité similaire contre cette bactérie de la cavité buccale. L activité des cystatines
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de B. malayi et de N. brasiliensis contre les protéases des leucocytes est également intéressante, la
cystatine d’I. ricinus étant peut-étre capable d’inhiber les enzymes des leucocytes contenus dans le
sang de I’hote, et qui, une fois dans I’intestin de la tique, pourraient endommager ce dernier. Cette
cystatine serait ainsi particulierement efficace lors de la phase rapide de gorgement, la ou la
digestion est lente et ou monocytes et autres cellules immunitaires risquent de rester intacts
longtemps, ce qui leur laisseraient le temps de libérer des enzymes protéolytiques qui pourraient
endommager I’intestin. Néanmoins, la majorité des tiques, au vu de leur poids moyen a 5 jours de
gorgement (25-30 mg) ne sont vraisemblablement pas encore en phase rapide (Diehl, comm.
personnelle).

Cette cystatine isolée dans I’intestin d’l. ricinus pourrait, comme deuxieme hypothése, aussi avoir
un role antibactérien contre certaines souches de pathogenes, puisque des substances
antibactériennes ont déja été décrites dans I’intestin des tiques (Hindle et Duncan, 1925 ; Duncan,
1926 ; Kopacek et al., 1999 ; Fogaca et al., 1999 ; Nakajima et al., 2001 ; Podboronov, 1991). Ce
réle pourrait étre similaire aux cystatines D et S contenues dans les glandes salivaires de I’homme
(Freije et al., 1993 ; Blankenvoorde et al., 1996). Une autre fonction possible de cette cystatine
serait tout simplement d’inhiber les protéases digestives, notamment au cours de la phase rapide de
croissance, lorsque la tique ingere énormément de sang pendant que I’activité digestive est faible
(Akov, 1982). Cette fonction serait similaire a la cystatine décrite chez H. contortus, bien que celle-
ci ne soit pas sécrétée. Néanmoins, comme déja mentionné plus haut, les tiques partiellement
gorgées utilisées dans notre étude ne se trouvaient probablement pas encore en phase rapide
d’engorgement. Cette cystatine isolée chez I. ricinus ne peut en tous les cas pas réguler les
cathepsines dans les lysosomes, car cette enzyme est bien sécrétée a I’extérieur de la cellule, comme
en témoigne son peptide signal a I’extrémité N-terminale. Une 4°™ et derniére (mais pas moins
intéressante) fonction de cette cystatine serait d’inhiber une cathepsine L, responsable de la
dégradation de tissus et de matrices extracellulaires par certains parasites. Cette enzyme est sécrétée
par certains endoparasites comme le nématode H. contortus (Rhoads et Fetterer, 1996), I’amibe E.
histolytica (Keene et al., 1986 ; Luaces et Barrett, 1988) ou encore le trématode F. hepatica
(Halton, 1997). En effet, ces trois especes d’endoparasites sont capables de sécréter une enzyme
similaire a la cathepsine L qui leur permet de dégrader fibronectine, laminine, collagéne de type I et
d’autres protéines membranaires ainsi que de détacher les cellules de leur base. Cette enzyme leur
permet donc I’invasion des tissus (Luaces et Barrett, 1988) et I’accés au sang de I’héte (Rhoads et
Fetterer, 1996). Cette enzyme est inhibée par une cystéine protéase inhibiteur, la cystatine du poulet
(Luaces et Barrett, 1988), qui est similaire a la cystatine C (Turk et Bode, 1991) ! Ainsi, chez la
tiqgue 1. ricinus, cette cystatine isolée empécherait peut-étre certaines bactéries (ou autres
endoparasites) que les tiques ingérent lors du repas sanguin et peuvent transmettre (comme les
borrélies), de franchir la membrane péritrophique pour gagner les autres organes, comme les
glandes salivaires. Par exemple, Zung et al. (1989) ont observé que B. burgdorferi pouvait traverser
la membrane péritrophique et Coleman et al. (1997) ont montré que B. burgdorferi pouvait sécréter
une enzyme protéolytique (sérine protéase) nécessaire pour lui permettre de traverser I’intestin. Si
une cystatine est capable d’inhiber la cathepsine digérant les protéines cuticulaires chez O. volvulus
(Lustigman et al.,1992), elle pourrait aussi empécher la dégradation des protéines de la membrane
péritrophique ou de I’intestin en inhibant certaines protéases des endoparasites des tiques. Pour
résumer cette derniére fonction possible, les cathepsines des pathogénes nécessaires a la destruction
de la membrane péritrophique seraient inhibées par les cystatines sécrétées par I’intestin des tiques.

Pour localiser cette cystatine, des anticorps dirigés contre elle ont d0 étre produits. Une protéine
recombinante a pu tout d’abord étre fabriquée a partir de la partie codante de ce géne cystatine.
Cette protéine étant insoluble, I’isolement des corps d’inclusion (protéines insolubles) a été
effectuée, mais d’autres protéines non solubles étaient présentes ensemble avec les protéines de
fusion. L’électroélution a été la seule technique qui a permis de purifier cette cystatine. Cette
technique est longue, surtout pour obtenir beaucoup de protéines, mais permet tout de méme
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I’isolement de protéines relativement pures. Cette technique a d’ailleurs été utilisée avec succes par
beaucoup d’auteurs dont Azzouz (2001). Une digestion enzymatique par la thrombine a permis
d’éliminer la GST pour obtenir uniquement la cystatine, d’une taille d’environ 14 kDa. Des
anticorps dirigés contre cette protéine ont été produits chez les souris Balb/C avec succés. La
quantité d’anticorps obtenue était grande, et leur spécificité était dirigée uniquement contre la
cystatine injectée aux souris.

Une seule bande intéressante a été reconnue sur le profil protéique des intestins gorgés a 6 jours, au
poids moléculaire correspondant a la cystatine (env 14 kDa). Si le rdle de cette cystatine était
d’inhiber les enzymes protéolytiques de I’intestin des tiques ou les enzymes de cellules
immunitaires de I’h6te, on la trouverait préférentiellement lors de la phase rapide d’engorgement,
lorsque la digestion est plus faible (Bogin et Hadani, 1973), plutdt vers la fin du repas sanguin ; 6
jours d’engorgement correspondraient peut-étre a ce stade. Malheureusement, par
immunocytochimie, ce résultat n’a pu étre démontré. En effet, les AC anti-cystatine fabriqués dans
la souris n’ont reconnu aucune structure spécifique. Tous les organites dans les cellules intestinales
(noyau, cytoplasme, lipides vides, etc.) ainsi que la lumiere contenaient des grains d’or. Pire, les
cellules intestinales provenant des tiques non-gorgées étaient également couvertes de grains d’or.
Ce résultat donc est en contradiction avec cette bande obtenue sur Western blot qui n’était
apparemment pas spécifique. Pourtant, les AC reconnaissaient bien la cystatine sur le Western blot
de contrble, et les bandes protéiques provenant des bactéries non-induites n’étaient pas reconnues,
ce qui prouverait tout de méme une certaine spécificité de I’AC anti-cystatine. De plus, comme le
témoin sans anticorps primaire ne contenait pas de grains d’or, ces anticorps anti-cystatine se lient
bien a des épitopes de protéines, mais ceux-ci sont certainement tres présents dans toutes sortes de
structures cellulaires.

Deux hypothéses peuvent étre prises en compte pour expliquer cet échec dans I’immuno-
localisation :

-Un probléme est apparu lors de la fabrication de la cystatine recombinante, qui a acquis une
conformation fausse. Newland et al. (2001) ont eu également ce probléme lors de la fabrication
d’AC anti-cystatine et suggerent que ce probleme pourrait étre evité si la protéine recombinante
etait exprimée dans un systéme eukaryote et non procaryote comme nous I’avons utilisé (bactéries).
-La 2°™ explication serait que les épitopes de cette cystatine sont inatteignables pour les anticorps.
Lorsqu’elle est libérée a I’extérieur de la cellule, cette protéine change de conformation et les AC ne
la reconnaissent plus.

1V.3.4. Glutathion peroxydase

Le nombre tres grand d’homologies obtenues avec la glutathion peroxydase d’Ixodes ricinus (445)
reflete bien la grande quantité d’études traitant de cette enzyme. Toutes les séquences sont assez
semblables, avec un minimum de 45 % d’acides aminés identiques. Parmi le régne animal, les
glutathion peroxydases des vertébrés surtout ont été étudiées ; les articles traitant des invertébrés
étant moins nombreux. Chez les tiques, une seule enzyme de ce type a été décrite succinctement
dans les glandes salivaires (Das et al., 2001).

La partie codante de cette enzyme d’l. ricinus ne contient pas de peptide signal. Vu qu’il y a un
deuxiéme acide aminé méthionine en position 18, il se pourrait que celui-ci soit le véritable codon
« Start ». Dans ce cas-la, un peptide signal constitué de 17 acides aminés apparaitrait. Pushpa-
Rekha et al. (1995) ont découvert que la deuxieme méthionine était le codon « Start » dans la
séquence codante pour une phospholipide hydroperoxyde glutathion peroxydase, ce qui est en
accord avec notre hypothese. La possibilité de la présence d’un peptide signal impliguerait une
fonction extracellulaire chez I. ricinus. Ce changement n’augmenterait toutefois pas le pourcentage
d’homologie avec les autres genes, car les 36 premiers acides aminés ne montrent pas de similarité
avec les banques de données.
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Les glutathion peroxydases sont une famille d’enzymes qui protégent les composants cellulaires
essentiels contre les dommages oxydatifs. Deux types de molécules appartiennent a cette famille :
les glutathion peroxydases au sens stricte (GPx) qui catalysent la réduction des hydroperoxides
pour maintenir I’intégrité des lipides membranaires et de I’ADN (Meister, 1988), et les
phospholipides hydroperoxydes glutathion peroxydases (PhGPx) qui catalysent I’inactivation
réductrices des hydroperoxydes lipidiques dans les membranes pour les protéger (Pushpa-Rekha et
al., 1995). Ces deux enzymes réduisent également le niveau cellulaire du péroxyde d’hydrogene.
Elles ont donc un mode d’action similaire avec plus de 40 % de séquence homologue entre elles
(Pushpa-Rekha et al., 1995). De maniere générale, la majorité des glutathion peroxydases
contiennent un acide aminé spécial, la sélénocystéine, qui comporte dans sa structure un atome de
sélénium. Certaines glutathion peroxydases n’en contiennent néanmoins pas, et elles sont nommées
« sélénium indépendant » (Tang et al., 1995). Il s’agit par exemple de la glutathion peroxydase
isolée chez Brugia pahangi (Tang et al., 1995). Cette enzyme, concentrée dans la membrane de
I’hypoderme et excrétée a travers la cuticule, protégerait la surface de ce nématode contre les
dommages oxydatifs. L’acide aminé sélénocystéine est codé par un codon UGA sur I’ARN
(Chambers et al., 1986) qui est normalement le codon « Stop ». Le vrai codon « Stop » a la fin du
géne est alors UAA (Etienne, 1998). Chez les glutathion peroxydases « sélénium-indépendantes »,
le codon UGA est transformé en UGC ou UGU codant pour I’acide aminé cystéine. Toutes les
enzymes « sélénium-indépendant » des mammiferes contiennent un peptide signal pour étre
sécrétées; la majorité des glutathion peroxydases « sélénium dépendant » sont quant a elles
intracellulaires (Tang et al., 1995) . Dans la séquence de la glutathion peroxydase d’l. ricinus, il n’y
a pas de codon UGA (a part le codon « Stop ») mais uniquement des UGC (comme par exemple en
position 9) codant pour des cystéines. Il n’y a donc pas d’atome de sélénium. Vu que cette enzyme
est la premiére gutathion peroxydase isolée a partir  d’intestins de tiques, des études
supplémentaires sont nécessaires pour Vérifier si I’absence d’un atome de sélénium implique une
fonction extracellulaire chez les tiqgues comme c’est la cas avec les glutathion peroxydases des
mammifeéres. L’enzyme antioxydant similaire & une glutathion peroxydase isolée dans les glandes
salivaires d’l. scapularis (Das et al., 2001) n’entre pas en compte ici car aucune indication n’est
fournie par les auteurs sur la présence ou non d’une sélénocystéine dans la séquence protéique de
cette enzyme.

Les glutathion peroxydases du regne animal ont été localisées dans les testicules du rat
principalement, mais aussi dans I’intestin, le foie, la rate, les reins, les poumons, le cceur, le cerveau
(Pushpa-Rekha et al., 1995). Elles se trouvaient dans le cytoplasme, les mitochondries (dans
I’espace intermembranaire), les membranes plasmiques et nucléaires. L’isolement d’une glutathion
peroxydase chez I’homme dans I’intestin gréle, I’estomac, le foie et le c6lon surtout (Chu et al.,
1993) est intéressante pour expliquer la fonction de cette enzyme dans I’intestin d’l. ricinus. Chu et
al. (1993) ont démontré la présence spécifique de cette glutathion peroxydase dans le tractus
gastrointestinal chez la souris. Une glutathion peroxydase a egalement été localisée dans la
muqueuse épithéliale a la base des cryptes gastriques et intestinales chez I’lhnomme (Komatsu et al.,
2001). Un réle majeur de ces enzymes contre la toxicité des hydroperoxydes des lipides ingérés
dans le tractus intestinal chez les mammiferes a donc été démontré (Komatsu et al., 2001). Une
fonction similaire peut étre envisagée dans I’intestin des tiques également, mais d’autres études
devraient étre entreprises pour vérifier cette hypothese.

L’héme contenu dans I’hémoglobine du repas sanguin peut générer des réactifs oxygenes qui
peuvent endommager des molécules biologiques. Il peut aussi détruire la couche lipidique des
membranes cellulaires (Oliveira et al., 1999). La présence d’une enzyme ressemblant a une
glutathion peroxydase chez la punaise hématophage R. prolixus a été décrite (Oliveira et al., 1999).
Cette enzyme va détoxifier I’héme et protéger les surfaces cellulaires de I’oxydation (Oliveira et al.,
1999). Pascoa et al. (2002) ont démontré que la détoxification de I’heme avait lieu au niveau de la
membrane péritrophique chez le moustique Aedes aegypti. En se basant sur ces deux articles, il peut
étre envisagé qu’une glutathion peroxydase soit sécrétée au niveau de la membrane péritrophique
chez les insectes hématophages pour détoxifier I’héme. Chez les tiques, la fonction de cette
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glutathion peroxydase se rapproche trés certainement de celle décrite chez les insectes
hématophages, bien que chez les tiques la digestion de I’hémoglobine a surtout lieu a I’intérieur des
cellules intestinales. La présence d’une glutathion peroxydase dans I’intestin des tiques n’a été
démontrée par aucune étude. Das et al. (2001) ont décrit une enzyme antioxydante ressemblant a
une glutathion peroxydase dans les glandes salivaires des nymphes a jeun et gorgées d’l. scapularis.
Ces auteurs pensent que cette enzyme protege les tissus de la tique contre les radicaux oxygenes
sécrétés par les monocytes et macrophages au niveau de la lésion de la peau. Dans I’intestin de la
tique, cette glutathion peroxydase protegerait la surface de I’intestin contre I’oxydation déclenchéee
par I’heme ou par d’autres constituants contenus dans le repas sanguin (comme les radicaux
oxygenes des monocytes et macrophages).

Les fonctions probables de cette enzyme chez I. ricinus sont donc de deux sortes, suivant si le site
d’activite est intracellulaire ou extracellulaire :

-fonction intracellulaire : protection des membranes contre les radicaux oxygénes et peroxydes
d’hydrogéne contenus dans la cellule.

-fonction extracellulaire : protection de la surface de [I’intestin contre I’oxydation et/ou
détoxification de I’héme au niveau de la membrane péritrophique.

Une localisation future par immunocytochimie permettra certainement d’élucider la présence ou
I’absence de cette enzyme dans le compartiment extracellulaire de I’intestin des tiques. Cette
localisation n’a pas été réalisée ici car le travail aurait été trop important en analysant les trois
protéines. Deux était le maximum. Nous nous sommes donc centrés sur les protéines dont les
homologies de séquences étaient les plus intéressantes et mystérieuses, les glutathion peroxydases
étant quant a elles parfaitement connues.

1VV.3.5. Allergéne

Au moins 13 groupes d’allergénes d’acariens ont été caractérisés et clonés (Thomas et Smith,
1998). Ces protéines proviennent en majorité de 5 espéces d’acariens (Thomas et Smith, 1998) : D.
pteronyssimus (famille Pyroglyphidae), D. farinae (famille Pyroglyphidae), E. maynei (famille
Pyroglyphidae), L. destructor (famille Glycyphagidae) et T. putrescentiae (famille Acaricidae). Ces
acariens vivent particulierement dans les poussieres et les lits, ou ils se nourrissent des squames de
la peau (Colloff et Spieksma, 1992). Les allergénes d’acariens proviennent principalement des
feces, particules sphériques de 10-40 nm, qui peuvent facilement étre transportées par I’air (Colloff
et Spieksma, 1992). De nombreux allergénes ont des activités protéolytiques qui peuvent contribuer
a leur pouvoir allergéne (Kawamoto et al., 1999). Les allergenes les mieux caractérisés sont les
groupes | et Il qui sont des protéines de 25 kDa et 14 kDa respectivement. Mais si les fonctions
biologiques du groupe | sont bien connues en étant des enzymes protéolytiques de la famille des
cystéines protéases (Thomas et al., 1998), celles du groupe Il par contre restent beaucoup plus
floues (Ichikawa et al., 1998). Le géne d’l. ricinus montre des homologies proteéiques pour des
allergenes du groupe Il de ces cing especes décrites plus haut. En 1992, Collof et Spieksma
pensaient que ces allergénes Il provenaient de sécrétions épithéliales. Stewart et al. (1992) ont écrit
que les allergénes Il du genre Dermatophagoides sont des lysozymes, affirmation reprise plus tard
par Schmidt et al. (1995). Hakkaart et al. (1997) au contraire ont clairement démontré dans le
détails que les allergénes du groupe Il n’ont pas d’activité lysozymatique. Il semble maintenant que
cette fonction comme lysosyme soit définitivement abandonnée (Thomas et Smith, 1998). Schmidt
et al. (1995) ont localisé I’allergéne 11 de L. destructor dans le tractus digestif et les pellets fécales,
indiquant que cet allergene est impliqué dans la digestion. Park et al. (2000) ont localisé
specifiquement I’allergene Il de D. pteronyssinus dans les pellets fécales et I’intestin postérieur.
Van Hage-Hamsten et al. (1995) ont isolé I’allergene 11 de L. destructor dans la région buccale et
dans I’intestin. Ichikawa et al. (1998) ont démontré que I’allergéne Il de D. farinae se lie a la
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surface d’E. coli. D’apres ces derniers auteurs, cet allergene serait un composant du systeme de
défense antibactérien inné chez les acariens. Aucuns des allergénes du groupe Il ne sont des
protéines glycosylées (Thomas et Smith, 1998).

Ces allergenes du groupe Il ressemblent également a des protéines sécrétées dans I’épididyme des
mammiferes ou le lait des bovins (Ichikawa et al., 1998), comme les homologies de séquences
obtenues dans ce travail sur I. ricinus le montrent. Le géne codant pour la protéine EPV20 isolée a
partir du lait de bovin est également exprimé, outre les glandes mammaires, dans les reins, la rate, le
foie, mais pas dans les testicules (Larsen et al., 1997). La fonction de cette protéine est
completement inconnue (Larsen et al., 1997). La protéine isolée dans I’épididyme de I’homme
(HE1) ou de la souris (ME1) n’est pas mieux définie fonctionnellement. Ces deux derniéres
protéines, qui sont secrétées, ont eté localisées dans les cellules épithéliales bordant les canaux de
I’épididyme (Nakamura et al., 2000). Elles seraient éventuellement impliquées dans I’enlevement
du cholestérol de la membrane des spermatozoides (Nakamura et al., 2000). Du fait des homologies
de séquences entre ces protéines et les allergénes du groupe 11, quelques chercheurs ont postulé que
les allergéne du groupe Il seraient également sécrétés dans le tractus reproducteur des acariens
males. Cependant, aucun allergene du groupe Il a été observé ailleurs que dans le tractus gastro-
intestinal et les pellets fécales (Park et al., 2000). Ces protéines EPV20, HE1 et ME1 semblent donc
n’avoir aucun lien de fonction avec les allergénes. Si néanmoins ces allergenes 1l ont une fonction
antibactérienne, on pourrait émettre I’hypothése que la protéine EPV20 montre une activité
similaire dans le lait des bovins.

La structure et la nature cellulaire des systémes digestifs d’un grand nombre d’acariens libres
apparaissent étre similaires a ceux des tiques (Nisbet et Billingsley, 2000). On peut donc émettre
I’hypothese que cette protéine allergéne d’l. ricinus serait également impliquée dans la digestion
comme chez les acariens des poussieres. Peut-étre serait-elle également impliquée dans la défense
antibactérienne comme I’écrivent Ichikawa et al. (1998) pour les acariens.

L adjonction de la protéine allergéne d’l. ricinus dans une culture de borrélies a été entreprise, car,
bien que les tiques transmettent trés bien ces bactéries, il est possible tout de méme que ces
arthropodes luttent contre elles dans I’intestin, et que certaines bactéries parviennent tout de méme a
s’échapper pour gagner les glandes salivaires. En effet, Zhu (1998) a montré que B. burgdorferi
était présente dans I’intestin d’l. ricinus femelle 1 un jour apres le repas sanguin, et que des le
deuxiéme jour du repas sanguin, toutes les bactéries avaient disparues de I’intestin, la cause de cette
disparition étant inconnue. Dans notre travail, nous avons donc mis cet allergéne dans une culture
liquide de borrélies pour étudier si cette protéine avait un effet contre ces bactéries. De plus,
certains auteurs (Diehl, comm. personnelle) soupconnent la présence de substances
antibactériennees dans I’intestin d’l. ricinus. 1l semblerait que cet allergéne ait un effet negatif sur la
croissance et la mobilité de ces borrélies (observation préliminaire). Mais il faudrait encore faire
d’autres tests pour étre sdr de ce résultat. En effet, le simple fait d’ajouter une substance non
protéolytique dans le milieu de culture des bactéries peut avoir des conséquences dramatiques
(Diehl, comm. personnelle). 1l faudrait réaliser d’autres études pour vérifier si la pression osmotique
et le pH sont changés. Pour résumer, on ne peut pas admettre ici avec certitude que cet allergéne ait
un gquelconque effet antibactérien envers B. burgdorferi.

Pour localiser cet allergene dans I’intestin d’l. ricinus, des anticorps dirigés contre cet antigene ont
été produits. Une protéine recombinante a pu tout d’abord étre fabriquée a partir de la partie codante
de ce gene allergéne, comme avec le géne cystatine. Cette protéine étant insoluble, I’isolement des
corps d’inclusion (protéines insolubles) a été effectuee, mais d’autres molécules non solubles
étaient a nouveau presentes ensemble avec les protéines de fusion. Eriksson et al. (1998) ont décrit
également la formation de corps d’inclusions par I’allergéne de T. putrescentiae. L’électroélution a
été donc a nouveau utilisée avec succes, suivie de la digestion enzymatique avec la thrombine. A la
fin, I’allergéne pur a été récupéré. Des anticorps dirigés contre cette protéine ont été produits chez

27



les souris Balb/C avec succes. La quantité d’anticorps obtenue était grande, et leur spécificité était
bien dirigée uniquement contre I’allergéne injecté aux souris, comme cela a été prouvé sur Western
blot.

L’anticorps a démontre la présence d’un antigene des le deuxiéme jour de gorgement sur Western
blot, mais en quantité faible. Aux 3°™, 4°™ et 5°™ jours, la protéine est bien présente ; dés le 6°™
jour, elle diminue pour étre absente dés le 7°™ jour. Ces résultats ont été confirmés et complétés par
immunocytochimie et microscopie électronique. Le traitement préalable des coupes au
paraformaldhéyde a beaucoup endommagé les structures cellulaires, qui sont devenues souvent
difficilement reconnaissables. Néanmoins, cette protéine a été localisée dans les vésicules de
sécrétion des cellules sécrétrices uniquement. Toutes les vésicules de sécrétion ne sont pas
marquées, d’autres protéines en plus de cet allergéne étant probablement sécrétées. Cette protéine
est déja présente en treés faible quantité (trés peu de grains d’or) dans des vesicules de cellules
intestinales chez les tiques a jeun (Vlimant, comm. personnelle) méme si le géne codant pour cette
protéine n’a pas été observé suite a I’amplification a partir d’ADNc de tiques non-gorgées avec les
amorces spécifiques a cet allergéne. Au premier jour d’engorgement, des grains d’or s’observent
également, preuve de la présence de I’allergene. Sur Western Blot par contre, aucune bande
n’apparaissait des le premier jour. La détection par immunocytochimie étant beaucoup plus
sensible, c’est probablement pour cette raison qu’aucune bande n’apparait avant le 2°™ jour sur
Western blot. En plus, les grains d’or étaient bien moins nombreux dans les vésicules de sécrétion
aux stades 1 et 6 jours qu’aux autres stades. Dés la fin du repas sanguin, cette protéine disparait, ce
qui confirme les résultats du Western blots (négatif a 7 jours de gorgement). Dés que les tiques se
détachent ainsi que 6 jours plus tard, cette protéine n’a plus été observee (Vlimant, comm.
personnelle).

Dés que les cellules secrétrices fusionnent avec la membrane de la cellule pour I’exocytose de leur
contenu, leur marquage a I’or disparait. Quelques grains d’or isolés se retrouvent dans la lumiére
aux abords des vésicules exocytosées, mais ceux-ci sont en faible nombre. Il semblerait donc que
cette protéine se dilue trés rapidement dans la lumiere. Renard et al. (2002) ont également observé
le méme résultat avec I’immunolocalisation d’une cathepsine : celle-ci était présente dans les
vésicules de sécrétion a I’apex des cellules sécrétrices, mais aucun grain d’or n’était présent dans la
lumiere. Ces auteurs en concluent que cette enzyme serait lavée a I’extérieur par I’action d’autres
matériaux solubles, ce qui rendrait presque impossible I’immunolocalisation. L’autre hypothése
serait que cet allergéne, sous forme inactive dans les vésicules de sécrétion, changerait de
conformation en se liant a une autre protéine au contact du pH de la lumiére intestinale ce qui
masquerait les épitopes pour les anticorps.

Les borrélies contenues dans I’intestin d’une tique a jeun (ayant servi de contr6le) provenant de la
nature n’ont pas été reconnues par les anticorps anti-allergenes. Ces mémes anticorps n’ont pas pu
reconnaitre les borrélies dans les nymphes gorgées infectées, car sur les coupes d’intestins, les
bactéries n’étaient pas reconnaissables, voir absentes. Il faudrait recommencer I’expérience, car ces
anticorps anti-allergéne, méme s’ils ne reconnaissent pas les borrélies dans les tiques a jeun,
pourraient se lier aux spirochétes des tiques gorgées. En effet, dés le début du repas sanguin, les
borrélies expriment d’autres protéines de surface (De Silva et al., 1996).
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1VV.4. Conclusions

Ce travail est la premiére étude moléculaire prenant comme matériel de départ I’intestin des tiques
et ne se centrant pas sur la description d’une seule enzyme déja présente chez d’autres especes
animales. Cette étude pionniére sur I. ricinus contribue a élargir les connaissances de la physiologie
de la digestion pendant une partie du repas sanguin chez ce vecteur. Leboulle et al. (2002a et b) ont
effectué une étude similaire sur les glandes salivaires d’Ixodes ricinus en obtenant par hybridation
soustractive les genes spécifiques aux tiques gorgées 5 jours. Les deux études moléculaires de ce
type sont les seules réalisées sur cette espece de tiques.

A part la cathepsine, les molécules obtenues dans notre travail n’ont jamais été isolées dans
I’intestin d’une tique. Deux des ces protéines- la cystatine et I’allergene — pourraient avoir une
fonction antibactérienne. En effet, celles-ci sont sécrétées dans la lumiere du fait de leur peptide
signal. De plus, plusieurs auteurs ont démontré ou supposent une fonction antibactérienne de ces
enzymes chez d’autres especes animales. Chez les tiques, la cystatine lutterait contre les
endoparasites (que les tiques transmettent ou non) en inhibant les protéases de ceux-ci et peut-étre
plus précisément les protéases responsables de la dégradation de la membrane péritrophique et de
I’épithélium intestinal. L’allergéne est moins bien décrit dans la littérature, mais une fonction
antibactérienne a été avancée (Ichikawa et al., 1998). Ces deux protéines n’ont pas une fonction
purement digestive, puisque, en consultant la littérature, de nombreuses substances digestives ont
été retrouvées egalement dans les tiques a jeun, mais en concentration beaucoup plus faible. De
I’ARNmM codant pour ces molécules était donc déja présent dans les tiques a jeun et celui-ci a été
éliminé par I'utilisation de la RDA. Il serait donc nécessaire d’analyser d’une maniére non-
soustractive les banques d’ADNCc de tiques a jeun et partiellement gorgées pour retrouver les genes
codant pour des enzymes digestives protéolytiques et également ceux codant pour la synthése des
constituants de la membrane péritrophique.

Il faudrait tester les deux substances cystatine et allergene contre diverses souches de bactéries (bien
plus que celles que les tiques peuvent transmettre), d’une maniére similaire a celle décrite par
Hindle et Duncan (1925), en cultivant des bactéries sur boite de Petri avant d’y ajouter ces deux
substances. Il faudrait tout d’abord mieux tester I’allergéne contre les borrélies, en respectant le pH
et la pression osmotique, ce qui n’était sirement pas le cas dans notre étude. La culture des
bactéries sur milieu solide serait certainement une bonne maniére. Des tests biochimiques in vitro
devraient également étre entrepris pour mieux caractériser les trois substances décrites.

La glutathion peroxydase a un role digestif bien défini, celui d’empécher les dommages oxydatifs
aux structures cellulaires. La seule inconnue réside dans le fait de sa localisation intra- ou
extracellulaire. Dans le cas d’une présence a I’intérieur de la cellule, cette enzyme empécherait
I’oxydation des lipides membranaires due aux peroxydes d’hydrogene contenus dans la cellule. Si
cette enzyme est extracellulaire, celle-ci protegerait I’intestin contre les dommages oxydatifs de
I’heme, produit provenant de la dégradation de I’hémoglobine, ou d’autres radicaux oxygenes
provenant des cellules immunitaires contenues dans le sang de I’hdte. Il serait donc nécessaire de
fabriquer des anticorps, pour permettre la localisation exacte de cette enzyme et ainsi mieux
comprendre sa fonction.

Il faudrait également réaliser le méme travail d’hybridation soustractive en prenant des tiques a un
stade plus précoce, par exemple a 2 jours de gorgement, pour récupérer ainsi peut-étre d’autres
genes, notamment ceux codant pour la membrane péritrophique.

Ces substances, dont deux (cystatine et allergéne) sont clairement sécrétées dans la lumiére
intestinale, prouvent que les cellules intestinales des tiques sécrétent plus de molécules dans la
lumiere qu’une unique heémolysine qui a été décrite dans la littérature. Ces substances
extracellulaires pourraient permettre la fabrication d’anticorps qui seraient ensuite injectés aux
hotes des tiques, pour observer si ces anticorps contenus dans le sang de I’h6te ingéré pourraient
avoir un effet significativement négatif sur la survie des tiques. Si c’était le cas, la fabrication d’un
vaccin pourrait éventuellement étre envisagée. Les molécules similaires a la glutathion peroxydase
et a I’allergene seraient peut-étre les mieux sujets a la confection d’un vaccin, la fonction supposée
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de la cystatine — inhibition des protéases bactériennes dégradant la membrane péritrophique — étant
probablement moins importante a la survie de la tique.
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