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Figure 1 : Principales structures de la peau .
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INTRODUCTION

| L A PEAU : SA STRUCTURE ET SES PRINCIPALES COMPOSANTES

La peau est un tissu complexe qui constitue umeieba contre les agressions
physiques et chimiques du milieu extérieur [Prokstholl., 2008]. Elle constitue également
une barriére immunologique contre les microorgaeisiui colonisent de fagon transitoire ou
permanente sa surface [Grice et coll., 2011], duqéneétrent au bénéfice d’'une effraction
cutanée, a I'image des bactéries, virus, ou pasasies maladies a transmission vectorielle
[Nestle et coll., 2009]. Outre son rble de protattia peau est également un organe sensoriel
[Birder et coll., 1994]. Elle exerce aussi diverdeactions métaboliques (synthése de la
vitamine D3, par exemple [Holick, 1988]), et pap&E a la régulation thermique de
'organisme. La peau est constituée d’'un épithéliuiépiderme — qui repose sur un tissu
conjonctif — le derme (Figure 1). La peau reposeméme sur le tissu adipeux sous-cutané —

I’hypoderme —, qui assure la jonction entre ceiletdes organes et tissus sous-jacents.
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A L’ EPIDERME ET LES KERATINOCYTES

L’épiderme constitue la couche la plus superfieigle la peau. Son épaisseur est faible,
de l'ordre du dixieme de millimetre, mais varie siml@rablement selon la partie du corps
considérék [Kanitakis, 2002]. L'épiderme est un épithéliumvipaenteux stratifié kératinisé
d’'origine ectodermique. Les kératinocytes y somis ttargement majoritaires puisqu’ils
représentent a eux seuls plus de 95 % des celllded’épiderme [Kanitakis, 2002].
L’agencement et la différenciation des kératinosygermettent d’individualiser quatre
couches successives au sein de I'épiderme [Stetedl., 2006].

La couche basaleest la couche la plus profonde (Figure 2). Ellecemstituée d’'une
seule assise de kératinocytes non différenciés kdeatinocytes basaux. Ce sont des cellules
hautes, cylindriques, dont le grand axe est pelipelaite a la jonction dermo-épidermique.
Elles sont reliées entre elles et aux cellules alecduche épineuse adjacente par des
desmosomes ; elles sont également reliees a la lbasale sous-jacente par des
hémidesmosomes [Kanitakis, 2002]. Les kératinoctesmux sont des cellules souches dont
la prolifération, puis la migration vers les couslseipérieures et la différenciation cellulaire
permettent le renouvellement constant de I'épideiras cellules basales qui migrent dans la
couche épineuseperdent leur morphologie cylindrique, elles s'épkent et prennent un
aspect polygonal. Sur les préparations histologiguel existe une certaine rétraction du
cytoplasme, les kératinocytes de la couche épinees®lent accrochés entre eux par des
épines (d'ou le nom donné a cette couche de cs)lulgui correspondent a autant de
desmosomes permettant I'ancrage des filaments ré¢irkeé [Kanitakis, 2002]. La production

de kératine dans ces cellules augmente, les fillmmknkératine deviennent plus épais et plus

LEn peau fine (paupieres par exemple) son épaissedépasse pas b, alors qu’en peau épaisse (paume des
mains et plante des pieds) son épaisseur peutdréel mm en raison de I'importance de la coucheém

Les kératines sont les composants des filametasnédiaires des cellules épithéliales.
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denses. Les kératinocytes de la couche épineud@piderme forment plusieurs rangées
cellulaires (3 a 4 assises cellulaires en peau din€ a 10 en peau épaisse). c@aiche
granuleuse située au-dessus de la couche épineuse, estefgrané@ a 3 rangées de cellules.
Les kératinocytes de la couche granuleuse sontdpéstis et leur noyau commence a
dégénérer [Stevens et coll., 2006]. Ces cellules saractérisées par I'accumulation de
matériel cytoplasmique majoritairement composéétatine et de lipides. L'aspect granuleux
est dii & la présence de grains de kératohyaéhele petits grains lamellaires riches en
lipides, les kératinosomésLa couche cornéereprésente la couche la plus superficielle de
I'épiderme. C’est elle qui confére le plus a laypea fonction de barriere physique [Proksch
et coll., 2008]. Elle est composée de 5 a 10 assleecellules mortes, les cornéocytes. Ces
cellules sont complétement aplaties, dépourvuesoyau et d’organites intracellulaires, et
leur cytoplasme est composé de kératine et dedfilag. Les cornéocytes les plus
superficiels se détachent de I'épiderme aprés & lgiu ciment intercellulaire et des
desmosomé&sDans certaines régions corporelles (en peau s&paisiquement), on distingue
encore une %couche, la couche clairestfatum luciduh qui correspond a une zone
intermédiaire de transition entre la couche gramdeet la couche cornée et dont le role
principal est de limiter les forces de frictionrentes deux structures [Stevens et coll., 2006].
Outre les kératinocytes, I'épiderme comprend égaidries mélanocytes, les cellules de

Merkel’, ainsi que des cellules immunitaires spécialiséasgine hématopoiétique : il s'agit

3 les grains de kératohyaline contiennent de mekiptopies de profilaggrine. Dans la couche cort&e,

profilaggrine se transforme en filaggrine qui pape a formation de la matrice cytoplasmique deaéducytes.
4 Les kératinosomes déversent leur contenu par eoseylans les espaces intercellulaires de la camhée ;
ils y forment un ciment intercornéocytaire faitldemelles lipidiques.

®La filaggrine agrege les filaments de kératinpezimet leur organisation en faisceaux dans lescaogies.
®Cestle phénomeéne de desquamation.

7 . . . . . :
Ces cellules ont pour fonctions celles de mécammtéurs, et pourraient également exercer desidmsct

trophiques sur les terminaisons nerveuses péripEsiet les annexes cutanées.
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majoritairement des cellules de Langerhans, maisleédgent de Ilymphocytes T,
principalement CD8 [Nestle et coll., 2009]. Les cellules de Langeshaont les cellules
dendritiques de I'épiderme, leur fonction princgpast de capturer les antigénes et de les
présenter aux lymphocytes T CD4prés avoir migré vers les ganglions lymphatiques.
L’épiderme ne contient ni vaisseaux sanguins réseaux lymphatiques. Il est séparé du tissu
conjonctif sur lequel il repose — le derme —, pae lame basale qui constitue la jonction

dermo-épidermique.
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Figure 3 : Principaux éléments de la jonction dermo-épidermiqu
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D’apres http://www.netzwerk-eb.de/e14/e193/e24®kineng.html.
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B LA JONCTION DERMO -EPIDERMIQUE

La jonction dermo-épidermique représente une stracspécialisée de la matrice
extracellulaire, qui sépare I'épithélium sus-jacertépiderme — du tissu conjonctif sous-
jacent — le derme (Figure 3). La jonction dermadépnique est une lame basale, synthétisée
conjointement par les fibroblastes du derme etlgmikératinocytes de la couche basale de
I'épiderme. La lame basale joue un role fondamerwahme support mécanique permettant
I'adhésion entre derme et épiderme. Elle intervéggalement comme support a I'adhésion et
la migration des kératinocytes lors de la restématie I'épiderme aprés blessure cutanée
[Martin, 1997]. Enfin, la lame basale se compogalément comme une barriére régulant les
échanges métaboliques et les migrations celluldireBules de Langerhans, lymphocytes)

entre derme et épiderme [Kanitakis, 2002].
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C LEDERME : FIBROBLASTES ET MATRICE EXTRACELLULAIRE

Le derme est un tissu conjonctif d’origine mésadque sur lequel repose I'épiderme. Il
contient des vaisseaux sanguins, des vaisseawhtigpes, des nerfs, ainsi que les annexes
cutanées (glandes sudoripares, follicules pileugtaetdes sébacées). La diversité cellulaire du
derme est plus importante que celle de I'épidet@re les fibroblastes qui y représentent
les cellules résidentes principales, le derme cemgprégalement de nombreuses cellules
immunitaires spécialisées (cellules dendritiguesmigues, mastocytes, macrophages,
lymphocytes T CD4 lymphocytes T et lymphocytes NKY), et les cellules de soutien des
fibres nerveuses et des vaisseaux sanguins et gtigpks. L'épaisseur du derme, de l'ordre
du millimétre, est plus grande que celle de I'épite mais varie selon la partie du corps
considérée [Kanitakis, 2002]. La surface du derme au contetl'épiderme présente de
nombreuses projections — papilles dermiques — dgunbsquent avec des projections
épidermiques — crétes épidermiques (Figure 1, p@gd interdigitation entre derme et
épiderme renforce la jonction dermo-épidermiqualegmente considérablement la surface
d’échange entre les deux structures. Le dermeivasédn deux couches : le derme papillaire
(en superficie) et le derme réticulaire (en profum)l, séparés par le plexus vasculaire sous-
papillaire ¢ete subpapillar®e Un plexus vasculaire dermique profomdté cutaneumsépare
le derme réticulaire de I'hypoderme sous-jacentdeame, a I'image de I'épiderme, est un
tissu en renouvellement constant qui résulte daguiliére entre synthése et destruction des

composants protéiques de la matrice extracellulaire

8 NKT : lymphocytenatural Killer T.
o L’épaisseur du derme peut atteindre prés de 4 mmiveau du dos, des paumes des mains ou des pliere

pieds.
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Figure 4 : Ultrastructure des fibroblastes
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Figure 5 : Hétérogénéité anatomique et intratissulaire desliilastes
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NOTE. A: Les fibroblastes des régions anatomiques 1-ésgmtent des différences importantes dans leur
expression génique [Chang et coll., 2002]. B : Aingl'une méme zone anatomique, les fibroblastededme
papillaire, du derme réticulaire et les fibroblasissociés aux follicules pileux présentent égailtndes

différences fonctionnelles.
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1 LESFIBROBLASTES

Les fibroblastes sont les cellules résidentescjgrttes du derme. Ce sont des cellules
allongées de morphologie fusiforme ou étoilée. Eorascopie optique, leur cytoplasme est
peu visible, au contraire de leur noyau. En miaopse électronique, on y observe tous les
organites cellulaires habituels et en particuless brganites impliqués dans la synthese des
protéines (Figure 4).

Les fibroblastes du derme représentent une populahétérogéne de cellules.
L’hétérogeénéité des fibroblastes se décline a daugaux : anatomique et intratissulaire
(Figure 5). L’hétérogénéité anatomique relativeadzbne corporelle considérée est liée a
I'origine embryologique multiple de ces cellulessodermique ou neurectodermique [Sorrell
et coll.,, 2009]. L'impact fonctionnel de cette hégénéité anatomique est important : des
études transcriptomiques réalisées sur des fibst@dacutanés issus de sites anatomiques
variés ont montré l'existence de différences sigaifves dans l'expression de génes
impliqués dans la synthese de la matrice extrde@k) dans le métabolisme lipidique, ainsi
que dans les mécanismes de migration et de diffixtdon cellulaire [Chang et coll., 2002;
Rinn et coll., 2006; Rinn et coll., 2008]. Par ailis, au sein d'un méme site anatomique, les
fibroblastes cutanés présentent une hétérogéméitdissulaire, également objectivée par des
différences fonctionnelles entre trois sous-poputeat cellulaires distinctes de fibroblastes :
les fibroblastes superficiels du derme papilldies,fibroblastes profonds du derme réticulaire
et les fibroblastes associés aux gaines des ftaiqoileux [Sorrell et coll., 2004; Pflieger et
coll., 2006].

Les fibroblastes synthétisent les quatre grand&sses des constituants de la matrice
extracellulaire : les collagénes, I'élastine, lest@oglycanes et les glycoprotéines de liaison
(fibronectine et laminines) [Alberts et coll., 2Q1les fibroblastes synthétisent également des

enzymes protéolytiques (métalloprotéases matrssekt sérine-protéases) dont le role
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principal est le clivage des différents constitggmotéiques matriciels [Shapiro, 1998]. Dans
le derme, les fibroblastes sont donc a la foic@dkiles principales de soutien et les maitres-
architectes du remodelage de la matrice extrae@ul Néanmoins, la restriction des
fibroblastes a ce seul réle a longtemps conduibrgsidérer ces cellules comme les moins
spécialisées du tissu conjonctif. C’est oublierdresbreuses autres fonctions jouées par ces
cellules qui sont au centre de nombreux processugglulation cellulaire [Sorrell et coll.,
2009].

Les fibroblastes du derme interagissent avec lges cellules résidentes de la peau,
comme les kératinocytes et les cellules endotleslides vaisseaux dermiques. Des boucles
paracrines permettent une interaction étroite daératinocytes et fibroblastes : la production
d’'IL-1a par les kératinocytes induit notamment la synthpzseles fibroblastes dermiques de
KGF-1'° et de GM-CSE [Maas-Szabowski et coll., 1996], deux facteurscoBssance qui
agissent en retour sur la croissance et la dift@gagion des kératinocytes [Maas-Szabowski et
coll., 2001]. Les boucles paracrines de stimulatetiulaire entre fibroblastes et cellules
épithéliales (kératinocytes, cellules endothéliades vaisseaux dermiques) jouent un role
majeur dans la prolifération et la différenciaticgllulaire épidermique [Yamaguchi et coll.,
1999], dans la constitution et I'organisation dgdiaction dermo-épidermique [Marinkovich
et coll., 1993] ainsi que dans les processus darigation des blessures cutanées [Martin,
1997; Werner et coll., 2007]. Les fibroblastes sdas cellules clés dans la cicatrisation
cutanée aprés une blessure, et ce a toutes lessé&apcessives de ce processus — phase
inflammatoire, phase épithéliale, phase de remgdelgssulaire —, et linteraction des
fibroblastes avec les kératinocytes et les cellateothéliales y contribue largement. De plus,

les fibroblastes jouent un réle important dans iamtlese de la nouvelle matrice

O rGF1 :keratinocyte growth factet.

1 GM-csF .granulocyte/macrophage colony-stimulating factor
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extracellulaire (riche en collagene, fibronectih@@de hyaluronique) et participent ainsi a la
formation du tissu de granulatiGriMartin, 1997]. Enfin, la différenciation des fiislastes
en myofibroblastes, stimulée par I'expression forte de TGE-* et de fibronectine dans la
plaie, confere a ces cellules des propriétés cdiilra qui contribuent au rapprochement des
parois de la plaie [Martin, 1997; Lorena et c@DQ2].

Enfin, les fibroblastes interagissent avec lekited immunitaires spécialisées. Lors d’'un
processus cutané pathologique (tumoral ou infectiquar exemple), les fibroblastes
contribuent au recrutement et a linfiltration deslules immunitaires dans la peau par la
synthése de cytokines et de chimiokines (comme&:IL'IL-6 ou encore MCP-¥) [Brouty-
Boye et coll., 2000; Galindo et coll., 2001; Silekecoll., 2004]. L’expression de CDA@ar
les fibroblastes permet également une interactivect® avec les cellules immunitaires
exprimant CDA40-ligand (lymphocytes B, Ilymphocytes, Tcellules dendritiques,
macrophages ...) [Smith et coll., 1997; Brouty-Boyé @ll., 2000]. L’interaction
CD40/CD40-ligand contribue d’'une part a I'activatides leucocytes recrutés et d’autre part a
'accentuation du recrutement de ces derniéres yma stimulation de la synthése des
chimiokines et cytokines pro-inflammatoires [Bana@a et coll., 1994]. De plus, les
fibroblastes dermiques sont également capablesdudi® la maturation des cellules
dendritiques cutanées, lors de leur migration defaupeau vers les ganglions lymphatiques

de drainage [Saalbach et coll., 2007]. Les fibrstda peuvent ainsi étre considérés comme de

12) e tissu de granulation est un tissu conjonatifiement vascularisé qui remplace le caillot derfébtors de la
phase proliférative du processus de cicatrisatigange. Il est composé d’une matrice extracellldache en

collagéne de type lll, synthétisée par les fibretasa.

13 es myofibroblastes présentent des caractéristigitea-structurales et fonctionnelles proche diesales
muscles avec une forte expressioa-dttine musculaire.

Y16 F$1 : transforming growth factopl.

Bmep-1: monocyte chemoattractant protein

18 ©D40 est un membre de la superfamille des réceptauTNFe.
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véritables cellules sentinelles du systéme immugiteané [Smith et coll., 1997; Silzle et

coll., 2004; Saalbach et coll., 2007].



21 Introduction

2 LA MATRICE EXTRACELLULAIRE

Dans la peau, la matrice extracellulaire est weaa tridimensionnel complexe de
macromolécules au sein duquel les cellules du desmet dispersées. La matrice
extracellulaire n’est pas seulement un échafauddgectural qui supporte les tensions
mécaniques auxquelles le tissu est soumis, elle mwssi un rdle important dans les
mécanismes qui régulent 'adhérence, la migrateprolifération ainsi que la différenciation
cellulaire [Alberts et coll., 2011]. Dans la peda matrice extracellulaire est principalement
synthétisée par les fibroblastes. Parmi les compesanoléculaires de la matrice
extracellulaire, les protéines fibreuses que sesatdollagenes et I'élastine (organisés sous
forme de fibres) représentent les éléments de tateides plus importants. Les autres
éléments protéiques principaux de la matrice eglhadaire (ibronectine, laminine)
contribuent a la fois & organiser les élémentscatraux de la matrice et a favoriser
l'adhérence des cellules a celle-ci. Enfin, des ingdsa polysaccharidiques de
glycosaminoglycané$ viennent constituer une substance de base fortehyeinatée dans
laquelle les protéines fibreuses et les celluleg sBwluses. La matrice extracellulaire est un
tissu dont le remodelage permanent repose surili®#guentre synthése et destruction de ses

constituants : cette derniere fonction est asspagedes métalloprotéases matricielles et des

sérines-protéases.

17 associés de facon covalente avec un corps praglgs glycosaminoglycanes forment des protéoghsan
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Composants principaux de la matrice extracellulaire

Les fibres de collagéne : une molécule de collagést formée par I'assemblage

hélicoidal de trois chaines, la polymérisation des molécules de collagéne perta
formation de fibrilles de collagéne (10 a 300 nmditmmetre) et I'agrégation finale de ces
polymeéres permet la constitution des fibres deagélhe (plusieurs micrometres de diametre)
[Alberts et coll., 2011]. La grande majorité ddwrdis présentes dans le derme sont des fibres
de collagéne de type | et'l: le derme réticulaire contient plus de collagdeeype Ill que

le derme papillaire et les fibres de collagéne gt sus organisées [Kanitakis, 2002]. Les
fibres de collagéne sont responsables de la résestaux tensions mécaniques qui s’exercent

sur le derme.

Les fibres élastiques : les fibres élastiques sonstituées d’'un noyau protéique fibreux

central — I'élastine —, recouvert d’'une gaine derofibrilles. Les microfibrilles sont elles-
mémes principalement composées d'une glycoprotfinse lie a I'élastine — la fibrilline —,
associée a de petites molécules,nésrofibril-associated glycoproteindlFAP) [Alberts et
coll., 2011]. Le réseau de fibres élastiques damedtrice extracellulaire du derme confere a

la peau son élasticité.

La fibronectine : la fibronectine est un dimérenpmsé de deux sous-unitéséunies par

des ponts disulfures a I'une de leurs extrémitéshaque sous-unité est repliée en une série
de domaines fonctionnels distincts, connectés gar sbgments polypeptidiques flexibles

[Alberts et coll., 2011]. Les différents domainesndtionnels représentent des sites

18 pius de 42 génes humains codent des chaidescollagéne différentes et 27 types de collagédmsdtent des
différentes combinaisons d’assemblage de ces chaine
19 bans le génome humain, un seul géne code la fotore, mais I'épissage alternatif des transcritsae

I'origine de nombreuses isoformes différentes dibl@nectine.
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spécifiques d'interaction avec d'une part les dmoasits moléculaires de la matrice

extracellulaire (comme le collagéne ou I'hépariaef'autre part les cellules. Une séquence
particuliere de trois acides aminés — argininelgbfacide aspartiqgue (ou RGD) — constitue
un site d'interaction important pour la fixationsdetégrines et représente ainsi une des

composantes de l'interaction entre cellules etic@gxtracellulaire [Alberts et coll., 2011].

Les laminines : les laminines sont une des comyesarincipales de la lame basale. Il
s'agit d'une famille de protéines flexibles, comg@es de trois longues chaines
polypeptidiques ¢, B et y)*° reliées par des ponts disulfures, arrangées aalsiéme d'un
bouquet a trois fleurs dont les tiges sont enrcugtdes tétes restent séparées [Alberts et coll.,
2011]. Les molécules de laminine jouent un réleemagans I'assemblage et I'organisation

de la lame basale et dans son ancrage aux cdlhd@eson domaine de liaison aux intégrines).

Les glycosaminoglycanes et les protéoglycanes glgcosaminoglycanes (GAG) sont

des chaines polysaccharidiques composées de i@p@titunités disaccharidigusll existe
guatre groupes de GAG - les acides hyaluronigess;Hondroitines/dermatanes sulfates, les
héparines sulfates et les kératanes sulfatesa ' etception de I'acide hyaluronique, tous les
GAG établissent une liaison covalente avec uneépretpour former un protéoglycane
[Alberts et coll., 2011]. Parmi les protéoglycamiistérét, on peut citer le perlécane qui est
un composant de la lame basale, etiégorine qui se lie aux fibres de collagéene et en

controle 'assemblage.

20 Cing types de chaines trois types de chaingset trois types de chainesont connues, mais seules 12

isoformes de laminines sont décrites chez ’homme.

21 Un des deux sucres qui composent le disaccha¥juiitif est toujours aminé et aussi le plus sotigatiaté.
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Les enzymes protéolytiques : métalloprotéases etrig@e-protéases

La capacité des cellules du derme a détruire ldriceaextracellulaire est aussi
importante que leur capacité a la synthétiserset ker a elle. Cette capacité est mise a profit
dans les processus de réparation tissulaire, mgaderdent dans les mécanismes de
prolifération et de migration cellulaire. Ainsi, mé dans un tissu sain, la matrice
extracellulaire n’est pas statique, il s’agit vraim d’'un tissu dynamique soumis a un lent
renouvellement constant. La destruction des conmpesale la matrice extracellulaire repose
sur l'activité d’enzymes protéolytiques (protéasgs) appartiennent principalement a la
classe demétalloprotéaseé’ matricielles ou & la classe d&ines-protéases.

Certaines métalloprotéases comme la collagénasB ¥f\Ngui clive le collagéne de type
| et Il) ou I'élastase MMP12 (qui clive I'élastimies fibres élastiques) sont assez spécifiques,
d’autres comme la stromélysine MMP3 ou la matnigsMMP7 ont une activité catalytique
sur un plus grand nombre de substrats, et le spgmitéolytique de ces différentes
métalloprotéases est parfois chevauchant [Vu dt, @)00]. L'intégrité structurale de la
matrice est obtenue grace a un controle étroitaailité des métalloprotéases matricielles.
La régulation de cette activité est assurée pagoldréle de I'activation des précurseurs
enzymatiques, la sécrétion d'inhibiteurs tissulime métalloprotéases (TIKP et le
confinement de certaines protéases a la surfatelabed (métalloprotéases membranaires
MMP14, MMP15, MMP16 et MMP17) [Vu et coll., 2000Putre leur rdle majeur dans le
remodelage de la matrice extracellulaire, les rofiedtéases matricielles interviennent

également dans le contréle et la modulation deéfpomse inflammatoire et de I'immunité

22| e site catalytique des métalloprotéases contieribn métallique (zinc le plus souvent), d’ou leom.
2 La séquence peptidique du site catalytique déseseprotéases contient toujours une sérine, @&otihom.
SEVIVER matrix metalloprotease

25 TIMP : tissue_inhibitors of metalloproteases
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innée, par leur action potentialisatrice ou inmib@& sur l'activité des cytokines et des
chimiokines [Parks et coll., 2004]. Par exemplanktalloprotéase MMP9 induit le clivage et
I'activation de la chimiokine IL-8 [Van den Steem eoll., 2000]. A linverse, d'autres

métalloprotéases comme MMP1, -3, -13 et -14 induide clivage et l'inactivation des

chimiokines CCL2, CCL8 et CCL13 [McQuibban et gal002].

Des sérines-protéases participent également ad@udtion des composants protéiques
matriciels. L'exemple typique de ces sérines-ps#éaest la plasmine, enzyme clé du
processus de fibrinolyse, et dont le role tissalast moins souvent évoqué. La plasmine est
synthétisée sous forme d'un précurseur inactif — plasminogéne. L'activation du
plasminogéne en plasmine est sous la dépendancevdtaurs du plasminogéne (tFPret
uPA*), eux-mémes contrdlés par les inhibiteurs deifattur du plasminogéne (PAflet
PAI-2). Dans les tissus, la plasmine est capablel@teuire directement les composants
protéigues de la matrice extracellulaire (a I'exm®pdu collagene) [Saksela et coll., 1988],
ou indirectement par I'activation des métalloprst&sa(comme MMP1 et MMP9) [Davis et

coll., 2001].

28 pa :tissue-type plasminogen activator
2T uPA :urokinase-type plasminogen activator

28 PAI : plasminogen activator inhibitor
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D LES DEFENSES IMMUNITAIRES DE LA PEAU

La premiere ligne de défense de la peau contradests pathogénes est la barriere
physique que I'épiderme (et en particulier sa ceuabrnée) constitue. La flore commensale
cutanée contribue également a la protection deda gontre les agents pathogénes, dans la
mesure ou les germes commensaux entrent en coimpétitec les germes pathogénes pour
la méme niche écologique [Alberts et coll., 201 [cette premiére protection s’ajoutent les
défenses immunitaires spécialisées, dont les caanpes innée et adaptative sont étroitement

liées.

1 LA REPONSE IMMUNITAIRE INNEE

La principale fonction du systéme immunitaire irfdéns la peau mais également dans
tous les autres organes) est d’assurer la défemsediate de I'organisme contre les agents
pathogénes, avant que les mécanismes plus spésifigimais aussi plus lents a se
développer — du systeme immunitaire adaptatif nenettent en place. De plus, le systeme
immunitaire inné contribue, par I'intermédiaire deslules présentatrices d’antigenes et des
trés nombreuses molécules de signalisation extndgaiebs qu'il produit, a I'activation des
réponses adaptatives. Le systéme immunitaire ierié@ geau s’articule autour de médiateurs
solubles variés (cascade du complément, peptidasiarobiens, cytokines et chimiokines),
de cellules immunitaires spécialisées, et de aslapithéliales et conjonctives (kératinocytes,

fibroblastes), qui participent a la synthese dediatéurs solubles.
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Figure 7 : Systeme du complément
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La cascade du complément

Le systéme du compléméh(Figure 7) est composé de plus d’une trentainerdeines,
présentes a la fois dans le compartiment plasmatejudans les espaces extracellulaires
tissulaires. Il est organisé sous la forme d’'ungcade enzymatique comportant trois voies
d’activation, un composant central (C3) et une veiéectrice commune. Le systeme
comprend également un ensemble complexe de prst@dgulatrices qui assurent son
contrdle et permettent de protéger les celluleBhd¢e. Lavoie classique(activation initiale
de C1) est initiée par la fixation d’anticorps gipe IgG ou IgM & leurs antigénes cibfesla
voie des lectinegqactivation initiale de la lectine liant le maneqret lavoie alternative
(activation directe de G3 sont initiées par divers résidus (comme le maamasla N-acétyl-
glucosamine pour la voie des lectines, ou le lipygaccharide (LPS) des bactéries a Gram
négatif pour la voie alternative) présents a |daser des microorganismes [Male et coll.,
2007]. Les trois voies conduisent a lI'immobilisatiolu fragmentC3b a la surface du
pathogene, qui déclenche a son tour I'activatisaenposants tardifs du complément (C5 a
C9), dont 'assemblage encemplexe d’attaque membranaire» aboutit a la formation d’'un
pore transmembranaire qui entraine finalement $& lgu pathogene cible. Outre I'action
lytigue directe exercée sur les agents pathogdeespmplément participe €galement au
recrutement des cellules phagocytaires (effets iohattigues de petits composants formés

comme C3a et C5a), a I'induction du processus adgqmtytose (opsonisation de la cible), et a

29 e terme « complément » a été proposé par Palitklen 1897 pour désigner les capacités de cérsgsh
amplifier (ou « complémenter ») les propriétés éacides du sérum.

30 Cette voie nécessite que I'hdéte ait préalablemdéveloppé des anticorps spécifiques contre le
pathogéne cible. A ce titre, la voie classique clmglément est liée & la réponse immunitaire adaptat

31 L’hydrolyse naturelle de C3 permet la génératiempanente a bas bruit de C3a et C3b.
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la sélection de lymphocytes B spécifiques (recaswaamice simultanée des complexes

C3d/antigénes par les récepteurs CR2 et BJRlale et coll., 2007].

Les peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens sont de petites m@@éaationique¥ qui, comme leur nom
'indique, exercent une activité antimicrobienneredie sur un large spectre de
microorganismes (bactéries a Gram positif et nEgdtampignons, parasites, virus). Dans la
peau, les deux principales familles de peptidesmérobiens sont lesiéfensineset les
cathélicidines [Yamasaki et coll.,, 2008], mais d’autres peptigessédant une activité
antimicrobienne y sont également synthétisés, cotanpsoriasine [Glaser et coll., 2005], la
dermcidine [Schittek et coll., 2001], la RNase7 fitha et coll., 2002] ou encore le lysozyme
[Klenha et coll., 1967]. L'unigue membre des catiidines chez I'homme — LL-37 — est
produit par de nombreuses cellules cutanées, intclies kératinocytes, les polynucléaires
neutrophiles et les mastocytes. Les défensinegllssexprimées dans la peau chez ’'homme
sont lesB-défensine¥ : les kératinocytes participent notamment & lar®se de hBD, -2
et -3. Outre leur activité antimicrobienne, les tmgs antimicrobiens ont une activité
chimiotactique sur une large variété de cellulesnimitaires spécialisé®dYamasaki et
coll., 2008] ; ils stimulent également la migratida prolifération et la production de
cytokines par les kératinocytes (a ce titre, ilstdbuent également aux mécanismes de

cicatrisation cutanée) [Niyonsaba et coll., 200/@s peptides antimicrobiens représentent

32 BCR :B cell receptor
3 Les peptides antimicrobiens sont riches en a@desés basiques (arginine et lysine).

34 La distinction entrer-, B- et0-défensines est liée a la répartition des pontdfdi®s qui unissent les feuillets

B dont ces molécules sont constituées ; 'hommeroduyit pas dé@-défensines.

35 hBD : humang-defensin

3 | L-37 stimule le recrutement des polynucléairesutraphiles, des monocytes/macrophages et des

lymphocytes T ; les B-défensines stimulent le recrutement des polynuelga neutrophiles, des

monocytes/macrophages, des lymphocytes T, dedezetlendritiques, et des mastocytes.
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donc d'importants « signaux de dangers », et le@onémergeant d'alarmine » qui leur
est attaché [Oppenheim et coll., 2007] résume Varsgité de leurs effets sur les réponses

immunitaires innée et adaptative.

Activation de la composante cellulaire de I'immunié innée

De nombreuses cellules participent a la réponseuinitaire innée cutanée. Les cellules
immunitaires spécialisées qui résident dans la,p@awui y sont recrutées a la faveur d’'un
processus inflammatoire, en font bien entendu @&t premier plan : il s’agit des cellules
dendritiques (cellules de Langerhans et cellulesnddiéques dermiques), des
monocytes/macrophages, des polynucléaires neukesphdes mastocytes, et des cellules
NK3’ [Nestle et coll., 2009]. Les fonctions principatisces cellules sont :

— la phagocytose : elle est assurée par les cellybagocytaires professionnelles
(macrophages et polynucléaires neutrophiles) ;

— la lyse directe des pathogénes ou des celluksyant internalisés : elle repose sur la
libération dans le milieu extracellulaire du contedes granules des polynucléaires
neutrophiles (lysozyme, hydrolase acide, peptidesmicrobiens) et des cellules NK
(perforine et granzymes) [Male et coll., 2007] ;

— l'apprétement puis la présentation des antigawnescellules de I'immunité adaptative par
les cellules présentatrices d’antigene (cellulesldaques) ;

De plus, les mastocytes [Kumar et coll., 2010] iaqee les principales cellules résidentes
épithéliales (kératinocytes) ou conjonctives (flidestes) de la peau participent également a
I'initiation et la coordination de la réponse inflenatoire générée lors d'un processus

infectieux.

37 NK : natural killer.
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Figure 8 : Les récepteurs de type Toll
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L’activation de ces différents types cellulairescessite au préalable la reconnaissance
sélective des agents pathogénes par ces celluletse @connaissance repose sur des
récepteurs capables de distinguer les immunostitailassociés aux pathogenes (non-soi)
des molécules de I'héte (soi). Ces immunostimulaots fréquemment présents sous forme
de motifs répétés a la surface des pathogenespnetainsi appelés motifs moléculaires
associés aux agents pathogénes PANMPs®. Le peptidoglycane et les flagelles bactériens,
les ilots dinucléotidiques — cytosine polyguani@pG) — non méthylés de 'ADN bactérien et
viral, le LPS des bactéries a Gram négatif, ou ende mannane et la chitine des
champignons font partie des PAMPs les mieux canaég [Alberts et coll., 2011]. Ces
PAMPs sont reconnus par des récepteurs de recsanaisde motif — oBRRs®. Les PRRs
incluent la famille emblématique des récepteursyge Tolf° — ou TLRE* [Medzhitov et
coll., 1997], mais d’autres familles de réceptamame les récepteurs intracellulaires de type
NOD — ou NLRE® — et certains récepteurs de type lectine (& I'eptendu récepteur au
mannose, DC-SIGHK, ou dectine-1 et -2, exprimés notamment par l#sles phagocytaires
mononucléées et les cellules dendritiques) sorneémat impligués dans la reconnaissance
des pathogénes [Kapetanovic et coll., 2007]. A dieeactuelle, dix TLRs fonctionnels
(Figure 8) ont été identifies chez ’lhomme [Kawgkell., 2011]. TLR1, -2, -4, -5, -6, et -10

sont exprimés a la surface des cellules, alorsTquR-3, -7, -8 et -9 sont des récepteurs

38 PAMPs :pathogen associated molecular patterns

% pRR :pattern_recognition receptors

40 Chez la drosophile, la protéine Toll, initialematécrite comme un récepteur cellulaire impliqué sdin
positionnement embryonnaire de I'axe dorso-venéstlimpliquée dans la défense immunitaire antgigue.
AR : Toll-like receptor

42| es TLRs (homologues de la protéine Toll de drbdepont été décrits pour la premiere fois chéofhme a
la fin des années quatre-vingt-dix.

43 NLR : initialement acronyme d&OD (Nucleotide Oligomerization Domain)-like receqst le terme NLR
représente actuellement l'acronyme decleotide-binding domain and leucine- rich repeattaining
molecules

4 bc-sIGN :dendritic_cell-specific intercellular adhesion molde-3-grabbing non-integrin.
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intracellulaires situés dans la voie endosomaladiBk et coll., 2010]. Chez I'homme, les
TLRs sont trés largement exprimés par les cellit@®unitaires, mais également par les
kératinocytes [Nestle et coll., 2009] et les fidestes [Wang et coll., 2011].

La stimulation de ces différents récepteurs adégevoies de signalisation intracellulaire
(et notamment la voie NkB*) qui conduisent & la synthése dgtokines pro-
inflammatoires. Les cytokines contribuent a injtiamplifier et coordonner les réponses
immunitaires innée et adaptative. Il est impossibled’en faire une description détaillée —
tant le nombre et la diversité de ces médiateahsbkes sont grands. Les cytokines sont
classées dans un certain nombre de catégoriesledgmiincipales sont :
— les interleukines : elles sont produites majoetaent par les leucocytes, mais les
kératinocytes et les fibroblastes sont égalemeualias de les synthétiser ;
— les chimiokine® : leur principale fonction (chimiotactisme) eststenuler la migration et
le recrutement cellulaire sur le site d’une réaciiflammatoire ; elles sont produites par les
cellules immunitaires spécialisées, mais aussigsacellules épithéliales et conjonctives ;
— les familles du TN, du TGF (éléments clés du processus inflammataiteles CSH#
(qui contrdlent la division et différentiation desllules d’origine hématopoiétique) ;
— les interférons : les interférons de type | (I&ENet IFN$ en particulier) sont
principalement produits par les cellules infectgasun virus ; I'interféron de type Il (IFN)-
est produit par les lymphocytes T et les cellulds. Bien connus pour leur role dans
'immunité antivirale [Sadler et coll., 2008], le@gerférons sont également impliqués dans la
défense contre les bactéries intra- [Perry et,c@ll05] et extracellulaires [Mancuso et coll.,

2009].

45 NF«B : nuclear factormB.
46 L'espacement des deux premieres cystéines dgfiaire catégories de chimiokines (CC, CXC, C, es@X
47 ) .

TNF :tumor necrosis factor

48 CSF :colony stimulating factor
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2 LA REPONSE IMMUNITAIRE ADAPTATIVE

La réponse immunitaire adaptative est un systéen@lé@ense contre les pathogenes,
propre aux vertébrés. Contrairement a la réponseuimtaire innée, la réponse immunitaire
adaptative se caractérise par sa spécificité arltede I'agent pathogene qui I'induit, et sa
capacité a conserver une mémoire immunologique émend’assurer plus efficacement et
plus rapidement la destruction d’'un pathogene «gonlors d’'une réinfection. Néanmoins,
la distinction dichotomique (dont I'objectif didagptie fait pourtant sens) entre réponse
immunitaire innée et adaptative est tres réductricar les deux systemes sont
interdépendants. L'activation efficace du systémmunitaire adaptatif nécessite par exemple
gu'il soit préalablement stimulé par le systéme imitaire inné, et plusieurs types cellulaires
—de méme que de nombreux médiateurs solublestieipant aux deux systémes. Les deux
bras armés du systeme immunitaire adaptatif {dange a médiation cellulaire et la réponse
de type humorale (médiée par les anticorps) — mypasspectivement sur les lymphocytes de
type T et les lymphocytes de type B (ainsi que feume mature plasmocytaire). Alors que
les lymphocytes B reconnaissent les antigénes igssoaux pathogénes dans leur
configuration native, les lymphocytes T reconnaissies fragments antigéniques apprétés
par les cellules présentatrices d’antigénes, evca®on aux protéines CME

Dans la peau, on retrouve les cellules préseagatrd’antigene capables d'initier la
réponse adaptative : ce sont les cellules dendesigiermiques et les cellules de Langerhans
dans I'épiderme [Nestle et coll., 2009]. Elles stekemple type des cellules situées a
l'interface entre immunité innée et adaptative. éspravoir capté I'antigéne, les cellules
dendritiques quittent la peau par les vaisseauxphatiques pour rejoindre les ganglions
lymphatiques locorégionaux correspondants, au defiquels ils présentent I'antigéne aux

lymphocytes T naifs. La stimulation (spécifiquel’datigene présenté) et I'expansion clonale

49 CMH : complexe majeur d’histocompatibilité.
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des lymphocytes conduisent a la génération d’'undgreombre de lymphocytes effecteurs et
de lymphocytes mémoires. Dans I'épiderme, la mi@atés lymphocytes T résidents sont des
lymphocytes T CD8 mémoires, alors que dans le derme la proportidre édgmphocytes T
CDS8' et lymphocytes T CD4(mémoires pour la plupart) est approximativementivéalente
[Nestle et coll., 2009]. La plupart de ces lymphesyexpriment le marqueur CEAdont
I'affinité pour la E-sélectine (ou ELAM-=3}) — exprimée plus spécifiquement par les cellules
endothéliales d’'un site cutané inflammatoire — prhaur adressage spécifiqgue dans la peau
[Picker et coll., 1991]. Lors d’'un processus inflaatoire cutané, les différentes chimiokines
et autres médiateurs solubles chimiotactiques mdwilocalement contribuent au recrutement
approprié des leucocytes circulants et leur migratiepuis le courant circulatoire vers la
peau, au niveau du site inflammatoire. Les lymphexyl auxilliaires (Thelpep, dont la
capacité a stimuler la production d’anticorps pas lymphocytes B est essentielle pour
I'élimination des pathogénes extracellulaires, ségalement présents dans la peau, en
particulier lorsqu’une réaction inflammatoire s'yoduit. Les Thl, Th2 et Thl7 en sont les
principaux sous-types [Nestle et coll., 2009] ; exegiant, une autre catégorie de lymphocytes
T auxilliaires — les Th22 —sécrétant I'lL-22 maéds l& différence des Th17) pas I'lL-17 ni
I'IFN-vy, semblent également impliqués dans la réponse imtaie adaptative cutanée

[Eyerich et coll., 2009].

cLa: cutaneous lymphocyte-associated antigen

51 ELAM-1 : endothelial leukocyte adhesion molecule 1
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I’ BORRELIOSE DE L YME : ASPECTS EPIDEMIOLOGIQUES ET CLINIQUES

A HISTORIQUE

Les premiéres descriptions de la maladie de Lymi&t® rapportées en Europe des la fin
du XIX® siécle. Buchwald en 1883 [Buchwald, 1883], puiskPén 1894 [Pick, 1894],
décrivaient les caractéristiques cliniques de defugudentifié par Herxheimer et Hartmann
en 1902 [Herxheimer et coll., 1902] comme |'acraodatite chronique atrophiarite(ACA).
La manifestation clinique cardinale de la maladieLgime, I'érytheme migrant, a été décrite
des le début du XXsiécle. Afzelius en 1910 [Afzelius, 1910] décrivan érythéme faisant
suite a une pigdre de tique, évoquant déja aingioksibilité d’une maladie infectieuse a
transmission vectorielle, puis Lipschitz en 1913pg$chitz, 1913] proposa le terme
d’« erythema chronicum migrang®. Garin et Bujadoux en 1922 [Garin et coll., 1988Fnt
les premiers & décrire les manifestations neurqles de la maladié Garin et Bujadoux
décrivaient alors le cas d’'une méningoradiculitevsnue chez un patient ayant présenté un
érytheme migrant. La notion d'une piqlre de tiquéamble et d'un test de Bordet-
Wassermariti positif chez ce patient en I'absence d’argumefitigoes en faveur d’une
syphilis a conduit ces auteurs des cette épogueoquér I'hypothese d’'une spirochétose
transmise par les tiques. Quelques années plus Badnwarth rapporta la premiere
description de méningite lymphocytaire aprés pigigetique [Bannwarth, 1941]. Parmi les

autres manifestations cutanées de la maladie de ignhymphocytome cutané bénin (dont le

%2 'acrodermatite chronique atrophiante est égaléroennue sous le nom de maladie de Pick-Herxheimer.

53 L’érythéme migrant (terme a préférer a celui dtBéyne chronique migrant) est également connu sonsrh
d’érytheme de Lipschiitz.

% Latteinte méningoradiculaire de la neuroborréigsrécoce est également appelée syndrome de Garin-
Bujadoux-Bannwarth.

% e test de Bordet-Wassermann est un test séraledigsé sur la réaction de fixation du complémeitisé a

cette époque pour le diagnostic biologique de [enig.
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terme fut introduit en 1943 par Bafverstedt [Bastedt, 1943], et dont 'usage consacre
désormais le nom de « lymphocytome borrélien p)d&crit pour la premiére fois en 1911
par Burckhardt [Burckhardt, 1911].

Bien que les aspects dermatologiques et neuralegige la maladie aient été identifiés
deés le début du XXsiécle en Europe, il aura fallu attendre le démsg années soixante-dix
pour que soit décrite par Scrimenti la premiéreeolsion clinique de la maladie (un
érytheme migrant) en Amérique du Nord [Scrimer®i7d]. Le nom de la maladie de Lyme
provient de celui de la commune d’Old Lyme (Conivedf Etats-Unis, Figure 9) ol, en
1977, les manifestations articulaires de la maladieété décrites pour la premiére fois par
Steere [Steere et coll., 1977a]. Steere et sesbatiteurs ont ensuite pu établir un lien entre
les manifestations cutanées et articulaires obesragec les autres aspects neurologiques et
cardiaques de la maladie [Steere et coll., 1977H. diverses manifestations cliniques de la
maladie n’ont été finalement regroupées dans leecadsologique de la borréliose de Lyme
gue dans les années quatre-vingt, apres la dédewer’agent étiologique par Burgdorfer
[Burgdorfer et coll., 1982], un spirochéte dontspece typeBorrelia>® burgdorferi porte

désormais le nom.

%6 | a dénomination du genre bactérien est un hommaggmédée Borrel, directeur de I'Institut d'hygiéneale

bactériologie de Strasbourg, de 1919 a 1936.
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Figure 9: Borrelia burgdorferj maladie de Lyme — origine des mots
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NOTE. (A) Localisation géographique de la commune d&I@ime, (Connecticut, Etats-Unis).

(B) Amédée Borreghttp:/iwww.pasteur.friip/portal/action/WebdriveAaEvent/oid/01s-00000f-(8)

(C) Willy Burgdorfethttp:/imww.sciencephoto.com/image/)
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B EPIDEMIOLOGIE DE LA BORRELIOSE DE L YME

La borréliose de Lyme est la maladie a transmissiectorielle la plus fréquente de
I’'hémisphére nord. Elle survient en Europe, en Aquér du Nord, en Asie ainsi que dans
guelques pays du Maghreb, suivant ainsi la digiobugéographique de son vecteur (Figure
19, page 61). En l'absence de systémes de déolarabiligatoire de la maladie dans la
plupart des pays concernés, les chiffres d’incidemapportés sont a considérer avec
précaution : dans une récente revue de la littt¥ate nombre annuel moyen de cas était
estimé a environ 65 000 en Europe, 16 000 en Amérity Nord et 3 000 en Asie [Hubalek,
2009]. En Europe, les taux d’incidence présentémipbrtantes variations géographiques
avec un gradient décroissant d’est en ouest : lies fortes incidences sont observées en
Europe centrale avec plus de 100 cas pour 100 @db@ants en Autriche et en Slovénie
[Hubalek, 2009]. En France, l'incidence de la blioee de Lyme a été estimée a 9,4 cas pour
100 000 habitant$ avec également de fortes variations régionalesjneidences les plus
élevées étant observées dans le Nord-Est (et ¢icybar en Alsace) et dans le Limousin

[Letrilliart et coll., 2005]. Enfin, aux Etats-Unigincidence est estimée & environ 6 cas pour

100 000 habitants et par an [Hubalek, 2009].

%7 Estimation obtenue sur une période d'observatmmedi 1999 a avril 2000.
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C MANIFESTATIONS CLINIQUES

1 ASPECTS CLINIQUES PRINCIPAUX ET HISTOIRE NATURELLE D E LA MALADIE

La maladie de Lyme évolue en deux phases, préebdardive. La phase précoce
localisée (anciennement phase primaire) correspdiapparition d’un érythéme migrant qui
survient apres un délai de quelques jours le musent, et parfois jusqu’a quelques semaines
aprés la piqare de tique. Sa fréquence est variabléonction des études, mais se situe
environ autour de 70 a 80 % des patients préseantanborréliose de Lyme confirmée [Strle
et coll., 2009]. La lésion cutanée évolue génératdrsur plusieurs semaines, voire plusieurs
mois avant de régresser spontanément ; 'admitictral’un traitement antibiotique adapté
permet de réduire la durée globale de son évolution

De facon parfois presque concomitante, ou plusyesttudécalée par rapport a la phase
précoce localisée, peut suivre une phase précgsérdinée. Cette phase précoce disséminée
(anciennement phase secondaire) correspond a $&ndisation du pathogene, par voie
sanguine, vers ses organes cibles profonds (systéenecux central et périphérique,
articulations, cceur, ceil notamment), mais aus=riggels puisque la peau est I'un des sites
de dissémination possible et méme privilégié dealetérie. La dissémination hématogene de
la bactérie peut se traduire par des signes générdype de syndrome pseudogrippal. Les
manifestations cliniques observées a ce stadetsemtvariées avec une prédominance des
formes neurologiques et rhumatologiques ; les ratsi dermatologiques, cardiagues ou
ophtalmologiques étant plus rares. L’atteinte niegique’® se manifeste principalement par
des méningo-radiculites sensitives, et les lodatisa craniennes de la méningo-radiculite

sont fréquentes [Oschmann et coll., 1988Toutes les paires de nerfs craniens peuvent é&tre

58 N - .
On parle a ce stade de neuroborréliose précoce.

59 Dans cette étude, I'atteinte des nerfs craniensamait 47 % des 330 cas de neuroborréliose &tudié
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potentiellement touchées, mais l'atteinte uni- datérale du nerf facial est prépondérante
[Oschmann et coll., 1998], en particulier chez fiéemt [Christen et coll., 1993]. La borréliose
de Lyme représente d’ailleurs en zone d’endémiedaseétiologies les plus fréquentes des
paralysies faciales de I'enfant [Jenke et coll1B¥. Des atteintes méningées ou motrices
périphérigues pures isolées sont possibles, mais f@res ; il en est de méme pour les
atteintes encéphalitiques, cérébelleuses ou méwsllajui surviennent principalement lors de
la phase tardive de la maladie [Strle et coll.,800es manifestations rhumatologiques sont
essentiellement des arthrites inflammatoires, mano{lus rarement oligoarticulaires, qui
concernent principalement les grosses articulattmnsme le genou [Strle et coll., 2009]. Les
manifestations dermatologiques de la phase disg&mprécoce sont représentées par
I'érytheme migrant multiple et par le lymphocytoierrélien (anciennement lymphocytome
cutané bénin). Les manifestations cardiaques ter&liose de Lyme sont principalement en
rapport avec des troubles de la conduction a tgpelat auriculo-ventriculaire [Strle et coll.,
2009]. L'atteinte oculaire peut concerner toutestleniques de I'odit (conjonctive, cornée,
corps vitré, rétine) ainsi que le nerf optique [BgHbi, 2007]. Le spectre cliniqgue des
manifestations oculaires associées a la borrétleseyme étant particulierement large et sa
fréquence particulierement faible, leur diagnodémeure difficile.

Les manifestations tardives de la maladie (ane@eramt phase tertiaire) peuvent
survenir plusieurs mois voire plusieurs annéessafgédébut de linfection ; elles sont de
nature cutanée, neurologique ou articulaire es @lmluent sur un mode chronique. L’atteinte
cutanée tardive de la borréliose de Lyme corresppiACA. Le rdle pathogénique de
Borrelia dans la survenue d’autres dermatoses chroniquamedes morphées, les lichens

scléreux ou encore les dermatites granulomateonsastitielles [Moreno et coll., 2003] a été

®0 bans cette étude, les neuroborrélioses représahd,5 % des cas de paralysie faciale (106 enfacius).

61 , - . . . e D
Dans le cadre d'une neuroborréliose, la symptologi® oculaire peut aussi étre liée a latteinte

meéningoencéphalitique ou a I'atteinte des nerfaierss Ill, IV et VI (oculomoteurs) ainsi que du Yd VII.
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évoqué. Les études dont le diagnostic étiologigtdasé sur la sérologie sont non seulement
contestables par leur méthodologie (la sérologiparenettant pas a elle seule d'apporter la
preuve d'une infection activeBorrelia) mais également contradictoires, les unes affitman
[Aberer et coll., 1985; Aberer et coll., 1987b; Adeet coll., 1987c; Weber et coll., 1988;
Aberer et coll., 1991b] et les autres infirmant fildan et coll., 1987; Hoesly et coll., 1987,
Vaillant et coll., 1992; Akimoto et coll., 1996¢Kistence d'un lien entre infectiorBarrelia

et survenue de morphées/lichens scléreux. Panmi)les études basées sur la recherche de la
bactérie par PCR dans ces lésions cutanées sdeimégd contradictoires, car méme si la
plupart d'entre elles excluent ce lien de causfilitéis et coll., 1993; Ranki et coll., 1994;
Dillon et coll.,, 1995; Fan et coll.,, 1995; Wienecke coll., 1995; Weide et coll., 2000;
Goodlad et coll., 2002], deux études suggerentrudp® que certaines especes particulieres
de Borrelia (B. afzeliiet B. garinii notamment) pourraient étre responsables de masphée
de lichens scléreux dans des zones géographigees déterminées (Allemagne, Japon)
[Schempp et coll., 1993; Fujiwara et coll., 19974. controverse sur ce sujet pourrait étre lié,
en partie au moins, a la confusion des différeatg#és nosologiques, tres proches sur le plan
anatomo-clinique, ainsi qu'a la coexistence, chezméme individu, de ces différentes
manifestations cliniques [Aberer et coll., 1987auSon et coll., 1989; Carlesimo et coll.,
2010]. Les complications neurologigfessont essentiellement des encéphalomyélites
chroniques et des polyneuropathies sensitives ée®mai surviennent principalement chez
des patients atteints d'une ACA, dans les dermasoouncernés par l'atteinte cutanée
[Kindstrand et coll.,, 1997; Oschmann et coll., 199&nfin, les manifestations
rhumatologiques tardives sont caractérisées par atdwites chroniques qui viennent

compliquer I'évolution des arthrites de la phasécpce.

62 R . .
On parle a ce stade de neuroborréliose tardive.
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Une présentation compléete de la maladie — un ényghmigrant apres piqQre de tique,
suivi de manifestations disséminées neurologiquearticulaires, et le développement tardif
d’'une acrodermatite ou de lésions neurologiqueartiaulaires chroniques — est relativement
rare. Si la description schématique de 'histoiaturelle de la maladie sous forme de phases
(primaire localisée, primaire disséminée et tardiywésente un avantage didactique
indéniable, elle présente aussi malheureusememohivénient d’'une vue trop théorique et
parfois décalée par rapport a la réalité des obtiens rapportées par les praticiens de terrain.
Les différentes phases de la maladie peuvent é&eeacchantes et la progression de la
maladie d’'une phase a une autre n’est pas systfmatiiéme en I'absence de traitement, les
manifestations de la phase précoce (localisée sséntiinée) peuvent régresser spontanément
sans jamais conduire au développement des manibestale la phase tardive. Inversement,
la phase précoce peut étre totalement asymptoneatigises manifestations cliniques peuvent
passer inapercues, les manifestations tardivesadendladie survenant alors de facon
inaugurale sans qu'aucun élément de la phase mé®ola maladie ait pu étre décelé.

Le seul signe clinique permettant d’établir deofagormelle le diagnostic de borréliose
de Lyme est la présence d'un érythéme migrant tiagu’'on peut a ce titre considérer
comme une manifestation pathognomonique de la neala@ependant, aux Etats-Unis,
I'existence d’une autre pathologie transmise patigues, le STARF, responsable de Iésions
cutanées de présentation trés similaire a celléédghéme migrant, ne permet pas d'étre
aussi catégorique et doit faire évoquer la poswhldiun diagnostic différentiel [Strle et coll.,
2009]. D’autres manifestations cliniques, commiyt@phocytome cutané bénin et I'ACA, de
diagnostic parfois difficile, sont également extegnent évocatrices d’'une borréliose de
Lyme. Les autres manifestations cliniques de laadial ne sont pas spécifiques de la

borréliose de Lyme : c’est I'exposition possiblalés piqlres de tique en zone d’endémie

8 sTARI : southern_tick-associated rash illnese STARI est di Borrelia lonestari(espéce génétiquement

proche du groupe d@&orrelia des fievres récurrentes), transmise par la tigque Aimblyomma americanum
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associée a des arguments clinigues et des doni@egidues compatibles qui permettent
d’évoquer le diagnostic. A I'exception de I'érythémigrant typique, la positivité d’un test
biologique est requise pour confirmer le diagnodédorréliose de Lyme [Schramm et coll.,
2009].

L’infection parBorrelia est plus souvent symptomatique aux Etats-Unis49fes cas
avec séroconversion) qu’en Europe (<50 % des &tde[et coll., 2009] et la présentation
clinique de la borréliose de Lyme aux Etats-UnisreEurope est différente. Ces différences
sont en partie liées a la distribution géographityaasatlantique tres différente des espéces
pathogenes dBorrelia et a I'existence d’un organotropisme relatif liéespéce ddBorrelia
en cause [Baranton et coll., 2009]. En Amériquéldrd, la borréliose de Lyme se complique
plus souvent d'atteintes articulaires que d’atesnineurologiques et les manifestations
cutanées représentées par le lymphocytome borrétididCA ne sont que trés rarement
rapportées [DiCaudo et coll.,, 1994; Lipsker, 208%je et coll., 2009; Smetanick et coll.,
2010]. Si I'on excepte les exceptionnelles idecdifions deB. bissettii chez 'homme,

B. burgdorferiss est la seule espéce pathogéne présente asstUsiat{Girard et coll., 2011],

et toutes les manifestations cliniques de la biesélde Lyme qui y sont observées lui sont
entierement attribuées. A l'inverse, toutes les2esp pathogénes actuellement connues sont
présentes en Europe, y compBslusitaniae[Collares-Pereira et coll., 2004B. valaisiana
[Diza et coll., 2004; Saito et coll., 2007] &t bissettiifRudenko et coll., 2009b], méme si les
descriptions cliniques sont rares et parfois seget discussion [Baranton et coll., 2009], et
quatre d'entre elles sont plus fréquemment observébez I'homme : B. garinii,

B. bavariensis B. afzelii et B. burgdorferiss. De facon schématique, en Europe
B. burgdorferiss est plus souvent associé aux manifestatiomtsilaites de la borréliose de
Lyme [Jaulhac et coll., 2000B. garinii et B. bavariensisaux manifestations neurologiques

[Ruzic-Sabljic et coll., 2001; Fingerle et collQ@B] etB. afzeliiaux manifestations cutanées
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(lymphocytome et ACA) [Lenormand et coll., 2009; &anick et coll., 2010]. Cependant,
I'organotropisme attribué aux différentes espécesBdrrelia n’est pas exclusif. A titre
d’exemple, bien quB. afzeliisoit I'espéce la plus souvent associée a '’ACAZiRBabljic et
coll., 2002], trois autres especes B- burgdorferiss, B. garinii et B. valaisiana — ont
également été occasionnellement détectées danésitmss d’ACA [Rijpkema et coll., 1997;

Picken et coll., 1998].
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Figure 10: Manifestations cutanées de la borréliose de Lyme

NOTE. (A, B, C) Erythéme migrant. (D, E, F) Lymphocyternorrélien. (G, H, I, J) Acrodermatite chronique

atrophiante.
lllustrations : Mullegger et coll., 2008 ; Strle @dll., 2008 (dans Current problems in dermatoleglipsker D, Jaulhac B, eds ; Karger) ;

Stanek et coll., 2003 ; http://www.zeckenrollenZdmkenschutz/Zecken-und-Krankheiten#.
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Figure 11: Aspects histologiques des manifestations cutadéda borréliose de Lyme

NOTE. (A, B) Erythéme migrant. (C, D) Lymphocytome b#ien. (E, F) Acrodermatite chronique atrophiante.

lllustrations : Strle et coll., 2008 (dans Currpritblems in dermatology — Lipsker D, Jaulhac B, ;@darger)
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2 MANIFESTATIONS CUTANEES DE LA BORRELIOSE DE LYME

L’érytheme migrant

L’érytheme migrant est a la fois la plus fréequedes manifestations cliniques de la
borréliose de Lym¥ et la premiére & apparaitre aprés le début dfediion [Berglund et
coll., 1995] : c'est la manifestation cardinale kdemaladie. L’érytheme migrant débute
quelques jours a quelques semaines apres le débuf’irdection par une Iésion
maculopapuleuse érythémateuse, centrée par ledsitéa piglre de tique, qui s’étend
progressivement de maniére annulaire et centrifigeune période de quelques jours a
guelques semaines pour former une Iésion cutanéeeant atteindre jusqu'a plusieurs
dizaines de centimétres de diametres [Mulleggecadit, 2008]. Bien gu’inconstant, un
éclaircissement central progressif partiel ou tdtalla Iésion peut survenir et lui donner son
aspect annulaire typique a centre clair et a berdnftammatoire. La bordure active de la
|ésion représente le front de migration @esrelia dans la peau et la réaction inflammatoire
cutanée, mais l'isolement de la bactérie par calltupartir du centre de la lésion [Jurca et
coll., 1998] ou en peau « saine » périlésionneBerder et coll., 1992] est possible. La
topographie de la Iésion est variable puisqu’'elpeaid de la localisation de la piglre de
tique : les localisations préférentielles sontriemmbres inférieurs, les zones de striction des
vétements et les plis chez I'adulte ; la partieésigure du corps, la face, le cou et les oreilles
sont plus fréquemment concernés chez I'enfant [Bedget coll., 1995]. Méme en I'absence
de traitement, la Iésion est spontanément réselumais la disparition compléte de celle-ci
peut prendre plusieurs mois alors qu'elle est al#een quelques jours aprés instauration

d’une antibiothérapie efficace.

%4 bans cette étude suédoise, la survenue de I'énghigrant concernait 77 % des cas (1 471 patieciss).
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Les lésions multiples d’érythéme migrant ont urignification bien différente de
I'érythéme migrant « unique », puisqu’elles sontdmséquence d’'une diffusion hématogéene
de la bactérie puis de sa localisation et de sdiptichtion dans la peau a distance du site
d’inoculation. L'érytheme migrant multiple est d#fipar la présence d’au moins 2 Iésions
cutanées évocatrices. Ces lésions secondaireggénétalement de taille équivalente, mais
sont cependant de plus petite taille que la |égidiale et sont dépourvues de l'induration
centrale correspondant au point de piqQre de laet[iylillegger et coll., 2008]. L'érytheme
migrant multiple est plus fréquent chez I'enfaneqthez I'adulte et son incidence est plus
élevée aux Etats-Unis qu’en Europe [Berglund dt,ci®95; Gerber et coll., 1996].

L'analyse histologigue de biopsies réalisées dmpsmrtie centrale de Iésions d’érytheme
migrant montre un infiltrat interstitiel et périvagaire du derme a prédominance
lymphohistiocytaire, et la présence dans une meindresure de plasmocytes, de
polynucléaires neutrophiles et de cellules de Lemayes [de Koning, 1993; Hulinska et coll.,
1994]. L'aspect histologique de la bordure inflantoiv@ des Iésions et de la peau « saine »
périlésionnelle montre également un infiltrat lyroptstiocytaire du derme, essentiellement
périvasculaire. L'épiderme est épargné, mais ltraiion lymphohistiocytaire en regard de la
jonction dermo-épidermique en zone centrale dédah peut s'accompagner d'une rupture
de la membrane basale [de Koning, 1993; Hulinska&odit, 1994]. Les caractéristiques
histologiques de I'érythéme migrant sont donc p@écsiqgues, mais la présence de
plasmocytes au sein de l'infiltrat ainsi que soractere neurotrope et syringotrope permettent
d’évoquer une étiologie infectieuse — en particudierrélienne [Lipsker, 2007].

La production accrue dans les Iésions d'érythenmgrant de cytokines pro-inflammatoires,
comme I'IFNy [Mullegger et coll., 2000] (stimulant le recrutemheet l'activation des
macrophages), et des chimiokines CXCL9 et CXCL1Om(dant le recrutement des

lymphocytes T) [Millegger et coll., 2007] est bietorrélée avec les observations
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histologiques montrant la prédominance des lymptescet des macrophages activés dans
l'infiltrat  1ésionnel. L'infiltrat lymphocytaire, dmmunophénotype T, associé a
'augmentation du nombre de cellules de Langerlmmgére une participation forte de la
réponse immunitaire a médiation cellulaire dangfmnse initiale de I'héte a I'infection par

Borrelia.

Le lymphocytome borrélien

Le lymphocytome est I'une des manifestations cigardésséminées de la borréliose de
Lyme. Cette manifestation de la maladie ne conceresque que les borrélioses de Lyme
européennes ; elle est exceptionnelle en Améridaedres cas ont été rapportés aux Etats-
Unis [Finkel et coll., 1990; Strle et coll., 2008hsi qu'au Mexique [Gordillo-Perez et coll.,
2007]). En Europe, le lymphocytome demeure une festaition relativement rare de la
maladie : dans une cohorte suédoise, sa fréquésmiteespectivement de 2 % et 7 % chez les
adultes et les enfants présentant une borréliotgme confirmé€ [Berglund et coll., 1995].
L’aspect clinique est celui d’'un nodule solitaim plus rarement d’'une plaque ferme, de
quelques centimetres de diametre et dont la cowsuwariable — rose, rouge, voire bleu
violacé. Ses localisations préférentielles soribbe de I'oreille (chez I'enfant) et la région
aréolo-mamelonnaire (chez l'adulte) [Stanek et.c@003], mais le visage, le tronc et le
scrotum peuvent également étre concernés parlésia [Millegger et coll., 2008].

L’aspect histologique de ces lésions montre unrtiafidermique dense a prédominance
lymphocytaire, structuré en follicules lymphocy&giravec centre germinatif : linfiltrat est
mixte, & prédominance de lymphocyte¥, Bnais comprend également des plasmocytes, des
macrophages et des polynucléaires éosinophilesKjal@ng, 1993]. La lésion respecte

I'épiderme et en est séparée par une bande derndi@spect normal. A la différence de

85 Confirmation clinique et biologique (sérologiquiss cas dans cette étude.

% e diagnostic différentiel avec un lymphome cutdeéype B peut se poser.
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I'érytheme migrant et de 'ACA ou la production dekimiokines CXCL9 et CXCL10

stimulant le recrutement des lymphocytes T est riajoe, les lésions cutanées du
lymphocytome montrent au contraire une faible esgitn de CXCL9 et CXCL10 et une
forte expression de CXCL13 dont l'activité prindpast le recrutement des lymphocytes B

et leur organisation au sein des follicules lymphaices [Mullegger et coll., 2007].

L’acrodermatite chronique atrophiante

L’acrodermatite chronique atrophiante est la matéfiton cutanée de la phase tardive de
la borréliose de Lyme. Cette atteinte cutanée rjest trés rarement rencontrée aux Etats-
Unis [DiCaudo et coll.,, 1994; Smetanick et collQ1R], elle reste donc l'apanage des
borrélioses européennes. Dans une étude suédais@&gsience globale était estimée a 3 %
des cas confirmés de borréliose de Lyme [Berglundod., 1995]. Par ailleurs, 'ACA
concerne un peu plus souvent la femme que I'hothfAderer et coll., 1991a; de Koning et
coll., 1995; Brehmer-Andersson et coll., 1998] ette manifestation clinique est tres
exceptionnellement rencontrée chez I'enfant [Braz@net coll., 2002; Zalaudek et coll., 2005;
Andres et coll., 2010]. Du fait de la tres longugée d’incubation et d’évolution des Iésions
[Asbrink et coll., 1986; Brehmer-Andersson et ¢dlR98], il est tres difficile d’établir un lien
précis entre la notion d’'une piqire de tique, gao¢waphie et la survenue d’'une ACA.
Néanmoins, si la majorité des patients relatentaxpesition fréquente a des piqdres de tique,
seuls 10 % a 20 % d’entre eux se souviennent gresenté un érytheme migrant localisé
dans le méme territoire que 'ACA dans les quelguess ou années précedents [Asbrink,
1985; Mullegger et coll., 2008]. L’évolution de I@A se fait en deux phases. Elle débute par
une phase initiale inflammatoire caractérisée paphrition de plaques érythémateuses

infiltrées, plus ou moins cedémateuses, parfoisatigures, et dont la localisation prédomine

®7 Ratios femme/hommel,7 — 19 patients — dans I'étude de Aberer et co8911; 2,3 — 23 patients — dans

I'étude de de Koenig et coll., 1992 + 111 patients — dans I'étude de Brehmer-Anderssanll., 1998.
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sur les faces d’extension des membres, dans |gionréacrale et en regard des surfaces
articulaires [Mullegger et coll., 2008]. Un traitent antibiotique efficace administré a ce
stade peut permettre une régression complete diem¢einflammatoires, mais en I'absence
de traitement 'ACA progresse en quelques mois e phase atrophique irréversible qui
lui confere son nom et son aspect caractéristidqiigsker, 2007]. En zone lésée, la peau
devient plus fine, elle prend un aspect en « papigarette » et laisse apparaitre par
transparence le réseau veineux sous-jacent. Athéouta peau est lisse et a perdu son
élasticité. Des Iésions fibrotiques peuvent sejsutar aux Iésions atrophiques, elles prennent
alors I'aspect de nodules fibrotiques ou de bafidbesuses [Marsch et coll., 1993; Brehmer-
Andersson et coll., 1998]. Par ailleurs, une alfoeR} et I'association d’'une ACA avec une
polyneuropathie sensitive axonale plus symptomatidans le territoire de I’ACA sont tres
fréquentes (environ deux patients sur trois) [Kireted et coll., 1997]. Enfin, des troubles
ostéo-articulaires a type de luxation ou subluxetides petites articulations et des arthralgies
voire des arthrites des grosses articulations estudgans le territoire des lésions cutanées
peuvent aussi s'observer [Mullegger et coll., 2008]

A la phase inflammatoire, I'étude histopathologiodes Iésions montre un infiltrat
lymphoplasmocytaire dermique périvasculaire et gpémrexiel — pouvant s’étendre a
I'hypoderme, mais respectant I'épiderme —, des fiwadions vasculaires a type de
télangiectasi€s, ainsi qu’un certain degré d’cedéme [Brehmer-Arsters1993]. A ce stade,
I'épiderme peut encore étre intact ou présentdéger amincissement. Au stade atrophique,
le derme est trés aminci et la fibrose dermiqueneie. Le nombre des fibres de collagéne et
des fibres élastiques est tres réduit, l'infiltcllulaire est beaucoup moins dense, mais

constitué d'une plus grande proportion de plasmesyet les annexes sont raréfiées [de

68, . s . . . . .
L’allodynie est une douleur ressentie a la suimel stimulation non nociceptive.

69 . . . . . . .
La télangiectasie est une dilatation vasculai@@male par sa taille et par sa permanence.
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Koning et coll., 1995; Brehmer-Andersson et coll998]. L'épiderme est lui aussi trés
atrophique et linterdigitation dermo-épidermiquéspdrait au profit d'une ligne basale
aplatie. La réponse immunitaire cellulaire de typebservée dans les lésions d’ACA —
objectivée par l'infiltrat lymphocytaire, d'immunbpnotype majoritaire T, et I'expression par
ces lymphocytes de molécules d'activaffor [Buechner et coll., 1993], suggére que les
lésions d’ACA résultent d’'une réaction immunitadigigée contreBorrelia [Lipsker, 2007].
Au plan moléculaire, les Iésions d’ACA montrent unression élevée des cytokines pro-
inflammatoires IL-B, TNF-a et IFN+, ainsi qu’une expression forte et plus élevée aplie
observée dans les lésions d’érythéme migrant pesirchimiokines CXCL9 et CXCL10

[Mallegger et coll., 2007].

OLFA1 (lymphocyte function-associated antigen tl\GAM-1 (intercellular adhesion molecule 1).
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|
Figure 12: Position taxonomique des tiques du gdroeles an

Ixodesricinus : adulte femelle

Capitulum

Idiosome
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© Science Photo Library

* 4 paires de pattes

NOTE. Capitulum dl. ricinus observé en microscopie électronique (A et C) atraste de phase (B).

lllustrations : (A) http://web.expasy.org/proludessiers/025/ ; (B) http://www.vernamicrographiedstre_ricinus_view.htm ;

(C) http://www.sciencephoto.com/
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Il BORRELIOSE DE L YME : LE VECTEUR, LA BACTERIE ET SA TRANSMISSION

A BIOLOGIE DES TIQUES

1 GENERALITES

Taxonomie

Les tigues, oulxodoidea sont des acariens: ils appartiennent donc suplda
taxonomique & 'embranchement des arthropddes & la classe des arachnides (Figure 12).
On distingue deux principales familles de tiques,tiques dures (famille desodidag et les
tiques molles (famille deArgasidad’. La borréliose de Lyme est une maladie transmise a

I’'homme par des tiques dures du gelmaes

Anatomie

A la différence des insectes dont le corps est satgnen trois parties (téte, thorax et
abdomen), les tiques présentent un corps globuteux segmenté — l'idiosome —, dont la
partie postérieure (équivalent de I'abdomen) ediofinée avec la partie antérieure
(équivalent du thorax), laquelle se détache nettgnahez les tiques du genbeodes,du
capitulunf® (équivalent de la téte) (Figure 13). La base chitceum porte elle-méme trois
pieces pigueuses — un hypostome en position verdgtaleux chélicéres en position dorsale —

ainsi que deux pieces sensorielles — les pédipalp@®sition latérale [Pérez-Eid, 2007].

71 . . L
Les arthropodes constituent un embranchementrdemmax invertébreés.
72 L . - . . . . .
Une troisiéme famille, leNuttalliellidae est représentée par une seule espéce présenfaqreAlu Sud.

Ble capitulum est en position antérieure chededidaeet en position ventrale chez lagyasidae
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Figure 14 : Stases de développement de la tiquieinus

NOTE. A : Les quatre stases de développement de la tiqi@nus non gorgée (de la gauche vers la droite) :
adulte femelle, adulte male, nymphe et larve [Rasdl coll., 2001]. La cuticule rigide (fleche) resce la
totalité de la surface dorsale chez le méle, nesterlimitée a la partie antérieure du corps chderhelle. B :

Nymphe gorgée (en bas) et non gorgée (en hautjadhus.

Figure 15 : Organe de Haller

|

http://www.flickr.com/photos/28088928 @N07/sets/7 BE874720396/ http://iwww flickr.com/photos/28088928@N07/sets/72157605874 7@/
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Les tiques du genrixodesprésentent trois stasésle développement : la larve (qui
sort de I'ceuf), la nymphe et I'adulte (Figure 14-A). La stasevédre est la seule a ne
posséder que trois paires de pattes, les stasqzhalgs et adultes en possedent quatre.

La cuticule dedxodidaeporte sur sa face dorsale un écusson sclérifideside reste du
tégument est plus lache et permet la dilatatiorcatps de la tique lors de la prise du repas
sanguin (Figure 14-B)Les organes internes sont composés d'un tube tdigamifié, de
deux glandes salivaires s’abouchant dans le restrd’organes sexuels. L’ensemble des
organes internes baigne dans un liquide circulatoithémolymphe. Les structures
sensorielles de la tique comprennent les pédipalpes soies distribuées sur le tégument,
ainsi gu’'un complexe sensoriel — I'organe de Hallgure 15) — localisé a la partie dorsale
du tarse de la premiere paire de pattes [Parotaolet 2001] : ces différentes « organes »

sensoriels permettent a la tique de repérer ses kdiles.

Cycle de développement

A toutes les stases de développement, la tiquaresttoparasite hématophage stfict
Le caractere parasitaire n’est que temporaire mespond pour chaque stase a la prise d’'un
unique repas sanguin sur un hote vertébré. Le repaguin dure plusieurs jours, mais les
Ixodespouvant survivre plusieurs années dans leur b&ytiaptique passe donc la plus grande
partie de son existence a 'état libre. Les trdiages parasitaires sont séparées entre elles par
deux phases a terre ou se passent les métamorphtesesycle parasitaire est donc

triphasique.

74 . . . . .
Alors que le « stade » est la forme prise paraami@n aprés une simple mue de croissance, lsse stast la
forme prise aprés une métamorphose qui entrainples des modifications de croissance un changement

d’aspect. A la différence de certains autres grewpacariens, les tiques n'ont qu’un seul stadestse.
> La femelle pond entre 500 et 2 000 ceufs.

O A I'exception de I'adulte méle qui ne prend queeraent un repas sanguin de faible volume.
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Figure 16: Cycle de développement de la tique

Oeufs

d | : 5
' % Larves f'i\\
Adultes Q

male femelle

\r;NfWW W,

tﬁ'}y i i

D’aprés Parola et coll., 2001.
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La durée totale du cycle est variable (de 2 a 3eansoyenne, et jusqu’a 6 ans), et cette
variation dépend principalement des conditions remviementales [Parola et coll., 2001]. La
larve et la nymphe n’ont pas de tropisme particudiepeuvent se nourrir sur 300 especes de
vertébrés (oiseaux, mammiferes de petite et graaillie, reptiles) [Anderson, 1991] alors que
les adultes en revanche ont un tropisme plus maoqué les animaux de grande taille : le
cycle deslxodesest de type télotrope (Figure 16). Dans le cycle parasitaire de la tique
’'hnomme n’est qu’'un héte accidentel. La transmissde Borrelia & ’'homme (voir aussi
chapitre « Transmission dgorrelia », page 80) peut survenir quelle que soit la sthse
développement de la tique — larve, nymphe ou adbéanmoins, la transmission par les
larves est d’autant moins probable que le passagical transovarien deBorrelia chez

I. persulcatus[Nefedova et coll., 2004]l. pacificus [Schoeler et coll., 1993], scapularis
[Magnarelli et coll., 1987] €t ricinus [Bellet-Edimo et coll., 2005] est rare ; la transsmon

par un adulte male est elle aussi trés peu probatde celui-ci ne prend que trés
exceptionnellement un repas sanguin. Ce sont lesphgs qui sont le plus souvéht
responsables de la transmission de la borrélioskydee a I’'homme [Matuschka et coll.,
1992; Nahimana et coll., 2004], car leur dispersaonniveau du biotope colonisé est large,
leur densité en zone endémique est élevée — jud@uidire 30 fois celle observée pour les
adultes [Mermod et coll., 1975] —, et leur petidlié rend leur détection sur la peau beaucoup

plus difficile et tardive que pour les adultes fdies

" Les individus immatures (larves et nymphes) sbifjuistes et les adultes plutot spécialistes.
8 Dans I'étude de Nahimana et coll., 2004, concertes régions ouest de la Suisse, le risque redfif
transmission de la borréliose de Lyme aprés pidéraymphe était trois fois plus élevé qu'apres maqle tique

adulte.
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Figure 17: Tique « a l'affQt » sur la végétation, en att@mide passage d’un hote

__". I F :kl'."Jl"'!F. © Olivier Mattelart
http://www.biopix.dk/photo.asp?photoid=35842&phataxdes-ricinus http://photographienature.blogspoh{2009_06_01_archive.html

Figure 18: Piqdre de tique

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ixodes_ricis_PL.jpg

Figure 19: Distributi

o

on géographique des principales tiquestrices de la borréliose de Lyme
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= _I-r U [ - i - b, =

-

D’apres Gern, 2009 ; Dennis et coll., 1998.
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En dehors des périodes de diapause hivernalaglessta I'état libre sont en quéte d’un
hote vertébré pour la prise du repas sanguin. spéces du genfeodessont exophiles :
leur « quéte » s’effectue au-dessus de la strabtabée, elles grimpent sur la végétation basse
ou elles attendent a I'affit le passage d’un I'liBigure 17) qu’elles repérent avec différents
« organes » sensoriels (pédipalpes, organe de rHalbées ...), sensibles a des stimuli
mécaniques, thermiques et chimiques. Une foigjleetsur I'héte, celle-ci se déplace sur lui et
peut mettre jusqu’a plusieurs heures avant de pilgupeau pour la prise du repas sanguin
(Figure 18). Le repas sanguin s’effectue en unaeitiale de gorgement lent, suivie d’'une
deuxieme phase de gorgement rapide durant lagedternance d’ingestion de sang et de
salivation—régurgitation permet de concentrer fmsesanguin ingéré. La durée du repas varie
entre 3 et 10 jours en fonction de la stase deldgpement de la tique. Une fois repue, la
tigue se laisse tomber sur le sol puis digére spag sanguin qui va permettre sa
métamorphose [Pérez-Eid, 2007]. Lors du repas sanigufemelle peut ingérer jusqu’a 150

fois son poids de sang [Capinera, 2008].

Biotope et répartition géographique des espécesotaces de la borréliose de Lyme

Les tiques sont trés sensibles a la dessiccatiomeretrouve essentiellement dans les
zones forestiéres humides. Elles sont exclues d#sples trop secs comme le pourtour
méditerranéen et les zones daltittfle La nécessité de coloniser des biotopes
humides conditionne leur activité saisonniere et ldistribution géographiqud. ricinus,
vecteur principal de la borréliose de Lyme en Eargpésente une distribution géographique
(Figure 19) qui s’étend du nord vers le sud emsdatitudes 65 °N (Islande) et 39 °N (sud de
I'ltalie), ainsi qu’en Afrique du Nord (Tunisie, §érie, Maroc) et de I'ouest vers I'est depuis

le Portugal jusqu’en Russie [Gern, 2009]. Une aes@ece de tique tres répandue en Europe,

e cycle de développement, depuis la ponte jusgstade adulte, s’effectue en milieu extérieur ouve

80 _a limite verticale de distribution H'ricinus est variable en Europe, autour de 1 000 a 1 50(emét
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|. hexagonuspourrait aussi transmettre la borréliose de Lymaecompétend? de ce vecteur
pour la transmission du pathogene a été démonk@aErimentalement [Gern et coll., 1991],
et le hérisson (héte habituel iehexagonu dont le contact avec 'hnomme est possible en
dehors des zones forestieres, représente égalemeéservoir potentiel pouBorrelia [Gern

et coll., 1997].l. persulcatusyecteur principal de la borréliose de Lyme en Asit présent
depuis la partie la plus orientale de I'Europe pieq Chine et au Japon [Parola et coll.,
2001]. En Amérique du Nord les deux vecteurs ppagk de la borréliose de Lyme sont
. scapulari§?, présent dans le centre et la moitié est des-Biaitsainsi qu'au sud et sud-est
du Canada, et pacificus principalement présent sur la cote ouest des{tais jusqu’en

Colombie-Britannique au sud-ouest du Canada [Destrisll., 1998; Ogden et coll., 2008].

81 . . - s an . . .
La compétence représente ici la capacité a &geté puis se comporter comme un réservoir pobadtdérie,
et a transmettre celle-ci a une tique lors de spas sanguin.

82 . . I s . .
I. scapularisest la dénomination actuelle de I'espéce ancieenégonnue sous le nom delammini
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Tableau 1: Protéines anti-hémostatiques et immunomodulatiiieela salive de tique.

Protéines Espéces Cibles Références
Propriétés anti-hémostatiques
IRIS 1. ricinus facteur X activé, thrombine Prevot et coll., 2006
IRS-2 1. ricinus cathepsine G, thrombine Chmelar et coll., 2011
Ixolaris I. scapularis facteur tissulaire / facteur VIl activé Francischetti et coll., 2002 ; Nazareth et coll., 2006
Penthalaris 1. scapularis facteur tissulaire / facteur VII activé Francischetti et coll., 2004
Salp14 I. scapularis facteur X activé Narasimhan et coll., 2002
Prostaglandine E2 I. scapularis vasodilatation Sa-Nunes et coll., 2007
Propriétés immunomodulatrices (sur 'immunité inné)
LIRs I. ricinus histamine, sérotonine Beaufays et coll., 2008a
LIPERs I. persulcatus histamine, sérotonine Konnai et coll., 2011
métalloenzyme I. scapularis bradykinine Ribeiro et coll., 1986 ; Ribeiro et coll., 1998
Isac I. scapularis facteur B et composant C3b du complément Valenzuela et coll., 2000
Salp20 I. scapularis facteur B et composant C3b du complément Tyson et coll., 2007
Irac-1/ Irac-2 1. ricinus analogues structuraux de Isac Schroeder et coll., 2007
Ixac B1-5 I. ricinus analogues structuraux de Isac Couvreur et coll., 2008
ISL-929 / ISL-1373 I. scapularis polynucléaires neutrophiles : inhibition de la production d’Oz Guo et coll., 2009
Ir-LBP I. ricinus leucotriene B4 Beaufays et coll., 2008b
IRIS I. ricinus cytokines pro-inflammatoires Prevot et coll., 2009
IRS-2 I. ricinus sérines protéases leucocytaires (cathepsine G, chymase) Pejler et COIC";,,ZT?e?; goégmésoitfon” 2008;
Prostaglandine E2 I. scapularis cellules dendritiques Sa-Nunes et coll., 2007
Propriétés immunomodulatrices (sur 'immunité adaptative)
Bip 1. ricinus lymphocytes B Hannier et coll., 2004
Sialostatine L 1. scapularis lymphocytes T/ cellules dendritiques (cathepsine S) Kotsyfakis et coll., 2006 ; Sa-Nunes et coll., 2009

Protéine de liaison a I'lL-2

IRIS

Salp15

I. scapularis

-~

ricinus

I. ricinus
I. scapularis

macrophages, lymphocytes T

lymphocytes T

lymphocytes T/ cellules dendritiques

Gillespie et coll., 2001

Leboulle et coll., 2002

Anguita et coll., 2002 ; Garg et coll., 2006 ;
Juncadella et coll., 2007 ; Hovius et coll., 2008a
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2 LA SALIVE DE TIQUE

La salive de tique présente de trés nombreusesidoscLa salive joue tout d’abord un
réle important dans la dynamique du repas sanguiilsque sa Sécrétion est nécessaire pour
éliminer I'eau contenue dans le sang ingurgitéogicentrer ce dernier ; la salive participe
également a la constitution d’'un cément autourpi@ses piqueuses, favorisant I'ancrage de
la tigue a la peau ; enfin, la salive véhicule msemble complexe de molécules dont les
effets anti-hémostatiques, antalgiques/anti-inflatoines et immunomodulateurs — déja
décrits depuis plus de 25 ans [Ribeiro et collg5]9- permettent d’inhiber la réaction de rejet
— générée lors d’'une effraction cutanée par unscétpanger (ici les piéces piqueuses de la
tique, et les sécrétions salivaires injectées)utgrasant ainsi la poursuite du repas sanguin,
dont la durée s’étale sur plusieurs jours. Lestfons des molécules contenues dans la salive
de tigue sont redondantes (une méme cible pouiepitigss molécules), et de nombreuses
molécules de la salive de tique sont multifonctedles (une méme molécule pour plusieurs
cibles). Dans ce chapitre ne seront évoquées guaetivités pharmacologiques principales de
la salive de tique, et seuls quelques exemplessish@@oncernant plus particulierement les
especes vectrices de la borréliose de Lyme) sen@sentés (Tableau 1). Pour une revue

détaillée, se référer articles de Francischettot, 2009 et de Hovius et coll., 2008b.

Activité anti-hémostatique

La salive de tique agit sur les trois volets deénifostase, que représentent la
vasoconstriction, I'agrégation plaquettaire et tegulation. La salive de tique contient en
particulier des protéines de la famille des sefiheui jouent un role important dans le

controle des sérines protéases impliquées dansadeade de la coagulation. Parmi ces

83 Serpin :serin protease inhibitor
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protéines|RIS®* contribue & I'activité anti-hémostatique de ldvgatl’l. ricinus, en inhibant

a la fois I'agrégation plaquettaire et la coagolati la capacité d’'IRIS a inhiber la cascade de
la coagulation repose notamment sur linhibition skrines protéases clés, comme la
thrombine ou le facteur Xa [Prevot et coll., 2008he autre serpine présente dans la salive
d’l. ricinus, IRS-2% (plus récemment décrite), inhibe I'agrégation pkttpire induite par
deux sérines protéases, la cathepsine G et —e& dode — la thrombine [Chmelar et coll.,
2011]. D’autres molécules de la salive a activitdicmagulante sont maintenant bien
caractérisées, en particulier cHegcapularis comme les protéindsgolaris et Penthalaris,
inhibant la voie extrinséque de la coagulation Iéixs et Penthalaris inhibent I'activation du
facteur X par le complexe facteur tissulaire/factél activé) [Francischetti et coll., 2002;
Francischetti et coll., 2004; Nazareth et coll.0&) ou encore la protéir@alp14® inhibant
I'activité du facteur Xa (a la convergence des deaies d’activation de la cascade de la
coagulation) [Narasimhan et coll., 2002]. heostaglandine E2 (composé lipidique présent
dans la salive d’ scapularig contribue également aux effets anti-hémostatigieeka salive

par son action vasodilatatrice [Sa-Nunes et c0i07].

Activité anti-inflammatoire de la salive et modulaton de la réponse immunitaire innée

L’inflammation cutanée, provoquée par la piqlretidee, libére un grand nombre de
médiateurs. Parmi ces meédiateurs, l'histamine (goted par les mastocytes et les
polynucléaires basophiles) — entrainant un pryrla-sérotonine (produite par les plaquettes,
les mastocytes ou encore les macrophages) et @yKimene (dont la production est

secondaire a l'activation du facteur XIl de la @ de la coagulation) — entrainant une

84 .- .

IRIS : Ixodes ricinus immunosuppressor
85 - .

IRS-2 :Ixodes ricinus serpin-2

86 Salpl4 salivary proteinl4.
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sensation douloureuSgJulius et coll., 2001] —, ont des effets délé&épeur la tique, car la
réaction de grattage induite pourrait perturbeprise du repas sanguin, obérant dés lors les
chances de son succes. Une famille de protéineterames dans la salive de tiqgue —les
lipocalines— (dont plusieurs membres, dénommésRs® et LIPERs®®, ont été
respectivement décrits chezicinus [Beaufays et coll., 2008a] et chepersulcatugKonnai

et coll.,, 2011]), ont la capacité de séquestred’igthiber I'action de I'histamine et de la
sérotonine [Sangamnatdej et coll., 2002]. Parwatleles lipocalines constituent une famille
protéique aux multiples fonctiots [Flower, 1996], dont certaines (anti-inflammatoire
antiagrégant plaquettaire, inhibition du complémemt été caractérisées dans la salive
d’espéces variées de tiques dures et de tiquegsndliancischetti et coll., 2009]. La salive
d’l. scapularis contient également une métallo-enzyme dont I'&étikininasique induit
I'hydrolyse de la bradykinine [Ribeiro et coll.,8® Ribeiro et coll., 1998].

La voie alternative du complément est un des giliker plus efficace et le plus précoce,
de la réponse immunitaire innée. L’inactivation chmplément représente pour la tique un
impératif absolu, devant lui permettre d’échappéda aéaction cutanée de rejet, a laquelle
s'expose tout corps étranger qui pénétre la peawrefondeur. La corrélation entre la
spécificité d’hote de certaines espéces du gémees’, et I'aptitude de la salive de ces
mémes espéces a inhiber plus spécifiguement laadasdu complément de leurs hotes
préférentiels, mise en évidence par I'équipe detdluet coll. [Lawrie et coll., 1999],

témoigne de I'importance particuliere que revétHibition du complément pour la réussite

du repas sanguin, et des capacités développéésspajues pour s’adapter a leurs hotes et se

87 . . - . . ' . . ,
La sérotonine et la bradykinine activent les teaisons des fibres nerveuses nociceptives affé&ente
88 : . L
LIR : lipocalin from_Ixodes ricinus
89 . .
LIPER :lipocalin from_Ixodes persulcatus

% Exemples de fonctions des lipocalines : moduladierta réponse immunitaire, transport de molédutsol,
phéromones ...), régulation de I'hémostase.

% es especes de tique étudiées dans cet artiobmdtaicinus, |. hexagonystl. uriae.
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prémunir de leurs défenses. Plusieurs protéinea dalive de tique inhibant I'activité du
complément sont maintenant bien caractérisées. rbgipe Isac”, isolée de la salive
d’l. scapularis empéche (a la maniére du facteur H) la formatlenla C3 convertase en
inhibant le recrutement du facteur B (fB) par lenpmsant C3b, et accéléere également la
dissociation des complexes C3bB préformés [Valdazat coll., 2000].Salp2Q une autre
protéine salivaire identifiée chézscapularis inhibe de fagon similaire la C3 convertase, en
dissociant la liaison covalente entre fB et C3bsary et coll., 2007]. Par ailleurs, deux
analogues structuraux d’lsac ont été identifiéssdansalive d. ricinus, et respectivement
dénommédrac-1 et Irac-2%% [Daix et coll., 2007] : la coexpression de cesxdpmtéines
confére a la salive H’ricinus une activité inhibitrice sur la cascade du comgéird’'une
large variété d’hotes vertébrés, dont ’'homme [8ebler et coll., 2007]. Plus récemment, ont
encore été décrites cing autres protéines de iaesdll. ricinus — IXAC-B1%, IXAC-B2,
IXAC-B3, IXAC-B4 et IXAC-B5 — et dont le mécanisme d’action est similaire kicdes
protéines Isac et Irac [Couvreur et coll., 2008hfi une analyse transcriptomique a
également permis d’identifier dans la salivd. gacificus une séquence nucléotidique
analogue a celle du géne codant pour la protéawe[rancischetti et coll., 2005b].

Devant la blessure cutanée induite par les piécgepses de la tique, la réussite de la
mise en place des réponses immunitaires a mediagtulaire repose sur la capacité de
I'nbéte & produire, de fagon efficace et coordoniés chimiokines et cytokines permettant le
recrutement et I'activation des leucocytes suitkede la piglre de tique. Les mécanismes de
défense élaborés par les tiques incluent la séaréalivaire de molécules possédant une
activité anticytokinique et antichimiokinique largBans une étude de Nutall et coll.,

I'activité de sept cytokines/chimiokines — IL-8 (CK8), MCP-1 (CCL2), MIP-& (CCL3),

92 : . : .
Isac :Ixodes scapularis salivary anticomplement protein
93 - . . _
Irac :1xodes ricinus salivary anticomplement protein

94 IXAC : Ixodes anti-complement
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RANTES (CCL5), Eotaxin (CCL11) — était inhibée (ésddegrés divers) par la salive des
tigues duresermacentor reticulatysAmblyomma variegaturet I. ricinus) [Hajnicka et
coll., 2005]. Des travaux plus récents ont ideétiflans la salive de tique, une nouvelle
famille de molécules capables d’inhiber I'activitles chimiokines pro-inflammatoires,
dénommeées « évasines kvasin-1 (premier membre de cette famille, décrit chez
Rhipicephalus sanguineumhibe de facon sélective les chimiokines CCL&L@ et CCL18
[Frauenschuh et coll., 2007Evasin-3 inhibe I'activité de CXCL1 et CXCLS8, dfvasin-4
inhibe l'activité de CCL5 et CCL11 [Deruaz et coH008].

Les polynucléaires neutrophiles représentent ungosante cellulaire importante de la
réponse immunitaire innée, a laquelle les tiques sonfrontées : ils infiltrent précocement et
massivement le derme lésé par les piéces piqueaskstique [Castelli et coll., 2008]. Les
tiques ont développé des mécanismes de proteatiainec!’activité de ces cellules. La salive
d’l. scapularis altere certaines fonctions clés des polynucléaregtrophiles, comme la
phagocytose [Ribeiro et coll., 1990] ; la productions superoxydes par les polynucléaires
neutrophiles est également altérée par deux pestégalivaires, dénommééSL-929 et
ISL-1373 [Guo et coll., 2009]. Une lipocaline de la saliVé. ricinus est également capable
d’altérer le recrutemenin vitro et in vivo des polynucléaires neutrophiles, en inhibant le
leucotriene B4 (agent chimiotactiqgue de premiengaur ces cellules) : il s'agit de LIR6,
maintenant renomméeLBP *° [Beaufays et coll., 2008b].

Les cellules NK semblent peu impliquées dans I'imitudéveloppée par I'héte vertébré
contre la pigQre de tique [Wikel, 1999]. Si la galide certaines especes de tique (comme
D. reticulatug présente la capacité d’inhiber I'activité dedudes NK humainesn vitro, la

salive dl. ricinus semble au contraire dépourvue d’une telle actiarbgs et coll., 2002].

% La fonction et le ligand de Evasin-2 ne sont gasas a ce jour.

9 Ir-LBP : Ixodes ricinudeukotriene B4-binding protein
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Enfin, les molécules IRIS, IRS-2, et la prostaglaed E2, dont l'activité anti-
hémostatique a été évoquée plus haut, présentalengent une activité immunosuppressive.
IRIS agit sur la réponse immunitaire innée et adapati® I'héte, en inhibant a la fois la
synthése de cytokines pro-inflammatoires, et enutaod I'activité des macrophages et des
lymphocytes T [Leboulle et coll., 2002]. L’activi@IRIS sur les monocytes/macrophages
repose en particulier sur sa capacité a inhibeététion du TNFe [Prevot et coll., 2009].
IRS-2 présente quant a elle des propriétés anti-inflaimings, qui reposent sur sa capacité a
inhiber spécifiguement deux sérines protéases tgtmioes — la cathepsine °Get la
chymas&® [Pejler et coll., 2007; Korkmaz et coll., 2008; raélar et coll., 2011]. La
prostaglandine E2 participe quant a elle aux effets immunomodulatede la salive en
inhibant la maturation des cellules dendritiquea-fMiines et coll.,, 2007], dont le réle, a
l'interface entre immunité innée et immunité adtipéa est essentiel. Outre ses effets
inhibiteurs sur la maturation des cellules dengluigis, la salive de tique inhibe également leur
migration vers les ganglions lymphatiques de dgeneutanés, ainsi que leur capacité a y

présenter les antigénes transformés aux lymphodyiskallova et coll., 2008].

Effet sur la réponse immunitaire adaptative

Alors qu’une tigue ne doit faire face « qu'aux Sewl mécanismes de la réponse
immunitaire innée de I'h6te lors du premier repasgsiin, c’est aux deux types de réponse
immunitaire — innée et adaptative — auxquels umeetidoit répondre pour éviter la réaction

cutanée de rejet lors d’'un deuxieme repas sandglacquisition d’'une « résistance » aux

 La cathepsine G est une protéase contenue dargrdes azurophiles des polynucléaires neutrophiles
impliquée dans le remodelage de la matrice exiidagk et possédant une activité antimicrobienheire
activité chimiotactique directe sur les leucocytes.

Bla chymase est une protéase mastocytaire, imgigaés I'activation de I'lL-f et de I'lL-18, ainsi que dans
la dégradation de nombreux substrats comme |'aggsiie | et différents composants de la matrice

extracellulaire.
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piglres de tique est un phénoméne qui dépend aidadé I'espece de tique et de I'h6te
concerné par la pigQre : par exemple, s'il estlétpke la résistance acquise des cobayes aux
piglres deDermacentor andersongst liée au développement d’'une réponse immuaitair
spécifique a médiation cellulaire [Wikel et coll978], le développement d’une immunité
adaptative chez la souris ne semble en revancheyfiégante pour altérer significativement
la prise du repas sanguin l.dscapularis ou dl. pacificus [Schoeler et coll., 2000].
Néanmoins, une étude histologigue comparée de ibogsitanées (murines et humaines) a
montré que la réponse inflammatoire locale apr@sirpi unique d. scapularis (dilatation
vasculaire importante, mais infiltration cellulaiteés modérée au niveau des pieces
piqueuses) est trés différente de celle observéeésapiqires répétées (faible dilatation
vasculaire mais infiltration cellulaire massive pias lymphocytes, des histiocytes, ainsi que
des polynucléaires neutrophiles et éosinophilegige et coll., 2009] : ces données
soulignent I'importance des mécanismes immunitaadaptatifs dans la réaction cutanée aux
piqdres de tique.

Le réle des anticorps et des lymphocytes B, dassmécanismes de résistance aux
pigires de tique développés par les hb6tes vertébrést pas formellement établi
[Francischetti et coll., 2009]. Cependant, la satie tique d. ricinus est capable d’inhiber la
fonction et les capacités de prolifération de lympties B murins [Hannier et coll., 2003]. La
protéine salivaire responsable de cette activitdbitrice sur les lymphocytes B a été
caractérisée, et dénommB®® ; son mécanisme d’action n'a pas été clairemetaroiné,
mais il semble intervenir sur la voie de signalades TLRs [Hannier et coll., 2004].

L’inhibition des lymphocytes T par des constituasddivaires représente un autre volet

des mécanismes de défense des tiques face a laseépomunitaire adaptative de I'héte.

9 Bip : B-cell inhibitory protein
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L’équipe de Ribeiro et coll. a montré qu'une cyisigtt® sécrétée dans la salive
d’l. scapularis— lasialostatine L***— inhibe la prolifération de lymphocytes T cytdgues
murinsin vitro, et présente également une activité anti-inflamiratn vivo [Kotsyfakis et
coll., 2006]. Les effets inhibiteurs de la salivetijue sur la capacité des cellules dendritiques
a présenter les antigenes aux lymphocytes T estueofSa-Nunes et coll., 2007; Skallova et
coll., 2008], et la sialostatine L participe aualéfd’activation lymphocytaire T, secondaire a
I'altération de la présentation antigénique pardekules dendritiques : celui-ci est lié a un
défaut de clivage des antigénes a présenter, imalwivo par I'inhibition directe de la
sialostatine L sur la cathepsine S [Sa-Nunes et, c8D09]. Par ailleurs la salive
d’'l. scapulariscontient une autre cystatine, dalostatine L2 dont le réle essentiel pour la
réussite du repas sanguin a été démontré par ARIérence [Kotsyfakis et coll., 2007].
Une protéine de liaison a I'lL-2, capable d’inhiber la prolifération des lymphocyté
humainsin vitro, a également été mise en évidence dans la salivecdpularis[Gillespie et
coll., 2001]. Enfin, l'action de la protéin®IS sur les lymphocytes T, déja évoquée plus
haut, repose en particulier sur l'inhibition deplalifération et de la capacité des lymphocytes
T murins a produire de I'lFN-[Leboulle et coll., 2002].

Parmi les nombreuses protéines de la salive de,t®8plp15 (initialement décrite chez
I. scapularis[Das et coll., 2001]) est de loin la protéine laspétudiée, car c’est probablement
la protéine salivaire qui contribue le plus aux amésmes d’échappement 8errelia a la
réponse immunitaire cutanée de I'hote, lors dehlasp initiale de l'infection (voir chapitre
« Contribution de la salive de tique aux mécanisd¥@shappement dBorrelia », page 108).
La protéine Salpl5 agit en particulier sur la ré&@onmmunitaire adaptative de I'héte.

L'interaction de Salp15 avec le co-récepteur CD¥bia I'activation des lymphocytes T CD4

100 ) eg cystatines sont une famille protéique donfdaction métabolique principale est linhibition gle

cystéine-protéases (comme les cathepsines oudpases).

101 cet inhibiteur présent@ vitro, une forte affinité pour la cathepsine L, d’'ou sam.
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[Anguita et coll., 2002; Garg et coll., 2006; Jutelda et coll., 2007], et l'interaction de
Salpl5 avec le récepteur DC-SIGN inhibe a la fasplkoduction de cytokines pro-
inflammatoires et I'activation des lymphocytes T [&s cellules dendritiques [Hovius et coll.,

2008a].
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Figure 20: Position taxonomique des bactéries du gBoreelia
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NOTE. Les especes en caractére rouge sont celles poueles des cas d'infection humaine ont été ragport

D’aprés http://www.ncbi.nim.nih.gov/Taxonomy/.
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B BIOLOGIE DES BORRELIA

Taxonomie et répartition géographique

La borréliose de Lyme est due a des spirochetestéities spiralées) appartenant a
I'ordre desSpirochaetalesa la famille desSpirochaetaceaet au genrd®orrelia (Figure 20)
[Paster et coll., 2000]. Outre le gerBerrelia, les spirochétes comptent trois autres genres
bactériens d’intérét médicalTreponemaleptospiraet Brachyspira Le genreTreponema
comprend I'espécdreponema pallidum- agent de la syphilis —, ainsi que les espéces
responsables des tréponématoses non vénériermegnielLeptospiracomprend plusieurs
especes de leptospires responsables de la lep®spide genreBrachyspira comprend
différentes espéces responsables de spirochétusssiriales, mais leur caractére pathogéne
est controversé [Tsinganou et coll., 2010].

Le genreBorrelia comprend quant a lui les especes bactériennesnsaiples des fiévres
récurrentes ainsi que I'ensemble des especes IEmpes ou apparentées
phylogénétiquement aux agents de la borrélioseydeel Ces derniéres sont regroupées dans
le complexe B. burgdorferi sensu lato . burgdorferisl). A ce jour, le complexe
B. burgdorferisl compte 19 espéd&éet un genomospecit®s décrits. Huit d’entre elles sont
impliquées en pathologie humain®: burgdorferisensu stricto [Burgdorfer et coll., 1982;
Johnson et coll., 1984B. garinii [Baranton et coll., 1992B. afzelii[Canica et coll., 1993],

B. spielmanii[Richter et coll., 2004]B. valaisiana[Wang et coll., 1997]B. lusitaniae[Le

Fleche et coll.,, 1997]B. bavariensigMargos et coll., 2009] eB. bissettii[Postic et coll.,

102 Toutes ces especes ne sont pas encore formellemlatées, cing especes sont proposées mais pasenc
confirmées B. americanaB. bavariensisB. kurtenbachiiB. yangtzeetB. finlandensis

193 Borrelia genomospecies 1 (depuis renomnBé&grelia americana et Borrelia genomospecies 2 n’avaient
pas été proposées initialement comme des espepest &ntiere en raison de données insuffisanteSuet

nombre d'isolats trop restreint.
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1998]. En Europe, toutes les especes pathogenepramentes, mais trois d’entre elles sont
plus fréquentesB. garinii, B. afzeliiet B. burgdorferiss, avec une plus grande prévalence de
B. garinii etB. afzelii A I'inverse, en Amérique du Nor®, burgdorferiss est la seule espéce
pathogéene pour I'homme présente (en exceptant Xespaonnelles descriptions de cas
humains liés aB. bissettii [Girard et coll., 2011]). Les autres espéces douge

B. burgdorferisl, majoritairement décrites aux Etats-Uriss ¢aliforniensis[Postic et coll.,
2007], B. carolinensis[Rudenko et coll., 2011]B. americana[Rudenko et coll., 2009a],
B. andersonii[Marconi et coll.,, 1995]B. kurtenbachii[Margos et coll., 2010], eBorrelia
genomospecies 2 [Postic et coll., 2007]), en A8ejgponica[Kawabata et coll., 1993],

B. turdi [Fukunaga et coll., 1996B. tanukii[Fukunaga et coll., 1996B. sinica[Masuzawa

et coll., 2001], eB. yangtzgChu et coll., 2008]) ou en EuropB.(finlandensidCasjens et
coll., 2011]) n'ont pas été identifiées a ce jobez ’hnomme et sont donc considérées comme

des espéces non pathogénes [Baranton et coll.].2009
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Figure 21: Structure des bactéries du geBmerelia
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D’aprés Guerau-de-Arellano et coll., 2005 ; Roseod#it 2005.
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Structure et organisation génomique de la bactérie

Comme les autres spirochetes d’intérét meédical,blectéries du genrgorrelia sont
facilement reconnaissables en microscopie optiquéora noir par leur morphologie
hélicoidale et leur mobilité caractéristique. D’Uoagueur de 4 a 30m et d’'un diametre de
0,2 a 0,5um, les bactéries du genrBorrelia se caractérisent par une ultrastructure
particuliere (Figure 21) qui se compose, de lietdr vers I'extérieur, par [Barbour et coll.,
1986] :

— le cylindre protoplasmique, correspondant au €a@llulaire délimité par la membrane
cytoplasmique et un peptidoglycaffetrés mince [Rosa et coll., 2005] ;

— l'espace périplasmique, contenu entre la membeaterne et le cylindre protoplasmique,
renfermant 7 a 30 endoflagelles (associés a urtéipeg la flagelline) insérés aux extrémités
du cylindre protoplasmique et dont I'enroulementbau de ce dernier confere a la bactérie a
la fois sa mobilité caractéristique (associant aegivements de rotation, de torsion et de
compression) et sa forme spiralée [Motaleb et,c2000] ;

— la membrane externe, de structure trilamellaitesont enchassés plus d’'une centaine de
polypeptides et de lipoprotéines [Fraser et cb897].

La structure de la paroi dBerrelia présente des similitudes avec la paroi des bastéri
Gram négatif, mais celle-ci ne prend pas la calonatle Gram. Une différence importante
avec de nombreuses autres bactéries a Gram négalihbsence de LPS [Takayama et coll.,
1987] impliqué dans la physiopathologie du sepBis.revanche, elle comprend de tres
nombreuses protéines de surface (comme les pretédsg® dont il existe 6 membres

connus — OspA a OspF [Norris et coll., 1992; Lantat., 1994] — ou encore les protéines

1041 a synthése de ce peptidoglycanne est la cibl@destamines, classe antibiotique majeure du tragtgnde
la borréliose de Lyme.

105 Osp :QOuter surface protein.
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VISE'®®), dont la diversité et la variabilité d’expressi@moignent des importantes capacités
d’adaptation de la bactérie a des hétes et enverments différents. Ces protéines de surface
jouent également un réle essentiel dans la trasgmnisla dissémination et I'échappement de
Borrelia au systéeme immunitaire de I'héte.

Le génome deB. burgdorferi est de petite taille (environ 1,5 Mb). Il est sege,
composé d’'un chromosome linéaire de petite tadlevifon 900 kb) et de trés nombreux
plasmides linéaires et circulaires (d’une taillesd@ 56 kb), dont la somme représente pres de
40 % du génome. Le chromosome présente un faibleda guanine et de cytosine, avec un
contenu en G+C moyen de 28,6 % [Fraser et colB7[LgistinguantBorrelia des genres
Leptospira(G+C = 35 %) etTreponema(G+C ~ 53 %) [Hyde et coll., 1984]. Le matériel
génétique deB. burgdorferi est inhabituel : cette bactérigrésente en effet la double
singularité de posséder a la fois un chromosomgestplasmides linéaires — alors que la
plupart des bactéries ont un chromosome circulairene possedent pas de plasmides
linéaires — et d’étre au sein du regne bactériespkce qui compte le plus grand nombre de
plasmides connue [Fraser et coll., 1997; Casjerslet 2000]. A titre d’exemple, la souche
B31 deB. burgdorferiss compte au total 21 plasmitfésdont 9 circulaires et 12 linéaires

[Stewart et coll., 2005].

108\/1seE : VMP gesicular membrane protéitike sequence.

97 on peut méme imaginer que la souche native cotrtes que les 21 plasmides décrits, certains ptiesn

ayant pu étre perdus lors de la cultureitro de la souche étudiée.
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C TRANSMISSION DE BORRELIA

Chez la tique a jeun, c’est a dire avant le délutepas sanguirBorrelia est localisée
dans lintestin de la tigue. Cependant, il est reaiant bien établi que la transmission de
Borrelia a I'h6te vertébré ne se fait pas par régurgitagiassive du contenu intestinal, mais
fait suite au contraire a une migration active sigisochétes qui franchissent successivement
la barriere constituée par I'épithélium intestipalur disséminer dans I’hémolymphe, puis la
paroi des glandes salivaires avant d'étre injeectésc la salive de tigue dans la peau
[Dunham-Ems et coll.,, 2009]. Lorsque la tique itdec parBorrelia débute son repas
sanguin, I'environnement physiologique initial ddeguel se trouvent les spirochetes est
considérablement transformé : sa composition, naaissi ses constantes physiques de
température et de pH sont modifi€€§Yang et coll., 2000], d’abord par la transsudatite
liquide interstitiel dans lintestin de la tiquepip par lirruption soudaine des facteurs
solubles plasmatiques et des éléments figurés cwg sagéré. Aux changements
environnementaux majeurs auxquBtrelia doit faire face lors du gorgement de la tique, la
bactérie répond par une modification tout aussienr@ de sa dynamique de croissance et de

I'expression de ses protéines de surface majagair

108 afflux de sang dans l'intestin de la tique indunhe augmentation de température et une diminwtiopH.



81 Introduction

1 DYNAMIQUE DE LA TRANSMISSION

Evolution topographique et dynamique deBorrelia chez le vecteur

Le gorgement de la tique induit une multiplicatrapide dedBorrelia : plusieurs études
réaliséesin vivo chez la tiqgue montrent une augmentation tres itapteg du nombre de
Borrelia dans I'intestin de celle-ci, passant de la ceptai@ bactéries avant la prise du repas
sanguin a la dizaine, voire la centaine de mill#mrganismes 72 heures apres [de Silva et
coll., 1995; Piesman et coll., 2001]. La multiptioa bactérienne exponentielle et la tres forte
population deBorrelia au niveau intestinal [de Silva et coll., 1995] tastent avec le trés
faible nombre d@orrelia qui disséminent dans I'hémolymphe aprés avoirchata barriere
intestinale, puis pénétrent dans les glandes sas/gPiesman et coll., 2001; Dunham-Ems et
coll., 2009]. Ainsi, l'infection de I'h6te vertébnepose sur la transmission d’'un inoculum
bactérien trés faible, mais composé de bactériegenies [Ohnishi et coll., 2001; Lima et
coll., 2005]. La migration deBorrelia dans la tigue est biphasique : a la phase initiale
d’adhérence aux parois latérales des cellules éjatbs intestinales, pendant laquelle les
spirochetes — alors immobiles — migrent vers ldgmadeur de I'épithélium digestif, succéde
une phase de migration « active » permettant aigcgtes devenus mobiles de franchir la
membrane basale, puis de pénétrer dans les glaatieairesvia 'hnémolymphe [Dunham-
Ems et coll., 2009]. Le délai au bout duquel leenmiers spirochétes sont observables dans les
glandes salivaires de la tique, une fois le repagsin débuté, reflete le temps nécessaire a la
migration desBorrelia depuis I'intestin jusqu’a l'invasion des glandedivaires : ce délai
moyen (36 a 72 heures) [Ohnishi et coll., 2001; litam-Ems et coll., 2009], est concordant

avec les délais moyens de transmission — obsewéstimés — chez ’lhomme et I'animal.
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Délai de transmission du vecteur a I'’hote

La transmission d8orrelia a ’'hnomme ne survient effectivement pas au todtutiélu
repas sanguin. Le risque théorique de transmissitte des les premieres heures qui suivent
I'attachement de la tique, mais I'expérience cli@gnontre que le risque est faible durant les
24 premieres heures et il est également clairegtabti que ce risque augmente avec la durée
d’attachement de la tiqtf. Les données expérimentales obtenues chez I'ammatrent
une transmission possible Berrelia par la tiquel. scapularisdés 24 heures apres le début
du repas sanguin avec une efficacité maximaleatestnission a 72 heures [Piesman et coll.,
1987; Hojgaard et coll., 2008]. Une transmissionoea plus précoce dgorrelia a I'animal
par la tiquel. ricinus a été décrite des 17 heures apres l'attachemet# tigue avec une
efficacité maximale de transmission a 47 heuresacoll., 1998]. Sur le modéle européen,
la dynamique de transmission semble égalementiéfiteencée par la nature du couple
Borrelia/lxodes: I. ricinus est en effet capable de transmeBrefzelii plus précocement et

plus efficacement quB. burgdorferiss [Crippa et coll., 2002].

109 . N . . - . . .
Les recommandations en matiére de prévention derigliose de Lyme insistent sur la nécessitéetieer

une tique fixée a la peau le plus rapidement ptesaitn de limiter le risque d’infection.
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2 BASES MOLECULAIRES DE LA TRANSMISSION

Situation avant la prise du repas sanguin

Dans le vecteur — la tique du gemxedes—, et avant que celle-ci ne puisse prendre un
repas sanguin chez un nouvel héte vertébre, leschgites se développent dans l'intestin de
la tique au contact de la muqueuse intestinales@ahenvironnemenBorreliay exprime de
fagcon prédominante les protéines de surface Osp@sgB, alors que I'expression de la
protéine de surface OspC reste indétectable [Sclewvanll., 1995; Schwan et coll., 2000].
Les genenspAet ospBsont localisés sur le plasmide linéaire de 54lgb4() et organisés
dans un seul et unique opéron sous le controle@epromoteur [Bergstrom et coll., 1989].
Les protéines OspA et OspB jouent un réle esseptiel la colonisation et la survie de
Borrelia dans l'intestin de la tique [Yang et coll., 200@fspA interagit notamment de fagon
spécifique avec une protéine de la tique, TROSPAsituée a la surface des cellules
épithéliales intestinales et plus particulieremexgrimée au niveau des jonctions serrées qui
unissent ces derniéres [Pal et coll., 2004a]. eliattion d’'OspA avec son récepteur TROSPA
permet non seulement I'adhésion Berrelia a la surface de I'épithélium intestinal de la
tigue, mais aussi la persistance de la bactéris Bamvironnement physiologique hostile que
constituent la lumiére intestinale et son contdfilarig et coll., 2006]. L'importance de cette
protéine de surface pour le cycle Berrelia chez la tique est soulignée par les expériences
gui montrent que des mutardspA sont incapables de coloniser efficacement laetigquiais
gardent leur capacité a infecter la souris [Yangeat.,, 2004]. OspB semble également
constituer un facteur de virulence, essentiel dhiésion deBorrelia a I'intestin de la tique,
mais son récepteur n'a pas encore été identifigrif-iet coll., 2004; Neelakanta et coll.,

2007].

110TROSPA tick receptor forOspA.
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Modifications moléculaires engendrées par le gorgeent

Le gorgement de la tique induit la synthese raptld’expression majoritaire par
Borrelia de la protéine de surface OspC, initialement ngorimée chez la tique a jeun
[Schwan et coll., 1995]. OspC ne semble pas siniete indispensable a la dissémination
systémique ddBorrelia dans la tique et son passage dans les glandeaiedi [Grimm et
coll., 2004; Tilly et coll., 2006], mais son exps&s1 pourrait cependant faciliter ce processus
[Pal et coll., 2004b]. L’induction de OspC n’estsebvée que de facon transitoire lors du
gorgement (la proportion dBorrelia dans l'intestin de la tique exprimant OspC dimirsue
nouveau a la fin du repas sanguin), et seulemeszt lehtique déja infectée pBorrelia avant
le repas sanguin, alors que OspC n’est pas expnrag®orrelia lorsque la tique acquiert la
bactérie lors de la prise d’un repas sanguin suhnaia infecté [Schwan et coll., 2000]. Ces
données indigquent un rdle important d’'OspC dangadasmission du pathogene de la tique
vers I'hdte mammifére, mais pas dans la transmmss#ol’h6te mammifere vers la tique.

Par ailleurs, I'induction de la protéine OspC ldtsrepas sanguin s’accompagne d’une
réduction réciproque de I'expression de la protédspA [Schwan et coll., 2000; Pal et coll.,
2004a]. Ce changement dans I'expression des pestéia surface OspA et OspC obsenvé
vivo est bien corrélé avec les données obtermuestro, lesquelles soulignent notamment
'importance de la température dans ce mécanisrae ame expression faible d’'OspA mais
forte d’OspC a 37 °C, et une inversion de tendaroeant la protéine OspC indétectable a
24 °C [Schwan et coll.,, 1995]. La protéine de stef®spA intervient néanmoins dans la
dissémination systémique @m®rrelia dans la tique au tout début de la phase de gomeme
rapide, car elle présente un domaine de liaisom j[goplasminogéne et pour un activateur du
plasminogene — uPA [Fuchs et coll., 1994; Klempeiecoll., 1995]. Le plasminogene de
I'héte vertébré, contenu dans le sang ingéré péglee, est ainsi lié puis transformé en son

principe actif — la plasmine —, dont I'activité pEolytique est mise a profit par la bactérie
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pour franchir la barriére intestinale de la tiglece titre, OspA est un élément important dans
la transmission dBorrelia a I'héte vertébré, car cette protéine permet di@erola migration
systémique de la bactérie depuis I'intestin veréholymphe puis les glandes salivaires de la
tigue [Coleman et coll., 1997]. Enfin, la répressOspA lors du gorgement de la tique
s’'accompagne également d’'une répression de sompteficeTROSPA ; ces modifications
paralléles et concomitantes contribuent au « déemment » des spirochetes, facilitant ainsi le
franchissement de la barriere épithéliale inteliner les spirochetes et leur passage dans

I’'hnémolymphe [Pal et coll., 2004a].

Initiation de I'infection chez I'h6te vertébré

Parmi les liporotéines de surfaceRigrelia, OspC est certainement celle qui joue le rble
le plus important dans la transmissionBierelia a I'héte vertébré puis sa dissémination. Des
souches déficientes pour la synthése d’OspC soeftfenhincapables d’induire une infection
chez la souris [Grimm et coll., 2004; Tilly et cplRP006]. De tels mutantsspC~ sont
éliminés de la peau moins de 48 heures apréesimation : étant donné I'importance d’OspC
aux étapes les plus précoces de l'infection, I'egude Rosa et coll. évoque un rdle possible
de cette protéine dans les mécanismes d’échappemintréponse immunitaire innée de
I'héte [Tilly et coll.,, 2007]. Cependant, I'équipke Liang et coll. a démontré que I'absence
d’OspC peut étre compenseée par la surexpressiarire&alipoprotéines de surface (OspA,
OspE, VISE ou DbpA), prévenant ainsi la destructiapide des souches déficientes pour
OspC, et restaurant la capacitéBiarelia a établir I'infection initiale puis a disséminezrs
ses organes cibles [Xu et coll., 2008]. Ces noasetlonnées indiquent que le réle d’'OspC
évoqué par Rosa et coll. repose principalement |laucapacité d’OspC et des autres
lipoprotéines de surface a maintenir lintégrité e membrane externe dBorrelia,
protégeant ainsi la bactérie des défenses immuestannées de I'héte. Néanmoins, OspC

étant la lipoprotéine de surface majoritairemergrienée lors de la transmission, c’est bien
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d’elle dont dépend la réussite de l'infection @i, et il apparait également que cette protéine
de surface est spécifiquement requise pour la missdéion efficace deBorrelia vers ses

organes cibles [Xu et coll., 2008; Seemanapatdt, 2010].

L’histoire du vaccin

Enfin, il est difficile de terminer ce chapitre rpant sur les bases moléculaires de la
transmission d&orrelia a ’'homme sans évoquer I'« aventure » du seuliamgmain de la
borréliose de Lyme ayant été commercialisé jusga’gour [Steere et coll., 1998] et dont le
mode d’action reposait précisément sur l'inhibitde la transmission dgorrelia de la tique
vectrice vers I'hote accidentel que représenteniie. Il s’agissait d’un vaccin recombinant
de la protéine de surface OspA, choisie pour stnassentiel dans le cycle dgerrelia au
niveau du vecteur et les bonnes performances aise@vec son utilisation lors des phases
précliniques de développement du vaccin [Fikrigat., 1990]. La stratégie vaccinale était
basée sur la neutralisation du pathogéne danedtintde la tique au tout début de la phase de
gorgement rapide (c’est a dire avant la modificatde I'expression des lipoprotéines de
surface OspA/B et OspC) par les anticorps anti-Osyg&rés avec le repas sanguin [de Silva
et coll., 1996]. La neutralisation du pathogenét @téendue (et confirmée lors des différentes
expérimentationgn vivo) par un effet bactéricide direct ou par blocagdadmultiplication,
de l'attachement a la muqueuse intestinale et d#isleémination systémique dBsrrelia
dans la tique [Pal et coll., 2001]. Le vacéindont laFood and Drug AdministratiotFDA) a
autorisé la mise sur le marché le 21 décembre HB8Etats-Unis, a vu sa production
volontairement abandonnée par son fabricant taiejtrois ans apres sa commercialisation

en raison d’un trop faible succes commercial li@ seulement au codt et a la lourdeur du

111\accin commercialisé sous le nom de LYMEMpar la société GlaxoSmithKline.
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protocole vaccinal? mais aussi, et surtout & une controverse autaut dsque potentiel
d’arthrite auto-immune dont la survenue chez I'hanmma pourtant jamais été démontrée

[Abbott, 2006; Nigrovic et coll., 2007].

12| e vaccin présentait également une efficacité fiisante (protection estimée a 80 % des individyana
recu trois doses vaccinales) limitée dans le tefopkgeant le recours a des dobessteradditionnelles) et une

protection croisée avec des souches non nord-aaréprobablement limitée.
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IV INTERACTION DE BORRELIA AVEC LA PEAU ET SON SYSTEME IMMUNITAIRE

1 INTERACTION DE BORRELIA AVEC LA MATRICE EXTRACELLULAIRE

Dans la peau, mais également dans tous les aigsess tet organes gugorrelia est
susceptible de coloniser et au sein desgBelselia se multiplie, la bactérie entretient des
liens étroits avec les éléments de la matrice eslitdaire, grace a plusieurs protéines de
surface dont certaines jouent le role de véritalaldsésinesBorrelia étant par ailleurs
dépourvue d’activité protéolytique intrinséque,blactérie détourne a son profit les propres
systemes de destruction de la matrice extraceku(aiétalloprotéases et sérines-protéases) de

I’'héte pour se mouvoir dans les espaces intereaits.

Les adhésines d8orrdia

Borrelia exprime a sa surface plusieurs lipoprotéines dapathe lier la_fibronectine,
dont la plus étudiée eBBK32 [Probert et coll., 1998]. La synthese de BBK32dém® par le
génebbk32situé sur le plasmide Ip36) débute lors du gorgerde la tiqgue et son expression
est fortement induite apres transmission a I'héeébré [Fikrig et coll., 2000]n vitro, les
données expérimentales indiquent que les modificatde température et de pH sont deux
facteurs environnementaux importants qui partidigena modification de I'expression de
BBK32 [He et coll., 2007]. Au méme titre que d’asdrprotéines de liaison a la fibronectine
exprimées par des pathogénes extracellulaires, eomes protéines Fnbpg® de

ill4

Staphylococcus aurews Sfbl~" de Streptococcupyogenesavec lesquelles BBK32 possede

des analogies structurales et fonctionnelles [Raibet coll., 2005], BBK32 appartient a la

113 Fnbp :fibronectin_binding protein

114 Sfbp :streptococcal fibronectin binding protein
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famille des MSCRAMMS" [Kim et coll., 2004] — molécules de surface spésges dans
I'adhésion aux éléments de la matrice extracehalfiPatti et coll., 1994]. Outre sa capacité
d'adhésion a la fibronectine, BBK32 est égalemerdpable de lier différents

glycosaminoglycanes de I'héte (comme le dermatangh@parine sulfate) [Fischer et coll.,

2006]. Grace a ces différents types d'interacti@BiK32 semble impliquée dans la capacité
des Borrelia circulantes & adhérer aux vaisseaux et a pénddmes les tissus a partir du
systéme circulatoire [Norman et coll.,, 2008]. Lesniées expérimentales concernant les
conségquences d'une perte de fonction de BBK32 uratitjque I'absence de BBK32 réduit
I'infectiosité deBorrelia [Seshu et coll., 2006], mais que sa présence c@Estndant pas
essentielle a la transmission et a la disséminatiopathogéne [Li et coll., 2006]. D’autres
lipoprotéines de surface, comrRevA''® et RevB, sont également capables d’assurer une
liaison deBorrelia avec la fibronectine [Brissette et coll., 2009]permettent probablement
de compenser la perte de fonction de BBK32 dans medéles expérimentaux. La
redondance des fonctions d’adhérence (une méme tifisulaire pouvant étre reconnue par
différentes protéines de surface Berrelia), et la multiplicité des cibles tissulaires avec
lesquelles Borrelia interagit, contribuent certainement a limiter polar bactérie les
conséguences fonctionnelles inhérentes a la peneadériel génétique (BBK32 est codée par
un gene plasmidique), et traduit un fort potentdaptation deBorrelia aux différents
environnements rencontreés.

Deux autres lipoprotéine)bpA*'’ et DbpB, permettent I'adhésion dBorrelia & la
décorine [Guo et coll., 1995], et assurent aing liaison indirecte entre la bactérie et les
fibres de collagene du derme et des autres tismjsrwctifs cibles de l'infection. Elles sont,

comme BBK32, a considérer comme de véritables mesnthe la famille des MSCRAMMSs

115 MscrRAMMS :microbial surface components recognising adhesiagirnmolecules

116, , . I - . . R R , . .
L'appellationrevindique l'orientation réverse des gémesg par rapport aux génes adjacents dénonmegs

117 Dbp :decorin_binding protein
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[Guo et coll., 1998]. DbpA et DbpB sont respectiemincodées par les gerdispA et dbpB
situés sur le plasmide Ip54, et la transcriptiorcel® derniers est induite apres transmission a
I'héte vertébré [Hagman et coll., 1998]. DbpA etdBoreprésentent des facteurs de virulence
importants pouBorrelia [Shi et coll., 2008b] : les résultats expérimertaur modeéle murin
indiquent notamment que l'infectivité des souchéficientes en protéines de liaison a la
décorine est diminuée [Shi et coll., 2008a], et tpalissémination dBorrelia chez des
souris déficientes en décorine est également alf@mwn et coll.,, 2001]. Enfin, bien que
I'étude initiale de Guo et coll. n'ait pas permis démontrer quorrelia peut interagir de
facon directe avec les fibres de collagene [Guaodit, 1995], des données plus récentes
indiquent au contraire que la bactérie est capable seulement d’adhérer aux fibres de

collagéne de type I, mais également d'y former ohésrocolonies, et ce en l'absence de

décorine ou d’autres protéoglycanes [Zambrano let 2004]. Outre les protéines de liaison
a la décorine, d’autres protéines de surfac®aleelia, conmeBBK32 mais aussBgp*'®

permettent 'adhésion de la bactérie aux protéaigs et glycosaminoglycanes de I'hote

[Parveen et coll.,, 2000]. Si Bgp représente l'ues dombreuses protéines d’adhésion de
Borrelia, Bgp est en revanche 'une des rares protéinggétéés dans le milieu extérieur par
la bactérie [Cluss et coll., 2004].

Par ailleurs, des travaux récents ont permis déreneh évidence une interaction directe
entreBorrelia et la_laminine (composant majeur des lames bgsategidentifier plusieurs
protéines de surface impliguées dans cette interadt s'agit d'un membre de la famille des
lipoprotéines Erps®—ErpX — [Brissette et coll., 2008; Brissette et colDPQc], ainsi que de

la lipoprotéineBmpA'?° et de ses trois paraloguBmpB, BmpC, etBmpD [Verma et coll.,

118 Bgp :Borrelia gag binding proteinLe géne codant Bgp est situé sur le chromosamailie deBorrelia.
119 Erp :OspE-F related lipoprotein
120 Bmp :Borrelia membrane proteinLa fonction de BmpA, initialement décrite comnaepirotéine P39, et de

ses paralogues n'a pas encore été identifiée.
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2009] : ces protéines constituent ainsi encoretBaufacteurs d’adhésion dorrelia a la
matrice extracellulaire, probablement impliqués sdin dissémination, puis I'invasion et la
persistance des tissus cibles de l'infection.

Enfin, une autre protéine de surfacd?66—, bien que n’interagissant pas directement
avec la matrice extracellulaire, représente uneeadhésine majeure @morrelia [Antonara
et coll., 2007]. La protéine P66 (également consmugs le nom de OmsB8), codée par un
géne chromosomique [Probert et coll.,, 1995], est ymotéine exposée a la surface
membranaire d8orrelia [Bunikis et coll., 1995; Probert et coll., 199%a$e et coll., 1997].
Alors que la synthese de P66 est indétectable lehdgue non gorgée, son expression est
induite par le gorgement [Cugini et coll., 2003p6R~econnait spécifiquement la sous-ufié
des intégrines, et permet notamment I'adhésioBaleelia aux plaguettesia I'interaction
avec l'intégrineopBs'? et & I'endothéliunvia I'interaction avec l'intégrinewfs [Coburn et
coll., 1993; Coburn et coll.,, 1999; Coburn et ¢oR003]: I'adhésion deBorrelia aux
plaquettes activées, agrégées sur la paroi deseaais |€sés, pourrait constituer I'un des
mécanismes par lesquels la bactérie accéde ecldation sanguine systémique et dissémine

vers ses organes cibles.

Borredlia et destruction de la matrice extracellulaire

Au contraire d’autres bactéries invasives qui preeht et excretent dans le milieu
extérieur des protéases (on pourra citer par exemapsynthese pataphylococcus aureus
des protéases SspA, ScpB et de l'auréolysine [Siacell., 1997]) Borrelia est dépourvue
d’activité protéolytique intrinséque [Coleman etll01995; Klempner et coll., 1995].
NéanmoinsBorrelia compense I'absence de cette activité en indulaasynthese de diverses

métalloprotéases (MMP-1, MMP-3, MMP-9, par exempalda foisin vitro [Gebbia et coll.,

121 oms66 outer membrane-spanning 66-kDa protein

122 L’intégrine oy, 3 €st également connue sous le nom de glycopro@id-111a.
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2001; Hu et coll., 2001; Behera et coll., 2004jrewivo [Lin et coll., 2001; Zhao et coll.,
2003]. Par ailleursBorrelia peut lier le plasminogéene ainsi que les activatéigsulaires du
plasminogene [Klempner et coll.,, 1995] (dont ladarction locale est —au moment de la
transmission a I'hote vertébré — avantageusemagrhantée par l'inflammation générée a la
fois par la blessure liée a la piqlre de tiqueastla réponse immunitaire dirigée contre la
bactérie). L’activation du plasminogene en plasniigée a la surface dgorrelia, permet a la
bactérie de détruire les composants adjacents defdce extracellulaire et des membranes
basales [Coleman et coll., 1999] (a la faveur dgdaspectre protéolytique intrinseque de la
plasmine et a l'activation indirecte des métallaases, voir chapitre « Les enzymes
protéolytiques : métalloprotéases et sérine-pregaspage 25), favorisant ainsi la migration
tissulaire et probablement aussi la pénétratiortutase du spirochéte [Coleman et coll.,
1995; Klempner et coll., 1995]. Plusieurs protéidessurface d®orrelia sont capables de
lier le plasminogéneOspA est la premiere d’entre elles [Fuchs et coll.,4]9¢ais comme
nous I'avons vu plus haut, si la liaison OspA/plaggene présente en effet une importance
fonctionnelle pour la migration dgorrelia dans la tique [Coleman et coll., 1997], la syn¢hes
de la protéine OspA est ensuite réprimée chezd’néttébré au profit d’'OspC. La protéine
OspC présente aussi une affinité pour le plasminogénais si le réle de la liaison
OspCl/plasminogéne comme facteur de virulence gdetepour Borrelia a également été
suggéré [Lagal et coll., 2006], la diminution depladuction d’'OspC jusqu’a son absence
compléte de synthése dans les quelques jours ygingude début de l'infection chez I'hote
vertébré [Liang et coll., 2002a; Crother et collQ04] ne permet pas de considérer cette
lisison comme un facteur de virulence déterminamirpes manifestations disséminées de la
phase tardive de la maladie. Trois lipoprotéinesadamille Erp —ErpP, ErpA et ErpC —
sont capables de lier le plasminogene [Brissettmkkt 2009b], mais a la différence d’OspA

et OspC, les lipoprotéines de la famille Erp somttefment exprimées tout au long de
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I'infection chez I'héte vertébré [Miller et coll2005; Miller et coll., 2006]. Ces protéines Erp
contribuent probablement a la dissémination du qagthe, en particulier dans les phases
tardives de la maladie [Brissette et coll., 2009Bhfin, une autre protéine de surface,
CRASP-1'*3 mieux connue pour son role dans le mécanismédfgmement dBorrelia & la
lyse médiée par le complément (voir chapitre « Méraes d’échappement a I'action du
complément », page 101), est également capablerde Iplasminogéene (ainsi que plusieurs
autres composants de la matrice extracellulairenoenta fibronectine, la laminine, et le

collagene), et de le convertir en plasmine [Hailstret coll., 2010].

2 INITIATION DE LA REPONSE IMMUNITAIRE PAR BORRELIA

Borrelia interagit avec une grande variété de cellules imitaires spécialisées — comme
les cellules dendritiques [Filgueira et coll., 19%iihonen et coll., 2003], les lymphocytes
[Knigge et coll., 1996; Kalish et coll., 2003; Kmgt coll., 2006; Collins et coll., 2008], les
monocytes/macrophages [Cruz et coll., 2008; Sakizewnll., 2009], ou encore les mastocytes
[Talkington et coll., 1999] — dont la présence dingeau constitue un réseau de surveillance,
indispensable a la défense de I'organisme congrénfections [Nestle et coll., 2009]. Mais
Borrelia est également capable d’induire I'activation d8utes résidentes « structurales »
comme les kératinocytes et les fibroblastes [Elehebll., 1997; Marchal et coll., 2009], ou
encore les cellules endothéliales [Sellati et cG®95; Sellati et coll., 1996; Ebnet et coll.,
1997], qui participent elles aussi (directementralirectement) a ce réseau de surveillance.
L’activation de ces différentes catégories celhalgi parBorrelia repose d’'une part sur
I'interaction de la bactérie avec les récepteulisileires de reconnaissance de motif (comme

les récepteurs TLRs ou NODSs) impliqués principaleint&ans la réponse immunitaire innée

123 crasP .complement regulator-acquiring surface protein
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non spécifique, et d’autre part sur I'interactidagpspécifique entre les cellules de I'immunité

adaptative et les antigenes bactériens apprétdegpeellules présentatrices d’antigénes.

Interaction de Borrelia avec les TLRs

Les TLRs jouent un rdle important dans l'initiatide la réponse immunitaire dirigée
contre Borrelia [Guerau-de-Arellano et coll., 2005Borrelia ne produit pas de LPS
[Takayama et coll., 1987] mais possede au contdraombreuses lipoprotéines de surface
fortement immunogénes [Brandt et coll., 1990], demimotif triacylé** de la partie lipidique
constitue un véritable PAMP [Singh et coll., 2008j. vivo, l'injection intra-articulaire
[Gondolf et coll.,, 1994] ou intradermique [Norgaed coll., 1995] de lipoprotéines (ou de
leurs équivalents lipopeptidiques) Berrelia induit une atteinte inflammatoire localisée. Les
lipoprotéines deBorrelia sont en effet capables d’induire une réponse mitarnmatoire
caractérisée par la production de cytokines et idkiimes résultant de I'activation de la voie
NF-kB, elle-méme activée par la stimulation des réaept€LRs [Singh et coll., 2006].

Cette réponse pro-inflammatoire est ligevitro a l'interaction des lipoprotéines de
Borrelia avecTLR2 [Hirschfeld et coll., 1999]. Les modéles expéritaerx dans lesquels
TLR2 ou MyD88?° (son effecteur intracellulaire) sont inactivés mment que la voie de
signalisation TLR2 joue un réle majeur dans le daatinitial de I'infection tissulaire : les
charges bactériennes tissulaires observées a $& phidale de I'infection dans les systemes
TLR2" ou MyD88" sont en effet jusqu'a 250 fois plus élevées quesdaurs témoins
« sauvages » [Wooten et coll., 2002; Bolz et c@004; Liu et coll., 2004; Wang et coll.,
2004; Behera et coll., 2006]. NéanmoirBorrelia est capable d’induire des lésions
inflammatoires (parfois méme plus séveres ou tauicltes tissus habituellement non

concernés par linfection &8orrelia [Wooten et coll., 2002; Behera et coll., 2006]) en

124 N-palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propy(R)-cysteinyl, encore appelé Pzdys.
125 MyD88 : myeloid_differentiation primary response ge3&
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'absence d'une voie de signalisation TLR2 opérat@le : ces données indiquent que
d’autres TLRs (et d'autres PRRs) sont impliguéssdanmeconnaissance de la bactérie.

Une étude a démontré que les individus « faiblem&mindeurs » a la vaccination par le
LYMErix (protéine OspA recombinante) ont une failebgpression cellulaire de TLR1 et que
des souris déficientes en TLR1 et TLR2 ne prodaiigatune trés faible réponse anticorps a
la vaccination par OspA [Alexopoulou et coll., 2D02es résultats suggérent que TLR1 joue
aussi (avec TLR2) un réle important dans la recssaace des lipoprotéines triacylées de
Borrelia ; ces résultats sont par ailleurs en accord agddnnées de la littérature indiquant
gue l'association hétérodimérigeLR2/TLR1 est responsable de la détection de motifs
lipopeptidiques spécifiques triacylés (I'associatibLR2/TLR6 est quant a elle responsable
de la détection des motifs diacylés) [Kawai et .coBl011]. De plus, une coopération
TLR2/TLR6 dans l'activation de cellules endothéliales paligaprotéine OspA ayant été
démontréen vitro [Bulut et coll., 2001], il n’est pas exclu que T&Rarticipe égalemerim
Vvivo a la reconnaissance Berrelia et a I'induction de la réponse immunitaire dirigimtre
elle. En revanche, TLR4 ne participe pas a la neaimsance de la bactérie, car le ligand
principal de TLR4 est le LPS des bactéries a Gréagatif [Kawai et coll., 2011], éBorrelia
en est dépourvue [Takayama et coll., 1987].

Par ailleurs, d’autres composants bactériens geelipoprotéines de surface sont
susceptibles d’interagir avec les TLRs de I'hétes lmacrophages de souris déficients en
TLR2, bien gu’insensibles aux lipoprotéines Berrelia, restent par exemple sensibles a
I'activation par d’autres composants de la bactffimoten et coll., 2002]. La flagelline
(protéine principale des flagelles bactériens) pourétre 'un de ces composants. La
flagelline est en effet reconnue par TLR5 [Kawatdt., 2011], mais la flagelline dgorrelia
n'est pas exposée a la surface de la bactérie dmatenue intégralement dans I'espace

périplasmique). Lorsque TLR2 est fonctionnel, TLRbsemble pas jouer de rble significatif
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dans la production de cytokines en réponse artaukdtion par de8orrelia vivantes [Salazar
et coll., 2009]. Deux études ont pourtant mis eidence un role possible AR5 dans la
réponse inflammatoire induite pBorrelia [Bernardino et coll., 2008; Shin et coll., 2008],
mais l'induction de la voie TLR5 observée est plibment liée a la stimulation du récepteur
par des constituants flagellaires de bactériesb/d@ar ailleurs, TLR9 reconnait les ilots CpG
de I'’ADN des pathogén& [Kawai et coll., 2011]. Ces motifs CpG pourraiégalement étre

a l'origine de l'induction d’'une réponse inflammaéoparBorrelia : si deux équipes ayant
évalué la question n'ont pas permis de confirmétedeypothése [Bernardino et coll., 2008;
Shin et coll., 2008], seule I'équipe de Schwarjasgu’a présent pu montrer gBerrelia est
capable d'induire (aprés phagocytose dans un sgsten cultureex vivo de PBMCS’
humains) la synthese d’interférons de type | etytekines pro-inflammatoires en stimulant
non seulementLR9, mais aussiLR7 [Petzke et coll., 2009] — impligué quant a lui slda
reconnaissance d’ARN simple brin viraux, bactériensfongiques [Kawai et coll., 2011].
Encore plus récemment, Cervantes et coll. ont dégbuueTLR8 (situé comme TLR7 et
TLR9 dans la voie phagolysosomiale en positionac#Hulaire, et impligué comme TLR7
dans la reconnaissance d’ARN simple brin [Kawaiak, 2011]) intervient également dans
la modulation de la réponse immunitaire induite Barrelia (aprés phagocytose dans des
monocytes humains), de facon coopérative avec TERHEme exclusive pour la synthése

d’IFN-B [Cervantes et coll., 2011].

Interaction de Borrelia avec les autres PRRs

La reconnaissance dorrelia par d’autres PRRs que les TLRs a jusqu’a présérnet
étudiée. Néanmoins, des études récentes indiquerBayrelia interagit avec les récepteurs

intracellulaires de type NOD (sensibles au peplytame des bactéries). L'interaction de

126 . . . , - . . .
Les ilots CpG sont fréequemment présents dans I'Alabtérien et viral, mais rares chez les mammiferes

1271 PBMCs :peripheral_blood mononuclear cells
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Borrelia avec NOD2 induit notamment la synthése de cytakpre-inflammatoires, et cette
réponse se surajoute a celle déja produite pdetaction de la bactérie avec TLR2 [Oosting
et coll., 2010].Borrelia induit égalementn vitro I'expression de NOD2 par des cellules
gliales [Sterka et coll., 2006b] et microglialesdi&a et coll., 2006a] murines. La stimulation
du récepteur NOD2 joue un réle important dans p@mée inflammatoire (observée a la fois
in vitro etin viva®® provoquée paBorrelia dans le systéme nerveux central [Chauhan et
coll., 2009].

Par ailleurs, un autre PRR, le récepteur au man(iéd) — élément majeur de la
fonction phagocytaire des cellules présentatricastigénes et des macrophages, impliqué
dans la reconnaissance de motifs polysaccharidiqueamosylés présents a la surface de
nombreux pathogénes (bactéries a Gram positif ejatii¢ mycobactéries, levures,
parasites ...) [Apostolopoulos et coll.,, 2001] — paiir également participer a la

reconnaissance dBorrelia, dans la mesure ou le réle de linteractiBarrelia/ MR dans

I'adhésion de la bactérie aux macrophages a étémtédmn vitro [Cinco et coll., 2001].

Activation des réponses immunitaires spécifiques

Les cellules présentatrices d’antigene¢CPA) jouent un role central dans la réponse
immunitaire contreBorrelia, a I'interface entre les réponses innées et atiegda Dans la
peau, les CPA (cellules dendritiques dermiqueseitiles de Langerhans) représentent une
des premiéres lignes de défense contre linfectoBorrelia: elles sont capables de
phagocyter la bactérie (dérivés notamment des lgiémes de surface) et d’appréter ses
antigenes [Filgueira et coll., 1996; Suhonen €t,c2003] pour les présenter aux lymphocytes
T CD8' [Beermann et coll., 2000ln vivo, la participation des lymphocytes T dans la répons

immunitaire dirigée contr&orrelia a été démontrée dans plusieurs modeles expérimenta

128 . : - . s . .
Dans cette étude, le voletvivo du protocole expérimental reposait sur l'injectintracérébrale dBorrelia

chez des souris NOD2ou chez des souris témoins sauvages.
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murins?® [Pachner et coll., 1991; Keane-Myers et coll., 5]9€hez 'homme également, la
réactivité spécifique des populations lymphocytifea divers antigénes dorrelia a été
mise en évidence, en particulier chez des patiattisints de manifestations tardives
chroniques de la maladie [Dattwyler et coll., 1988shinari et coll., 1991; Kalish et coll.,
2003]. Outre leslymphocytes T CD8, Borrelia est également capable d’activer les
lymphocytes T CD4 [Knigge et coll., 1996]. Concernant la polarisatides lymphocytes T
CD4" (balance Th1/Th2 induite par linfection aBorrelia, la question de son impact sur
I'évolution de la maladie reste controversée. Qmastaravaux indiquent que la synthese
d'IL-12%° et la persistance d’'une production cytokinique tgee Thl favoriseraient la
progression de la maladie chez 'homme [Gross Bt d®98; Widhe et coll., 2004] et les
souris sensibles a l'infection pBorrelia [Matyniak et coll., 1995; Anguita et coll., 1996],
alors qu’une réponse de type Th2 serait corrélée ame évolution favorable de la maladie
[Matyniak et coll., 1995; Gross et coll., 1998; \W&det coll., 2004]. Cependant, d’autres
études indigquent au contraire qu’une forte répdrtsk pourrait avoir des effets bénéfiques et
favoriser la résolution de l'infection a la foisezhl’animal (réduction de la cardite induite par
Borrelia dans un modéle murin) [Bockenstedt et coll., 208thez 'homme [Sjowall et
coll., 2005], en particulier a la phase initialganée de linfection [Sjowall et coll., 2011].
Par ailleurs, la mise en évidence d’'une synthesaldod’IL-17 dans le liquide céphalo-

rachidien [Henningsson et coll., 201%] ainsi que dans les surnageants de culture de

129 bans rétude de Kaene-Myers et coll., 1995, lalékigm des LT CDZ induisait une aggravation des
manifestations articulaires, alors que la déplégonLT CD8 induisait au contraire une amélioration de la
symptomatologie articulaire, suggérant un role gutetur des LT CD4et un effet facilitateur des LT CD8 dans
I'infection aBorrelia.

130 12 représente un stimulus puissant qui oréelats cellules T vers une différenciation de typ&.T

131 Dans cette étude, une réponse locale de type fi@dbminait, mais la synthese concomitante d’IL-1&té&

détectée dans le liquide céphalo-rachidien de 4 %patients (65 sur 133) atteints de neuroboselio
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lymphocytes T synoviaux [Codolo et coll., 2068]de patients respectivement atteints de
neuroborréliose et d’'arthrite de Lyme indique uterpossible desymphocytes de type
Th17 dans les manifestations disséminées de la basedtle Lyme.

Borrelia induit I'activation descellules NKT, qui représentent une sous-population tres
particuliére de lymphocytes'®: les cellules NKT reconnaissent en effet de fagmécifique
un antigéne glycolipidiqUé* de Borrelia, que les CPA leur présentent par I'intermédiaie d
CD1d [Godfrey et coll., 2006; Kinjo et coll., 2008]importance des cellules NKT dans la
défense de I'hdte contre l'infectionBiorrelia a été évaluém vivo sur modéle murin. Dans le
tissu hépatique, les cellules NKT participent, eflaboration avec les cellules de Kupffer
(capables de phagocyt&orrelia [Sambri et coll., 1996]), a la clairance vasculaites
spirochétes : les cellules NKT limitent ainsi |asBmination systémique @orrelia et son
passage dans ses organes cibles [Lee et coll.].A04Dcellules NKT contribuent également
a limiter la sévérité des manifestations articelaifTupin et coll., 2008] et cardiaques [Olson
et coll., 2009] de la maladi®orrelia induit aussi l'activation d’une autre sous-popiolat
spécifique de lymphocytes, lgsmphocytes Tyd. L’équipe de Budd et coll. a montré que la
stimulation de lymphocytes 6 synoviaux paBorrelia induit leur prolifération a la foig
vitro [Vincent et coll., 1996] ein vivo, via un mécanisme partiellement dépendant de TLR2
[Collins et coll., 2008; Shi et coll.,, 2011]. Legniphocytes Tyd ainsi stimulés induisent
également la maturation des cellules dendritigiresvitro [Collins et coll.,, 2005], et

participentin vivo a l'induction d’'une réponse immunitaire adaptatpetectrice contre

132 Dans cette étude, les lymphocytes T utilisés desigestsn vitro ont été collectés chez 5 patients atteints
d’arthrite de Lyme.

133 es cellules NKT se distinguent des cellules Bsilgues par le fait que le TCR €&l recepto) ne reconnait
pas des antigénes peptidiques apprétés par le @his, des antigénes lipidiques ou glycolipidiquesspntés
par la molécule CD1d (molécule présentatrice dégmte).

134 a structure glycolipidique reconnue est un dighjae (diacylglycérol).
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linfection & Borrelia [Shi et coll., 2011, Les cellules NKT et les lymphocytesyd sont

p_)/

donc deux catégories spécifiques de lymphocytesapables de stimuler, en réponse
I'infection par Borrelia, les deux types de réponse immunitaire — innéadaptative —, a
I'embranchement desquelles elles se situent.

Enfin, la stimulation dedymphocytes B et la production subséquenteaxticorps
spécifiques sont des données largement reprises dans laatittér (expérimentale,
diagnostique et clinique) au sujet de la borrélidseLyme. Mais si la réponse anticorps est
capable d’induire la rémission des animaux infedigss les modéles expérimentaux murins
(sans toutefois parvenir a une élimination compiitda bactérie) [Barthold et coll., 2006], il
n‘en demeure pas moins que les manifestationsqoks chez I'homme (et en particulier
celles de la phase tardive chronique de la maladis)iennent en dépit d’'une forte réponse
humorale dirigée contre la bactérie [Kraiczy etl.cd2002] (voir chapitre « Mécanismes

d’échappement a la réponse immunitaire humorgbage 103).

133 bans cette étude, des souris déficientes epd ffrésentaient une expansion lymphocytaire (B, T CR4
CD8") réduite, corroborée par une production faible ntitmrps antiBorrelia et de cytokines
pro-inflammatoires ; parallelement, la charge baetde tissulaire et I'inflammation cardiaque olvger étaient

plus élevées que chez les souris témoin.
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3 MECANISMES D’'ECHAPPEMENT DE BORRELIA A LA REPONSE IMMUNITAIRE

Mécanismes d’échappement a I'action du complément

La voie alternative du complément est une des gwmr@bmposantes de la réponse
immunitaire innée a laquellorrelia, et de facon plus large les micro-organismes trdex,
doivent faire face dans I'environnement représeard’hote vertébre, et ce des les premieres
heures aprés leur inoculation.

Afin de se protéger de la lyse cellulaire médiéelparoie alternative du complément,
Borrelia détourne a son profit le propre mécanisme de gtiotedes cellules du soi contre le
complémentBorrelia exprime en effet a sa surface plusieurs protéinespeuvent lier le
facteur H (fH), le facteur 1 de type H (fHL-fgctor H-like 1), ou encore d’autres protéines
apparentées au facteur H (CFHRemplement factor H-related prote)nsces différentes
protéines sont des inhibiteurs spécifigues de lavedase de la voie alternative du
complément [Brissette et coll., 2008]. Les protéide surface dBorrelia qui possédent la
plus grande affinité pour fH sont les protéines (RAL et CRASP-2 [Kraiczy et coll., 2001],
ainsi que trois membres de la famille des protéirps— ErpP (CRASP-3), ErpC (CRASP-4)
et ErpA (CRASP-5) [Brissette et coll.,, 2008] ; CRAS et CRASP-2 possedent aussi une
affinité pour fHL-1, alors que les protéines Erp samt dépourvues [Kraiczy et coll., 2001;
Brissette et coll., 2008] ; ErpP, ErpC et ErpA pentvégalement lier plusieurs autres
protéines apparentées au facteur H (CFHR-1, CFHR-ZFHR-5) [Haupt et coll., 2007,
Siegel et coll., 2010]. D’'autres protéines membir@sadeBorrelia sont capables de lier le
facteur H, comme OspE [Hellwage et coll., 2001]EpX [Stevenson et coll., 2002], mais
leur affinité pour cette protéine est plus faibRrigsette et coll., 2008]. L'adhésion de
Borrelia & des protéines de I'hote, spécialisées dansibitdn de la voie alternative du

complément, constitue ainsi le mécanisme d'échappemrincipal deBorrelia a la lyse
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médiée par le complément. De plus, fH étant lié ashules eucaryotes par différents
récepteurs (comme les sélectines leucocytaireshidti@ et coll., 1999] ou encore l'intégrine
apPs des plaquettes [Vaziri-Sani et coll., 2005]), igdon fHBorrelia pourrait également
favoriser I'adhésion de la bactérie aux cellulesisstus de I'héte : un mécanisme similaire
d’adhésion cellulaire a été décrit cheireptococcus pneumonifidammerschmidt et coll.,
2007]. L'acquisition de protéines régulatrices teéte, pour se prémunir de l'activité du
complément, est un mécanisme utilisé par de nombpathogénes (y compris les bactéries
du genreleptospira— proches du geniorrelia —, dont les protéines Len® et LenB lient

fH [Fraga et coll., 2011]).

Par ailleursBorrelia exprime également a sa surface une protéine appara CD59
(ou protectine) [Pausa et coll., 2003]. CD59 et protéine membranaire, exprimée par la
plupart des cellules eucaryotes, qui participe Pristection des cellules du soi contre le
complément : elle vient se loger dans le complexembranaire d’attaque en cours
d’assemblage et blogue sa formation [Male et c&llQ7]. Le mimétisme moléculaire avec un
facteur de régulation clé de la voie d’attaque mmamdire du complément représente ainsi un
autre mécanisme d’échappemenBderelia a la lyse médiée par le complément.

Enfin, Borrelia bénéficie indirectement et localement (au niveatsite de la pigire de
tique) des effets immunomodulateurs de certainet®imes de la salive de tique (voir chapitre
« Contribution de la salive de tique aux mécanisd¥@shappement dBorrelia », page 108),
comme les protéines ISAE d’l. scapularis[Valenzuela et coll., 2000], leurs homologues
Irac*®® chezl. ricinus [Schroeder et coll., 2007], et la protéine SalpR@son et coll., 2007],
inhibant spécifiquement l'activité du complémemifwchapitre « Activité anti-inflammatoire

de la salive et modulation de la réponse immumitainée », page 66) [Valenzuela et coll.,

136 . - :
Len :leptospiral_endostatin-like protein.

137 ) : . : .
Isac :Ixodes scapularis salivary anticomplement protein

138 - . . .
Irac :1xodes ricinus salivary anticomplement protein
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2000; Tyson et coll., 2007Borrelia bénéficie également de facon plus directe dedtafé la
protéine Salpl5 qui inhibe le dépét des constigidntcomplexe d’attaque membranaire a sa

surface [Schuijt et coll., 2008].

Mécanismes d’échappement a la réponse immunitaireumorale

Lorsque la bactérie est injectée dans la peau libi@ vertébreé, OspC est la lipoprotéine
de surface la plus exprimée. OspC représente uautade virulence majeur po@orrelia,
mais il représente également un antigene puissanirigine d’'une réponse humorale
spécifique [Fung et coll., 1994]. Celle-ci vienteeser une forte pression immunitaire sur la
bactérie : OspC induit notamment la synthése dtarps neutralisants [Rousselle et coll.,
1998] dont 'action lytique est médiée par le coampént et par I'opsonisation de la bactérie
[Steere et coll., 2004]. Les spirochétes inoculéssdla peau sont (au moins localement et
temporairement) protégés des effets bactéricidesedeanticorps, car la protéine OspC est
initialement « masquée » par la protéine Salplasdociation OspC/Salpl5 a lieu dans les
glandes salivaires de la tique avant l'injectiors Berrelia dans la peau [Ramamoorthi et
coll., 2005] (voir chapitre « Contribution de Idiga de tigue aux mécanismes d’échappement
de Borrelia », page 108). Dans un second temps, la synthéseetdantigene fortement
immunogéene est inhibée : cette inhibition, secawrdai la mise en place de la réponse
anticorps chez I'héte vertébré, représente un m&oen important d’échappement de
Borrelia a la réponse immunitaire humorale [Liang et c@002a; Xu et coll., 2006]. Sur un
modele murin d'immunodépression (souris SCIBdrrelia exprime OspC tout au long de
I'infection [Liang et coll., 2002a; Liang et coll2002b], alors que I'expression d’OspC est
inhibée chez la souris immunocompétente. De plespiession constitutive « forcée » de la
protéine OspC empéche la bactérie d'établir unectidn chronique chez des souris

immunocompétentes [Xu et coll., 2006].
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Les modifications antigéniques de surface, indyii@sla pression immunitaire exercée
sur la bactérie, sont considérables [Liang et ,c@002b]. A linhibition de la synthése
d'OspC, s’ajoute en particulier la surexpressionnd’ autre lipoprotéine de surface —la
protéine VISE [Liang et coll., 2004b]. Outre la nifaghtion de son niveau d’expression, la
protéine VISE présente également de facon tresopeedesvariations antigéniques
majeures. Le gends qui code la protéine VISE est situé sur un plasniitBaire (le plasmide
Ip28) ; vls est constitué d'un site d’expressiorisgE) et de 15 cassettes silencieuses (non
transcrites) situées en amont de celui-ci [Zhangphkt, 1997]. Des phénoménes aléatoires de
recombinaison génétique entre le site d’expressides différentes cassettes surviennent dés
les premiers jours qui suivent l'infection de I'B6tertébré et conduisent a I'expression d’'un
grand nombre de variants VISE [Zhang et coll., 19@&tte mosaique antigénique permet a la
bactérie d’échapper a la destruction par les amscanti-VISE. Il s’agit d’'un mécanisme
majeur d’échappement a la réponse immunitaire halaale I'néte, diamétralement opposé a
celui observé pour OspC. La perte du plasmide (gR8porte le genels et ses cassettes de
recombinaison) n’abolit pas la capacité Blerrelia a infecter un héte vertébré, mais elle
empéche la bactérie de persister chez des sourignmcompétentes, alors qu’elle n’a aucune
conséguence sur sa persistance chez des sourismodéprimées [Labandeira-Rey et coll.,
2003; Lawrenz et coll., 2004]. Ces études indiquemt la protéine VISE n’intervient pas dans
la dissémination du pathogéne vers ses organesscitvlais que ses variations antigéniques
constituent un élément essentiel pour la persistatec la bactérie dans les tissus au sein
desquels la bactérie aura pu disséminer. Ce mésand'échappement a la réponse
immunitaire humorale par variation antigénique @&'ymotéine de surface fortement exprimée

et immunogéne est retrouve de fagon analogue chetres bactéries :
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c'est le cas notamment pour la protéine TgPkde Treponema pallidunou encore de la
protéine majeure de surface M$2d’'Anaplasma marginal¢bactérie pathogéne transmise

également par les tiques) [Palmer et coll., 2009].

Mécanismes « physiques » d’échappement a la réporisenunitaire

Parmi les tissus et organes qBerrelia peut coloniser lors de sa dissémination
hématogene, le systeme nerveux central et I'cetl deumx exemples particuliers de sites dont
la faible activité immunologique locale et la fabhccessibilité aux réponses immunitaires
systémiques en font des organes « privilégiés »esyplan immunologique [Male et coll.,
2007]. La « séquestration » diorrelia dans de tels sites représente pour la bactérie un
mécanisme purement « physique » d’échappementépdamse immunitaire [Embers et coll.,
2004]. De facon tout a fait similaire, la matricdracellulaire et les cellules de la peau (mais
aussi des autres organes) dans lesqué@taselia est susceptible de pénétrer pourraient
constituer un véritable refuge, a I'abri des déésnsnmunitaires de I'héte.

Les adhésines dgorrelia, dont le réle dans les interactions entre |la lvectd la matrice
extracellulaire a été discuté plus haut, pourraipatticiper a ce type de mécanismes
d’échappement, avec par exemple :

— la liaison a la décorine (résultant en un recemant deBorrelia par des antigenes du soi)
et la capacité de la décorine a inhiber l'actiorcdmplément [Krumdieck et coll., 1992] et du
TGF$ [Yamaguchi et coll., 1990], offrant une protectimtale aBorrelia [Liang et coll.,
20044] ;

— la sécrétion de Bgp dans les espaces extradgedsilpouvant constituer un véritable

« leurre antigénique » [Cluss et coll., 2004].

139 Tpr : Treponema pallidum repedta protéine TprK est une protéine de la membeatterne del. pallidum
elle induit une réponse humorale et cellulaireept@sente une cible des anticorps opsonisants.

140 Msp :major surface proteinLa protéine Msp2 est une protéine membranairdrdglasma marginale



106 Introduction

Borrelia pourrait ainsi trouver dans la matrice extracalhel et ses interactions avec les
molécules qui la compose, un microenvironnementépd de la réponse immunitaire de
I'héte, propice a la persistance de la bactériesdas tissus cibles infectés et favorisant le
développement des manifestations tardives chrosigigela borréliose de Lyme [Liang et
coll., 2004a; Cabello et coll., 2007].

La phagocytose deBorrelia par les cellules de la lignée mono/macrophagique
[Montgomery et coll., 1993, 1994; Sambri et coll996], ou par d’autres cellules
immunitaires spécialisées comme les polynucléaieegrophiles [Szczepanski et coll., 1988;
Suhonen et coll.,, 1998], représente un axe impodas défenses immunitaires mises en
place pour lutter contre 'infection. La conséqueide cette phagocytose est bien entendu la
destruction de la bactérie et la réduction de €idom bactérien ; mais la phagocytose de
Borrelia, par la production de cytokines pro-inflammatoirgg’elle induit, contribue
également de facon plus globale a I'activation aleéponse immunitaire générée contre la
bactérie [Moore et coll., 2007; Cruz et coll.,, 2D08ependant, méme dans ces cellules
phagocytaires professionnelles, la survie intratale d’'une faible proportion deBorrelia
phagocytées a été observée [Montgomery et col@3[t8. De plus, I'internalisation et la
survie intracellulaire d8orrelia dans plusieurs types cellulaires non phagocytai@sgine
humaine ont été démontrdesvitro : ces données concernent les cellules endotte[islie et
coll., 1991; Wu et coll., 2011], les lymphocyte®iB [Dorward et coll., 1997], les cellules
neuronales et gliales [Livengood et coll., 2006]es fibroblastes cutanés [Klempner et coll.,
1993; Wu et coll., 2011] ainsi que les synoviocyfi@gschick et coll., 1996f Dans ces
deux derniers types cellulaires, une survie inthalegre d’une durée respective de quatre

[Wu et coll., 2011] et huit semaines [Girschiclcetl., 1996] a été observée. Par ailleurs, une

141 Mais dans cette étude, la durée de cette sundeété évaluée que jusqu'a 24 heures apres liofecti
cellulaire.

142 . . . T .
Les synoviocytes sont des cellules fibroblasticapéscialisées des membranes synoviales.
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localisation intracellulaire dBorrelia dans des synoviocytes isolés d’'un patient att€inte
arthrite de Lyme a également été démoninéeivo [Chary-Valckenaere et coll., 1998]. De
facon similaire a la protection relative offerter fp@s cellules endothéliales [Brouqui et coll.,
1996] et les fibroblastes cutanés [Georgilis et.c&P92] [Wu et coll., 2011] contre I'effet
borrélicide d’antibiotiques a faible pénétratiotratellulaire, ces cellules (par la localisation
et la possibilité d'une survie intracellulaire mobée qu'elles procurent Borrelia)
pourraient également constituer pour la bactérie sanctuaire a I'abri des défenses
immunitaires de I'héte.

La possibilité de transformation kystigue dBerrelia (et de réversion des formes
kystigues en formes mobiles) constitue potentietleimencore un autre mécanisme
d’échappement a la réponse immunitaire de I'hogectédibilité de cette possibilité repose
essentiellement sur des observationsitro ou chez I'animal [Brorson et coll., 1997, 1998;
Alban et coll., 2000; Gruntar et coll., 2001; Mikky et coll., 2008].

Enfin, si les différents mécanismes « physiqupstentiels d’échappement Berrelia a
la réponse immunitaire (et a l'action des traiteteeantibiotiques) évoqués ci-dessus
pourraient représenter une hypothése alternatidaissnte pour expliquer la survenue de
certaines manifestations tardives chroniques dudidie, leur persistance, voire les échecs
cliniques de traitements antibiotiques chez cestgiatient” cette hypothése contribue
malheureusement aussi a alimenter I'argumentairealtains groupes de patients (et de
praticiens) défendant de fagon inconditionnell&iseence d’'un « syndrome post-Lyme » et
les liens entre la symptomatologie fonctionnelleygest rattachée et une infection persistante
« occulte » potentielle 8orrelia (pour une revue critigue du syndrome post-Lymelet
I'attitude clinique raisonnable a adopter, voirspectivement [Feder et coll.,, 2007] et

[Puechal et coll., 2009]). Notons par ailleurs gq'ane étude scientifique crédible n'a jusqu’a

143 es « vrais » échecs cliniques d'une antibiothiéraen conduite dans la borréliose de Lyme samista
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présent pu démontrer formellement que I'existereefdrmes kystiques et/ou intracellulaires
de Borrelia observéesn vitro puisse avoir une conséquence clinique réelle’éuollution

naturelle de la maladie chez ’'homme ou son éwaudipres traitement antibiotique.

Contribution de la salive de tiqgue aux mécanismeséchappement deBorrelia

La salive de tique et ses composants exercent, sa degrés divers, des effets
immunomodulateurs portant a la fois sur la répamseunitaire innée et adaptative de I'héte :
ces effets ont une importance capitale pour lebgggnes transmis par les tiques, car ils
favorisent I'établissement de l'infection chez ftbdvertébré [Wikel, 1999]. Si la modulation
des réponses immunitaires induite par la salivdiglee, rapportée dans un grand nombre
d’études (voir chapitre « Activité anti-inflammateide la salive et modulation de la réponse
immunitaire innée », page 66), semble intuitivempnifitable auxBorrelia transmises,
I'impact réel de la salive de tique sur la transiais, I'initiation de I'infection paBorrelia,
ou encore sa dissémination, n'a été analysé querpaombre plus restreint d’études. Les
effets de la salive de tique sur 'immunité de tqh@emblent le plus souvent se cumuler avec
les mécanismes d’échappement développéB@aelia pour se prémunir de celle-ci.

Plusieurs études réalisées sur modele murin onbdigénque la salive de tique accentue
la virulence deBorrelia: elle augmente la bactériémie et induit une apipariprécoce de
B. afzelii dans le tissu vésical [Pechova et coll., 2002]le déavorise également la
multiplication cutanée locale (au site d’injectiaat)la dissémination par voie hématogéne de
B. burgdorferiss [Zeidner et coll., 2002; Machackova et colD0O@] et deB. lusitaniae
[Zeidner et coll., 2002] ; elle est enfin capabke mstaurer la virulence d’'une souche de
B. burgdorferiss faiblement pathogene [Adusumilli et coll., 2D10es résultats de notre
propre équipe montrent que la présence de la saditejue (inoculée dans la peau de souris
de facon préalable a l'injection des spirochétegjbie fortement la réponse inflammatoire

locale induite pamBorrelia [Kern et coll.,, 2011]. Si les résultats de ceslques études



109 Introduction

indiquent de fagon concordante que la salive destaugmente I'infectivité dBorrelia, il est
cependant important de noter que cette capacit@ dalive de tique est dépendante de la
nature du coupldBorrelia/tique : certaines espéces de tique ont un effeéfijue plus
marqué pour certaines espécesBoerelia [Zeidner et coll., 2002] (ces données témoignent
par ailleurs des capacités importantes d’adaptationpathogéne a son vecteur). Il est
également trés important de noter que les modificatde la réponse immunitaire (mise en
place de la réponse immunitaire adaptative « aniet») induite par des piglres de tiques
successives peut conduire a une résistance acauxseiqlres de tique et aux pathogénes
gu’elles transmettent. L’équipe de Piesman et @limontré que des souris préalablement
infestées par des larves naived. skapularis présentent une résistance acquise a la
transmission d@®orrelia par une nouvelle pigdre de tique [Wikel et cdB97], Nazario et
coll. ont obtenu des résultats similaires chezoleage [Nazario et coll., 1998], et une étude
clinique rétrospective a également montré que @esopnes préalablement exposées a des
pigdres de tique répétées et présentant une répdfeamatoire locale marquée aux piglres
de tique ont un risque réduit de contracter ladmse de Lyme [Burke et coll., 2005].

Les effets de plusieurs protéines sur I'activitécdmplément (comme les protéines Isac,
Irac, IXAC ou encore Salp20) sont maintenant bienncs, et les données concernant leur
impact sur l'infection pamBorrelia sont disponibles pour quelques-unes d’entre ehes.
exemple, I'inhibition de la synthése de la protéisec (par ARN interférence) entraine une
diminution de la charge bactérienne dans la saligetique, mais cette diminution est
insuffisante pour bloquer la transmission Blerrelia, ce qui semble indiquer une faible
contribution de la protéine Isac dans I'établissetnuke I'infection cutanée initiale [Soares et
coll., 2005]. La protéin&alp20semble protéger par ailleurs de facon effidBcgarinii des

effets bactéricides du complémémtvitro [Tyson et coll., 2007].
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De plus, la salive de tique module les fonctionpllsieurs composantes cellulaires de
immunité. Il est par exemple établi que la salig#. scapularisinhibe la capacité des
polynucléaires neutrophiles a adhérewitro aux Borrelia [Montgomery et coll., 2004] et a
phagocyter la bactérie [Ribeiro et coll., 1990]a lété également montré que I'immunisation
de souris par les protéinksl-929/1373réduit la charge bactérienne observée dans lagieau
les articulation¥”, ce qui indique un rdle facilitateur de ces deuwtdines (capables
d’inhiber la fonction des polynucléaires neutroph)l dans linfection initiale et la
dissémination deBorrelia [Guo et coll.,, 2009]. En outre, la protéil@p, dont I'activité
immunosuppressive sur les lymphocytes B a été mrsévidence, inhibe trés fortement la
prolifération lymphocytaire B induitan vitro par les protéines OspA et OspC : ces données
indiquent un role potentiel de la protéine Bip dengrotection initiale dBorrelia contre la
réponse immunitaire de I’h6te au niveau du sitéadaqlre de tique [Hannier et coll., 2004].
Enfin, des travaux récents (réalis@svivo sur modele murin) ont montré quesialostatine
L2 (dont la sécrétion salivaire est fortement indyiter le repas sanguin et dont la
contribution a la réussite du repas sanguin esinésdlie) favorise la multiplication locale de
Borrelia au site d'injection cutan&®, indiquant un role facilitateur de la sialostatlr®2dans
l'initiation de l'infection [Kotsyfakis et coll., @10].

Concernant maintenant le cas particulier de la@metSalp15 celle-ci est tellement liée
a la « stratégie » utilisée pBorrelia pour se prémunir du systeme immunitaire de I'hote,
gu'on pourrait considérer que ses effets sont pysergiques qu’additifs avec les
mécanismes d'échappement développés par la badtérgynthése de Salpl5 est induite par
le gorgement, et cette synthése est encore un lpsuinuite chez la tique infectée par

Borrelia que chez la tique non infectée [Ramamoorthi dt, @D05]. Nous avons déja évoqué

144 bans cette étude, la réduction de la charge haotér chez les souris immunisées a été observéelalan
peau 7, 14 et 21 jours apres l'infection, et adlltg dans l'articulation.

4% bans cette étude, la charge bactérienne a étévélesgans la peau 4 jours aprés l'injectiorBderelia.
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plus haut les travaux de Ramamoorthi et coll., @i montré I'existence d’'une interaction
forte et spécifique entre Salpl5 et OspC : I'intéom étroite entraBorrelia et Salpl5 dans
les glandes salivairesldscapularispermet de protéger directement la bactérie cdietifet
bactéricide des anticorps neutralisants de I'hdtel’@ugmenter l'infectivité deBorrelia
injectées dans la peau [Ramamoorthi et coll., 20D8k résultats similaires ont été obtenus
avec un analogue de Salpl5 chez la tiguginus (Salpl5 Iric-1) [Hovius et coll., 2007;
Hovius et coll., 2008b]. L'interaction entBorrelia et Salpl5 permet aussi d’'inhiber le dép6t
des composés de la voie terminale du complémerib; C6, C7, C8 et C9 — (qui constituent
le complexe d’attague membranaire) a la surfack tectérie, la protégeant ainsi de la lyse
médiée par le complément [Schuijt et coll., 20@8jrrelia profite enfin de facon indirecte
des effets immunosuppresseurs pléiotropes de Salplifis localement au niveau du site de
la pigdre de tique, et notamment de I'inhibitiors dgmphocytes CD4(interaction de Salp15
avec le co-récepteur CD4) [Anguita et coll., 20@3rg et coll.,, 2006; Juncadella et coll.,
2007], et des cellules dendritiques (interaction SEp15 avec le récepteur DC-SIGN)
[Hovius et coll., 2008a].

Enfin, si les effets immunomodulateurs locaux itslypar la salive de tique facilitent
bien la transmission dBorrelia, il en va de méme pour d’autres pathogénes tranpariles
tiques [Nuttall et coll., 2004], comme le virus TBEresponsable de I'encéphalite a tique
[Fialova et coll., 2010] olrrancisella tularensisresponsable de la tularémie [Krocova et
coll., 2003]. Les effets immunomodulateurs de levead’autres arthropodes (moustiques,
mouches) favorisent également la transmission tleoganes [Titus et coll., 2006], comme
les arbovirus (virus de la dengue, virus West-Nilgys du Chikungunya) [Schneider et coll.,

2008; Thangamani et coll., 2010], ou les leishmapdendrade et coll., 2007].

146 TBE virus: tick-borne_encephalitis virus
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PRESENTATION DU PROJET

1 CONTEXTE GENERAL

La peau représente une interface majeure pourdtsgenes transmis par les tiques
ainsi que par d’autres arthropodes [FrischknecB@7R Elle est une cible privilégiée de
I'infection parB. burgdorferisl — agent de la borréliose de Lyme —, et ce tesoles phases
possibles de I'évolution de la maladie. Le path@gest inoculé dans la peau avec la salive de
tique, puis s’y multiplie avant de disséminer (mnhpar voie hématogéne. La peau est donc
a la fois le premier site de I'infection, le poad départ des manifestations disséminées, mais
également le siege de manifestations tardives aues de la maladie. De plus, l'interface
cutanée ne constitue pas qu’une cible de linfec@oBorrelia: les interactions que ses
éléments structuraux, ses cellules résidentesetéfenses immunitaires entretiennent avec la
bactérie font potentiellement aussi du tissu cutam@cteur a part entiére du développement
de l'infection et de lissue qu’elle prend chez undividu donné. Dans la triade — hoéte,
pathogene, vecteur — de la borréliose de Lymeal@esde tique a probablement un réle
essentiel dans la transmission vectorielle car aligmente la pathogénicité @errelia et
possede un effet immunosuppresseur sur limmurdeptative et sur 'immunité innée de
I'héte. A ce titre, la borréliose de Lyme constitua excellent modéle pour I'étude de

'immunité cutanée.
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2 PRESENTATION DU PROJET DE RECHERCHE

Une des thématiques principales de notre équipedaterche est I'étude de I'immunité
innée cutanée — et plus généralement de linteriaganée — dans la transmission des
Borrelia responsables de la maladie de Lyme. Dans cettmatigue, une attention
particuliere est portée a I'inmpact de la salive tidpie sur l'inflammation cutanée et le
développement précoce de la maladie, puisque biestpar l'intermédiaire de celle-ci que
Borrelia est inoculée de fagon naturelle dans la peau ligel’ (humain ou animal). Au
laboratoire, deux approches paralleles ont étéldgwpées : 'une sur un modeie vitro de
cultures cellulaires humaines primaires, et l'agee un modelén vivo murin. Le travall
réalisé sur le modeie vitro fait I'objet des résultats présentés dans ce ntaihuke thése ; ils
viennent compléter et approfondir les résultatcguiémment obtenus sur ce modele, ainsi
qgue les résultats récents obtenus sur le modelMvo murin (voir les travaux de thése
correspondants [Marchal, 2009; Kern, 2011]). Levailade these présenté ici porte plus
précisément sur I'étudm vitro de la réponse qu’induiBorrelia sur les deux principales
cellules résidentes de la peau, que sont respawivieles kératinocytes dans I'épiderme et les
fibroblastes dans le derme.

Dans une premiere étude, nous avons travaillé esicdltures de kératinocytes humains
primaires. Nous avons analysé la réponse inflamingaitoduite pamBorrelia, en portant plus
particulierement notre attention sur les peptidgsracrobiens sécrétés par les kératinocytes
en réponse a l'infection par la bactérie. Nous avdmerché a déterminer quelle lipoprotéine
de surface était impliquée dans la stimulation kiatinocytes, et a préciser I'impact de la
salive de tique (et en particulier de la protéinghare » de la salive de tique Salp15) dans ce
systeme expérimental.

Dans la seconde étude, nous avons travaillé suculages de fibroblastes dermiques

humains primaires. Nous avons analysé et comparééponses transcriptionnelles des
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fibroblastes induites par des souches bactériergm®sentatives de différentes étapes du
cycle infectieux deBorrelia. Nous avons aussi cherché a déterminer si les répons
transcriptionnelles observées étaient liées a lmengrotéine de surface que celle induisant la
stimulation des kératinocytes, et si la saliveided y produisait les mémes effets.

Les kératinocytes, puis les fibroblastes sont pdewipremiéres cellules qugorrelia
rencontre chez 'homme ; de plus I'environnemenécé local au moment de la transmission
est lui-méme considérablement modifié par la présénitiale de la salive de tique a I'endroit
du point de piglre et par I'action mécanique deésgs piqueuses (hypostome et chéliceres)
qui dilacérent localement la peau. Par conséquestrésultats obtenus grace a I'approche
expérimentale utilisée dans notre modelevitro (en présence ou en absence de salive de
tigue ou de sa protéine Salpl5) apportent des cssareces nouvelles sur le rdle des

kératinocytes et des fibroblastes dans la phydmpagie de la borréliose de Lyme.
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ARTICLE 1

Antialarmin effect of tick saliva during the transmission of Lyme disease

Claire Marchal, Frédéric Schramm, Aurélie Kern, Bamin Luft, Xiaohua Yang, Tim Schuijt,

Joppe Hovius, Benoit Jaulhac, Nathalie Boulanger

INFECTION and IMMUNITY, Février 2011

Le role de I'immunité innée de la peau lors dedagmission d&orrelia avait déja fait
I'objet d’un premier travail de recherche dans edéiboratoire. Ce travail montrait d’'une part
que la stimulationn vitro de kératinocytes humains primaires Barrelia induit la synthése
de médiateurs pro-inflammatoires (IL-8 et hBD-2),déautre part que cette synthése est
inhibée par la présence d’extraits salivaires gieetiMarchal et coll., 2009].

Dans le travail présenté ci-aprés, nous avons bBexraéterminer si deux des principales
lipoprotéines de surface dorrelia — OspA et OspC — sont impliquées dans la stimarati
des kératinocytes, et si la protéine de salive igeet Salpl5 est responsable des effets
inhibiteurs qu’induit de facon globale la salivetigue sur la réponse pro-inflammatoire des
kératinocytes. Les principales techniques que reuens utilisées dans cette étude pour
mesurer la réponse des kératinocytes sont la diéi@ion semi-quantitative par PCR des
transcrits générés, et la détermination quantégtiar ELISA des protéines synthétisées.

Dans cette étude, nous montrons que l'inductionadeeponse pro-inflammatoire des
kératinocytes paBorrelia est — comme nous le supposions — bien liée awpigi€ines de
surface OspA mais aussi et surtout OspC (majcgitair moment de la transmission). Par
ailleurs, le panel des génes pro-inflammatoiresliétua été étendu et nous montrons que

I'expression de plusieurs chimiokines (IL-8 et MCPet peptides antimicrobiens (hBD-2,
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hBD-3, LL-37, psoriasine et RNase7), induite fBarrelia ou sa lipoprotéine de surface
OspC, est inhibée par la protéine Salp15.

Nous émettons I'hypothése que I'inhibition qu’exeta salive de tique sur I'expression
des chimiokines et des peptides antimicrobienst(tbofonction « alarmine » a été évoquée
plus haut) générée par les kératinocytes en répar$efection parBorrelia, constitue un
véritable effet « antialarmine » de la salive de tiquepropice a la multiplication cutanée

initiale deBorrelia, puis a sa dissémination ultérieure par voie hégeate.
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Tick saliva has potent immunomodulatory properties. In arthropod-borne diseases, this effect is largely used
by microorganisms to increase their pathogenicity and to evade host immune responses. We show that in Lyme
borreliosis, tick salivary gland extract and a tick saliva protein, Salp15, inhibit ir vitro keratinocyte inflam-
mation induced by Borrelia burgdorferi sensu stricto or by the major outer surface lipoprotein of Borrelia, OspC.
Chemokines (interleukin-8 [IL-8] and monocyte chemoattractant protein 1 [MCP-1]) and several antimicro-
bial peptides (defensins, cathelicidin, psoriasin, and RNase 7) were downregulated. Interestingly, antimicro-
bial peptides (AMPs) transiently inhibited bacterial motility but did not kill the organisms when tested in vitro.
We conclude that tick saliva affects the chemotactic properties of chemokines and AMPs on immune cells and
has an antialarmin effect on human primary keratinocytes. Alarmins are mediators that mobilize and activate
antigen-presenting cells. Inhibition of cutaneous innate immunity and of the migration of immune cells to the
site of the tick bite ensures a favorable environment for Borrelia. The bacterium can then multiply locally and,
subsequently, disseminate to the target organs, including joints, heart, and the central nervous system.

The cutaneous interface is a key locus in arthropod-borne
diseases (14). To analyze the role of resident cells of the skin
in the development of such diseases and to study the potential
effect of tick saliva on the inflammatory response of human
keratinocytes (KCs), we investigated Lyme borreliosis, a zoo-
nosis caused by Borrelia burgdorferi sensu lato and transmitted
by Ixodes ticks. Lyme borreliosis occurs throughout the North-
ern hemisphere and differs in clinical features according to the
geographic distribution of the different species of Borrelia that
cause Lyme disease. In the United States, for example, Lyme
disease is caused by B. burgdorferi sensu stricto and transmitted
by Ixodes scapularis, and its main clinical sign is arthritis. In
Europe, the disease is transmitted by Ixodes ricinus, with three
major Borrelia species being responsible for different clinical
symptoms: B. burgdorferi sensu stricto (arthritic signs), B. afzelii
(dermatological signs), and B. garinii (neurological signs) (46).

Among arthropod vehicles for pathogens, the saliva from
insects and ticks increases the pathogenicity of transmitted
microorganisms. This has been well documented for sandflies
infected with the flagellate parasite Leishmania and for ticks
infected with Borrelia spp. (1, 49, 50). In Lyme disease models,
injection of Borrelia together with salivary gland extract (SGE)
increased the dissemination and number of bacteria in mice
(37, 55), underscoring the importance of tick saliva in the
transmission of the bacteria (51). As a blood-sucking arthro-
pod, the tick stays on its host for a period of 3 to 10 days and
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therefore must modulate vertebrate host immune responses to
avoid rejection (13). Ticks act directly on the host’s adaptive
immunity by downregulating T-cell proliferation (17).

In recent years, studies have been directed toward analyzing
the means by which ticks act on innate immunity. A variety of
proteins have been identified in tick saliva that inactivate the
complement-mediated immune response or modify the oxida-
tive burst of macrophages (8). A pluripotent protein, Salp15,
present in both 1. scapularis and I ricinus during engorgement
(24), has been identified as a protective protein for B. burgdor-
feri. Salp15 inhibits T-cell proliferation (2) and dendritic cell
activation (25) and protects Borrelia from complement- and
antibody-mediated killing by the host (26, 38).

Before the blood meal, bacteria primarily produce OspA,
which functions as a ligand for the tick gut receptor TROSPA
(35). Once ticks start feeding on the vertebrate host, spiro-
chetes present in the gut migrate to the salivary glands. During
this migration, Borrelia cells are subject to major antigenic
modifications: OspA is downregulated, whereas OspC is up-
regulated (31). Two to 3 days after tick attachment, spirochetes
present in the salivary glands are injected into the vertebrate
host. OspC is essential for Borrelia transmission from the tick
to the host and for the multiplication and dissemination of
Borrelia in the vertebrate host (19). These Borrelia lipoproteins
encompass specific patterns called “pathogen-associated mo-
lecular patterns” (PAMPs), which have the capability to stim-
ulate antigen-presenting cells (APCs) via Toll-like receptors
(TLRs). The receptor TLR2 forms a heterodimer with TLR1
to recognize triacylated lipopeptides corresponding to B. burg-
dorferi sensu lato lipoproteins (20, 22, 43). This interaction
leads to the induction of different inflammatory chemokines
and cytokines. Antimicrobial peptides (AMPs) are also an im-
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portant part of a vertebrate’s innate immunity (6) and play a
role in the control of several skin infections (33, 41).

We have previously shown that the interaction of B. burg-
dorferi sensu stricto with human primary KCs induces the se-
cretion of interleukin-8 (IL-8) and human B-defensin 2 (hBD-
2). It is noteworthy that IL-8 secretion was repressed by crude
L ricinus salivary gland extracts (SGE) (29). In the present
study, we analyzed more precisely whether the major surface
lipoprotein of Borrelia, OspC, might be responsible for KC
inflammation. We investigated additional molecules that may
be induced during KC inflammation and their possible repres-
sion by tick SGE and Salp15 protein. The two major AMPs of
the skin, HBD-2 and LL-37, were tested in vitro on B. burg-
dorferi and shown to have a transient effect on the bacteria. We
conclude from these experiments that tick saliva can inhibit
AMPs considered as “alarmin molecules” and chemokines (34,
54) secreted by KCs in the skin, thus inhibiting cellular signal-
ing and trafficking and facilitating Borrelia transmission, mul-
tiplication, and dissemination in the vertebrate host.

MATERIALS AND METHODS

Spirochetes. B. burgdorferi strains N40, B31, and 297 were cultured in BSK-H
medium (Sigma) at 33°C 4 days before the assay. Prior to in vitro infection of the
cells, bacteria were washed twice by centrifugation for 30 min at 5,000 X g at
20°C. Bacteria were used between passages 5 and 8. The virulence of the Borrelia
strain was evaluated by transmission to the mice and to the ticks. B. burgdorferi
strain 297 and the OspC-deficient mutant have been described previously (36).

Borrelia proteins and other inducers. The surface proteins, lipidated OspA
and OspC (L-OspA and L-OspC), were cloned and purified from B. burgdorferi
sensu stricto B31 as previously described (4). They were purified and cluted in 20
mM Tris-Cl (pH 7.5)-0.3% Triton X-100. These proteins were diluted and used
at a concentration of 100 ng/ml. The truncated unlipidated OspA (amino acids
[aa] 17 to 273) and unlipidated OspC (aa 19 to 210) of B. burgdorferi sensu stricto
B31 were used at a concentration of 100 ng/ml. The triacylated lipopeptide
Pam;CSK, (Pam;Cys-EMC Microcollections, Deutschland GmbH) was used at
10 wg/ml. MALP2 (macrophage-activating lipopeptide from Mycoplasma fermen-
tans) was used as an agonist of Toll-like receptor 2 (TLR2) (Axxora, Deutschland
GmbH) at a concentration of 200 ng/ml, as described by Schauber et al. (40). The
anti-human TLR2 blocking antibody was used at 1.5 pg/ml (eBioscience, Ltd.,
United Kingdom) and incubated for 30 min at room temperature on KCs. OspC
was then added, and the sample was further incubated for 6 h.

Tick salivary glands and Salp15. I. ricinus originally came from a tick colony
in Neuchatel, Switzerland, and was maintained in Strasbourg, France. For tick
salivary gland extract (SGE) isolation, adult ticks were allowed to feed on mice
for 3 days. Collected ticks were first washed in ethanol and then in phosphate-
buffered saline (PBS), and salivary glands (SGs) were dissected in PBS under a
light microscope. The SGE was frozen and thawed three times and centrifuged
for 10 min at 10,000 X g. The supernatant was kept frozen at —80°C until use.
After protein determination (Bio-Rad), an equivalent of one tick SG (around 20
ng/ml) was used to study its effect on the modulation of inflammation. Salp15
from I ricinus, cloned and purified from cultured Drosophila melanogaster S2
cells as described by Hovius et al. (25), was used at a concentration of 30 pg/ml.
In the inhibitory assays, Salp15 was preincubated with Borrelia or lipidated OspC
for 30 min before the interaction with KCs. All recombinant proteins were tested
by the Limulus assay to check for the presence of endotoxins and were found to
contain <0.3 endotoxin unit for each concentration of recombinant protein
tested.

Cell culture of keratinocytes and stimulation. Human epidermal KCs (Pro-
mocell, Germany) were maintained in KGM2 (Promocell) medium with a cal-
cium concentration of 0.15 mM. To stimulate the cells, KCs were seeded at 7.5 X
10* per well in a 24-well plate. At confluence, the calcium concentration was
increased to 1.5 mM to induce KC differentiation. Cells were stimulated with
different concentrations of B. burgdorferi (multiplicity of infection [MOI] of 100:1
or 10:1). KCs were used at passages 3 to 5. For the assays with tick SGE or with
Salp15, B. burgdorferi was preincubated for 30 min with the tick compounds at
room temperature, and the preparation was then transferred on cells and further
incubated for 6 or 24 h. To measure the induction of LL-37, KCs were preincu-
bated for 24 h with 25 nM vitamin D; (Cayman Chemical, MI) prior to the

ANTIALARMIN EFFECT OF TICK SALIVA IN LYME DISEASE 775

addition of B. burgdorferi or the lipoproteins. Before collection of uninfected or
infected cells in Trizol, the viability of cells was checked under an inverted
microscope and with Trypan blue staining. The presence of Borrelia had no effect
on KC viability.

ELISA. To measure IL-8 and hBD-2 secreted by KCs, enzyme-linked immu-
nosorbent assays (ELISAs) were performed on supernatants of nonactivated and
activated cells. Protocols were based on sandwich techniques, as described by the
manufacturers: R&D (France) for IL-8 and Preprotech Ec (London, United
Kingdom) for hBD-2.

RNA extraction and quantitative real-time RT-PCR. Supernatants were re-
moved and KCs were directly suspended in Trizol (Invitrogen) for extraction of
total RNA according to the manufacturer’s protocol. After treatment with
DNase (Ambion), 2 ug of total RNA was reverse transcribed with the Super-
script II first-strand synthesis system (Invitrogen). Quantitative reverse transcrip-
tion (qRT)-PCR was done on a LightCycler system 2.0 (Roche, Meylan, France).
The primers used are described in Table 1. For quantification of transcript
abundance in cells, target gene expression was normalized to the B-actin gene
and compared with that of untreated cells.

Antimicrobial assay. hBD-2 (Innovagen, Sweden) and LL-37 were selected as
the two most representative AMPs of the skin. LL-37 was synthesized by solid-
phase 9-fluorenylmethoxy carbonyl (Fmoc) chemistry. The assay was performed
according to a modified technique described by Lusitani et al. (28). Briefly, in
vitro culture of B. burgdorferi sensu stricto N40 was propagated in BSK medium
to logarithmic phase and was washed by centrifugation with Hanks’ balanced salt
solution for 10 min at 3,000 X g at 25°C. The spirochetes were counted under
dark-field microscopy and resuspended at the concentration of 5 X 10° Borrelia
cells/ml. Bacteria were distributed in a microtiter plate at a concentration of
2.5 X 10°/well. AMPs were resuspended in sterile distilled water, and 10 pl of
serial dilutions was distributed in each well (range, 100 pM to 0.2 pM). The
sample was incubated for 3 and 24 h at 33°C in a microtiter plate. Borrelia cells
with AMPs or amoxicillin were then transferred in 5-ml tubes with 3 ml of BSK
medium for an additional week. For each time point of the kinetics experiments,
10 pl of bacterial suspension was observed under dark-field microscopy for
assessment of Borrelia motility and number. Amoxicillin (Sigma) was used as a
positive control with serial dilutions from 25 pg/ml to 0.05 wg/ml.

Statistics. Each experiment involving cell stimulation with bacteria was carried
out at least three times in independent trials. The results are presented as
means * standard deviations (SDs) and were analyzed by Student’s ¢ test.
Differences in values are considered significant at P < 0.05. For ELISAs, the data
are the means = SDs of triplicate values and are representative of three inde-
pendent experiments (P < 0.001, P < 0.01, and P < 0.05). For qRT-PCR, the
values are normalized to the negative control (medium alone) and shown as the
fold number of the control’s value. The means + SDs of three experiments’
values were compared between stimulated and unstimulated cells (P < 0.001,
P < 0.01, and P < 0.05).

RESULTS

Inhibition of keratinocyte inflammation induced by li-
pidated outer surface proteins from tick salivary gland extract.
We showed previously that B. burgdorferi sensu stricto N40
induced a strong inflammatory response when coincubated
with human primary KCs. This response was inhibited by SGE
of I ricinus (29). We then studied whether OspC (47, 48), the
major surface antigen of Borrelia of importance for transmis-
sion to the vertebrate host, could be responsible for this in-
flammation. Because the lipidated Osp antigens we tested were
from a different bacterial strain, B. burgdorferi sensu stricto
B31, we first tested whether the N40 and B31 strains behave
similarly in our in vitro assay. These studies showed that both
Borrelia strains induced the chemokine IL-8 and the AMP
hBD-2 with the same intensity at all bacterial concentrations
tested (Fig. 1A and B).

We then tested whether Borrelia lipoproteins were respon-
sible for the KC inflammation induced by whole bacteria.
When inoculated by ticks, the outer coats of Borrelia cells are
primarily covered by OspC, while OspA is repressed. We per-
formed this study at two separate time points as these specific
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TABLE 1. Primers used for the quantitative RT-PCR

INFECT. IMMUN.

Primer type Sequence Source or reference
Actin
Forward 5" CGT CAC CAA CTG GGA CGA CA ¥ Designed in this study
Reverse 5" GGG GTG TTG AAG GTC TCA AA 3’
Cathelicidin
Forward 5" CTA GAG GGA GGC AGA CA 3’ 15
Reverse 5" GCG GTA GAG GTT AGC AT 3’
hBD-2
Forward 5" ATC TCC TCT TCT CGT TCC TC 3’ 42
Reverse 5" ACC TTC TAG GGC AAA AGA CT 3’
hBD-3
Forward 5" CTT CTG TTT GCT TTG CTC TTC C 3’ 9
Reverse 5" CCT CTG ACT CTG CAA TAA TA 3’
Psoriasin
Forward 5" AGA CGT GAT GAC AAG ATT GAC 3’ 18
Reverse 5" TGT CCT TTT TCT CAA AGA CGT C 3’
RNase 7
Forward 5" GGA GTC ACA GCA CGA AGA CCA 3’ 21
Reverse 5" CAT GGC TGA GTT GCA TGC TTG 3’
1L-8
Forward 5" TCT GCA GCT CTG TGT GAA GGT GCA GTT 3’ Designed in this study
Reverse 5" AAC CCT CTG CAC CCA GTT TTC CTT 3’
MCP-1
Forward 5" CGC CTC CAG CAT GAA AGT CT 3’ 56
Reverse 5" GGA ATG AAG GTG GCT GCT ATG 3’

proinflammatory genes are induced at different times during
inflammation. Thus, peak secretion of IL-8 occurs at 24 h,
while hBD-2 is secreted at greater amounts from 6 to 24 h of
incubation (Fig. 1C and D). These studies showed that li-
pidated OspC (L-OspC) induced a greater inflammatory re-
sponse than lipidated OspA (L-OspA). In contrast, unlipidated
OspA and OspC exhibited reduced inflammatory responses
compared with lipidated OspA and OspC, clearly indicating
that the lipid moiety also plays an important role in inflamma-
tion. In fact, the lipid moiety alone, Pam;Cys, was shown to
induce inflammation. This KC inflammatory response induced
by lipidated OspA and OspC is strongly inhibited by tick SGE
when KCs are coincubated with lipidated OspC or OspA. The
hBD-2 secretion induced by lipidated OspA and OspC is in-
hibited 60 to 80% by tick SGE at 24 h. IL-8 secretion stimu-
lated by lipidated OspA and OspC is almost 100% inhibited by
tick SGE (Fig. 1E and F).

Salp15 inhibition of chemokine and AMP expression by
human primary keratinocytes coincubated with whole Borrelia
cells. OspC binds to Salp15, thereby facilitating immune eva-
sion by Borrelia spp. (38). To analyze its involvement in skin
inflammation, we coincubated Salp15 with whole B. burgdorferi
sensu stricto N40 cells and measured the inhibition of gene
expression for proinflammatory chemokines. We found that
Salp15 inhibited not only the mRNA expression of two che-
mokines, monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1) and
IL-8 (Fig. 2A and B), but also the expression of the AMPs
(hBD-2, hBD-3, RNase 7, and psoriasin) (Fig. 2C to F). Mea-
surements were made at 6 h, as AMPs generally exert their

peak activity during the early stages of inflammation (29). The
inflammation induced by B. burgdorferi was strongly impaired
by the presence of Salpl5 no matter which inflammatory gene
we assessed at the two Borrelia concentrations tested—100
Borrelia cells (100B) per cell and 10 Borrelia cells (10B) per
cell. The presence of Salp15 similarly decreased concentrations
of the two proteins tested, IL-8 and hBD-2 (Fig. 2G and H).

Salp15 inhibition of chemokine and AMP expression by
human primary KCs coincubated with OspC. The fact that
lipidated OspC-induced inflammation is inhibited by crude
SGE prompted us to determine whether the tick saliva protein
Salpl5 could be responsible for the inhibition of KC inflam-
mation normally induced by OspC. In fact, we found that
chemokines (MCP-1 and IL-8) and AMPs (hBD-2, hBD-3,
RNAse 7, and psoriasin) were strongly inhibited by Salp15 of
I ricinus at the mRNA level (Fig. 3A to F) and also at the
protein level for the two proteins tested, IL-8 and hBD-2 (Fig.
3G and H). Unlipidated OspC stimulation, as well as stimula-
tion by the lipid moiety alone, was inhibited by Salp15, showing
that both the lipid and protein components of OspC are im-
portant for the interaction with Salp15.

Effect of vitamin D; on the induction of LL-37 during the
interaction of Borrelia-KCs and effect of tick SGE or Salp15 on
this induction. We have previously shown that the interaction
of KCs with B. burgdorferi induces hBD-2, although we could
not detect mRNA expression of LL-37, whose regulation
seems to be more complex than that of the other AMPs (40).
We then tested whether the addition of vitamin D5 to our
assays affects the secretion of LL-37 or other AMPs, such as
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FIG. 1. Interaction of two B. burgdmferz sensu stricto strains, N40 and B31, and of Osp antigens with human primary keratinocytes (KCs). The
secretion of two proteins, the chemokine IL-8, and the AMP hBD-2, was measured by ELISA. (A and B) Comparison of the inflammatory
responses of KCs induced by B. burgdorferi strains N40 and B31 for 24 h. Results from titration of Borrelia are shown as follows: 100 Borrelia
cells/cell (100B), MOI of 100:1; 10B, MOI of 10:1; and 1B, MOI of 1:1. (C and D) Inflammatory response of KCs stimulated with lipidated (L-)
OspC or OspA or unlipidated (U-) OspC or OspA for 6 and 24 h at a concentration of 100 ng/ml and Pam,Cys at a concentration of 10 wg/ml.
(E and F) Inhibition by I ricinus crude salivary gland extract (SG; 20 ug/ml) of the inflammation induced by the lipidated OspC or OspA, measured
at 24 h. #, complete inhibition; ¢, unstimulated cells; **%, P < 0.001; **, P < 0.01; and *, P < 0.05.

IL-8. We found that in the presence of vitamin D, secretion of
LL-37 was induced with different numbers of Borrelia cells
coincubated with KCs (Fig. 4A). It is clear that vitamin Dy
specifically regulated LL-37 induction, but not IL-8 secretion
(Fig. 4B). We also found that LL-37 induction was strongly
inhibited by tick SGE or Salp15 (Fig. 4C), which is similar to
our results for the other inflammatory genes.

In vitro effect of hBD-2 and cathelicidin on the motility of B.
burgdorferi N40. AMPs have potent antimicrobial activity on a
large panel of microorganisms (bacteria, fungi, viruses, and
parasites). We tested the antiborrelial activities of the two
AMPs most frequently found in several skin inflammations,
human cathelicidin (LL-37) and human defensin (hBD-2) (6),
through a kinetic study. We examined cultures after 3 h, 24 h,
and 7 days under a dark-field microscope to observe the mo-
tility, number, and viability of Borrelia cells when cultured in
the presence or absence of AMPs or an antibiotic. The effect of
the two AMPs was compared to the effect of amoxicillin, the
positive control, which completely killed Borrelia after 7 days,
starting at a low concentration of 1.56 pg/ml. Defensin had a

very slight effect at 24 h, with 80% of Borrelia cells motile.
Interestingly, LL-37 severely altered spirochetes, with only
10% of Borrelia cells motile after 3 h and 24 h, and induced
bacterial clumps at the highest AMP concentrations tested
(Fig. 5). The effects of both AMPS disappeared after 7 days,
when 100% Borrelia motility was observed.

Effect of SGE and Salp15 on the interaction between TLR2
and OspC. OspC, as a lipoprotein, interacts with TLR2 (13).
To further analyze the interaction of OspC with Salp15, we
used another TLR2 agonist, MALP2. MALP2 induced the
chemokine mRNAs (MCP-1 and IL-8) and the AMP
(hBD-2, hBD-3, psoriasin, and RNase 7) mRNAs, as well as
IL-8 and hBD-2 proteins (Fig. 6). KC inflammation induced
by MALP2 was not as strong as the inflammation induced by
OspC. Both tick SGE and Salp15 strongly inhibited the KC
inflammation induced by OspC but did not inhibit chemo-
kine or AMP production induced by MALP2-TLR2 inter-
action, further suggesting that the observed inhibitory ef-
fects of KC inflammation are due to interactions of OspC
with SGE or OspC with Salpl15.
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FIG. 2. Inhibition by I ricinus Salp15 protein of KC inflammation induced by B. burgdorferi sensu stricto N40 strain at 6 h. Shown are the results
from measurement by quantitative RT-PCR of the inhibition of mRNA of chemokines MCP-1 (A) and IL-8 (B) and AMPs hBD-2 (C), hBD-3
(D), RNase 7 (E), and psoriasin (F) by Salp15 (30 wg/ml). Panels G and H show measurement by ELISA of the secretion of two selected

inflammatory molecules, 1L-8 (G) and hBD-2 (H). 100B, 100 Borrelia cells per cell; 10B, 10 Borrelia cells per cell. #, complete inhibition; &,
unstimulated cells; *%%, P < 0.001; *%, P < 0.01; and *, P < 0.05.
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FIG. 3. Inhibition by Salp15 of L ricinus of KC inflammation induced by Borrelia lipoproteins at 6 h. Shown are the results from measurement
by quantitative RT-PCR of the inhibition of mRNAs of chemokines MCP-1 (A) and IL-8 (B) and AMPs hBD-2 (C), hBD-3 (D), RNAse7 (E),
and psoriasin (F) by Salp15 (30 pg/ml). Panels G and H show measurement by ELISA of the secretion of two selected inflammatory molecules,
IL-8 (G) and hBD-2 (H). Lipidated (L-) and unlipidated (U-) OspC proteins were tested at 100 ng/ml, Pam;Cys at 10 pg/ml, and Salp15 at 30
wg/ml. #, complete inhibition; ¢, unstimulated cells; *#*, P < 0.001; **, P < 0.01; and *, P < 0.05.
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FIG. 4. Effect of vitamin D5 on induction of LL-37 secreted by KCs. Human primary KCs were preincubated with vitamin D5 (VD3) for 24 h.
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(10B). The induction of LL-37 was measured by qRT-PCR (A), and the induction of IL-8 was measured by ELISA (B). The inhibition of LL-37
induction by KCs with crude extract salivary gland (SG) or with Salpl5 was measured (C). ¢, unstimulated cells; ***, P < 0.001; **, P < 0.01;

and *, P < 0.05.

Role of OspC in Borrelia KC inflammation. In order to
measure the importance of OspC in KC inflammation, we
tested a knockout Borrelia strain (297 ko) without the OspC
protein, comparing the potential of its OspC (297 cp) and that
of the wild-type strain B. burgdorferi sensu stricto 297 (36) to
induce IL-8 secretion. The 297 ko strain stimulated IL-8 se-
cretion at 65% of the level stimulated by wild-type strain 297

bacteria, while the complemented strain 297 cp stimulated
secretion at 91% of the wild-type level (Fig. 7A). The reduc-
tion of inflammation by OspC protein suggests that OspC is an
important surface antigen for Borrelia KC inflammation. The
results also suggest that some other surface antigens are in-
volved in KC inflammation. Interestingly, in the presence of
SGE and Salp15, the secretion of IL-8 caused by the OspC
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FIG. 5. Invitro effect of hBD-2 and LL-37 on B. burgdorferi sensu stricto motility. Measurement of the activity of hBD-2 (defensin) and LL-37
(human cathelicidin) on the motility of B. burgdorferi N40 strain. Borrelia cells were cultured together with the tested molecule in microtiter plates
for 3 and 24 h and then transferred in 3-ml tubes for an additional 7 days. Amoxicillin was used as a positive control. Motility of bacteria was
measured by observation of Borrelia under dark-field microscopy at a 200-fold magnification.

mutant still decreased. This suggests that OspC is not the only
molecule of Borrelia to interact with tick proteins and that
Salpl5 and SGE may have additional receptors, either on the
bacteria or on the host cell, to control host inflammation.

We also compared the inhibitory effects of Salp15 and anti-
TLR2 antibody on the interaction of OspC with TLR2. Salp15
has a potent inhibitory effect on OspC, with 62% of IL-8
secretion inhibited, while the blocking antibody inhibited only
21% of IL-8 secretion. A titration of the antibody up to 10
ng/ml and a longer incubation (24 h) did not increase further
the inhibitory level in our model (data not shown).

DISCUSSION

KCs are the resident skin cells of the epidermis, acting as a
physical barrier and as an immune barrier by detecting patho-
gens and by producing several AMPs, chemokines, and cyto-
kines (6). They express functional Toll-like receptors (TLRs),
except TLR7 and TLRS, which recognize a broad spectrum of
PAMPs, leading to the activation of the NF-kB pathway. KCs
are the main producers of cytokines and chemokines in the
skin. Some of these are potent chemoattractants for mono-
cytes, neutrophils, dendritic cells (DCs), T cells, and NK cells
(27). Their ability to discriminate among stimuli by generating
different patterns of antimicrobial molecules makes KCs im-
portant immune cells of skin’s innate immunity (30, 44). The
function of Langerhans cells is highly influenced by surround-
ing KCs (3), as the Langerhans cells become activated by
inflammatory cytokines derived from KCs. We have previously
shown that the interaction of B. burgdorferi sensu stricto with
human primary KCs induced a strong inflammatory response
that is inhibited by crude SGE of I ricinus. This pointed out the
major role of KCs in an arthropod-borne disease such as Lyme
borreliosis.

The inhibition of KC inflammation by tick saliva was previ-
ously shown to affect the secretion of IL-8 and hBD-2 (29). We
extended the panel of inflammatory molecules studied because
the skin expresses several different chemokines and AMPs, of
which chemokines have been shown to play an important role
in the inflammation induced in Lyme disease (20). Different
chemokine-binding proteins have been identified in tick saliva
(11, 32) that are neutralized by the saliva, thus avoiding the
recruitment of specific immune cells that would kill the inoc-

ulated pathogens. In addition to the inhibition of chemokines,
we have demonstrated that the AMPs hBD-2, hBD-3, catheli-
cidin, psoriasin, and RNase 7 are also inhibited by tick saliva.
We selected RNAse7 and psoriasin because they are produced
by KCs and have potent antimicrobial activity, especially on
Gram-positive bacteria (RNase 7) and on Escherichia coli (pso-
riasin) (39). hBD-2 and hBD-3 are induced differently (45) and
also exhibit different antimicrobial activities: hBD-2 has its
greatest activity against Gram-negative bacteria, while hBD-3
exhibits a much larger spectrum of antibacterial activity.

In earlier studies, we did not observe the secretion of LL-37
in our model of interaction between KCs and Borrelia (29).
That lack of secretion was surprising as LL-37 is involved in
numerous cutaneous inflammations (6, 40). Because vitamin
D, enables KCs to recognize pathogens through TLR2, leading
to cathelicidin production (40), we preincubated Borrelia with
vitamin D5 and observed the induction of LL-37. We then
measured the effects of hBD-2 and LL-37, the two most-de-
scribed AMPs in skin inflammations, on Borrelia. In our in vitro
studies, we found that LL-37 has significant antimicrobial ac-
tivity (90% decrease in Borrelia motility) against B. burgdorferi
sensu stricto during the first 24 h, which suggests LL-37 is very
fast and effective at inhibition of Borrelia. In contrast to LL-37,
we found that hBD-2 had almost no antimicrobial activity
against B. burgdorferi sensu stricto. Studies by other investiga-
tors have shown that hBD-2 also has no activity against Trepo-
nema denticola (7) and that B. burgdorferi is resistant to high
levels of LL-37 (39). In our assay, LL-37 transiently affected
Borrelia motility, with numerous clumps of bacteria observed in
the first hours of incubation, but this effect did not last after a
week of incubation.

AMPs are multifunctional molecules that play a central role
in several cutaneous inflammations. They neutralize toxins re-
leased by bacteria, have potent chemotactic activity, and have
angiogenic properties (6, 41). Their overexpression avoids in-
fections in psoriasis, and their absence explains certain infec-
tions in atopic dermatitis (33). Our data revealed a potent
anti-inflammatory effect of tick saliva on AMPs and chemo-
kines present in the skin. This observation in an in vitro model
merits further investigation in an in vivo mouse model.

Another key element in the transmission of Borrelia to the
vertebrate host is OspC, the major surface antigen of Borrelia.
Studies with OspC mutant spirochetes have shown that this
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FIG. 6. Analysis of OspC-Salpl5 interaction during KC inflammation. The two TLR-2 agonists, lipidated OspC (L-OspC; 100 ng/ml) and
MALP2 (200 ng/ml), were first incubated with salivary gland extract (SG; 20 pg/ml) or Salp15 (30 pg/ml) for 30 min at room temperature. The
preparations were then transferred onto human primary KCs and incubated for 6 h. ¢, unstimulated cells; *, statistically significant versus L-OspC;
*%x, P < (0.001; %, P < 0.01; and *, P < 0.05.



126

Résultats —Borrelia et kératinocytes

VoL. 79, 2011 ANTIALARMIN EFFECT OF TICK SALIVA IN LYME DISEASE 783
A —
b ——
=-" bk
gliin]
E
) ] T ™
ﬂ- L1
| a0
2 T
—_ [=14]
=
o
E=]
a2 40
=
E
oo
=
[ | = = . . . .
: Ha 1 [ I r] I 1] Wi
s g o2 Fog oL o2z g o¢vo® oy v
W = I = & E = & i ]
] T W I3 a i 2] a ol
[ t+ - - a +
T — - =
oE 5 2 3 i3
£ 5 &
L] i
E 120
.1,
: = LT
= o
£
(=]
o
I = L
l;?
-
= a0
=
=
& 4n
=
= o
=]
(1]
Pl o o m B
. - -
= 8 T B o B &
A i ® by 2
N E
4 i :
o Z
—

FIG. 7. Roles of OspC and Salp15 in KC inflammation. (A) The inflammation (IL-8 secretion in pg/ml) induced by the OspC-deficient mutant
(297 ko) was compared to the inflammation induced by the native strain (297 wt) and complemented strain (297 cp). The Borrelia cell/cell ratio
was 100:1, and the incubation was for 24 h. SG (20 pg/ml) or Salp15 (30 wg/ml) was preincubated with Borrelia for 30 min at room temperature
and then transferred onto KCs. (B) The inhibitory effect of Salpl5 on OspC-induced KC inflammation was compared to the blocking effect of an
antibody against TLR2. SG and Salp15 were preincubated with L-OspC for 30 min and then transferred onto KCs and further incubated for 6 h.
The antibody against TLR2 (Ac aTLR2; 1.5 wg/ml) was incubated for 30 min on KCs, and then the lipidated OspC (L-OspC; 100 ng/ml) was added
for 6 h. The level of inhibition was compared to the inhibitory effect of SG (20 wg/ml) or Salp15 (30 wg/ml). **%, P < 0.001; **, P < 0.01; and

*, P < 0.05.

lipoprotein is essential to spirochetal evasion of the host’s
innate immunity (19, 31, 47). OspC prevents early elimination
and promotes dissemination (48). In this study, we showed that
OspC is a key element in the induction of KC inflammation
and that its lipid moiety, Pam,Cys, is as essential as the protein
component in this inflammation. As the tick has been shown to
downregulate host immunity, thus facilitating transmission of

B. burgdorferi, we tested whether crude SGE and Salpl5 can
inhibit the inflammatory response of KCs. Our studies dem-
onstrated that SGE inhibited both inflammations: that induced
by whole Borrelia cells (29) and that induced by OspC. In tick
saliva, Salp15 is a protein specifically induced by Borrelia when
it enters the tick during the infective blood meal (36). It is a
pluripotent protein: it affects T-cell proliferation by binding to
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the CD4 coreceptor, inhibits dendritic cell activation by bind-
ing to the C-type lectin DC-SIGN, and binds to OspC, pro-
tecting Borrelia from antibody-mediated Kkilling (2, 25, 36). In
this study, we observed that Salp15 also inhibits KC inflamma-
tion.

The OspC lipoprotein is a ligand for TLR2 (43). Initially, the
recognition of Borrelia by TLR2 was thought to be mainly due
to OspA (22). We have shown that OspC is an important part
of the skin inflammation through its interaction with the resi-
dent cells of the epidermis, the KCs. The interaction of OspC
with tick SGE or with Salp15 is crucial, since the coincubation
with another TLR2 agonist, MALP2 (40), did not modify KC
inflammation. The interaction of OspC with its receptor is
complex, since it interacts as a homodimer with its ligand, and
recently a ligand binding domain has been described as being
essential for OspC for its adaptation to the mammalian envi-
ronment (12). However, as shown in this study, OspC is not the
only molecule involved in the inflammation process since the
OspC-deficient mutant was still able to produce an immune
response. OspC is the most abundant protein expressed on the
surface of Borrelia during early infection, but this does not
exclude that other proteins such as VISE (variable surface
antigen), bbk32 (fibronectin binding protein), or DbpA
(decorin binding protein) play a compensatory role in skin
inflammation in the absence of OspC (52).

The tick blood meal lasts for several days, and infected ticks
do not inoculate Borrelia at the beginning of the blood meal. In
the infection model for I scapularis with B. burgdorferi, the tick
inoculates Borrelia into the host skin (23) at approximately day
3, while in the model for I. ricinus with B. afzelii, the transmis-
sion occurs earlier (10). During feeding, the tick first dilacer-
ates the epidermis, producing an injury. This injury triggers an
inflammatory response with an important secretion of chemo-
kines and AMPs. However, the inhibitory effects of tick saliva
may be able to shut down all the danger signals present in the
skin before Borrelia injection occurs. In the vertebrate host,
Borrelia cells multiply locally before disseminating via the
blood to the rest of the body. The inhibitory effect of tick saliva
on chemokines and AMPs helps to explain the absence of
cellular infiltrate at the site of a tick bite (5, 50).

We propose that tick saliva has a property not previously
described: it exhibits an antialarmin effect. Alarmins are se-
creted by epithelial cells such as KCs and are triggered by
endogenous signals or by PAMPs, called “danger-associated
molecular patterns” (DAMPs). They recruit and activate anti-
gen-presenting cells, especially dendritic cells, and boost innate
and adaptive immune responses (53). In Lyme borreliosis,
alarmins induced first by the injury and then by the bacterial
inoculation are likely controlled by tick saliva. This property
makes the tick saliva a sophisticated regulator of Borrelia in-
fection by acting as a powerful antialarmin and antichemokine
factor in the skin (16, 34). Tick saliva is therefore an essential
actor in the pathogenesis of skin inflammation.
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L’étude de l'interaction entrBorrelia et les fibroblastes de la peau avait déja falijéo
d’'un premier travail de recherche dans notre labora Ce travail montrait que la stimulation
in vitro de fibroblastes cutanés humains primaires PBarrelia induit la synthése de
médiateurs pro-inflammatoires (IL-8, LL-37 et hBD{Rlarchal et coll., 2009].

De maniere a étendre notre champ d’investigati@uysnavons choisi dans le travail
présenté ci-dessous d'effectuer sicreeninginitial large des réponses transcriptionnelles
gu’induit Borrelia dans les fibroblastes au moyen de puces a ADNcdamparant les profils
transcriptionnels induits par différentes souchestdriennes d’une méme espece, mais
représentatives d’étapes bien distinctes du cydeziieux deBorrelia, nous avons cherché a
mettre en évidence un potentiel « effet souche p>pgurrait influencer le déterminisme
evolutif du processus infectieux, dont la variabilindividuelle dans la borréliose de Lyme
est observée couramment en pratique clinique. NM@ogss aussi cherché a déterminer si la
réponse pro-inflammatoire générée par les fibrobtaspres stimulation p&orrelia était
liée a la méme protéine de surface (OspC) que icellgsant la stimulation des kératinocytes.
Nous avons enfin analysé I'effet de la salive dadisur notre modéle.

Dans cette étude, nous montrons que la stimulatesnfibroblastes paBorrelia induit

I'activation d’un large panel de génes impliquéasika réponse inflammatoire ainsi que dans
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la synthese et le remodelage de la matrice exiudmiet. Les trois souches de

B. burgdorferiss que nous avons testées dans notre modéleectigsment isolées d’'une
tique et de lésions cutanées d’érytheme migradt?6LA — induisent au sein des fibroblastes
cutanés humains une réponse transcriptionnelle siaflaire : aucune voie d’activation
spécifique a I'une de ces souches n’a pu étre mé&eence. Par ailleurs, nous montrons que
I'induction de la réponse pro-inflammatoire desditdastes paBorrelia n'est pas liée a la
lipoprotéine de surface OspC. Nous montrons égalemee la salive de tique exelicevitro

un effet toxique direct sur les cultures de fibesbés, que cet effet est dose-dépendant et de
nature protéique mais non lié a la protéine Salp15.

Nous émettons I'hypothése que l'effet cytotoxique k& salive de tique sur les
fibroblastes de la peau (cellules clés du procedsuscatrisation) participe au maintien de la
blessure cutanée, favorisant ainsi la poursuiteegas sanguin et I'inoculation dBsrrelia
dans la peau. Néanmoins, la présence de la sadiviigde et son effet dans la peau sont
limités a la fois dans I'espace (au point de piqiedique) et dans le temps (durée du repas
sanguin). Ainsi, la réponse transcriptionnelle prtammatoire des fibroblastes que nous
avons observém vitro en présence dBorrelia (mais en I'absence de salive de tique) est
probablement un bon reflet de la réponseivo des fibroblastes a l'infection p&orrelia
dans la peau, sur le site méme des lésions cutanBi@smmatoires de la phase précoce

(érythéme migrant) ou tardive (ACA) de la maladie.
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Abstract

InLymeborreliosis, the skinisthe key site of bacterial inoculation by theinfected tick, and of cutaneous manifestations, erythema
migrans and acrodermatitis chronica atrophicans. We explored the role of fibroblasts, the resident cells of the dermis, in the
development of the disease. Using microarray experiments, we compared the inflammation of fibroblasts induced by three
strains of Borrelia burgdorferi sensu stricto isolated from different environments and stages of Lyme disease: N4O (tick), Pbre
(erythema migrans) and 1408 (acrodermatitis chronica atrophicans). The three strainsexhibited asimilar profile of inflammation
with strong induction of chemokines (CXCL1 and IL-8) and IL-6 cytokine mainly involved in the chemoattraction of immune cells.
Molecules such as TNF-alpha and NF-k Bfactors, metalloproteinases (MMP-1, -3 and -12) and superoxide dismutase (SOD2), also
described ininflammatory and cellular events, were up-regulated. In addition, we showed that tick salivary gland extractsinduce
acytotoxic effect onfibroblastsand that OspC, essential in the transmission of Borreliato the vertebrate host, wasnot responsible
for the secretion of inflammatory molecules by fibroblasts. Tick salivacomponents could facilitate the early transmission of the
disease to the site of injury creating afeeding pit. Later in the development of the disease, Borrelia would intensively multiply in
the skin and further disseminate to distant organs.
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Introduction

Lyme borreliogs (LB) caused by spirochetes of the B. burgdafei 4
group is the most common vector-borne dissase in the Northern
Hemisphere. These bacteria are tranamitted by the tick | xades gp.
[1]. LB is a multisygemic infection that garts generally with an
erythema migrans (EM) ledon at the ste of the tick bite
Untreated, the infection can progress and diseminate, with
inflammatory complications commonly affecting digant skin stes,
joints heart, and nervous sysem [2]. LB differsin clinical features
based upon its geographic didribution and in relation to its
pathogenic potential and/ or tissue tropism [3].

The sin represents a key interface in LB since it isthe target of
the gpirochetes at the early gage of the disease, the EM and at later
gages of the dissase, the borrelial lymphocytoma and a typical
manifegation of late european LB, the acrodermatitis chronica
atrophicans (ACA) [4,5]. The in congitutes a complex physcal
barrier [6]. The external multilayered part, the epidermis mainly
composed of keratinocytes (KCs) and Langerhans cells is tightly
connected to the dermis in which fibroblasts are the main resdent
cells [7]. Derma fibroblags not only play an active role in
syntheszing and remodeling the extracelular matrix (ECM), but

PLoS ONE | www.plosone.org

also communicate with other cell types such as dermal dendritic
cells magt cells macrophages and KCs They also participate in
tisue homeodass leukocyte recruitment and inflammation
regulation [8]. Due to their broad and highly specialized rolesin
conditioning the celular and cytokine/ chemokine environment,
resdent sentinel fibroblagts function as part of the immune sysem
[9].

To date, mogt sudies of the cutaneous phase of LB have focused
on the interaction of Bardia with dendritic cells[10,11], mag cells
[12], and KCs[13,14]. A few studies have invegigated fibroblast
reponses to this dissae. A recent dudy indicated that the
interaction of B. burgdafei sswith dermal fibroblags induced the
proinflammatory chemokine IL-8, along with the antimicrobial
peptides defensn and cathelicidin [15]. Bardia has also been
shown to internalize and survive within fibroblags [16]. Although
KCsare the firg cdls to be injured by the tick mouthparts biting
pieces penetrate deeply into the skin [17]. Spirochetes are
inoculated into the dermis interacting with additional immune
cells (dermal dendritic cells mag cells...) and the fibroblags We
found it therefore particularly relevant to assess how Bardia
infection impacts dermal fibroblasts

June 2012 | Volume 7 | Issue 6 | e40046
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In this gudy we invegigated the role of dermal fibroblads in
sin inflammation in regonse to Bardia. Since the inflammation
could be related to the secific environments from which the
grains were isolated, we tested one srain isolated from a tick and
two drains isolated from different gages of the disease, potentially
providing a link between sirochetal-related factors and LB
outcome. Toward this end, we used ecific skin cDNA
microarrays to compare the global transcriptional reponse elicited
in human dermal fibroblags by three different drains of B.
burgdafei ss isolated from an infected tick (N40) and from patients
affected by EM (Pbre) or ACA (1408). T hen, we invedigated more
precisely whether one of the major lipoproteins of Bardia, OC,
which is necessary for the tranamisson of Bardia to the vertebrate
hog [18,19], could be respongble for the induction of inflamma-
tory molecules secreted by fibroblags Finally, we tesed the effect
of tick salivary gland extracts (SGE) on Bardia-induced fibroblas
reponse.

Results

Fbroblasts Simulated by B. burgdorferi ss N40, Pore and
1408 Srains Secrete Inflammatory Genes

B. burglafai ss N40 has been shown to induce a proinflamma-
tory response when coincubated with human primary fibroblass
In this reponse, IL-8 was induced in a dose-dependent manner
[15]. T o check whether B. burgdafei ssN40, Pbre and 1408 behave
smilarly when co-incubated in \itro with fibroblass we measured
IL-8 synthess The chemokine was secreted in a dose- and time-
dependent manner, with peak secretion at 24 hours after cell
dimulation (Figure 1). We then chose a 24 hours time-course for
fibroblag dimulation and a multiplicity of infection (MOI) of
100:1 for all the experiments to get the best sgnal.
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Global FHbroblast Transcriptional Responses to B.

burgdorferi ss N40, Pbre and 1408

Two independent microarray experiments were performed for
each of the three Bardia srains (N40, Pbre, 1408). Statigical
analyss was then performed using the 6 experiments together by
comparing treated vs untreated samples Out of 1,302 genes
present on the DNA chip, 241 genes (18.5%) were differentially
regulated with a fold change above 1.7 and a false discovery rate
below 5% (Figure 2A). Of these 241 genes 103 were up-regulated,
138 were down-regulated and 75 were found to be regulated by
more than 1.7-fold by each of the three Bardia srains (47 up- and
28 down-regulated). The majority were regulated after Bardia
dimulation between 1.7 and 5-fold compared to ungimulated cells
for all the three drains tested (Figure 2B). This underlines that
Bardia has a major effect on fibroblas gene expresson. The
transcriptional regponses induced by srain N40, Pbre and 1408
have been compared: at this point, we did not to identify relevant
specific drain-related transcriptional pathway. In contrag, a
notable observation was that the three B. burgdafei ss drains
ilated from various environments of the Bardia life cycle elicited
very dmilar transcriptional profiles in primary human dermal
fibroblags, with a core of 47 genes up-regulated in regponse to
gimulation by all three drains

Up-regulated Transcriptional Responses are Largely
Representative of Proinflammatory Pathways,
Extracellular Matrix Synthesis and Remodeling Sgnals
The core of 47 up-regulated genesin regponse to gimulation by
al three grains (Table 1), included proinflammatory genes and
genes involved in ECM remodeling and synthess High levels of
chemokines (CXCL1 and IL-8) and cytokines (IL-3, IL-6, IL-9,

1408

*Ek

Pbre c
10000+

00+

*kdk

5000+

10000+
TE004

*hk

| o

& 5 1<)
SO &

FF P P

Figure 1. Measure of IL-8 secretion by fibroblasts co-incubated with different strains of B. burgdorferi ss. (A-C) IL-8 secretion of
fibroblasts stimulated by different concentrations of Borrelia N40, Pore, 1408 at MOI of 100:1 (100B), 10:1 (10B), and 1:1 (1B) at 24 hours. (D-F) Kinetic
studies of IL-8 secretions in the three strains. NEG: unstimulated fibroblasts. (A-F) Each bar shows the mean 6 Ds of triplicate values and is
representative of three independent experiments. ***P, 0.001; **P, 0.01; and *P, 0.05 compared between stimulated and unstimulated cells.
doi:10.1371/journal pone.0040046.g001
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-100 S
N40 Pbre 1408

Figure 2. Gene expression profiles obtained from dermal
fibroblasts stimulated with different strains of B. burgdorferi
ss. (A) Venn diagram of genes significantly up-regulated (q ) or down-
regulated (Q) after fibroblast stimulation with Borrelia, and compared
with unstimulated fibroblasts. (B) Number of genes differentially
expressed during fibroblast stimulation with Borrelia. The bars reflect
the number of up-regulated genes (+) and down-regulated genes (-) for
each drain. The light dotted areas correspond to gene expression
changes of 1.7-5.0-fold, the grey hatched areas correspond to changes
of 5.0-20.0-fold and black areas to changes $ 20.0-fold.
doi:10.1371/journal.pone.0040046.g002

IL-12B, IL-13, IL-15) were induced, along with gene encoding
pentraxin 3 (PTX3), a fluid-phase pattern-recognition molecule
involved in the acute-phase response and innate immunity [20].
Up-regulated geneswere also largely representative of intracellular
dgnaling/ regulating pathways that sugtain inflammatory responses
such as NF-kB transcription factors (NF-kB1, NF-kB2, Rdl, RelB,
IkB-a), interferon-related genes (the IFN-respongve factor IRF1,
trangducers of the JAK/ STAT sgnaling cascade STAT1, STAT2
and the interferon-inducible genes OAS2 and IFIH1), and other
transcription factors that could play a role in the inflammatory
process (the NF-kB-induced HIF1A and JUN, component of the
AP-1 transcription factor). Among genes involved in ECM
remodeling, all Bardia grains induced up-regulation of three

PLoS ONE | www.plosone.org
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matrix metalloproteinasess MMP-1, -3 and -12). Severa other
genes aswciated with cell-matrix interaction (I TGA1L, the alpha
subunit of the a;b, integrin) or gructural components of the ECM
including microfibrils (MFAP3), collagen fibrils (COL8A1), and
laminins (LAMA1) were also up-regulated by all three Bardia
grains Cel activation cycle genes encoding growth factors (the
KCs growth factor FGF7) and cell apoptossrelated genes
encoding TNF ligand superfamily members (TNFSF10 and the
B-cell activating factor TNFSF13B) and two of their receptors
(TNFRSF6, TNFRSF10B), were up-regulated as well. Several
other genes related to metabolian auch as SOD2 were up-
regulated by all three Bardia srains Among the three drains the
drain iolated from EM induced weaker inflammation than the
two other drains A large number of genes asociated with
intracellular metabolic functions DNA damage repair and cell
cycle control were down-regulated by one or more Bardia grains
(Table S1).

Validation of Selected Genes Among those Found to be

Differentially Regulated by Microarray Analysis

The mRNA expresson of sslected genes (IL-8, IL-6, CXCL1,
SOD2, MMP-12) was analysed in kinetic experiments, at 3, 6,
12 and 24 hours after Bardia gimulation. A dmilar trend in
transcriptional induction was observed by quantitative reverse
transcriptase polymerase  chain  reaction (QRT-PCR) and
microarray. We confirmed grong up-regulation of the genes
encoding IL-8, IL-6, CXCL1, and SOD2 for all the three
Bardia drains (Figure 3). We were not able to confirm the up-
regulation of MMP-12 mRNA observed in the microarray by
QRT-PCR for the drain 1408. The effects of Bardia
dimulation on thex gene expressons were time-dependent,
with maximal reponses observed 24 hours after fibroblast
gimulation. All QRT-PCR data normalized to the b-actin were
further confimed by normalizing them to the expresson of the
RNA polymerase Il, another housekeeping gene known to be
gable under various dgimulatory conditions [21]. Reaults
obtained after b-actin and RNApol2 normalization were very
smilar to each other (data not shown).

Hfect of OspC and SGE on Fbroblast Inflammation
OC isa surface lipoprotein, essential for Bardia trangmisson
to the vertebrate hog. In addition to itsrole on K Csinflammation
[14], we teted whether O9C could also be regponsgble for
fibroblag inflammation induced by Bardia. Usng an OsC-
deficient Bardia mutant, comparable levels of 1L-8 syntheds were
noted 24 hours after gimulation with wild-type spirochetes O9C-
deficient B. burgdafai, or O9C-deficient B. burgdafai comple-
mented with O9pC (Figure 4A). These data indicate that O9C is
not regponsble for Bardiarinduced proinflammatory regponses in
in fibroblags other surface-exposed proteins of Bardia could
induce that activity. To further tes the contribution of Bardia
lipoproteins to fibroblag inflammatory regponse, lipoprotein
sgnaling was blocked by anti-TLR2 antibody before Bardia
dimulation. The blocking effect of anti-TLR2 antibody, already
tesed in the interaction OgpC—keratinocytes [14], only dightly
(136 2%) and not sgnificantly inhibited IL-8 secretion (Figure 4B),
indicating that Bardia-induced fibroblag gimulation is TLR2-
independent. Tick saliva affects different cellsin the skin [22] but
its effect on fibroblag inflammation was never invedigated in
detail. Co-incubation of fibroblags with Bardia and I. ridnus SGE
@0 ng/ ml) showed a dramatic decrease of IL-8 syntheds
(Figure 4C). Microscopic observation of the fibroblag cultures
revealed a cytotoxic effect of SGE confirmed by cell gaining with
Trypan blue (data not shown). A dgnificant morphologic change
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Table 1. Up-regulated genes in fibroblasts stimulated with B. burgdorferi in comparison to unstimulated fibroblasts.

Gene number Annotation  N40 (tick)® Pbre (EM)* 1408 (ACA)*  Description/Function

Inflammation

Chemokines

NM_001511 CXCL1 176.12 101.03 200.92 GROa, chemoattractant for neutrophils

NM_000584 IL-8 66.40 12.89 50.32 Chemoattractant for neutrophils
Cytokines

NM_000588 IL-3 1.96 1.89 1.90 Cytokine, regulate granulocytes and monocytes-macrophages activation and
proliferation

NM_000600 IL-6 39.90 6.07 13.38 Cytokine of the acute phase response

NM_000590 IL-9 173 2.00 1.89 Cytokine, regulates T-lymphocytes activation and proliferation

NM_002187 IL-12B 341 1.83 213 Cytokine, regulates T-lymphocytes and NK cells activation and proliferation

NM_002188 IL-13 247 2,68 244 Cytokine, regulates inflammatory and immune responses

NM_000585 IL-15 431 550 5.13 Cytokine, regulates T-lymphocytes and NK cells activation and proliferation
Innate immunity effector

NM_002852 PTX3 9.01 3.68 1345 Pentraxin-3 : component of the humoral arm of innate immunity
NFkB pathway

NM_003998 NFKB1 389 198 262 NFkB p105 subunit

NM_002502 NFKB2 6.62 219 2.83 NFkB p100 subunit

NM_002908 REL 451 234 342 C-Rel proto-oncogene protein, member of the NFkB transcription factors

NM_006509 RALB 343 1.78 249 Member of the NFkB transcription factors

NM_020529 IKBA 8.26 347 5.76 Inhibit the NFKB transcription factor
IMN-related pathway

NM_016817 OAR2 943 6.53 1554 Oligoadenylate synthetase-2 : IAN-induced, innate immune response to viral
infection

NM_022168 IAHL 11.66 6.53 1554 IM\-induced, alteration of RNA secondary structure

NM_002198 IRFL 6.01 2,65 6.73 Interferon regulatory factor-1 : transcription factor

NM_007315 STATL 793 6.74 11.24 Sgnal transducer of activation-1, up-regulate genesin response to IFN type |, Il or lll

NM_005419 STAT2 483 229 3.68 Sgnal transducer of activation-2 : up-regulate genes in response to IFN type |

NM_003745 SOCSs1L 218 1.75 2.60 Suppressor of cytokine signaling-1 : negative feedback loop of the JAK/STAT
pathway

NM_014011 SOCSH 205 1.79 191 Suppressor of cytokine signaling-5 : negative feedback loop of the JAK/STAT
pathway
Other transcription factors

NM_002228 JUN 245 2.00 3.02 Transcription factor AP-1

NM_001530 HIF1A 4.96 211 258 Hypoxia-inducible factor 1-a : NFkB induced, role in myeloid cell-mediated
inflammation

Extracellular matrix

Metalloproteinases

NM_002421 MMP-1 19.86 4.65 6.68 Matrix metalloproteinase-1 : interstitial collagenase

NM_002422 MMP-3 9.46 249 437 Matrix metalloproteinase-3 : stromelysin

NM_002426 MMP-12 14.15 274 5.90 Matrix metalloproteinase-12 : macrophage metalloelastase
Components of extracellular matrix

NM_001850 COL8AL 310 2.06 458 Collagen alpha-1(VIll) chain

NM_005559 LAMAL 261 1.75 224 Laminin subunit a-1

NM_005927 MFAP3 229 191 172 Microfibril-associated glycoprotein-3, component of the elastin-associated
microfibrils

Cell-matrix interactions
NM_181501 ITGAL 451 215 239 Integrin a;

Cellular cycle

TNF pathways and apoptosis
NM_000043 TNFRSF6 237 204 241 Fas receptor, death receptor involved in apoptosis
NM_003810 TNFSF10 11.66 458 11.25 TRAIL, TNFrelated apoptosis-inducing ligand
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of fibroblasts was already observed at 6 hours (Figure 4D, panels||
and V) leading to a mortality rate . 90% 24 hours after
dimulation (Figure 4D, panels Il and VI). Udng seria dilutions
of SGE, the ability of fibroblags to synthesze IL-8 was almogt
completely resored when SGE dilution reached a dilution of 1:20
(Figure 4C), and the cytotoxic effect was reversed at the same
dilution (data not shown). The decrease of Bardia-induced 1L-8
gyntheds in presence of SGE should obvioudy be conddered as
inability of IL-8 syntheds related to SGE-induced cell death
(Figures 4C and 4D). As Salpl5 is a tick protein affecting various
immunological proceses [23], we teted whether the observed
cytotoxic effect was due to this protein. Salp15 alone had no toxic
effect on fibroblagt culturesand did not inhibit 1L-8 syntheds when
coincubated with Bardia. Heat-denaturation of SGE largely
resored the ability of fibroblags to synthesze IL-8 (Figure 4C)
and completely abolished SGE cytotoxic effect (data not shown),
indicating that SGE cytotoxic activity is linked to a proteinaceous
compound present in tick sliva.

Discussion

The kin is a major organ in the development of LB since it
congitutes the inoculation Ste for Bardia and tick saliva, and for
the early and late manifegations EM and ACA regpectively [4,5].
During and after the long-laging blood meal of the ixodid tick,
girochetes multiply locally and interact with skin cells— dendritic
cells mag cels fibroblags and KCs — before migrating and
reaching other tissues respongble for sysemic clinical symptoms
Ticks firg dilacerate the epidermis containing the KCs then the
dermis where sliva affects immune cells and the resdent cells of
the dermis [17]. Therefore, the immune response of the skin is
esential to control the development of the disease [24]. Fibroblasts
play a key role in this cutaneous immunity by cooperating with
other immune cells Fibroblags al affect the maturation of

PLoS ONE | www.plosone.org

Table 1. Cont.
Gene number Annotation  N40 (tick)> Pbre (EM)* 1408 (ACA)'  Description/Function
NM_003842 TNFRSF10B 1.86 182 2.38 TRAIL receptor 2, death receptor involved in apoptosis
NM_006573 TNFSF13B 19.81 8.79 25.16 BAFF, B-cell activating factor
NM_003183 ADAM17 191 1.75 1.83 Ceaves the membrane-bound precursor of TNFalpha to its mature soluble form
NM_003879 CHAR 495 344 3.30 Caspase-8 and FADD-like apoptosis regulator
Apoptosis inhibition
NM_001165 BIRC3 451 430 6.03 Inhibitor of apoptosis protein-1
Growth factor
NM_002009 FGF7 7.36 271 226 Fbroblast growth factor-7 : stimulates keratinocyte growth
Cellular metabolisms and miscellaneous
NM_000636 SOD2 33.07 11.84 28.67 Superoxide dismutase
NM_006169 NNMT 6.85 339 L5 Nicotinamide N-methyltransferase
NM_002485 NBN 3.83 341 215 Nibrin, repair of double strand breaks
NM_001539 DNAJAL 3.15 222 325 Heat-shock 40 kDa protein 4
NM_000165 GJIAL 1.99 191 1.88 Connexin-43, component of gap junctions
NM_000345 NCA 246 247 207 Alpha-synuclein, involved in membrane composition and turnover
NM_000104 CYP1B1 341 260 242 Belongs to the cytochrome P450 superfamily of enzymes
NM_006317 BASP1 191 171 182 Membrane bound protein, unknown function
LOC387763 22,02 6.07 1431 Unknown function
For each strain, values shown correspond to the mean ratio of the duplicate measurement determined between normalized gene intensity values obtained after 24
hours of fibroblast stimulation with B. burgdorferi (MOI 100:1) compared with gene intensity values from unstimulated cells.
doi:10.1371/journal. pone.0040046.t001

dendritic cells [9]. Consdering the tight relationships between
fibroblags, other skin cells and Bardia, it was of particular interes
to gudy the interaction fibroblags-Bardia.

We previoudy showed that the co-incubation fibroblass-Bardia
induces antimicrobial peptides and IL-8 syntheds Different
Bardia-hog cell ratios were sudied 100, 10 and 1 Bardia for
one cell. Because the MOI 100:1 gave the gronged inflammatory
reponse, we slected this range to gudy the global inflammatory
reponse [15]. By udng microarray analyds we extended the
panel of inflammatory molecules gudied usng different isolates of
B. burgdafei ssdrains Genes shown to be strongly up-regulated by
microarray with all three grains were mogly related to proin-
flammatory signals — IL-6, IL-8 and CXCL1- that were further
validated by QRT-PCR analyss and also at the protein level for
IL-8 by ELISA. These molecules allow immune cell recruitment
and differentiation in damaged tissues[25]. Other studiesreported
Bardia-induced cytokine and chemokine expresson (incuding IL-
6, IL-8, CXCL1, CXCLY9, CXCL10, CCL2, and CCL5) in
primary human dermal fibroblags [13,26]. M{llegger & 4., by
udgng QRT-PCR on kin biopses als found dmilar chemokine
and cytokine induction in EM and ACA, with low but sgnificant
MRNA levels of CXCL1 and the dendritic cell chemoattractant
CCL20, intermediate levels of the macrophage chemoattractant
CCL2, and high levels of the T-cel-active chemokines CXCL9
and CXCL10 [27]. Skin manifegations of LB — EM and ACA —
exhibit dermal infiltrate, composed predominantly of lymphocytes
and higtiocytes [28,29,30]. With regard to the potent proinflam-
matory regponse elicited by Bardia in fibroblags dermal
fibroblags could therefore be consdered as central mediators in
immune cell recruitment to the in dte of Bardia invason. Their
relevance in the immune response has been lately emphasized by
ther role on the maturation of dendritic cells [9].

MM Ps are molecules important in tissue modeling. Induction of
MM Psynthesshyresdent kin cellsfacilitatesBardiamigration from
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Figure 3. QRT-PCR analysis of mMRNA expression induced by Borreliain kinetic experiments with fibroblasts. The mRNA levels of IL-8, IL-
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compared with untreated cells (NEG). Each bar shows the mean 6 SDs of triplicate values and are representative of three independent experiments.
**pP0.01; and *P, 0.05 compared between stimulated and unstimulated cells.
doi:10.1371/journal.pone.0040046.9003
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Figure 4. Role of OspC, |I. ricinus salivary gland extracts (SGE) and Salpl15 in Borrelia-induced fibroblast inflammation. (A) IL-8
synthesis induced by wild-type strain 297 (wt), OspC-deficient (OspC 2/2), and OspC-deficient strain 297 complemented with a plasmid
carrying the ospC gene (OspC cp) in fibroblasts. (B) IL-8 synthesis in fibroblasts induced by B. burgdorferi ss N40 (Bb) in absence or in presence
of human anti-TLR2 antibody (Ab aTLR2) or isotype control antibody (Ab isotype control). (C) IL-8 synthesis in fibroblasts coincubated with
20 ng/ml SGE alone, 30 ng/ml Salp15 alone, B. burgdorferi ss N40 (Bb) alone, with the combination of Borrelia and SGE at 20 ng/ml (Bb + SGB),
5 ng/ml (Bb + SGE 1:4), 1 ng/ml (Bb + SGE 1:20), and 0.2 ng/ml (Bb + SGE 1:100), with the combination of Borrelia and Salp15 (Bo + Salp15), or
with the combination of Borrelia and 20 ng/ml SGE heat-denaturated at 56uC for 1 hour (Bo + SGE 56uC), or at 98uC for 3 minutes (Bo + SGE
98u0). For (A), (B) and (O) fibroblasts were incubated with Borrelia at MOI of 100:1 for 24 hours. The negative control was unstimulated cells
(NEG). Each bar shows the mean 6 SDs of triplicate values (expressed as % stimulation of IL-8 synthesis induced by Borrelia alone) and is
representative of three independent experiments. ***P, 0.001; and *P, 0.05 compared with the corresponding stimulation induced by Borrelia
alone. (D) Images of fibroblast cell cultures stimulated with SGE, showing SGEinduced cytotoxic effect at 6 and 24 hours (h). Images were taken
at 100x (I, Il and ) or at 200x magnification (IV, V and V).

doi:10.1371/journal . pone.0040046.g004
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theskinto other organs Inour microarray analyses MMP-1,-3and -
12 were found to be up-regulated by Bardia. MM P-1 and MM P-3
haveprevioudy beenreported in patientswith Lymearthritis[31] and
in in vitro models of Lyme arthritis usng cartilage explants and
chondrocytes[32,33]. MM P-12, involved in matrix elagin and other
basement membrane component degradation [34], wasup-regulat-
ed by Bardiain skin fibroblags Interegingly, ACA representsaskin
manifesation where elagic fibers are destroyed [29]. Moreover,
Bardia was previoudy found to induce MMP-12 in dendritic cells
[35]. We observed a discrepancy between microarrays and QRT -
PCR reaults for MMP-12. This lack of correlation was already
described for the two techniques in smilar sudies analyzing the
interaction immune cells-Bardia[36,37].

Bardiaalsoinduced genesrelated to metabolism, includingSOD 2,
an enzyme specifically involved in oxidative burg protection. B.
burglafei isknown toelicit oxidative burg inimmunecells[ 38,39] and
the role of Bardia-induced reactive oxygen peciesin patients with
EM hasbeen pogtulated [40]. SOD activity hasbeen shown to beone
ofthemechanism bywhich fibroblastsprotect againg oxygen reactive
intermediates generated by cytokines and bacterial cell components
[41]. All three Bardia drains tesed led to a srong up-regulated
expresson of SO D2that could function asaprotective mechanism by
which fibroblags counteract potential oxidative bursts dicited by
Bardia. Wealso observed up-regulation of factorsinvolved inthel FN
pathway, confirming theroleof thisinflammatory reponseto Bardia
[36,37].

In our gudy, the three drains isolated from various environ-
ments induced a very smilar inflammatory profile in fibroblass
So, no secific drain-related pathway has been identified that
could link transcriptionnal responses dlicited by clinical drains
1408 (iolated from ACA), Pbre (isolated from EM) or grain N40
(iolated from atick). Hog-related factorsare important, asACA is
predominantly observed in elderly patients particularly women,
and affects primarily sun-exposed acral parts of the body [42].
Spirochetal factors are also likdy to play a key role in
dermatoborrelioss outcome, snce B. afzdii is the mog common
genospecies asociated with ACA whereas B. burgafei ss and
other genospecies are rarely isolated from this late clinical feature
of LB [43]. However, we compared the fibroblas response of three
drains of B. afzdii in our in\itro culture sygem (one grain isolated
from an EM leson and two grains isolated from ACA lesons) to
the B. burgdafei ss grain 1408 (isolated from ACA). IL-8 release
from fibroblass co-incubated with these different grains of B.
burglafei senau lato did not differ sgnificantly (data not shown).

A switch from O9A to OpC occurs during the migration of
Bardiafrom themidgut to thesalivary glandsof thetick [44]. OgpC is
important in thetranamisson to the vertebrate host [18,19], and this
lipoprotein isal described asa sensng molecule allowing Bardiato
migrate through the skin tissue. By inducing VEGF (Vascular
endothelial growth factor), OgpC may affect the vascular permeabil-
ity facilitating bacterial dissemination [45]. We then tried to
determine whether O9pC might be regponsble for part of the
fibroblag inflammation. When wetesed an O C-deficient mutant
[46], the inflammatory response was not modified. M oreover, the
blockade of lipoprotein sgnaling by anti-T LR2 antibody only dightly
inhibited fibroblast gimulation by Bardia. T hesereaultsindicate that
O9C is not a major surface protein involved in Bardia-elicited
proinflammatory regponses of fibroblags and that other surface-
exposed Bardiaproteins liketheintegrin-binding protein P66, could
dlicit that role by direct interaction with fibroblasts or by interaction
withtheECM componentsthey produce[47,48,49]. AsBardiaisable
to invade fibroblagts by interacting with integrins[16], and that P66
was shown to affect both endothelial and epithelial cells transcrip-
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tionnal responses[50], it could be interegting to further explore this
type of interaction.

In addition to the antialarmin effect of SGE on K Cs[14], we a0
demongtrate a lytic effect of SGE on dermal fibroblags and that this
cytotoxic effect wasof proteinaceousnatureand not related to Salp15.
Thistisue lyssinduced by tick SGE could explain the feeding pit
described in literature during thetick bite[51] and observed invivoby
intravital microscopy (Bockenstedt —personal communication). In a
recent gudy, Hajnické € d. demondrated that SGE of hard ticks
digolayed an inhibitory effect on cell proliferation inamousecell line,
reduced cell adherence and induced morphologic changesin human
celllines[52]. T helyticaction of I xadesSGE invitroon human primary
fibroblagts could be linked to this effect in the days immediately
followingthetick bite. Tick saliva counteractsskin wound repair by its
inhibitory effects on hemostass (coagulation, platelet aggregation,
and vasocondriction), inflammation and innate immunity, thus
avoiding tick rejection and allowing maintenance of tick attachment
to thehog during blood feeding [53]. T he effect of tick saliva on the
skin occurs rapidly and is drictly limited to the tick bite. We
hypotheszed that after the tick detaches the saliva effect decreases
and Bardia can multiply intendvely locally as shown in different
mouse models eypecially at day 7 after syringe inoculation
[45,54,55]. This intense Bardia multiplication in the skin likely
corregponds to a high ratio pathogens-host cell, at a certain point
duringtheearly transmisson, not too far from the oneweused invitro
in our assay. Oncethe clinical manifestations appear, afew weeksto
few months after the tick bite, Bardia interacts with fibroblass at
different time points first in EM, then later in ACA, inducing an
inflammatory regponse amilar to those observed in the microarray
assays

Materials and Methods

Jirochete Srains

Three european drains of B. burgdafei ss were selected: N40
ilated from atick, and two grains (Pbre and 1408) isolated from
<in biopses of EM and ACA reectively. B. burglafei ss297 and
its OpC-deficient relative mutant have already been described
[46]. All grains were used at passage 5 to 8, cultured in BSK-H
medium (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) at 33uC and
washed before the assays

Tick Salivary Glands and Salp15

SGE of 1. ridnus was prepared as described previoudy [14].
Absence of endotoxin was checked by the Limulus assay before use,
and an equivalent of salivary glands of one tick (around 20 ng/ ml)
was used. For the assays with heat-denaturated SGE, extracts were
incubated at 56uC for 1 hour, or at 98uC for 3 minutes before use.
Purified Salpl5 from |. ridnus was used at a concentration of
30 ng/ ml, as desxcribed previoudy [14].

Fbroblast Culture and Simulation

Primary human dermal fibroblass (NHDF, Promocell, Heidel-
berg, Germany) were maintained in FGM 2 medium. T o gimulate
the cells fibroblags were used at passage 3 to 5 and seded at
7.56 10* per well in a 12-well plate. At confluence and one day
before Bardia activation, FGM2 medium was replaced by FGM
medium without fetal calf serum. If not otherwise dated,
fibroblags were gimulated with B. burgdafai pirochetes at MOl
of 100:1 for 24 hours For the assays with tick SGE or with Salp15,
spirochetes were preincubated for 30 minutes with the tick
compounds at room temperature, and the preparation was then
tranderred onto fibroblag cellsand further incubated for 24 hours
For the assays with TLR2-blocking antibody, the anti-human
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TLR2 antibody and itsisotype control antibody (eBioscience, Ltd.,
United Kingdom) were used at 5 ng/ ml and incubated for 30 min
at room temperature on fibroblags Bardia (@t MOI of 100:1) was
then added, and the samples were further incubated for 24 hours
Before collecting gimulated or ungimulated fibroblags in Trizol
(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France), the viability of cells was
checked by Trypan blue gaining.

BISA

IL-8 secretion was measured in supernatants of ungtimulated
and Bardia-gimulated cellsby ELISA. The protocol was based on
sandwich techniques as described by the manufacturer (R&D
sydems Lille, France).

RNA Extraction and Quantitative Real Time RT-PCR

After removal of the supernatant, fibroblags were directly
sugpended in Trizol for RNA extraction according to the
manufacturer’s protocol. After treatment with DNase (Ambion,
Courtaboeuf, France), 2 ng of total RNA was reverse-transcribed
with the Superscript 1l firg-drand synthess sysem (Invitrogen,
Cergy-Pontoise, France). Semiquantitative reverse transcription
PCR (QRT-PCR) was done on a LightCycler sygem 2.0 (Roche,
Meylan, France) with specific primers (T able S2). Expression levels
of all transripts sudied were normalized to housekeeping gene
level and the relative changes in gene expresson were compared
with those of untreated cells usng the 2%PP¢' method. Two
housekeeping genes were tesed: b-actin and the RNA polymerase

Il genes[21].

Microarray Analysis

The topic-defined PIQOR™ Skin cDNA Microarray (Miltenyi
Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Germany) comprisng 1,302
genes was used to generate gene expresson profiles of Cy5-labeled
ungimulated versus Cy3-labeled Bardia-gimulated fibroblasts. All
steps of the microarray process (including hybridization, scanning,
and data analyss) were performed as described elsewhere in detail
[56]. Data were based on independent duplicate measurements for
each Bardia grain (N40, Pbre, 1408) and inter-array normaliza-
tion was performed by median normalization usng BRB-
ArrayTools developed by Dr. Richard Simon and the BRB-
ArrayTools Development Team (http:// linusnci.nih.gov/ BRB-
ArrayToolshtml). The normalized log-ratio values of the 6
experiments (2 experimentd grain) were analyzed with dgnifi-
cance analyss of microarrays (SAM) [57], usng the Multi-
Experiment Viewer (MeV, v4.0.01) software tool [58]. Regulated
genes (@l grains together) were sdlected after one-class analyss
(20,000 sample permutations) with a false disovery rate (FDR)
threshold of 5% and a mean change in their expresson level of at
leag 1.7-fold. For each particular drain, each gene found
regulated in the global analyss was then conddered regulated if
the mean fold change of the duplicate experiments for this
particular drain was above 1.7. The microarray data have been
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Table S1. Down-regulated genes in fibroblasts stinhated with B. burgdorferi in comparison to

unstimulated fibroblasts

Gene number Annotation N40 (tick) ' Pbre (EM)' 1408 (ACA)' Description/Function

Cellular cycle

DNA repair
NM_000107 DDB2 0,44 0,76 0,47 Component of the UV-damaged DNA-binding protein complex
NM_000400 ERCC2 0,37 0,77 0,56 Involved in nucleotide excision repair of DNA
NM_000122 ERCC3 0,62 0,61 0,52 Involved in nucleotide excision repair of DNA
NM_004629 FANCG 0,10 0,58 0,30 Operate in a postreplication repair or a cell cycle checkpoint function
NM_001515 GTF2H2 0,70 0,60 0,49 Involved in nucleotide excision repair of DNA
NM_001516 GTF2H3 0,53 0,54 0,59 Involved in nucleotide excision repair of DNA
NM_002129 HMGB2 0,37 0,65 0,39 DNA double-strand breaks repair
NM_002945 MAZ 0,46 0,41 0,32 May play a role in DNA repair
NM_002412 MGMT 0,48 0,66 0,56 Repairs alkylated guanine in DNA
NM_005590 MRE11A 0,76 0,76 0,44 Role in double-strand break repair
NM_000251 MSH2 0,35 0,46 0,24 Component of the post-replicative DNA mismatch repair system
NM_032853 MUM-1 0,38 0,45 0,34 Involved in the DNA damage response pathway
NM_001048171 MUTYH 0,26 0,62 0,28 Involved in oxidative DNA damage repair
NM_002542 0GG1 0,28 0,49 0,40 DNA repair enzyme that incises DNA at 8-0xoG residues
NM_000534 PMS1 0,61 0,73 0,48 Probably involved in the repair of mismatches in DNA
NM_006502 POLH 0,33 0,76 0,40 DNA polymerase specifically involved in DNA repair
NM_007195 POLI 0,72 0,78 0,46 Error-prone DNA polymerase specifically involved in DNA repair
NM_006904 PRKDC 0,62 0,62 0,52 Acts as a molecular sensor for DNA damage
NM_000380 XPA 0,47 0,82 0,38 Involved in DNA excision repair

Cell cycle control/Growth factors/Apoptosis
NM_001237 CCNA2 0,40 0,68 0,46 Cyclin-A2
NM_001759 CCND2 0,48 0,47 0,40 G1/S-specific cyclin-D2
NM_004354 CCNG2 0,73 0,61 0,53 Cyclin-G2
NM_004935 CDK5 0,69 0,69 0,57 Cyclin-dependent kinase 5
NM_001807 CEL 0,19 0,60 0,30 Catalyzes fat and vitamin absorption
NM_001274 CHEK1 0,52 0,55 0,30 Cell cycle arrest in response to DNA damage
NM_004879 El24 0,44 0,65 0,57 Etoposide-induced protein 2.4 homolog
NM_004095 EIFAEBP1 0,46 0,69 0,63 Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1
NM_001981 EPS15 0,84 0,54 0,42 Epidermal growth factor receptor substrate 15
NM_004447 EPS8 0,70 0,34 0,36 Epidermal growth factor receptor kinase substrate 8
NM_001005862 ERBB2 0,41 0,62 0,52 Receptor tyrosine-protein kinase erbB-2
NM_002010 FGF9 0,58 0,70 0,57 Fibroblast growth factor 9
NM_000557 GDF5 0,44 0,48 0,55 Growth/differentiation factor 5
NM_000598 IGFBP3 0,48 0,53 0,37 Insulin-like growth factor-binding protein 3
NM_005916 MCM7 0,39 0,59 0,40 DNA replication initiation and elongation
NM_001033053 NLRP1 0,74 0,53 0,59 Mediator of apoptosis
NM_002514 NOV 0,58 0,70 0,56 Insulin-like growth factor-binding protein 9
NM_002873 RAD17 0,41 0,55 0,38 Cell cycle checkpoint protein RAD17
NM_181471 RFC2 0,54 0,69 0,49 Replication factor C subunit 2
NM_003118 SPARC 0,88 0,49 0,55 Regulate cell growth
NM_000660 TGFB1 0,61 0,56 0,41 Transforming growth factor 31
NM_012473 TXN2 0,55 0,71 0,61 Thioredoxin-2
NM_181573 RFC4 0,22 - 0,49 Replication factor C subunit 4
NM_181578 RFC5 0,47 - 0,47 Replication factor C subunit 5

Morphogenesis

NM_006735 HOXA2 0,12 0,53 0,26 Homeobox protein Hox-A2
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Gene number Annotation N40 (tick)? Pbre (EM)' 1408 (ACA)' Description/Function
NM_002148 HOXD10 0,51 0,59 0,61 Homeobox protein Hox-D10
NM_003240 LEFTY2 0,24 0,45 0,46 Required for left-right asymmetry determination of organ systems
Various cellular metabolisms and functions
NM_005689 ABCB6 0,45 0,69 0,53 Mitochondrial ATP-binding cassette sub-family B member 6
NM_000667 ADH1C 0,42 0,74 0,20 Alcohol dehydrogenase 1C
NM_000029 AGT 0,24 0,54 0,61 Component of the renin-angiotensin system
NM_001002857 ANXA2 0,54 0,77 0,56 Annexin A2
NM_000038 APC 0,69 0,45 0,36 Tumor suppressor
NM_019893 ASAH2 0,50 0,64 0,57 Neutral ceramidase
NM_016115 ASB3 0,65 0,67 0,44 Mediates ubiquitination and proteasomal degradation of proteins
NM_004656 BAP1 0,65 0,55 0,36 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase BAP1
NM_001747 CAPG 0,52 0,72 0,59 Reversibly blocks the barbed ends of actin filaments
NM_001752 CAT 0,55 0,86 0,53 Catalase
NM_016174 CERCAM 0,72 0,57 0,57 Glycosyltransferase 25 family member 3
NM_001823 CKB 0,37 0,75 0,51 Creatine kinase B-type
NM_001831 CLU 0,68 0,79 0,32 Clusterin
NM_020441 CORO1B 0,58 0,52 0,54 WD repeat-containing actin-binding proteins that regulate cell motility
NM_014325 CORO1C 0,74 0,77 0,53 WD repeat-containing actin-binding proteins that regulate cell motility
NM_003389 CORO2A 0,52 0,79 0,77 WD repeat-containing actin-binding proteins that regulate cell motility
NM_000755 CRAT 0,70 0,41 0,64 Carnitine O-acetyltransferase
NM_001885 CRYAB 0,52 0,71 0,67 Heat shock protein g5
NM_001964 EGR1 0,52 0,54 0,52 Early growth response protein 1
NM_001979 EPHX2 0,32 0,61 0,34 Cytosolic epoxide hydrolase
NM_002685 EXOSC10 0,63 0,45 0,58 Exosome component 10
NM_001444 FABP5 0,41 0,89 0,59 Epidermal-type fatty acid-binding protein
NM_004104 FASN 0,62 0,52 0,47 Catalyzes the formation of long-chain fatty acids
NM_013451 FER1L3 0,75 0,59 0,40 Calcium/phospholipid-binding protein
NM_054033 FKBP1B 0,55 0,92 0,57 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1B
NM_012181 FKBP38 0,75 0,52 0,38 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
NM_000147 FUCA1 0,24 0,18 0,19 Alpha-L-fucosidase
NM_000402 G6PD 0,98 0,55 0,55 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase
NM_002079 GOT1 0,64 0,56 0,54 Cytoplasmic aspartate aminotransferase
NM_000561 GSTM1 0,41 0,90 0,53 Glutathione S-transferase Mu 1
NM_004285 H6PD 0,68 0,50 0,42 (GDH) Oxidizes glucose-6-phosphate and glucose
NM_032495 HOPX 0,44 0,31 0,34 Homeodomain-only protein
NM_002154 HSPA4 0,67 0,61 0,34 Heat Shock Protein 70 kDa
NM_014278 HSPA4L 0,50 0,55 0,67 Heat Shock Protein 70 kDa
NM_001541 HSPB2 0,48 0,66 0,55 Heat Shock Protein 2
NM_006308 HSPB3 0,48 0,44 0,95 Heat Shock Protein 17 kDa
NM_002383 MAZ 0,42 0,34 0,34 Myc-associated zinc finger protein
NM_033316 MFI2 0,26 0,36 0,17 Involved in iron cellular uptake
NM_002413 MGST2 0,25 0,49 0,40 Microsomal glutathione S-transferase 2
NM_004689 MTA1 0,64 0,44 0,48 Component of the nucleosome-remodeling complex
NM_005967 NAB2 0,41 0,34 0,42 Transcriptional repressor for zinc finger transcription factors
NM_002513 NME3 0,56 0,81 0,60 Nucleoside diphosphate kinase 3
NM_002452 NUDT1 0,53 0,91 0,56 7,8-dihydro-8-oxoguanine triphosphatase
NM_002539 oDC1 0,34 0,86 0,43 Ornithine decarboxylase
NM_002622 PFDN1 0,75 0,35 0,60 Prefoldin subunit 1
NM_000954 PGHD 0,38 0,76 0,72 Prostaglandin-H2 D-isomerase
NM_001012973 PLAC9 0,55 0,80 0,62 Placenta-specific protein 9
NM_002691 POLD1 0,56 0,79 0,69 DNA polymerase delta catalytic subunit
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Gene number Annotation N40 (tick)? Pbre (EM)' 1408 (ACA)' Description/Function

NM_021173 POLD4 0,56 0,60 0,60 DNA polymerase delta subunit 4

NM_006347 PPIH 0,48 0,76 0,61 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase H

NM_014225 PPP2R1A 0,74 0,46 0,53 Required for proper chromosome segregation

NM_002744 PRKCZ 0,47 0,39 0,36 Protein kinase C zeta type

NM_006743 RBM3 0,53 0,78 0,66 Putative RNA-binding protein 3

NM_005415 SLC20A1 0,57 0,59 0,49 Sodium-dependent phosphate transporter 1

NM_003062 SLIT3 0,51 0,60 0,50 May act as molecular guidance cue in cellular migration

NM_005563 STMN1 0,33 0,49 0,42 Involved in the regulation of the microtubule filament system

NM_005420 SULT1E1 0,48 0,80 0,47 Estrogen sulfotransferase

NM_003186 TAGLN 0,47 0,57 0,55 Involved in calcium interactions

NM_007111 TFDP1 0,97 0,53 0,56 Transcription factor Dp-1

NM_003258 TK1 0,47 0,49 0,48 Thymidine kinase

NM_003286 TOP1 0,65 0,54 0,64 DNA topoisomerase 1

NM_016292 TRAP1 0,43 0,73 0,55 Heat Shock Protein 75 kDa

NM_001071 TYMS 0,48 0,70 0,64 Thymidylate synthase

NM_002658 UPA 0,44 0,94 0,55 Urokinase-type plasminogen activator

NM_016206 VGLL3 0,35 0,80 0,40 Transcription cofactor vestigial-like protein 3

NM_006112 PPIE 0,54 0,75 0,69 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase E

NM_000945 PPP3R1 0,55 0,79 0,62 Calcineurin subunit B type 1

NM_001032364 GGT2 0,54 0,71 0,64 Gamma-glutamyltranspeptidase 2

NM_004542 NDUFA3 0,57 0,71 0,67 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 3

NM_199173 BGLAP 0,56 - 0,60 Gamma-carboxyglutamic acid-containing protein

NM_001873 CPE 0,78 - 0,47 Carboxypeptidase E

NM_004368 CNN2 0,55 - 0,72 Calponin-2

NM_022833 FAM129B 0,68 - 0,54 Niban-like protein 1

NM_000148 FUT1 0,32 - 0,44 Galactoside 2-alpha-L-fucosyltransferase 1

NM_002284 KRT86 0,55 - 0,59 Keratin, type Il cuticular Hb6

NM_002363 MAGEB1 0,38 - 0,49 Melanoma-associated antigen B1

NM_021724 NR1D1 0,71 - 0,47 Nuclear receptor subfamily 1 group D member 1
Extra-cellular matrix

NM_001999 FBN2 0,64 1,43 0,51 Structural component of elastic fibers

NM_003480 MFAP5 0,86 0,60 0,37 Component of the elastin-associated microfibrils

NM_022564 MMP16 - 0,62 0,10 Matrix metalloproteinase-16
Cell-matrix interactions

NM_002204 ITGA3 0,33 0,28 0,47 Integrin a3

NM_000885 ITGA4 0,53 0,65 0,46 Integrin a4

NM_000210 ITGAG 0,51 0,71 0,55 Integrin a6

NM_001937 DPT 0,65 0,59 0,53 Dermatopontin

NM_000425 L1CAM 0,60 0,79 0,52 Cell adhesion molecule

NM_003573 LTBP4 0,56 0,44 0,43 Latent-transforming growth factor beta-binding protein 4
Cell architecture

NM_001615 ACTG2 0,56 0,55 0,56 Alpha-actin-3

NM_014756 CKAP5 0,68 0,52 0,58 Cytoskeleton-associated protein 5

NM_000428 LTBP2 0,55 0,55 0,12 Role in elastic-fiber architectural organization and/or assembly

NM_018718 TSGA14 0,39 0,63 0,52 Centrosomal protein of 41 kDa

NM_006009 TUBA1B 0,49 0,86 0,72 Tubulin alpha-1B chain, component of microtubules

NM_178014 TUBB 0,93 0,52 0,65 Tubulin beta-5 chain, component of microtubules

Values shown correspond to a ratio determined twermalized gene intensity values obtained 2#enours of
fibroblast stimulation withB. burgdorferi(MOI 100:1) compared with gene intensity valuesnfrunstimulated

cells. Missing values are indicated with a hyphén (
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Table S2. Primers used for the quantitative RT-PCR

Frimer type Sequence Source or reference

L8 Reverse  5- AAC CCT CTG CAC CCA GTT TTC.OTT 31 | Marchal, 2011

Lo R SocAoMcrSATICACAS S
MMPLZ e R:5- TCC CAC GGTAGT GAC AGCATC AA-3  Desianed in this study
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DISCUSSION

| DISCUSSION TECHNIQUE

1 INVITROETINVIVO

L'étude des aspects physiopathologiques de la lmmgeé de Lyme repose sur des
modeéles expérimentaur vitro etin vivo. Les approcheis vivo permettent une étude globale
des interactions entre la bactérie et son hotesi€rlts modeles animaux sont utilisés pour
I'étude de la maladie : la souris, le'fat[Barthold et coll., 1988], le lapin (dont I'intéré
principal est de présenter, comme I'étre humainénythéme migrant) [Foley et coll., 1995],
le chien [Straubinger et coll., 1997] ou encorenlgcaque rhésus, qui constitue également un
bon modele d’étude, en raison de I'évolution demialadie en phase précoce localisée et
précoce disséminée [Philipp et coll., 1993] et memifestations neurologiques présentées par
I'animal [Pachner et coll., 1995], mais dont lesittaintes logistiques et éthiques associées en
limitent considérablement ['utilisation & des fide recherche. Le modéia vivo de la
borréliose de Lyme le plus couramment utilisé réstenodele murin. Les souris de type
C3H/He sont les plus sensibles a l'infection Barrelia : les souris infectées présentent en
particulier d’importantes atteintes articulaires catrdiaques [Barthold et coll., 1990]. Ce
modéle permet notamment I'étude de la transmissiode la dissémination des bactéries,
ainsi que l'étude ciblée des manifestations rhutogiques et cardiaques de la maladie.
Néanmoins, quel que soit le fond génétique utilieé, souris ne développent ni érythéme
migrant, ni ACA, qui représentent pourtant chezoitme deux des trois principales

manifestations cutanées de la maladie.

147 e rat développe des arthrites.
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Les approcheg vitro permettent I'utilisation de matériel d’origine haime, et I'étude
spécifiqgue des interactions entBorrelia et un type cellulaire donné (ou l'association de
plusieurs types cellulaires dans les modéles otgpitues). Les informations obtenues sont
donc plus ciblées. Cependant, I'avantage conférélgpgossibilité d’'étudier les réponses
cellulaires individuelles a la stimulation par kgtlpogéne est a mettre en balance avec les biais
liés a I'absence des autres acteurs cellulaireegtcoopérations cellulaires établies dans le
microenvironnement réel chez I'homme (mais les rfesl@rganotypiques visant a mimer
plus précisément le contexte tissulaire approckependant un peu plus la réalité que les
modelesn vitro monocellulaires). Dans notre laboratoire, les dapproches expérimentales
—in vivo sur modéle murin [Kern, 2011], éb vitro sur cultures de cellules humaines
primaires — ont été développées en paralléle, etaruscrit présente les résultats du travalil

effectuéin vitro.
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2 CHOIX DES CELLULES ETUDIEES : KERATINOCYTES ET FIBROBLASTES

Les kératinocytes sont les cellules résidentescipates de I'épiderme. Nous avons
choisi d’étudier la réponse des kératinocytes @afdation parBorrelia, car ce sont les
premieres cellules que rencontrent les pieces pgpgede la tique et la salive qui véhicule
Borrelia dans la peau. Par ailleurs, les kératinocytes deveritables cellules sentinelles de
I'interface cutanée : les récepteurs TLRs quilprament permettent la reconnaissance de
motifs spécifiguement exprimés a la surface debqugines (PAMPSs), induisant la synthése
de cytokines, de chimiokines et de peptides antobiens, qui constituent autant de
« signaux de dangers » capables d’activer les sggommunitaires spécialisées [Nestle et
coll., 2009]. Enfin, notre équipe avait montré sum modele de culturen vitro de
kératinocytes humains primaires queorrelia induit la synthese de médiateurs pro-
inflammatoires (IL-8 et hBD-2), et que cette systhést inhibée par la présence d’extraits
salivaires de tique [Marchal et coll., 2009]. Cstéyne expérimental constitue donc un bon
choix pour étudier de facon plus précise I'impaet ld salive de tique sur la réponse
immunitaire innée cutanée a l'infection [&orrelia.

Apres le travail réalisé sur les cellules résidsnirincipales de I'épiderme, nous avons
voulu étudier la participation des fibroblastesacidts a la réponse inflammatoire observée
lors des manifestations cutanées de la borréliasd.yime. La pertinence du choix des
fibroblastes comme modele d’étude repose sur émdiits suivants :

— lors d’une piglre de tique, les pieces piqueysa®gtrent profondément dans la peau : la
salive de tique et leBorrelia qui y transitent sont injectées jusqu’au contaicéad du
derme [Castelli et coll., 2008] ;

— outre leur réle dans les mécanismes de synthésde eremodelage de la matrice

extracellulaire (voir chapitre « La matrice extiadaire », page 21), les fibroblastes sont, a
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'image des kératinocytes, des cellules sentinajlé@sparticipent aux défenses immunitaires

de la peau [Smith et coll., 1997; Saalbach et,c007] ;

— un premier travail réalisé par notre équipe avahtré sur un modele de culturevitro

de fibroblastes humains primaires q8errelia induit la synthése de médiateurs pro-

inflammatoires (IL-8, LL-37 et hBD-2) [Marchal eolt., 2009] ;

— des travaux récents montrent gBerrelia est capable de pénétrer et de survivre a
I'intérieur des fibroblastes [Wu et coll., 2011]es fibroblastes pourraient ainsi constituer

pourBorrelia un « sanctuaire » a I'abri des défenses immuegair
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3 CHOIX DES SPIROCHETES UTILISES ET CONDITIONS EXPERIM ENTALES DE CULTURE

Toutes les souches testées dans les deux étudeni@es plus haut (N40, B31, 297 pour
I'étude sur les kératinocytes ; N40, Pbre, 1 4082@t pour I'étude sur les fibroblastes)
appartiennent a I'espe& burgdorferiss. Les souches N40 [Anderson et coll., 1990]3t B
[Burgdorfer et coll., 1982] isolées de tiquescapularis trés largement utilisées dans les
travaux de recherche sur la borréliose de Lymegétinthoisies comme souches de référence.
La souche native 297 (isolée du liquide céphaladieh d'un patient atteint de
neuroborréliose [Steere et coll., 1983]) et lesstmctions mutées/complémentées pour la
lipoprotéine OspC [Pal et coll., 2004b] (fourniear X. Yand*®) dont nous disposions au
laboratoire ont été choisies pour I'étude du ré@spC dans notre modéle expérimental. Les
souches Pbre et 1 408, respectivement isolées apsibs cutanées de lésions d’érytheme
migrant et d’acrodermatite chronique, ont été dbeipour leur caractére pathogéne et leur
origine clinigue humaine ; leur virulence a étélégent reproduite sur modéle murin [De
Martino, 2007].

Toutes les souches ont été cultivées dans les snéomelitions ; seul le temps de culture
(fonction du délai de croissance de chacune deshssl nécessaire a lI'obtention d’'un
nombre suffisant de spirochétes variait d’'une seuctautre. Nous avons essayé de limiter
au maximum les biais relatifs a la perte de plassitbrs des repiquages successifs en
culturesin vitro, et dont I'association avec une perte potentiddlevirulence est bien connue
[Stewart et coll., 2005]. Pour atteindre cet obfetbutes les souches testées ont été utilisées
a faible passage @ 8), et l'intégralité des expériences concernam swmuche donnée a été

effectuée a partir de fractions d’un seul et unipuele bactéries d'un méme passage.

148 Stony Brook University, Division of Infectious @iases, Stony Brook, New York 11794-8153.
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Bien que l'effet du milieu de culture ddorrelia (milieu BSK"9) sur les cellules
utilisées semble négligeable par rapport a la $atimn cellulaire obtenue apres inoculation
des bactéries [Marchal, 2009], la réalisation d'étape de lavage des spirochétes avant
inoculation des cultures cellulaires permet d’éfieri tout risque potentiellement lié a une

activation non spécifique des cellules testéedepanilieu BSK.

149 BSK : Barbour — Stoenner — Kelly.
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4  PREPARATION DES EXTRAITS DE GLANDES SALIVAIRES DE TI QUE

Les extraits salivaires utilisés ont été préepages dissection de glandes salivaires de
tigues femelles adultdsricinus aprés gorgement sur animal (souris ou lapin), deiéna a
ce que la composition de la salive recueillie $oiplus proche possible de celle réellement
sécrétée lors d’'une piqdre de tique. La contanondbactérienne des extraits protéiques a éte
limitée au maximum par les précautions prises ttwda dissection des tiques (stérilisation
des pinces a disséquer et des lames porte-objain; déthanol puis de PB® avant la
dissection des glandes salivaires ; attentionqdigre portée pour éviter toute Iésion du tube
digestif de la tique). L'absence d’endotoxine dbassextraits protéiques (vérifiée par le test
du lysat d'amocebocytes de limule) a constitué umaition préalable indispensable a leur
utilisation dans tous nos testsvitro, afin d’éviter toute stimulation cellulaire par deS de
bactéries ayant potentiellement contaminé les paéipas salivaires. Enfin, la concentration
finale (20pg/mL) d’extraits protéiques de glandes salivairgisée pour nos testis vitro
représente I'équivalent moyen (pour un puits camtérl mL de milieu) de la quantité de

protéine obtenue a partir d'une tique.

150 PBS :phosphate buffered saline
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5 ANALYSE DES MICROARRAYS

L’analyse du profil transcriptionnel des fibrobleststimulés paBorrelia reposait dans
notre étude sur la technique degroarrays Nous avons choisi de travailler sur les puces
PIQOR™ Skin cDNA Microarray, commercialisées par la st&i¥liltenyi, car elles nous
semblaient constituer un bon compromis entre ld¢ ooitaire des puces, et le nombre et la
nature des génes étudi®s par rapport aux puces permettant I'analyse dwméncomplet.
Quelle que soit la technologie utilisée, I'analgle donnéesnicroarrays (identification des
géenes significativement régulés) est rendue difipar les biais inhérents a Variabilité
biologique des échantillons testés, et Variabilité technique du processus analytique
[Hatfield et coll., 2003]. Les différents paramétiont I'impact sur la variabilité biologique
pouvait étre maitrisé ont fait I'objet d’une atient particuliére : ils concernent a la fois les
spirochetes et les extraits salivaires testés (weftessus), ainsi que les cellules mises en
culture (utilisation d’'un seul et unique lot delokds avec un nombre de passages limités
avant mise en plaque, conditions expérimentalese des essais similaires — milieux de
culture, température et durée d’incubation, mamifiahs postincubation des surnageants et
des cellules). La variabilité technique, dont l&ste s’ajoutent a chaque étape du processus
analytique (conservation des cellules avant extnactles acides nucléiques, extraction,
amplification, marquage, hybridation et lectureaffitld et coll., 2003], a été limitée par :

— l'utilisation d’un protocole analytique standaséi[Diegmann et coll., 2005];
— la présence en quatre exemplaires de chaque soindes puces, limitant les biais liés a

I'étape d’hybridation (normalisation intraplaque).

151 Les puces PIQOW Skin cDNA comprennent une sélection de 1302 géremmésentative des génes

habituellement exprimés dans la peau saine.
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Enfin, pour que nos résultats soient analysabledesplan statistique, deux réplicats
biologiques ont été réalisés de facon indépendaote les trois conditions expérimentales
testées (comparaison du profil transcriptionnel fileoblastes stimulés par trois souches
différentes deBorrelia avec les fibroblastes témoins non stimulés). lidation d’'un nombre
plus important de réplicats biologiques aurait gungettre la mise en évidence d'un plus
grand nombre de différences intersouches que agliesnous avons observées [Lee et coll.,
2000] ; néanmoins, la normalisation interplag@idSimon et coll., 2007], puis I'analyse
statistique globale des donnéegroarrays[Tusher et coll., 2001] — mise en évidence des
génes différentiellement régulés, et comparaisdarsouche des profils transcriptionnels
induits — ont été réalisées en intégrant pour chaggne les six valeurs disponibles (deux
réplicats biologiques pour trois conditions exp@iales), augmentant ainsi la puissance

globale de I'analyse statistique.

152 Normalisation par centrage de la médianeldgsatios(réalisée par le logiciel BRB-ArrayTools).
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[l DISCUSSION SCIENTIFIQUE

1 LA SALIVE DE TIQUE DANS LA TRANSMISSION DE BORRELIA

La transmission dBorrelia par la tique revét une problématique bien diffézate celle
d’autres agents pathogenes, comme certains arlsovivirus West-Nile, virus de la dengue,
virus du chikungunya — [Schneider et coll.,, 200&s plasmodiums responsables du
paludisme [Cohuet et coll., 2010], ou encore lashlaanies [Andrade et coll., 2007],
transmis par l'intermédiaire d’insectes hématopbkadent le repas sanguin est de courte
durée. Alors que dans le paludisme par exemplesgesozoites sont déja présents dans les
glandes salivaires du moustique vecteur (une fenaellgenrénopheley et sont transmis au
moment méme de la piqlre par le moustique [Ghosbokt 2009], la transmission de
Borrelia ne survient — au plus tét — que plusieurs heupessala piqdre de tique — dont le
repas sanguin s’étale quant a lui sur plusieurssjpRiesman et coll., 1987; Kahl et coll.,
1998; Crippa et coll., 2002; Hojgaard et coll., @D0Pendant tout ce laps de temps, les
défenses de la peau ont le temps de s’organiseteeproduire leurs effets, et c’est
probablement pourquoi les mécanismes antihémogésj@ntalgiques/anti-inflammatoires et
immunomodulateurs élaborés par la tique pour faligtacle a ces défenses sont aussi variés
et complexes [Francischetti et coll., 2009]. Bianilgsemble contre-intuitif qu’'une bactérie
aussi fragile quéBorrelia puisse survivre et proliférer dans un environnenaarssi hostile
que celui représenté par la poche sanguine dansllades pieces piqueuses de la tique sont
insérées et ou les défenses de I'héte tentent denettre en place, les propriétés
immunomodulatrices complexes de la salive de t{tlerius, 2009; Marchal et coll., 2009]
conféerent au contraire aux spirochétes transmigéah avantage pour leur implantation

cutanée locale initiale, leur multiplication, etitduture dissémination (voir « Contribution de
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la salive de tigue aux mécanismes d’échappemeitodelia », page 108). Les études que
nous avons réalisées sur les deux principales ptipns de cellules résidentes de la peau, que
représentent respectivement les kératinocytes tépslerme et les fibroblastes dans le

derme, nous ont permis de mettre en évidence deuneties fonctions de la salive de tique.

Effet antialarmine de la salive de tique

Alors que les premiers travaux de notre équipetra@nt que la salive de tique inhibe la
réponse inflammatoire des kératinocytes induite Banrelia [Marchal et coll., 2009], nos
nouveaux travaux, qui viennent compléter ces obgi@ns initiales, montrent aussi que la
salive de tique et sa protéine Salpl5 inhibentytehese par les kératinocytes de plusieurs
chimiokines et de plusieurs peptides antimicrobidarchal et coll., 2011]. Par ailleurs, nos
résultats indiquent que les deux principaux d'entex —la défensine hBD-2 et la
cathélicidine LL-37 — n'ont pas d’effet bactéricider Borrelia, mais inhibent simplement —
et de facon transitoire uniquement — la mobilité dpirochetes. L’'abolition de cet effet sur
les spirochéetes ne représente vraisemblablememiqagorrelia un avantage direct capital
pour sa multiplication et son développement dangelau. En revanche, I'inhibition par la
salive de tique de la synthése de chimiokines epejg#ides antimicrobiens, conduisatg
facto a I'abolition de leurs propriétés chimioattracemn{qui en font de véritables signaux de
dangers capables d’activer le systeme immunitatr&)onc a l'inhibition d’un pan entier du
systeme d'alerte de la réponse immunitaire innéanée [Oppenheim et coll., 2007],
constitue probablement un avantage indirect magmur Borrelia. Nous émettons donc
I'hypothese que la salive de tique et la protéiap3h possedent une activité « antialarmine »
(non décrite jusqu’a présent), qui participe awcamésmes d’échappement Berrelia a la

réponse immunitaire innée cutanée.
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Effet lytique de la salive de tique sur les fibroldstes cutanés humains

Alors que, dans notre systéme expérimental, léstsefle la salive de tique sur les
kératinocytes inhibent la synthese de médiatewrsrglammatoires sans qu’aucune altération
morphologique des cellules survienne, l'utilisatida concentrations identiques d’extraits
salivaires sur les cultures de fibroblastes cuthni@sains primaires conduit au contraire a une
altération morphologique franche et rapide, abeatis finalement a la lyse de ces cellules.
Nous avons par ailleurs montré que cet effet Igige la salive de tique sur les cultures de
fibroblastes est dose-dépendant et de nature gueteimais non lié a la protéine Salpl5. Une
toxicité cellulaire de la salive de tique a précedent été observée par Hajnicka et coll.,
avec une méthode de préparation des extraits sabvat des concentrations finales
équivalentes a celles que nous avons utiliséese équipe montrait d’'une part que la salive
d’l. ricinus (ainsi que celle d’'une autre tique déyevariegatuminhibe la prolifération d’'une
lignée de fibroblastes murittd et d'autre part que la saliveAd’variegatumtestée sur la
méme lignée murine ainsi que sur une lignée defiilastes humaing* induit I'altération
morphologique puis la lyse de ces cellules [Hajaiek coll., 2011], de facon similaire a ce
gue nous avons observé dans notre étude sur debléites cutanés humains primaires.
L’altération des fonctions — voire I'atteinte dentégrité cellulaire — par la salive de tique
I. scapularisa aussi été décrite sur d’autres types cellulaicesnme les polynucléaires
neutrophiles [Montgomery et coll., 2004], ou lefiudes endothéliales [Francischetti et coll.,
2005a].

Les fibroblastes jouent un réle déterminant dassniécanismes de cicatrisation cutanée
[Martin, 1997; Singer et coll., 1999]: par le KGju'ils synthétisent, les fibroblastes

stimulent les kératinocytes et favorisent la rdegialisation de la plaie [Werner, 1998] ; par

153 Cellules NIH-3T3.
154 Cellules MRC-5.
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la synthése de facteurs proangiogéniques — VEGASGFS*® TGF$1, angiopoiétine-1 —
[Jain, 2003], les fibroblastes favorisent la rewdagsation du tissu Iésé ; par leur role central
dans les mécanismes de destruction/remodelagerdattace extracellulaire [Sorrell et coll.,
2009], ainsi que par les propriétés contractileguses lors de leur transformation
myofibroblastique [Desmouliere et coll.,, 2005], #sroblastes participent a la formation,
puis a la contraction du tissu de granulation. Aibsffet lytique de la salive de tique sur les
fibroblastes cutanés humains que nous avons mévigencein vitro nous laisse envisager
I'hnypothése que cet effet pourrait contribirerivo a I'inhibition du processus de cicatrisation
cutanée. Cette activité cytotoxique directe dedhve de tique sur les fibroblastes (non
décrite jusqu'a présent) compléte ainsi I'éventidia trés largement décrit des activités
pharmacologiques et immunomodulatrices de la sae/éique [Francischetti et coll., 2009],
qui — par leurs effets inhibiteurs sur I'hémostgseagulation, agrégation plaquettaire,
vasoconstriction), la réponse inflammatoire et é&ponse immunitaire innée cutanée —
permettent le maintien de la blessure cutanée,olarspite du repas sanguin durant les
guelques jours que dure celui-ci, et favorisensiamdirectement la transmission Berrelia

dans la peau.

155 VEGE :vascular_endothelial growth factor

156 FGF :fibroblast growth factor
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2 INFLAMMATION CUTANEE DANS LA BORRELIOSE DE L YME

Il est important de garder a l'esprit que la plupdes effets (pharmacologiques et
immunologiques) de la salive de tique, aussi vagtgsuissants qu’ils soient [Francischetti et
coll., 2009], sont limités a la fois dans le tengbsdans I'espace, a la seule durée du repas
sanguin et a la seule région cutanée concernééapaigire de tique. C’est pourquoi les
nouvelles fonctions de la salive de tique que nwaeail de recherche a permis de mettre en
évidence (inhibition de la réponse inflammatoiréelia I'effet « antialarmine » sur les
kératinocytes, inhibition possible de la cicatiizatcutanée liée a l'effet cytotoxique direct
sur les fibroblastes) ne sont a considérer que lgacmntexte initial de la piqQre de tique et de
la transmission cutanée Berrelia.

Ainsi, méme si la destruction probable des fibashds par la salive de tique au site de la
piqlre de tique exclua priori une participation importante de ces cellules dandevenir
initial des spirochétes injectés, la réponse tndpannelle observée sur nos cultures de
fibroblastes (ou de kératinocytes) aprés stimutagiar Borrelia (mais en absence d’extraits
protéigues de glandes salivaires de tique) estgiiement un bon reflet de la répomseivo
des fibroblastes (ou des kératinocytes) a l'intecparBorrelia, lorsque les effets de la salive
de tique se sont dissipés apres le détachemest titguke et/ou lorsque les spirochetes ayant
migré dans la peau ne sont plus soumis a ces mé@ffets. Parmi I'ensemble des
modifications transcriptionnelles que nous avorseolEes dans les fibroblastes, la régulation
positive de signaux pro-inflammatoires (comme ltéokiye IL-6 et les chimiokines IL-8 et
CXCL1) est probablement un déterminant majeur danghysiopathologie des lésions
cutanées observées. La synthése de nombreusemegtek chimiokines par les fibroblastes
cutanés humains avait déja été décrite dans deslesia vitro [Jones et coll., 1994; Ebnet et
coll., 1997], et des études réalisées a partir idpskes cutanées de lésions d'érytheme

migrant, de lymphocytome borrélien et d’acroderteatthronique, examinéesx Vivo
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[Mllegger et coll., 2000; Millegger et coll., 2J0€onfirment également nos observations.
A ce titre, les fibroblastes cutanés humains peuégre considérés comme de véritables
cellules sentinelles, capables d'initier le recme@t des cellules immunitaires spécialisées au
niveau des sites cutanés concernés par la préselamultiplication locale dBorrelia.

Une question fondamentale, mais encore non résaéues, I'interaction d&orrelia avec
les cellules immunitaires spécialisées ou les ladltésidentes comme les fibroblastes, est de
savoir si cette interaction se résume « simplemeantia mise en place des mécanismes de
défense contre la bactérie, ou au contraire fpanse inflammatoire générée (ou plutdt son
exacerbation) pourrait étre la cause des manifestatliniques initiales et chroniques de la
maladie. Cette question rejoint aussi celle deelsiptance extraordinaire de la bactérie dans
le tissu cutané et la survenue possible de maaifess cutanées chroniques de la maladie
('ACA) apres un intervalle libre potentiel de plesrs années sans symptébmes apparents
[Asbrink et coll.,, 1986; Brehmer-Andersson et ¢oll998]. En effet, la forte réponse
inflammatoire locale, induite notamment par lirtetion de la bactérie avec les TLRs (ou
d’autres PRRs), observée a la fois en phase mital tardive chronique de la maladie,
pourrait étre liée a la persistanceRt@relia dans les tissus |ésés et constituer la cause méme
des lésions tissulaires. Les données expérimentaidguant la possibilité d'une
internalisation [Klempner et coll., 1993] et d'ugervie intracellulaire [Wu et coll., 2011] de
Borrelia dans les fibroblastes cutanés font de ces celluigmssible « sanctuaire » favorisant

la persistance a long terme de la bactérie dapsda.
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3 RECHERCHE D’UNE « SIGNATURE » INFLAMMATOIRE LIEEA L 'ORIGINE DE LA SOUCHE

Dans notre étude effectuée sur les fibroblastes,lgsouche ait été isolée d'une tique
(N40), d’'une lésion cutanée d’érythéme migrant €éipbou encore d’'une Iésion cutanée ACA
(1 408), les profils transcriptionnels induits suws cultures de fibroblastes étaient trés
similaires. Ainsi, nous n'avons pas reussi a mettme évidence de «signature »
transcriptionnelle spécifique a I'origine des seghestées.

Néanmoins, I'impact du choix de ces souches analyse globale des résultats mérite
d’étre discuté plus avant. En effet, si I'esp&éburgdorferiss est communément isolée de
|ésions d’érytheme migrant, il n’en va pas de mémer les Iésions d’ACA, ou l'espéce la
plus fréquemment isolée est —et de loiB-afzelij alors queB. burgdorferiss n’est
gu’exceptionnellement isolée de telles lIésionsKécet coll., 1998]. Ces différences clinico-
biologiques sont a mettre en rapport avec l'exiged’'un organotropisme relatif lié a
I'espéce deBorrelia en cause [Baranton et coll., 2009]. Il n’est paslie qu’'une souche de
B. afzelliisolée d'une ACA induise, dans notre modéle expénital, une stimulation des
fibroblastes différente de celle que nous avongmiée. Pour analyser plus en détail ce point,
I'étude des interactions entiorrelia et fibroblastes mériterait d’étre poursuivie avhrs
souches d’autres espéeces &fzelij B. garinii ...) et une méthodologie similaire, méme si les
résultats préliminaires obtenus pour tester cetpotnese semblent indiquer que des souches
de différentes espéces induisent un profil inflanmine similaire dans notre modéle
expérimentdf’, et si les étudeis vivo réalisées par notre équipe n'ont pas permis diétat
lien entre le déterminisme évolutif de la maladiel'’espéce deBorrelia responsable de
l'infection [Kern, 2011]. Mais, si d’aucuns peuvesdtimer que ['utilisation de trois souches

d’'une méme especd.(burgdorferiss) est une faiblesse de notre étude, car intardike

157 Des souches cliniques & afzeliiet deB. garinii induisent la synthese d’'IL-8 a des niveaux coniplasaa

ceux obtenus avec nos trois soucheB deurgdorferiss de référence (N40, Pbre, 1 408).
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factola mise en évidence de spécificités liées a I'espée choix en constitue également une
force, puisque dans notre analyse comparativesimtiehe, les biais relatifs aux variations
potentiellement induites par la diversité des espegilisées sont limités.

Par ailleurs, la catégorisation formelle des sesacbactériennes selon leur pouvoir
pathogene réel chez 'homme est problématique. e techniques « classiquement »
utilisées pour évaluer la virulence des soucheBateelia, basée sur I'analyse de I'espace
intergénique de I’ADN ribosomique 16s—23s par PGR4R>® [Liveris et coll., 1999], a été
réalisée sur les trois souches testéesmpenoarray : la souche N40 isolée de tique montre un
profil de type RST° 3 (profil associé aux souches non ou peu dissértgadJones et coll.,
2006]), alors que les deux souches cliniques montne profil de type RST 1 (profil associé
aux souches disséminantes [Jones et coll., 200@fude de ce marqueur génétique semble
donc cohérente avec l'origine des souches ; cepéndaest impossible de savoir quel
pourrait étre le devenir de la souche N40 si cdllétait inoculée a 'hnomme, ou encore si la
souche Pbre (isolée d'un érythéme migrant) euttpailé cause (comme la souche 1 408)
d’'une ACA en 'absence de traitement antibiotigustauré précocement apres la survenue de
I’érytheme migrant. Ainsi, quand bien méme une aigre transcriptionnelle et été identifiee
pour l'une ou l'autre des trois souches testées,ad@clusions strictes concernant I'impact
d'un potentiel « effet souche » sur le déterministieela maladie auraient été difficiles a
poser.

Enfin, toutes les analysesicroarrayspermettant I'analyse du profil transcriptionnesde
fibroblastes ont été réalisées a l'aide de celltimsblastiques dérivées d’'un seul et unique
lot cellulaird®®; or, I'nétérogénéité anatomique [Sorrell et caD09] et tissulaire [Sorrell et

coll., 2004] des fibroblastes dermiques est conpoar étre a l'origine de variations

158 RFLP :restriction length fragment polymorphism
19RsT: ribosomal_spacer type

160 ¢ |0t de fibroblastes provient précisément deelau jugale d’'un homme agé de 55 ans.
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concernant les profils d’expression génique deecptipulation cellulaire [Chang et coll.,
2002; Rinn et coll.,, 2006; Rinn et coll., 2008].r R@nséquent, les résultats des analyses
microarrays auraient pu étre différents, et des variationseelds profils transcriptionnels
induits par les trois souches testées — plus imaptas que celles observées dans notre étude —
auraient pu étre mises en évidence, si un autrddatellules (issues du méme patient mais
d'un site anatomique différent, ou tout simplemefin autre patient) avait été utilisé.
Cependant, le modele d’étude que nous avons cffdisbblastes dermiques isolés d’'une
seule région anatomique, mais de toute I'épaisdeuterme) reste intéressant dans la mesure
ou Borrelia est susceptible d’'interagir aussi bien avec leofilastes du derme papillaire que
du derme réticulaire, et ce quel que soit le sthdeycle infectieux des spirochétes (effraction
cutanée lors de la transmission, érythéme migrA@A). De plus, linterprétation des
résultats obtenus est facilitée par I'absence daisbliés aux variations intra- et
interindividuelles qu’aurait inévitablement entré§n’utilisation respective de lots cellulaires

issus de sites anatomiques différents d’'un mémematu de patients différents.
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4  PEAU, IMMUNITE ET MALADIES A TRANSMISSION VECTORIELLE

Dans notre travail, nous nous sommes intéressésifigpement a I'étude des
interactions entrd@orrelia et les cellules résidentes principales de la fkaratinocytes et
fibroblastes). Néanmoins, dans la peau, les intierescdeBorrelia avec I'hGte ne se résument
pas qu'aux seules cellules résidentes majoritaleeta peau : les cellules spécialisées de la
réponse immunitaire sont fortement impliguées dangponse de I'hdte a l'infection par
Borrelia. Si les interactions dgorrelia avec les monocytes/macrophages [Cruz et coll.8;200
Salazar et coll.,, 2009], les cellules dendritig{iedgueira et coll., 1996; Suhonen et coll.,
2003], ou encore les lymphocytes [Knigge et ca996; Kalish et coll., 2003; Kinjo et coll.,
2006; Collins et coll., 2008], sont des donnéegdarent reprises dans la littératuligutres
types cellulaires jusqu’ici peu étudiés dans lereakh borréliose de Lyme participent
probablement & la réponse de I'h6te contre I'inéecet mériteraient d’étre étudiés de facon
plus approfondie. C’est le cas notamment des mgs®¢Talkington et coll., 1999], dont le
réle dans la reconnaissance des pathogenes efféés sur la modulation de la réponse
immunitaire (innée et adaptative) n'ont été que tEcemment mis en évidence [Abraham et
coll., 2010; Kumar et coll., 2010].

Dans la triade ho6te/pathogéne/vecteur, I'interfag@née et ses défenses immunitaires
jouent un réle clé dans la borréliose de Lyme, raassi dans de nombreuses autres maladies
a transmission vectorielles —comme Il'anaplasmdaepeste, la dengue ou encore le
paludisme —; la diversité des stratégies d'invasjis d'échappement aux réponses
immunitaires de I'hdte, que combinent les diffésepathogenes a transmission vectorielle et
leurs vecteurs, montre a quel point pathogeneseeteurs se sont adaptés a leurs hotes
respectifs [Frischknecht, 2007]. Dans le cadre €& maladies a transmission vectorielle,

I'étude de linterface cutanée (et en particulien versant immunitaire) suscite un intérét
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croissant dans la communauté scientifique, et desvelles techniques d’'imageriie vivo ont
permis d’établir de nouveaux concepts, voire decttnen question certains paradigmes.

C’est le cas notamment dans I'étude du paludishmasi, il semblait établi qu’aprés
I'inoculation cutanée, le parasite quittait rapiggmla peau et que la transformation des
sporozoites (formes infestantes du parasite irgsctééec la salive du moustique vecteur) en
mérozoites (formes du parasite capables d'inféesechématies) ne pouvait survenir que dans
le foie. De nouvelles données indiquent au corgrgire le parasite est capable d’établir, au
sein des différentes structures de la peau — ép&lederme et follicules pileux [Gueirard et
coll., 2010] — une niche dans laquelle survient tnaesformation compléte des sporozoites en
mérozoites [Gueirard et coll., 2010]. Dans les tjang lymphatiques de drainage, le parasite
est également capable d’initier une maturation, sméntelle-ci n’est que partielle [Amino et
coll., 2006]. Ces nouveaux éléments physiopathqlogg clés de l'infection palustre
établissent clairement I'existence d’'une véritablghase cutanée » pré-érythrocytaire dans le
cycle infectieux du parasite [Sinnis et coll., 2D08

Le virus de la dengue, dont la transmission vesterest assurée par des moustiques
hématophages du genAedes amorce aussi son processus infectieux par uneepta
multiplication cutanée, qui précede une éventueliesémination hématogéne du virus
(responsable de la fievre dengue) et son passage les hépatocytes et les cellules
endothéliales (dont I'infection participe aux mésames physiopathologiques responsables de
la fievre hémorragique de dengue [Green et cdllQ6d). Si la « cible » cellulaire cutanée
principale du virus de la dengue demeure les esdldendritiques immatures (dans lesquelles
il pénétre en utilisant le récepteur DC-SIGN [Tassdrithep et coll.,, 2003]), des données
récentes indiquent que les kératinocytes sont ggadedes cellules permissives pour ce virus
[Surasombatpattana et coll.,, 2011] (les kératirexydont aussi permissifs pour un autre

flavivirius, le virus West Nile, transmis par lesoustiques du genr€ulex [Lim et coll.,
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2011]). La réponse antivirale des kératinocytesirdettion par le virus de la dengue
(synthese d'interférons et de peptides antimicrbifSurasombatpattana et coll., 2011])
souligne une fois encore le rbéle de sentinelles adkiles résidentes cutanées dans les
mécanismes immunitaires de défense de la peaulg\stoll., 2009].

Les leishmanies, protistes flagellés transmishantime par piqlre de certaines espéces
de phlébotomé&! (comprenant les genré&hlebotomuset Lutzomid, sont un autre exemple
de pathogene a transmission vectorielle, dont lanpcéhension des mécanismes
physiopathologiques impliqués dans I'atteinte cééade la maladie a sensiblement évolué au
cours des derniéres années. Les leishmanies ogtelops été considérées comme des
parasites intracellulaires stricts du systeme ulgihistiocytaire, mais de nouvelles données
indiquent que les cellules cibles initiales deishmania majorsont, comme pouA.
phagocytophilum[Dumler et coll., 2005], les polynucléaires neptiibes [Ritter et coll.,
2009]. Le parasite est non seulement capable deveardans ces cellules phagocytaires
[Laufs et coll., 2002], mais il est également traiss par les neutrophiles apoptotiques aux
macrophages [van Zandbergen et coll., 2004], et sgmassage » initial dans les
polynucléaires neutrophiles semble nécessaire dntierade sa virulence [Peters et coll.,
2008]. Les leishmanies se servent ainsi des polgaires neutrophiles comme « cheval de
Troie » pour infecter leurs cellules hotes défugs, les macrophages [Laskay et coll., 2003].

Outre la borréliose de Lyme, ces quelgues exengke pathologies a transmission
vectorielle nous montrent la complexité des méeaasmis en jeu a la fois par I'organisme
pour se défendre, mais aussi par les pathogenesrstvecteurs pour les contourner, et ils
soulignent I'importance de l'interface cutanée démgléterminisme évolutif des maladies

gu’ils induisent.

161 a transmission des leishmanies a I'hote vert&erdait par régurgitation du contenu intestinakIde la

piglre de la peau par ces petits insectes dipteres.
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CONCLUSIONS

Les études que nous avons réaliggestro nous ont permis de confirmer la participation
des deux principales cellules résidentes de la pekas kératinocytes et les fibroblastes —,
dans la réaction inflammatoire dont I'infection ake aBorrelia s’accompagne. Aucune
« signature » transcriptionnelle liée a la souchepn étre mise en évidence dans le modéle
fibroblaste, mais la poursuite de ce travail aves douches d’especes différentes pourrait
permettre l'identification de voies transcriptiolee spécifigues, en lien avec le
déterminisme évolutif de la maladie. De plus, susiavons identifié les principaux
déterminants antigéniqgues dRorrelia responsables de la réponse inflammatoire des
kératinocytes (OspC et OspA), il serait intéressenpoursuivre I'étude des déterminants de
surface responsables de la stimulation des fibstdda L'utilisation de souches mutantes pour
BBK32, DbpA et DbpB, ou d’autres lipoprotéines deface pourrait permettre de répondre a
cette question.

Par ailleurs, le modéle expérimental utilisé noyseemis de mettre en évidence deux
nouveaux rbles de la salive de tique : une fonckoantialarmine » sur la réponse des
kératinocytes a linfection paBorrelia, et une toxicité cellulaire sur les fibroblastes
dermiques, dont les effets directs ou indirectsoent favoriser la transmission Berrelia,
son implantation cutanée initiale, et sa dissérionaecondaire aux organes cibles. Les effets
de Salpl5 étant maintenant bien déterminés, notréela expérimental sur kératinocytes
pourrait constituer un bon outil pour la caracsfitn et I'étude d’autres protéines
immunomodulatrices de la salive de tique.

L’étude de I'immunité innée cutanée dans la bars&ide Lyme ne se résumant pas aux
seules cellules résidentes majoritaires de la deawle d’autres cellules, et notamment des
acteurs cellulaires spécialisés principaux de fomée immunitaire (lymphocytes, cellules
dendritiques, mastocytes ...) mériterait d’'étre afprdi plus avant, en bénéficiant de la
complémentarité des approches expérimentaleivo et in vitro maitrisées dans le

laboratoire.
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Résumeé

Nous avons étudié le réle de lIimmunité innée de la peau lors de la transmission des Borrelia
(agent infectieux de la borréliose de Lyme) par son vecteur, une tique dure du genre Ixodes.
Nous avons montré que la salive de tique et la protéine salivaire Salp15 inhibent la réaction
inflammatoire (production de chimiokines et de peptides antimicrobiens) des kératinocytes
induite par Borrelia. Cet effet anti-« alarmine » de la salive de tique contribue probablement a
créer un environnement cutané local favorable a la transmission de Borrelia. Nous avons
montré que Borrelia induit également au niveau des fibroblastes cutanés la transcription de
nombreux genes pro-inflammatoires. Nous avons observé un effet toxique direct de la salive
de tique sur les fibroblastes cutanés : cet effet dose-dépendant est de nature protéique mais
non lié¢ a la protéine Salpl5. Ces résultats indiquent que les fibroblastes jouent un réle

important dans I'inflammation cutanée induite par Borrelia.

Mots clés : Immunité innée cutanée ; Borréliose de Lyme ; Cellules résidentes de la peau :

kératinocytes, fibroblastes ; Peptides antimicrobiens ; Salive de tique.

Résumé en anglais

We studied the role of the skin innate immunity during the transmission of Borrelia (the
infectious agent of Lyme borreliosis) by its vector, a hard tick belonging to the genus Ixodes.
We showed that tick saliva and its protein Salp15 both inhibate Borrelia-induced inflammatory
reaction of keratinocytes. The antialarmin effect of tick saliva ensure a favorable environment
for Borrelia. We also showed that Borrelia induce a strong inflammatory response in dermal
fibroblasts. We also demonstrate a dose-dependent lytic effect of tick salivary gland extracts
on dermal fibroblasts and that this cytotoxic effect was of proteinaceous nature and not related
to Salpl5. These results indicate that dermal fibroblasts could be considered as central

mediators in immune cell recruitment to the skin site of Borrelia invasion.

Key words : Cutaneous innate immunity; Lyme borreliosis; Skin resident cells: keratinocytes,

fibroblasts; Antimicrobial peptides; Tick saliva.




