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pY

L’accroissement démographique est a l'origine d’unéensification des
productions agricoles, avec une croissance allegfja 50 % entre 1994 et 2004, notamment
dans I'hémisphere sud (statistiques de I'ONU poiklirhentation et [I'Agriculture,
ONUAA). En découle une utilisation d’autant plus impotaties pesticides, qui permettent
des pertes quatre fois moindres que dans les esltnon traitées (d'aprés I'Union des
Industries de la Protection des Plarftelsgur emploi abusif, notamment en agriculture dgpu
la seconde guerre mondiale, explique leur présgénéralisée a I'échelle internationale, avec
une consommation mondiale équivalente a un co@duailliards de dollars en 2003 (d’apres
le "Programme Stratégique d’utilisation des pedtisi2006-2011" de I'ONU). S’ajoutent a
cela les 500 000 tonnes de pesticides périmésitartfrdont quelques grammes seraient
suffisants pour empoisonner des milliers de permsnrsans parler des contaminations
environnementalés Des résidus sont retrouvés dans les eaux, lesillards, l'air par
pollution diffuse, ainsi que dans les alimentsestdrganismes. Les conséquences sur la santé
environnementale et humaine sont alarmantes. LiEsgpes de méthodes alternatives ainsi
gue les textes relatifs a I'utilisation de pestsdtels le "code international de conduite pour
la distribution et I'utilisation des pesticides"NOAA, Rome, 2003), ainsi que la convention
de Rotterdam (1998) et I"Approche stratégique aegéstion internationale des produits
chimiques" (SAICM, conférence de Dubai, 2006), eéga par le Programme des Nations
Unies pour I'environnement, ont pour objectif umaédioration des stratégies d’utilisation.
Mais ces politiques sont difficilement applicabldgns les pays en développement, ou la
croissance annuelle d'utilisation des pesticides des I'ordre de 3 a 15 % (d’apres le

"Programme Stratégique d’utilisation des pesticid886-2011" de I'ONU). L’emploi des

1

www.fao.org

Z Www.uipp.org
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produits phytosanitaires est aujourd’hui tres négleté, et des cahiers des charges précis sont
imposés aux industriels. L'instauration du projdEATH (enregistrement, évaluation et
autorisation des produits chimiques), entré en edguen 2007, a pour but un meilleur
contréle des substances chimiques, avec suppresi@enproduits les plus dangereux

(Commission Européenrie)

Les insecticides font partie de la famille des ipefts, et sont des substances
actives ou préparations utilisées pour tuer lesdtes nuisibles. Plus de 90% des insecticides
de synthése sont neurotoxiques, et ont pour cibtdéculaires majeures les canaux sodiques
dépendants du potentiel, l'acétylcholinestérase B les récepteurs nicotiniques de
I'acétylcholine (NAChRS) et les récepteurs ionot®mu GABA (GABARS). Ces derniers
sont la cible des polychlorocycloalcanes (commeckgdodiénes), insecticides de premiere
génération, et des phénylpyrazoles (comme le fijransecticides de deuxieme génération.
Au-dela des problemes de santé environnementéleneaine évoqueés plus haut, I'utilisation
intensive des insecticides est a l'origine de ph@&es de résistances, notamment génétique

et métabolique.

Le fipronil présente des caractéristigues en ac@wet une réduction des
doses d’insecticides. En effet, des traitement&éhélle du milligramme a la centaine de
gramme par hectare d’ingrédient actif suffisentiorsela formulation. Néanmoins, une
utilisation des polychlorocycloalcanes contrairex daonnes pratiques agricoles durant ce
dernier demi-siécle a eu pour effet I'apparitionrdsistance des insectes a ces insecticides
ainsi qu’au fipronil par résistance croisée, notantpar mutation des GABARS ionotropes.
Une connaissance détaillée des mécanismes d’agiaionc nécessaire, a la fois pour pallier
aux phénomeénes de résistance, et pour permettomcatérme une réduction des doses
appliguées. Cette thése se propose de détermides gihénomeénes autres que les résistances
génétique et métabolique pourraient étre a I'oggdiune modification de I'efficacité du

fipronil.

! http://ec.europa.eu
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Le manuscrit sera présenté de la fagon suivante :
» une introduction bibliographique axée sur troigsessentiels :

— les GABARs et leurs propriétés structurales, plaaotogiques et
fonctionnelles

— le fipronil, ses propriétés, effets et mécanisdiastion

— les facteurs susceptibles de modifier la sentdbiies GABARs aux
insecticides. Parmi ces facteurs, deux ont étéhusten vue de notre travail expérimental :
I'édition de 'ARNm de sous-unités de GABARs etnfimdulation de l'activité des GABARS
par phosphorylation

» une description des techniques utilisées

» un exposé des résultats, qui ont été obtenu$o#slaur des récepteurs recombinants
et des récepteurs natifs :

— des récepteurs homomeériques de drosophile expuliarés des ovocytes de
xénope (pour I'étude de l'influence de I'édition I[dERNmM)

— des récepteurs présents sur les neurones DUM didatie Periplaneta

americana(pour I'étude des effets de la phosphorylation)

» un résumé des principales conclusions de I'éttudealques perspectives pour des
recherches futures.

15
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Chapitre I. Les récepteurs ionotropes du
GABA

A Présentation généerale

La transmission nerveuse chez les vertébrés etvestébrés s’effectue via la
libération de neurotransmetteurs. Le GABA (acidemige-aminobutyrique) est le
neurotransmetteur inhibiteur le plus commun dansytéme nerveux central (SNC), et est
issu de la décarboxylation du glutamate par laaghatte décarboxylase. Il est ubiquitaire
puisqu’il est retrouvé dans les régnes animal ggtad, ainsi que chez les bactéries. Le
GABA a été identifié et isolé pour la premiere folez les mammiferes en 1950 (Awapara et
coll., 1950 ; Udenfriend, 1950). Cependant, il é& accepté comme neurotransmetteur que
dans les années 1960 aprés un grand nombre deaitravatamment chez I'écrevisse et
I'ascaris (Basemore et coll., 1957 ; Del Castitloadl., 1964).

Les GABARs existent sous deux formes : métabotragemnotropes. Les
récepteurs métabotropes (aussi appelés récepté@Bs gchez les vertébrés) se présentent
sous forme de récepteurs hétérodimériques, coapléw protéine G. Ces protéines ne sont
pas des récepteurs-canaux, et a ce titre ne pefanentransiter d’'ions de part et d’autre de la
membrane plasmique. Cependant, ils sont en relatiec des canaux ioniques qui peuvent
étre de type calcique ou potassique (Bettler eb, T2D06). Les récepteurs ionotropes des
vertébrés existent sous deux formes, qui diffépamtleur composition en sous-unités et leur
pharmacologie : les GAB/Rs et les GABRARs. Ces récepteurs, aussi appelés récepteurs-
canaux, existent également chez les invertébrésrdtles cibles de nombreuses molécules,
dont des insecticides, contrairement aux réceptaétabotropes. Cette these portera sur les
GABARs ionotropes.

16
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Les GABARs ionotropes font partie de la superfamilCys-loop" des canaux
ioniques ouverts par un ligand (LGICs ou Ligande&dalon Channels), qui ont une faible
probabilité d’ouverture en absence de neurotrarismretLes membres de cette famille
possedent une structure générale commune, a savalomaine N-terminal extracellulaire,
suivi de quatre domaines transmembranaires (fifjurds sont caractérisés par une signature
"Cys-loop" (deux cystéines séparées par 13 acid@aés) dans leur partie N-terminale,
impliquée dans les processus d’'ouverture et deefema du canal (Absalom et coll., 2003 ;
Grutter et coll., 2005). lls peuvent étre aniong(®mme les récepteurs du GABA ou de la
glycine) ou cationiques (comme les récepteurs dee t¥8 de la sérotonine ou de
l'acétylcholine).

extracellulaire

S maly o

\_/

intracellulaire

Figure 1 . Structure caractéristique des sous-uniggcomposant les récepteurs de la superfamille
"Cys-loop". Les partieextracellulaires et intracellulaires sont indiquées signature "Cys-loop" est
surmontée par un astérisque.

Les GABARs anioniques sont essentiellement inhiloie cependant un role
excitateur leur est aussi attribué. Cela se prathrt les neurones ou le potentiel d’inversion
des ions chlorure est moins négatif que le potedéeepos, du fait d'une concentration trés
élevée en chlorure intracellulaire. L'activatiors dABARs entraine alors un flux sortant
d'ions chlorure, d'ou une dépolarisation membranaiPPSE). Cette particularité
physiologique a notamment été observée aux stadesqes du développement cérébral chez
tous les mammiféres étudiés. Dans les neurones timasa les GABARS sont excitateurs
grace au cotransporteur NKCC1, dont la fonctiondesprovoquer un influx d’ions chlorure.
Au cours de la maturation neuronale, le cotransporKCC2 qui provoque au contraire un
efflux de chlorure, devient prédominant, ce qui &iuter la concentration intracellulaire en
ions chlorure et permet aux GABARs de devenir iitaiy (Ben-Ari, 2002).
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Chez les invertébrés, les données génétiques wattistles concernant les
GABARs sont encore trés fragmentaires, bien quedsmnses inhibitrices aient été décelées
des 1957 sur des neurones de crustacés (Basemuok.,e1957). Des réponses excitatrices
ont aussi été rapportées cHemwsophila melanogastesiu niveau cérébral. Comme chez les
mammiféres, le cotransporteur de type KCC est pguiraé lors des stades précoces de
développement, ce qui conduit a des dépolarisatBBAergiques, et I'expression augmente
progressivement au cours du développement (Hekoae ®t coll., 2006). Chez le nématode
Caenorhabditis elegande géne EXP-1 code pour une protéine qui formeedgaht des
GABARs excitateurs au niveau musculaire, mais a@ttatation résulte d’'un mouvement de

cations et non d’ions chlorure (Beg et Jorgenséa3p

B Les GABARSs de vertébrés

B.1 Localisation et structure

B.1.a Localisation

Les GABARs de vertébrés sont présents dans le SNG m@ibsents des
muscles, ce qui constitue une différence importavec les invertébrés, ou les GABARS
interviennent pour inhiber la contraction musc@abeux types de GABARs différant par
leur composition en sous-unités et leur pharmadelmgt été identifiés : les GABRS et les
GABACRs. Les GABAJRs sont ubiquitaires dans de nombreuses zo@éesbrales, avec une
localisation qui peut étre pré-, post- ou extrapyigae (Kullmann et coll., 2005). Les
GABACRs sont aussi présents dans différentes zones @) &hs le systeme digestif, les
testicules et les spermatozoides, mais ont ééipalement étudiés dans la rétine (Jansen et
coll., 2000 ; Chebib, 2004 ; Li, S. et coll., 2008)
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B.1.b Structure et agencement des sous-unités

Les premieres sous-unité des GABARs de vertébréstérclonées a partir de
cerveau bovin, et ont été appeléest 3 (Schofield et coll., 1987). Les profils hydropaghes
réalisés alors ont permis de déterminer que chagug-unité est formée d’un grand domaine
extracellulaire N-terminal et de quatre domainaagmembranaires (MiM4) réunis par des
boucles (figure 2A). Le récepteur complet est pmétique (Nayeem et coll., 1994) et les
segments transmembranaires sont arrangés de marnsergue les domaines M2 forment un

canal par lequel vont transiter des ions chlorfigei(e 2B et C).

B.1.c Sous-unités

Seize sous-unités de GARRSs ont été clonéesl—6, f1—3,y1—3,0, ¢, m et
0), ainsi que trois sous-unités de GA8®s (E1—3). Il est aujourd’hui établi que les
GABAARSs de vertébrés sont hétéromériques, bien quetdepteurs homomériques aient été
obtenus dans des systemes d’expression hétérolagumeme l'ovocyte de xénope. Les
récepteurs homomeériques présentent en effet unenpbhalogie généralement différente de
celle des GABARs natifs, comme c’est le cas pour les récepteurads defl exprimée
dans des ovocytes de xénope, qui sont insensideediauculline (Sanna et coll., 1995), ou
encore les récepteurs homomeérig8s insensibles au GABA (Davies et coll.,, 1997). La
stoeechiométrie des GABMRS est de type :02 2B, 1y, cette derniére sous-unité pouvant étre
remplacée pasd, ¢, = ou 6 (Luscher et Keller, 2004). Les GABRSs natifs contiennent des

sous-unitép (1—3) et peuvent étre homomeériques ou hétéromeéridtres t Cutting, 1999).
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Figure 2 . Structure des GABARSs ionotropes. A Structure d’'une sous-unité de GABAR, avec les
quatre domaines transmembranaires et le doublalyst€ines (points noirs) caractéristiques de la
superfamille "Cys-loop"B : Formation du canal central par les domainesim@mbranaires MZ :

Organisation des sous-unités du GABAR autour d'onepcentral par lequel transitent les ions

chlorure.
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Il a été montré que la localisation des récepteGiBAergiques est
dépendante de la composition en sous-unités (Nusseroll.,, 1998). Par exemple, la
localisation postsynaptique des GARRs est déterminée par la présence des sous-yBitds
v3, alors que les récepteurs contenant la sous-disigétrouvent plutét dans les sites extra- et

périsynaptiques (Luscher et Keller, 2004).

B.1.d Domaines fonctionnels des récepteurs

Parmi les différents domaines constituant les GABARois demandent une
attention plus particuliere : le domaine N-termjraintenant le site de liaison du GABA, le
domaine transmembranaire 2 (M2), impliqué dansolastitution du canal central et site de
fixation d’antagonistes, et la grande boucle M3-Mible de kinases. Le domaine M2 et la
boucle M3-M4 seront présentés plus loin (paragrapheroduction bibliographique” II.E.2,

p.55 et 1ll.D.1, p.68, respectivement).

Des expériences de mutagénese dirigée et des satdiis ont permis de
mettre en évidence l'implication du domaine N-terahli dans la liaison du GABA. Le
neurotransmetteur se fixe a l'interface entre lessaunitésa et p (Smith et Olsen, 1995 ;
Cromer et coll., 2002). La comparaison de la sécei@notéique de la sous-uni2 avec celle
de 'AChBP, protéine contenant cing sites de linigse I'acétylcholine, a permis de proposer
un découpage du site de fixation du GABA en cingdies (Ci et coll., 2008). Les résidus
aromatiques ont été présentés comme étant imp®rtans l'interaction ligand-récepteur
(Amin et Weiss, 1993). La figure 3 (p.26) résume dennées actuelles concernant les sites

probablement impligués dans la liaison du ligand.

21



Introduction bibliographique

B.2 Pharmacologie

Les GABANRs et les GABARARs different par leur pharmacologie. Les
molécules les plus étudiées ayant des sites deiaur ces récepteurs sont présentées dans le

tableau 1.
_ Antagonistes Antagonistes non | Modulateurs
Agonistes e _ -
compétitifs compétitifs allostériques
GABA, muscimol, _ o _ )
, , picrotoxinine, benzodiazépines,
isoguvacine, 3- o
SR95531, TBPS, EBOB, barbituriques,
GABA APS, THIP, P4S, _ _ N )
” bicuculline BIDN, cyclodienes,| stéroides, alcool,
acide
L fipronil, lindane, ivermectine
isonipécotique
GABA, TACA, l4AA, 3-APMPA, _ o
GABAc picrotoxinine
CACA, TAMP TPMPA

Tableau 1 . Pharmacologie des GAB/Rs et GABACRs.

La pharmacologie des GAB#®Rs est clairement dépendante de leur
composition en sous-unités. Par exemple, les bémepines, des modulateurs positifs des
GABAAxRSs, se fixent sur des récepteurs contenant la waitssy (Sigel et Buhr, 1997) et la
fixation des neurostéroides, qui sont également rdedulateurs positifs des GABRS,
nécessite a la fois les sous-unitést f (Hosie et coll., 2007). Quant aux différents GAXS,
ils ont une pharmacologie relativement semblabien lgu'une différence notable dans la
sensibilité a la picrotoxinine (PTXine) ait étéenade : les récepteurs homomerigp2sy sont

plus sensibles que les récepteurs formgsld&nz et Cutting, 1999).

C Les GABARSs d’invertébrés

La structure des GABARs d’'invertébrés n’est pasni&f mais il est admis
gu’elle est identique a celle des GABARSs de vedsgbr
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Les investigations électrophysiologiques prouveekistence ubiquitaire de

GABARs chez plusieurs especes d’invertébrés, d’amtirements différents (illustration par
des exemples dans le tableau 6, pp.36-37), cerquve I'importance de ces récepteurs dans
'ensemble du régne animal. Comme chez les veggliréxiste a la fois des récepteurs
ionotropes et métabotropes. En effet, la préserae@ckpteurs GAB#like a clairement été
déemontrée chez la blatReriplaneta americangHue, 1991 ; Bai et Sattelle, 1995 ; Hue et
Amat, 1997 ; Le Corronc et coll.,, 2002) ainsi qiezC. elegangSchuske et coll., 2004 ;
Dittman et Kaplan, 2008). De plus, trois sous-n{BABAg-like, dont les transcrits sont tres
présents dans le systéme nerveux central, on@iées chez la drosophile (Mezler et coll.,
2001). Une de ces sous-unités semble peu homolbggisous-unités GABAde vertébres,
avec des identités de séquence inférieures &.3686 GABARS ionotropes, sensibles aux

insecticides, seront traités par la suite.

C.1 Les sous-unités clonées

L'étude de génomes permet de détecter la totab® sbus-unités pouvant
entrer dans la composition des récepteurs ionagropez une espece donnée. Ghetegans
plus de trente sous-unités de LGICs anioniques (&RS et récepteurs ionotropes du
glutamate dépendants des ions chlorure (GIUCIR%))été mises en évidence (Bargmann,
1998). Cependant, seules les sous-unités UNC-4%rigine de GABARs anioniques) et
EXP-1 (donnant des GABARs cationiques) (Williamsgtncoll., 2007 ; Jones et Sattelle,
2008) ont été clonées et exprimées a ce jour. Ohezelanogasterdix protéines homologues
de la superfamille GABA/Glycine entrent potentigllent dans la composition des GABARs
ionotropes (Littleton et Ganetzky, 2000). Cependarttis sous-unités seulement ont été

clonées et exprimées a ce jour chez les insectes.

! http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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C.l.a RDL

La sous-unité RDL ("Resistance to dieldrin") desinghile (606 acide aminés)
est la premiere sous-unité de GABAR a avoir étéleéatent clonée chez I'insecte, suite a une
recherche du gene responsable de la résistanceyailodienes (ffrench-Constant et coll.,
1991). Le locus unique du gémall est localisé au niveau de I'emplacement 66F ds bra
gauche du chromosome Ill @@ melanogasterLa sous-unité RDL a par la suite été clonée

chez de nombreuses espéces de différents ordpésafie?).

Drosophila melanogastgdP25123)
Drosophila simulangAAK00512)
Anopheles gambia@EAA44137)
Dipteres Aedes aegyp{XP_001653205)
Musca domesticBAAC23602)
Ceratitis capitatalAAD51101)
Lucilia cuprina(AAB81966)

Heliothis virescen§AAB62572)
Lépidopteres Plutella xylostellugABX47168)
Spodoptera exigugABQ45398)

Tribolium castaneurfABU63595)
Leptinotarsa decemlineafdAC23603)

Coléopteres

Hyménopteres Apis mellifera(AAC63381)
Blattopteres Blattella germanicd AAB33736)
Siphonaptéres Ctenocephalides feliCAG30670)

Tableau 2 . Présence de la sous-unité RDL chez desectes de différents ordresD’aprées les
séquences protéiques déposées dans la banque WéesdNCBl. Les numéros d’accession sont
indiqués entre parenthéeses.

La comparaison du genBdl avec d'autres séquences déposées dans des
banques de données a permis de déterminer qu'ie qmour une sous-unité de
GABARs. Cependant, la comparaison de la séquencequetde RDL avec celles de sous-
unités GABAergiques et glycinergiques montre ureniidé plus forte avec les récepteurs de
la glycine qu'avec les récepteurs du GABA (ffre@imstant et Rocheleau, 1992). De plus, la
présence d’'un doublet de cystéines en partie Nubaten associée a un profil hydropathique
identique a celui des récepteurs de la superfardile LGICs, a savoir quatre domaines
transmembranaires, fait de RDL un membre de la rfapéle "Cys-loop”, et plus
précisément de la famille GABA/Glycine-like. Au e&u génique, la taille du locus (plus de

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=Pro&tool=toolbar
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50 kb) contraste avec celle de TARNmM mature (&8akec une ORF de "seulement" 2 kb)
(ffrench-Constant et coll., 2000).

Les résultats obtenus par hybridation situ ou par immunaytochimie et
-histochimie ont permis de démontrer la présencé ARNm et de la sous-unité RDL de
maniére ubiquitaire dans le systtme nerveux centratamment dans le cerveau, de
Drosophila melanogastefAronstein et ffrench-Constant, 1995 ; Harrisoncell., 1996 ;
Stilwell et ffrench-Constant, 1998 ; Lee, D. etlga?003 ; Liu et coll., 2007)Calliphora
erythrocephala (Brotz et coll.,, 1997),Manduca sexta(Sattelle et coll., 2003) et de
Periplaneta americanaSattelle et coll., 2000). L’hybridatioin situ montre aussi une
expression du transcrit de la sous-unité RDL darsy$téme nerveux périphérique (Stilwell et
ffrench-Constant, 1998). De maniére générale, ls-smité est principalement retrouvée au
niveau neuropilaire, lieu de contacts synaptiqllesst aussi a noter que RDL ne semble pas
présente au niveau musculaire (Harrison et céibg).

Le fait que la perte du locuRdl soit Iétale pour la drosophile souligne
I'importance fonctionnelle de cette sous-unitépat extension, des GABARs chez l'insecte
(Stilwell et ffrench-Constant, 1998 ; ffrench-Caandt et coll., 2000). La sous-unité RDL
semble jouer un rdle dans la transmission synaptrgpide (Bloomquist, 2001 ; Lee, D. et
coll., 2003 ; Buckingham et coll., 2005), I'appriesage (Liu et coll., 2007), la latence du
sommeil (période précédant le sommeil paradoxabofto et coll., 2008), les processus
olfactifs (Sattelle et coll., 2000 ; Liu et coll2007), visuels (Sattelle et coll., 2000 ;
Buckingham et coll., 2005), gustatifs (Bloomquig01) et mécanosensoriels (Sattelle et
coll., 2000).

Les sous-unités RDL s’assemblent dans des systéat@®ologues pour former
des GABARs fonctionnels perméables aux ions chéoatrsensibles au GABA mais pas a la
glycine (Buckingham et coll., 1994 ; Millar et coll994), confirmant leur appartenance a la
famille des GABARSs. Les sites de liaison du GABA $a sous-unité RDL ne sont pas
clairement définis a ce jour. Cependant, des atigamgs de séquences avec les sous-unités de
GABAARSs de vertébreés, et plus exactement avec les gsidtes qui affectent la réponse au
GABA, permettent de prévoir les sites potentiellatmienpliqués dans la fixation du ligand

(figure 3).
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Hsap ol M--------- RKSP-GLSDC LWAWILLLST LTGRSYGQP- --S LQDELKD NTTV----FT
Hsap B2 M-------- W RVR---KRGY FGIWSFP--- LIl------- --- --AAVCA QSVNDPSNMS
Dmel RDL MSDSKMDKLA RMAPLPRTPL LTIWLAINMA LIAQETGHKR IHTVQAATGG GSMLGDVNIS

BoucleD
Hsap ol RIL---DRLL DGYDNRLRPG LGERVTEVKT DIFVTSFGPV SDH DMEY| DV FFRQSWKDE
Hsap 2 LVKETVDRLL KGYDIRLRPD FGGPPVAVGM NIDIASIDMV SEV NMDYTLT MYFQQAWRDK
Dmel RDL AIL---DSFS VSYDKRVRPN YGGPPVEVGYV TMYVLSIS SV SEVLMDHLD F YFRCFWTDP

Boucle A Boucle E
Hsap ol RLKF-KGP-M TVLRLNNLMA SKIWTPDTFF HNGKKSYAHN MTMPNKLL= TEDGTLLYTM
Hsap B2 RLSYNVIP-- LNLTLDNRVA DQLWVPDTYF LNDKKSHVHG VTV KNRMIRL HPDGTVLYGL
Dmel RDL RLAYRKRPGV ETLSVGSEFI KNIWVPD[TFF V NEKQSYFHI ATTSNEFI RV HHSGSITRS

Cys-loop Boucle B
Hsap ol RLTVRAECHM HLEDFPMDAH AGPLKIFGSYA YTRAEVVYEW TREBRS/VV AEDGSRLNQY
Hsap p2 RITTTAAC DLRRYPLDEQ NC[TLEIES YG Y TTDDIEFYW —RGDDNAVTG VTK-IELPQF
Dmel RDL RLTITASCRM NLQYFPMDRQ LCHIEI ESEG YTMBOIRYFW -RDGLSSVGM SSE-VELPQF
Boucle C

Hsap ol DLLGQTVDSG IVQSS--TGE YVVMTTHFHL KRKIGYFVIQ TYL PCIMTVI LSQVSFWLNR
Hsap B2 SIVDYKLITK KVVFS-- TGS YPRLSLSFKL KRNIGYFILQ TYMPSILITI LSWVSFWINY
Dmel RDL RVRVLGHRQR ATEINLT TGN YSRLACEIQF VRSMGYYLIQ IYIPSGLIVI ISWVSFWLNR

Hsap ol ESVP
Hsap p2 DASA
Dmel RDL NATP

Figure 3 . Alignement des parties N-terminales desous-unitésel et 2 (Homo sapiens) avec la
sous-unité RDL deDrosophila melanogaster, a l'aide du site AlignP. Les résidus qui ont été
présentés comme faisant partie du site de fixaionGABA sont en couleur, selon la référence
utilisée : vert (Leite et Cascio, 2001), marrorgé&biet coll., 1992), bleu foncé (Boileau et calP99),
bleu clair (Ci et coll., 2008), orange (Amin et \&&i 1993), rose (Kash et coll., 2004). Les acides
aminés formant les boucles probablement impliqdées le site du fixation du GABA sont encadrées
(Ci et coll., 2008). Les résidus de la sous-unif8LRjui s’alignent avec ces acides aminés sont
indiqués en rouge.

C.1.b LCCH3

La sous-unité LCCH3 ("ligand-gated chloride chanhemologue 3") a été
clonée cheD. melanogastefHenderson et coll., 1993). Elle est longue de @8@es aminés
et possede une identité de 47% avec la sous-firdeEs GABARS de vertébrés. A ce titre,
elle a été baptisée "sous-unitéde drosophile”. Le locus est situé en position 1BA
chromosome X d®. melanogastefHenderson et coll., 1993). Comme dans le cas deua-

! http://bioinfo.hku.hk/services/analyseg/cqi-biidab in.pl
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unité RDL, la protéine LCCH3 a été identifiée ch#autres espéces que la drosophile
(tableau 3).

o Drosophila melanogastd08832)
Dipteres Anopheles gambia@&AA06524)
Lépidoptéres Heliothis virescenAAB62565)
Coléopteres Tribolium castaneurfNP_001103251)
Hyménopteres Apis mellifera(ABG75736)

Tableau 3 .Présence de la sous-unité LCCH3 et de ses homologuwhez des insectes de différents
ordres. D’aprés les séquences protéiques déposées daasdaebde données NCBLes numéros
d’accession sont indiqués entre parenthéses

La sous-unité LCCH3 et son ARNm ont été localiskszcla drosophile, a
l'aide d’anticorps et par hybridatiom situ, respectivement. L’apparition des sous-unités
LCCH3 est précoce puisqu’elle débute dés le stadduldéveloppement de I'embryon, dans
la majorité des neuroblastes. Les stades 14 etdrremt un localisation ubiquitaire de la
sous-unité et de 'ARNm dans le systéme nerveuxtraenmais restreinte aux corps
cellulaires, avec absence de signal dans le ndar@aonstein et coll., 1996).

La sous-unité LCCH3 exprimée seule ne permet pabtehir des courants
GABAergiques (Zhang et coll., 1995 ; Gisselmanoaddt, 2004).

C.1.c GRD

La derniére sous-unité de drosophile clonée (nund&ocession : Q24352),
GRD ("GABA and glycine-like receptor ddrosophild) (616 résidus) a une identité de 30-
40% avec les sous-unités de GABARs et les réceptycinergiques (GlyRs) de vertébrés
(Harvey et coll., 1994). Elle possede une idemt@é&7% avec RDL. Le locus est en position
75A du bras gauche du chromosome lliRilemelanogasterLa sous-unité GRD a aussi été
identifiée chezApis mellifera(ABG75735) efTribolium castaneunfABU63597) (d’apres la

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=Pro&tool=toolbar
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banque de données protéiques NCBles numéros d'accession sont indiqués entre

parentheses).

La localisation de la sous-unité GRD est indéteémirCependant, des ARNm
de GRD ont été détectés dans la téte de drosophites, le cadre d’une étude sur le syndrome

du chromosome X fragile (D'Hulst et coll., 2006).

De méme que pour LCCHS3, l'expression de I'ARNm dB&DBGdans des
ovocytes de xénope ne donne pas de récepteursdapgomau GABA ou a dautres
neurotransmetteurs dont la glycine, méme a forteceatration (Harvey et coll.,, 1994 ;
Gisselmann et coll., 2004). La co-expression dmlas-unité GRD avec des sous-unitéou
1 de GABARS bovins, ou encore avec la sous-Uhitél récepteur glycinergique de rat, ne
permet pas non plus d’obtenir des récepteurs fomatls (Harvey et coll., 1994).

C.1.d Autres sous-unités de GABARSs d’invertébrés

L’analyse de séquences génétiguesDdemelanogastela révélé 'existence
d’'une autre sous-unité potentielle, AAF48539. L&oga, cette protéine ne donne pas de
GABARs fonctionnels dans I'ovocyte de xénope (Qrss@an et coll., 2004). Un alignement
avec les autres sous-unités clonées permet demidégerdes identités de séquence d’environ
30% (site AlignB).

Deux sous-unités de GABARSs ont aussi été clonées lkehlymnée des étangs
(Lymnaea stagnal)s La sous-unitép forme des récepteurs fonctionnels lorsqu’elle est
exprimée seule ou en combinaison avec une sous-unde GABA\R bovin dans des
ovocytes de xénope (Harvey et coll., 1991). La amig{ de la lymnée posséde des identités
de séquence de 30-40% avec la sous-uhitle la méme espéce et la sous-unité RDL de
D. melanogastermais aussi avec des sous-unités de GABAde GABAR et de GlyR.

Cependant, I'expression de la sous-unité dans dexytes de xénope seule ou en

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=Pro&tool=toolbar
2 http://bioinfo.hku.hk/services/analyseg/cgi-biidap in.pl
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combinaison ne donne pas de courants, malgré itapioin de différents neurotransmetteurs,
dont le GABA et la glycine (Hutton et coll., 1993).

ChezC. elegansle locusunc-49est a I'origine de trois produits d’expression.
Les sous-unités obtenues, UNC-49A, -49B et -49Gsamblent a la sous-unité RDL de
D. melanogasterNéanmoins, les transcrits de UNC-49A sont tréslédment détectés chez
lindividu adulte, alors que les transcrits UNC-4@B UNC-49C sont clairement présents
(Bamber et coll., 1999). Chez cette espéce, les ARdBsont principalement situés au niveau
des jonctions neuromusculaires (Bamber et colR91,9Schuske et coll., 2004). Des travaux
utilisant des protéines de fusion fluorescentes permis de visualiser les motoneurones
GABAergiques, et de comparer leur localisation aselte des GABARS constitués de sous-
unités de type UNC-49. Les résultats indiquent lggeGABARs deC. eleganssont en fait
localisés en amas au niveau des jonctions neuradaiiss, et font face aux différentiations
présynaptiques GABAergiques (Gally et Bessereadi3d202003b). Uniguement la sous-unité
UNC-49B seule ou en combinaison avec UNC-49C dodaes récepteurs du GABA
fonctionnels, perméables aux ions chlorure, lomipiest exprimée dans I'ovocyte de xénope
(Bamber et coll., 1999). Des génes homologues @ del UNC-49 sont retrouvés dans les
génomes deBrugia malayi (parasite filaire) etTrichinella spiralis (nématode parasite)
(Williamson et coll., 2007). La sous-unité GAB-Itlmlogue de LCCH3 (Dent, 2006), a été
clonée cheZ. elegangFeng et coll.,, 2002). Les récepteurs homoméridaeaés de cette
sous-unité sont insensibles au GABA. Cependantré&tepteurs hétéromériques formés de la
protéine GAB-1 et de la sous-unité HG1 (clonée dharmatodédaemonchus contortuest

proche des sous-unitésy de vertébrées) sont sensibles au GABA (Feng et, @02).

Une autre sous-unité, EXP-1, a aussi été clonée Cheelegans Elle est
impliquée dans la défécation et est localisée aeani des jonctions neuromusculaires (Beg et
Jorgensen, 2003). La séquence protéique de lawsoigsEXP-1 est peu homologue de celles
des sous-unités RDL, LCCH3 ou GRD Demelanogasterpuisque les identités de séquences
sont comprises entre 22 et 257%ui plus est, les réponses obtenues aprés afmlicde
GABA sur des récepteurs EXP-1 exprimés sont de sgpeue (Beg et Jorgensen, 2003).

! http://bioinfo.hku.hk/services/analyseg/cgi-biigap in.pl
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Il semblerait que d'autres genes codant pour des-soités de GABARsS
soient présents dans le génome Gleleganset soient encore non identifiés. Ces géenes
coderaient pour des sous-unitest -like, une autre sous-unité de type UNC-49 et unsss

unité apparentée a EXP-1 (Schuske et coll., 2004).

C.2 Accroissement de la diversité des sous-unitgar des

modifications post-transcriptionnelles

Un méme géne de sous-unité de GABARs peut donnsr isleformes
différentes, du fait de modifications post-trangtiannelles telles que I'épissage alternatif ou
I'édition de 'ARNm. Dans les deux cas, il s’agitd remaniement de 'ARN pré-messager,
qui aboutit a une modification ponctuelle pour céept de I'édition, et une modification plus
étendue pour I'épissage. Ce dernier repose sutebion dARNm qui different dans leur
composition en exons, alors que I'édition permetcdanger des acides aminés de maniere
ponctuelle. Les deux modifications peuvent se coehipuisque chez les mammiferes,
I'édition d’'un récepteur glutamatergique entraitecdumulation d’ARN n’ayant pas subi
d’épissage (Bass, B.L., 2002). L'importance de pkénomeénes réside dans le fait qu'ils
peuvent générer un nombre important de variantsgpa par exemple un seul géne de
NAChR de drosophilexg) peut théoriquement former plus de 30 000 isoésrohu fait de ces
modifications post-transcriptionnelles (Grausoadt c2002).

Chez les invertébrés, ces mécanismes affectenieptastypes de canaux et
récepteurs. Par exemple, chez la drosophile, qdasealix sous-unités de nAChRs présentes
dans le génome sont affectées par un épissagell&attcoll., 2005). Chez le méme insecte,
'ARNm de la sous-unité de GIUCIR posséde aussi plusieurs sites d’épissagédition
(Semenov et Pak, 1999). Des éditions existent ggale chezMusca domestic§nAChR
Mdo6, (Gao et coll., 2007))Drosophila melanogasteet virilis (canal para, (Hanrahan et
coll., 2000)). Enfin, cheBlattella germanicales éditions de la sous-unaédu canal sodique
BgNa(v) sont tissu-spécifiques, et dépendantedatiesde développement (Song, W. et coll.,
2004), ce qui permet de supposer qu'elles jouendlerimportant sur le plan fonctionnel.
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C.2.a Epissage alternatif

L’ARN pré-messager de la sous-unité RDL présentdf e&ons, dont deux
subissent un épissage alternatif : 'exon 3 (destMariants sont 3a et 3b) et 'exon 6 (variants
6¢ et 6d), ce qui permet d’obtenir quatre variahépissage (RDLac, ad, bc et bd) (figure 4 et
figure 5, p.33).

Figure 4 . Organisation génomique des exons du geRel de D. melanogaster. Modifié d'apres
ffrench-Constant et Rocheleau, 1992, 1993.

Chez la drosophile, les séquences peptidiques squides exons 3a et 3b ou
6c et 6d different par deux et dix acides aminéspectivement. La premiére sous-unité
clonée chez la drosophile est de type "ac", et aant est retrouvé cheXedes aegypti
(Thompson, M. et coll., 1993). La sous-unité "bdt présente chez plusieurs especes, dont
Drosophila melanogastefffrench-Constant et Rocheleau, 199Bypsophila simulangLe
Goff et coll., 2005)Musca domestic§Eguchi et coll., 2006)Heliothis virescengWolff et
Wingate, 1998)l.aodelphax striatellugNarusuye et coll., 2007) 8podoptera exiguéShang
et coll., 2008). Une sous-unité¢ proche de RDLbd (DR7-1-2) a été clonée chez
D. melanogastemais quelques acides aminés different (Chen, Rcobt, 1994). Apres
analyse a l'aide des données actuelles, les difféseconstatées s’averent étre deux éditions
(R122G et M360V).

ChezD. melanogasteies variants de la sous-unité RDL résultant épissage
alternatif (RDLac, RDLad, RDLbc et RDLbd) ont toét détectés par clonage (ffrench-
Constant et Rocheleau, 1993), alors que chez westaspeces d’insectes, seuls un a trois

variants ont été identifiés a ce jour (tableau 4).
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Isoformes épissées .
P N° Accession

de type...
Sresgiilasle bc EDX09812 ; XP_002084227
bd Q9BLY8 ; AAK00512
ac EAA44136
Anopheles gambiae bc EAA44137
bd EDO63781
ad AAB62572
Heliothis virescens bd AAB62563
d AAB62564
. . d AAC63381
Apis mellifera bd ABG75734
Blattella germanica c AAB33734 ; AAB33736
Aedes aegypti ac AAAG8961
ac ABU63594 ; NP_001107808
Tt ibolitim castan el ABUG63595 ; ABU63596 ;
bd NP_001107809 ;
NP_001107764 ; AAB81523
Spodoptera exigua bd ABQ45398
Laodelphax striatellus bd BAF31884

Tableau 4 . Variants d’épissage de la sous-unité Rxhez différentes espéces d’insectd3’apres
les séquences protéiques déposées dans la bandoerdes NCE]

Chez la drosophile, les conductances des réceptammomeériques RDLac
(21,4 pS) et RDLbd (20 pS) sont quasiment idensq@ghang et coll., 1995). Chez
C. elegans le locusunc-49 permet de générer trois sous-unités distinctes gpigsage
alternatif. Néanmoins la fonctionnalité des tromusunités n'est pas la méme puisque,
comme précisé plus haut (cf. paragraphe "Introdadtiibliographique" 1.C.1.d, p.28), seule
la sous-unité UNC-49B donne des récepteurs homqguoesifonctionnels (Bamber et coll.,
1999).

A titre indicatif, chez les vertébrés, I'épissaderaatif a été observé pour
plusieurs sous-unités de GARRs. C’est le cas poyR, dont les isoformes sop2S ety2L,
et different par huit acides aminés (Whiting etl.cdl990), ou encor@2, qui donneB2S et
B2L, avec une insertion de 38 résidus (McKinleyat c1995).

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=Pro&tool=toolbar
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C.2.b Edition de TARNm

Plusieurs types d’édition de 'ARNm ont été déc(is~U, U—C, A—I(G)).
Cependant, seule I'édition de type—A sera évoquée ici car elle est la seule a ava@r ét
observée dans le cas des GABARs. Elle résulte at#idh d’'une enzyme, 'ADAR (pour
"adenosine deaminases that act on RNA"), qui diBleN partiellement ou complétement
bicaténaire, et qui catalyse la déamination d'udénasine pour donner une inosine. Cette
derniere sera considérée comme une guanosine pwdainerie traductionnelle (Bass, B.L.,
2002). Ce type d’édition peut donner lieu a la toda la délétion ou la modification d’un
codon, la création d'un site d'épissage ou la nicalion de la structure de I'ARN.
Contrairement a ce qui est observé chez les véd¢ébne délétion de 'ADAR n’est pas létale
chez les insectes. Cependant, chez la drosopkite, délétion est a I'origine de changements
comportementaux, tels que des défauts dans leb&entroteur, la reproduction et le vol
(Palladino et coll., 2000). Che€. elegans les effets de la délétion sont moindres, et

consistent en des défauts du chimiotactisme (Eaks, 2002).

En ce qui concerne la sous-unité RDL, plusieumsssitédition de type Al
ont été décrits cheR. melanogaster R122G, 1283V, N294D et M360V (Hoopengardner
et coll., 2003 ; Buckingham et coll., 2005) (figie

Figure 5 . Représentation schématique de la sousditén RDL, montrant la localisation des sites
d’édition ainsi que la position des séquences codéear les exons épisséke doublet de cystéines
est représenté par deux points noirs.
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L’'analyse des séquences de la sous-unité RDL denbdnques de données

montre que ces sites d’édition sont retrouvés phesieurs espéeces (tableau 5).

R123G/K | 1283V N294D | M360V N° Accession

Drosophila v AAKO00512 ; Q9BLYS ; (Le
simulans R122G Goff et coll., 2005)
Heliothis R122K .

N Ma— (AGAAAA) AAB62563 ; AAB62572

Apis R122K AAC63381 ;
mellifera | (AGA'AAG) XP_001120292
Aedes v AAAG8961

aegypti
Tribolium R122G
castaneum | (AGAGGA) AABB1523

el v AAB81966

cuprina

Musca R122G

\/ .

domestica | (AGA'GGA) AAC23602 ; Q75NAS

Ceratitis R122G

v

capitata (AGAGGA) AADS1101
Spodoptera R122K

exigua (AGA'AAA) ABQA5398

Tableau 5 . Sites d’édition présents dans la sousite RDL, selon I'especeD’aprés les séquences
protéiques déposées dans la banque de données.NCBI

Le réle de I'édition dans la pharmacologie des GARBAet leur sensibilité aux

insecticides n'ayant jamais été analysé, cetteeétodstitue I'un des objectifs de cette these.

A titre comparatif, une étude récente montre quezdbs vertébreés, la sous-
unité a3 des GABARSs peut étre éditée (Ohlson et coll., 2007). Céttgion prend de
lampleur avec I'age chez les souris. Les auteungttent I’hypothése selon laquelle des

modifications pharmacologiques pourraient décoddecette edition.

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=Pro&tool=toolbar
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C.3 Pharmacologie des GABARs d’invertébrés

Les tableaux 6 et 7 présentent des exemples repaéite de la pharmacologie

des GABARs natifs ou exprimés d’invertébres.
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Les tableaux 6 et 7 permettent de constater questepteurs homomeériques
RDL possedent une pharmacologie présentant defitsdas a la fois avec les GABRs
(sensibilité aux benzodiazépines, par exemple)est GABA-Rs (sensibilité au CACA,
notamment). La classification utilisée pour les ¥ de vertébrés n'est donc pas
applicable aux insectes. De plus, ces tableaux nemintles analogies importantes dans la
pharmacologie des récepteurs natifs et des réaspteamomériques RDL. Néanmoins,
quelques différences laissent supposer que les G¥sBAatifs ne comportent pas uniquement

la sous-unité RDL.

C.4 Composition en sous-unités des GABARs natifinsectes

Le fait que les sous-unités GRD et LCCH3 ne donmad de récepteurs
fonctionnels quand elles sont exprimées seulesssadgmplication d’autres sous-unités pour
une fonction correcte des récepteurs contenanpregsines. De plus, les GABARSs natifs et
exprimés (RDL) présentent quelques différences tkunrs propriétés électrophysiologiques
et pharmacologiques, ce qui autorise a penseregugtepteurs contenant la sous-unité RDL
sont également hétéromeériques. Les résultats abjaegu'a présent ne permettent cependant
pas de déterminer la constitution exacte des GABA®&Ss, car le nombre de sous-unités

clonées est encore faible.

C.4.a Les GABARSs natifs : avec ou sans RDL ?

L'utilisation d'anticorps polyclonaux anti-RDL su@yg que la sous-unité n’est
pas présente au niveau musculaire (Harrison et d8186). Or des courants chlorure induits
par le GABA ont été observés dans le muscle sdiggletdeP. americanalRauh et coll.,
1997 ; Schnee et coll.,, 1997), ce qui conduit aspemue les récepteurs GABAergiques
anioniques présents dans les muscles sont forrmagea$ sous-unités que RDL. En ce qui
concerne les récepteurs neuronaux, aussi bien IBBABs natifs de neurones de

D. melanogastefZhang et coll., 1994) que les récepteurs RDLawrimés dans des cellules
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S2 (Grolleau et Sattelle, 2000) présentent deuxpsediouverture, un long et un court.
Toutefois, le temps long s’avere étre plus coudrpes récepteurs RDLac. En outre, le temps
moyen d’ouverture est de 118 ms pour des GABARé$sn@hang et coll., 1994), alors qu’il
est de seulement 62 ms pour les récepteurs RDUaan{Zet coll., 1995). Ces données
biophysiques suggérent donc que la sous-unité RDleatre pas seule dans la composition

des récepteurs neuronaux natifs.

La pharmacologie des GABARSs natifs et des réceptRDIL exprimés est tres
proche (tableaux 6 et 7, pp.36-39). Cependant,’dehldrodiazépam, a l'origine d’une
potentialisation du courant GABAergique chez l'icige(Aydar et coll., 1995), est peu voire
non efficace sur les récepteurs RDL (Millar et ¢dlP94 ; Buckingham et coll., 1996 ; Hosie
et Sattelle, 1996b). Une autre benzodiazépinduitetfazépam, potentialise le courant GABA
dans des neurones cérébraux (Shimahara et co87) 1& le motoneurone Df de blatte
(Sattelle et coll.,, 1988), et a plus forte concatin, le réduit, dans les neurones Df de
P. americana(Sattelle et coll., 1988). La potentialisation kderéponse au GABA et au
muscimol par le flunitrazépam a aussi été obsetia®s des neurones en culture de ganglions
thoraciques delLocusta migratoria(Neumann et coll.,, 1987). Cependant, cette méme
molécule n’a pas d’effet sur les récepteurs RDLriex@s dans des ovocytes de xénope (Hosie
et Sattelle, 1996b ; Wolff et Wingate, 1998) ou gldes cellules S2 de drosophile (Millar et
coll., 1994). Méme si la possibilité de réceptdusmmomériques RDL natifs est envisageable,

ces résultats renforcent l'idée que de nombreux A2dBnatifs sont hétéromériques.

C.4.b Des GABARSs natifs constitués des sous-urgtRDL et LCCH3 ?

Comme signalé précédemment, parmi les sous-unités Drbsophila
melanogaster clonées, seule RDL permet dobtenir des réceptessnomeériques
fonctionnels. Cependant, I'existence de récepteatifs formés de la sous-unité RDL en
combinaison avec GRD et/ou LCCHS3 est envisagegblisgue les trois sous-unités peuvent
étre retrouvées dans un méme organisme comme Ritsophila melanogastefffrench-
Constant et coll.,, 1991 ; Henderson et coll., 199Barvey et coll., 1994)Tribolium
castaneungJones et Sattelle, 2007)Agtis mellifera(Jones et coll., 2006).
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Des récepteurs anioniques ont été produits parxpmession RDL/LCCHS3
(Zhang et coll., 1995). Cependant, ces réceptad@septent des différences importantes avec
les GABARs natifs. Par exemple, les ouvertures doat sont observées sous forme de
bouffées, incompatibles avec le temps d’ouvert@rd 1B ms observé pour les GABARS natifs
(Zhang et coll., 1994). De plus, deux états de -somsluctances, qui n’existent pas pour les
récepteurs natifs, ont été relevés (Zhang et cbi95). La pharmacologie des récepteurs
RDL/LCCH3 est également inhabituelle de par leunsgslité a la bicuculline et leur
insensibilité a la picrotoxine. Enfin, des étudeSmohunocytochimie comparant les
localisations de RDL et LCCH3 montrent d’importantifférences : LCCH3 apparait plus tét
au cours du développement embryonnaire (stadetld¢mble exclusivement associée aux
corps cellulaires (Aronstein et coll., 1996), alquee RDL apparait plus tard (stades 14-16) et
est située principalement dans les neuropiles (#eam et ffrench-Constant, 1995). Par
conséquent, il semble peu probable que des GABAR soient constitués des sous-unités
RDL et LCCHS.

C.4.c Des GABARs natifs cationiques ?

Des ARNm de LCCH3, GRD et AAF48539 ont été injestdans I'ovocyte de
xénope, sous diverses combinaisons. Seuls les mgayec les sous-unités LCCH3 et GRD
ont permis d’obtenir des récepteurs fonctionnelspebdant, contrairement aux récepteurs
natifs, les GABARs obtenus ne conduisent pas las @hlorure, mais sont cationiques, et
laissent transiter les ions sodium et potassiunsgghnann et coll., 2004). Des récepteurs
cationiques perméables aux ions sodium ont aussilitenus par expression de la sous-unité
EXP-1 de C. elegans(Beg et Jorgensen, 2003 vivo, des réponses GABAergiques
excitatrices faisant intervenir des cations ont ééérites chez divers invertébrés comme
I'aplysie (Yarowsky et Carpenter, 1978) ou le cr@baacer borealigSwensen et coll., 2000),
mais les sous-unités impliquées n'ont jamais étct@isées sur le plan moléculaire. Chez les
insectes, aucun GABAR cationique n'a été mis edeéne a ce jour dans le systéeme nerveux
central lors d'études électrophysiologiques etete a démontrer que des récepteurs
hétéeromériques LCCH3/GRD existent biarvivo.
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En résumé, il est peu probable que les sous-uRiils LCCH3 et GRD se
combinent pour former des récepteurs hétéromériquads. La composition réelle des
récepteurs contenant RDL reste donc indéterminég skuls récepteurs hétéromériques natifs
incluant la sous-unité RDL dont I'existence soindétrée actuellement ont été découverts
chez la drosophile. De fagon surprenante, ils eongént a la fois la sous-unité RDL et une
sous-unité du GIuCIRdes protéines qui sont toutes les deux spécifigless invertébrés
(Ludmerer et coll., 2002). C'est le premier exengaenu de récepteurs ionotropes composes

de sous-unités se liant a des neurotransmettdigsctits.
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Chapitre Il. Le fipronil, un insecticide
antagoniste des GABARS

Les GABARSs sont inhibés par de nombreux composépeaywent étre classés
en plusieurs catégories en fonction de leur méoanidaction. La bicuculline et la gabazine
sont des antagonistes de type compétitif, c'esteadds molécules qui se lient aux mémes
sites que le GABA et empéchent l'action de ce rimmmemetteur. Les avermectines (dont
I'ivermectine) sont des molécules trés complexes peuvent inhiber les réponses
GABAergiques ou, au contraire, les potentialisefarction des doses utilisées (Raymond et
Sattelle, 2002). Enfin, les antagonistes non coitiisgécomme la picrotoxine, le TBPS ou
I'EBOB empéchent I'action du GABA en bloquant laalachlorure.

Exception faite des avermectines, les insecticglesiblent les GABARs ont
un mécanisme d'action qui se rapproche de celuan@gonistes non compétitifs. Le groupe
commercial le plus ancien (insecticides de premiégénération) est celui des
polychlorocycloalcanes (cyclodienes et lindanekesTutilisés dans les années 1940-50, la
plupart (comme la dieldrine, l'aldrine, I'heptackdo I'endrine et le chlordane) sont
aujourd’hui interdits par la convention de Stockho{2001), du fait de "leurs propriétés
toxiques, leur réemanence, leur accumulation dan®iganismes vivants, leur propagation et
leur accumulation dans les écosystémes terredtegguatiques”, mais aussi en raison de leur
faible sélectivité insectes/mammiferes. Depuis s|pparus des composdids de seconde
génération, qui ont le méme mode d’action, commfplenil (figure 6, p.48). Ce chapitre
sera consacré a cet insecticide, tres largemdisieugiujourd'hui.
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A Le fipronil, découverte et utilisations

Le fipronil fait partie de la famille des phénylpygoles, des composés
commercialisés pour leur activité herbicide. Néamsole fipronil est aussi un nématicide
mais il est surtout connu pour son activité inssdd. Il existe sous plusieurs formulations et
est utilisé pour la protection des cultures (tragats de sol, traitement foliaire,...), la
protection des animaux domestiques et la protectles locaux (conteneurs, greniers,
crevasses murales,...). Son intérét en tant quitsgetest qu’il est efficace a des doses
faibles a tres faibles (de l'ordre du milligrammela centaine de gramme par hectare

d’ingrédient actif, selon la formulation), comparé’autres substances actives (tableau 8).

Substance Doses Quantité de
active d’emploi de substance
I Marque Classe . .
Utilisation ; - . (concentration la active cor-
commerciale d’insecticides .
dans la formulation | respondante
formulation) (g/m?) (g/ha)
Goliath® gel
(BASF Agro phénylpyrazoles | fipronil (0,05%) 0,06 0,3
SAS)
Stomoxin€
. mural e perméthrine
Traitement (Schering- pyréthrinoides (25%) 0,25 625
de locaux
Plough)
Fican® W
(Bayer bendiocarbe
Environmental carbamates (80%) L 8 000
Science SAS)
Blitz” fipronil
(BASF Agro phénylpyrazoles (0p003% ) 10 3
Traitement SAS) ’
du sol Insecte sol
(fourmis) granule MFR N - 0
(Florendi organophosphorés  diazinon (5%) 20 10 00Q
jardin)

Tableau 8 . Exemples de doses de substances activilgsées pour des insecticides de différentes
classesLes produits cités sont autorisés en France, eldess correspondent aux recommandations
du Ministére de I'Agriculture et de la Péchsauf pour Goliathgef.

! http://e-phy.agriculture.gouv.fr
2 http://www.goliathgel.com/fr/produit/micro dosagelex.php
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Qui plus est, un projet pour une nouvelle formolatiqui consiste en des
appats pour larves de taupin (mené par l'univer§iténoble I) est en cours (collogue
"pesticides et environnement", décembre 2)(Zette formulation permet d'utiliser |a encore
de faibles doses, et offre une alternative au quetipe de semences ou au microgranules de

fipronil (produits aujourd’hui retirés du marcharicais).

Bien que le fipronil se dégrade lentement dansslds, sa rémanence est
moindre que celle des polychlorocycloalcanes. Hatefe temps de demi-vie (B du
fipronil dans les sols est compris entre 96 et fi@Bs (d’aprés le "comité scientifique et
technique de I'étude multifactorielle des troubdiesl’abeille”, rapport de décembre 2005). A
titre de comparaison, les Fgdu chlordane, de la dieldrine ou de I'endrine (ogl@nes) sont
compris entre 4 et 14 ah®e plus, le fipronil est relativement immobilendde sol et I'eau et
a un faible potentiel d’atteinte des nappes phgéas par lessivage (Tingle et coll., 2002). En
outre, son spectre d'efficacité est large, puisaest utilisé contre les coléoptéres (taupins),
les diptéres (mouches grises, mouches de semssjhysanopteres (thrips), les orthoptéres
(criquets), les blattoptéres, les isopteres (teshiet les hyménoptéres (fourmis) (ACTA,
2005). Enfin son action se fait par contact etipgestion (Buczkowski, G. et Schal, 2001b).
Il a aussi été montré que des blattes soumise® afarmulation en gel concentré contenant
du fipronil (Maxforc® FC, Bayer) excrétent des liquides toxiques pourslecongénéres
(Buczkowski, G. et Schal, 2001a).

Toutes ces caractéristiques expliquent I'engouenmmhmercial pour le
fipronil. La premiere synthése de ce produit pantdin et ses collaborateurs date de 1987, et
une demande de brevet a été déposée sous le nammadtives of N-phenylpyrazoles" par
Rhéne-Poulenc Agriculture la méme année. Le brav@tisieurs fois changé de propriétaire
(2003 : Bayer Agriculture, 2004 : Bayer CropScies# 2005 : BASF Agro). En 2006, la
protection définitive du brevet a été accordée BBALyon (Office européen des brevgts
qui a réecemment annoncé son intention d’investuspte 150 millions d’euros pour

augmenter la production de quatre produits phyitsiees, dont le fipronil

! http://mww.ecologie.gouv.fr

2 http://e-phy.agriculture.gouv.fr

3 http://www.fao.org/docrep/005/X2570F/X2570F09.htm
* http://ep.espacenet.com

® http//www.forbes.com
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Le fipronil est d’autant plus efficace qu’il cibleon seulement les GABARS,
mais aussi les GIUCIRs, limitant 'impact des r&sises croisées. En outre, il est plus sélectif
pour les GABARs d’insectes comparé aux insectickepremiéere génération (paragraphes
"Introduction”, II.D, p.51 et I.F p.59).

B Les métabolites du fipronil

Dans I'environnement, le fipronil peut étre dégrddés les eaux, les sols et les
plantes. Il est essentiellement photodégradé enlfass-fipronil, mais il peut aussi étre
oxydé en sulfone, réduit en sulfide dans les qms (les facteurs biotiques ou abiotiques) ou
encore étre hydrolysé en amide (faiblement) (Cdpn2001 ; Gunasekara et Troung, 2007,
California environmental protection agefy D'autres métabolites résultent de la

transformation du fipronil (comme l'acide sulfongyumais a moindre mesure.

Les principaux produits de dégradation du fiprasoint le fipronil sulfone
(produit de métabolisation) et le désulfinyl-fipiofproduit par photodégradation) (figure 6).
Ces deux composés exercent un effet insecticidéipglus important que le fipronil lui-

méme, notamment sur les vertébrés (tableaux 9)et 10

! http://www.calepa.ca.gov
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Figure 6 . Structure du fipronil et de ses métabales majeurs.

B.1 Fipronil sulfone

Le dérivé sulfone du fipronil est le métabolite eaj chez les vertébrés
(Hainzl et Casida, 1996 ; Roberts et Hutson, 1@9&hez les insectes (Scharf et coll., 2000 ;
Durham et coll., 2002). Chez ces derniers, la nu#isdtion peut se faire 1) par les
monooxygénases a cytochromes P450 (cyt P450) muissupipéronyl butoxide (PBO,
inhibiteur de cyt P450) augmente I'effet du fipdachez la mouche domestique (Cole et coll.,
1993 ; Hainzl et Casida, 1996 ; Hainzl et coll.989 ou 2) par les gluthation S-transférases
D1 chezDrosophila simulans(Le Goff, 2001). Le fipronil est rapidement méthd®d en
fipronil sulfone dans I'organisme. Ce dernier elsisppersistant, et a plus d’affinitg vitro
pour les GABARs de souris que le fipronil, commarientre le tableau 9 (Hainzl et coll.,
1998). De méme, les concentrations nécessairesgienir 50% d’inhibition des courants

chlorure générés par I'activation des GABARs deetades GIuCIRs de blatte sont moindres
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pour le fipronil sulfone que pour le dérivé sulfde&j notamment dans le cas de récepteurs
activés de fagon répétitive (phénomene de "userdigmee™) (Zhao et coll., 2005).

fipronil fipronil sulfone
vertébrés insecteg vertébrég insectes
Clso (nM) 1103 7 175 9
Rap'por't d.es Clso 158 19
(vertébrés/insectes

Tableau 9. Comparaison des concentrations d’'inseécide entrainant 50% de déplacement du
radioligand [*H]JEBOB, mesurées pour des membranes neuronales dertébrés ou d’insectes
(Hainzl et coll., 1998)."Clsy" = concentration produisant 50% de I'effet inhdlit d’'une substance.

B.2 Désulfinyl-fipronil

Le fipronil est aussi dégradé par photolyse en ldaglifipronil, qui est plus
rémanent que l'insecticide. Les concentrations seaiees pour tuer 50% des individus §E)L
sont plus faibles pour le désulfinyl-fipronil queys le fipronil chez la mouche et la souris
(tableau 10). D’apreés les rapports desy@loncentration produisant 50% de I'effet inhibiteu
d'une substance) pour le déplacement du radioligBhRJEBOB, le photodérivé et le
métabolite sulfone sont moins sélectifs pour lsgdtes, et sont plus neurotoxiques pour les
vertébrés que le fipronil lui-méme (Hainzl et Casid996). De plus, le dérivé désulfinyl a
plus d’'affinité pour les GABARs que le fipronil $oihe (tableaux 9 et 10 ; Hainzl et coll.,
1998 ; Hainzl et Casida, 1996).

fipronil désulfinyl-fipronil
souris | mouche| souris | mouche
DL so (Mg/kg) 41 0,13 23 0,058
Rapport des Dlso 315 397
(vertébrés/insectes
vertébrés insectes| vertébrés insectes
Clso (nM) 1103 7 129 4,1
Rap'por't d.es Clso 158 31
(vertébrés/insectes

Tableau 10 . Comparaison des Dig du fipronil et du désulfinyl-fipronil ainsi que de leur Cls
(mesuré par déplacement du radioligand 3HJEBOB) (Hainzl et Casida, 1996 ; Hainzl et coll.,
1998).
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C Symptomes de l'intoxication par le fipronil

Chez I'humain, 345 cas de contamination et intdiocapar le fipronil ont été
recensés par le centre antipoison de Bapisur la période 1994-2003. Les symptdmes des
intoxications sont des troubles digestifs (irrdas du pharynx, vomissements, douleurs
abdominales) ainsi que des somnolences, des tsutdarologiqgues mineurs (céphalées,
vertiges) et érythemes cutanés. Douze cas d'irdtivic d’animaux domestiques (chats,
chiens, lapin) ont aussi été constatés ; les symgabservés sont des tremblements. Chez la
souris, le fipronil entraine un clonus facial (gawctions rapides et involontaires), des
convulsions tonico-cloniques, des saccades museslau niveau de la téte, ainsi qu'une
extension tonique des membres antérieurs et pestér{(Cole et coll., 1993 ; Kamijima et
Casida, 2000).

Pour ce qui est de I'effet du fipronil sur les io®s a doses létales, il consiste
en une hyperactivité, une hyperexcitabilité, deswvatsions, puis la mort de l'insecte
(Bloomquist, 2003). A doses plus faibles, des #&meihyant ingéré une solution sucrée
contenant du fipronil présentent une réduction’aepkentissage olfactif (Decourtye et coll.,
2005). Une autre étude indique qu’une diminutiohedenobilité dApismelliferaest observée
par application locale de l'insecticide, ainsi queudiminution de I'extension du proboscis,
associée a une réduction la encore de la perfornd@mda mémorisation (El Hassani et coll.,
2005). Une étude plus récente met aussi en avamglication du fipronil dans la réduction de
la mobilité des abeilles, associée a une ingestieau accrue. La encore, une diminution de
'apprentissage olfactif a été observée (Aliouahed., 2008). La comparaison entre des
traitements locaux par application sur le tégunetrdraux par ingestion indique une toxicité
plus grande pour les traitements locaux. Les asiteuggérent une photolyse qui donnerait le
composé désulfinyl-fipronil, expliquant I'effet @umportant (EI Hassani et coll., 2005).

! http://www.centres-antipoison.net

50



Introduction bibliographique

D Cibles du fipronil

Le fipronil agit & la fois sur les GABARs et susI&IluCIRs. Ces derniers

n’existent que chez les invertébrés, augmentast &rsélectivité par rapport aux vertebres.

D.1l.a Les GABARs, cibles du fipronil

Les GABARs natifs et recombinants sont des cibledigronil. En effet, les
premiéres études faites par Rhone-Poulenc surplenii ont permis de démontrer que
'application de l'insecticide sur le ganglion cerél d’asticot de mouche entraine une
augmentation de l'activité électrique ganglionnagnei est plus importante lorsque du GABA
est appliqué (Gant et coll., 1998). De plus, I'eegsion de RDL dans I'ovocyte de xénope a
permis de montrer des 1994 que cette sous-unitéadpteur GABAergique est une cible du
fipronil (Buckingham et coll., 1994). Les mécanishtaction seront traités plus loin (p.53).

D.1.b Les GIuCIRs, cibles du fipronil

Il est certain que des GIUCIRs existent dans |leC @Bs insectes (Raymond et
coll., 2000 ; Ihara et coll.,, 2005 ; Zhao et coHQ05 ; Janssen et coll.,, 2007). Dans une
préparation contenant a la fois des GABARs et deCIRs (neurones du lobe antennaire
d'Apis melliferd, I'application prolongée de GABA pour désensgal les GABARS, suivie
d’application de glutamate, ne modifie pas I'ampul# des courants GIuCl, suggérant que ces

récepteurs ne sont pas formés de sous-unités fx@ABA (Barbara et coll., 2005).

Les GIuCIRs sont clairement reconnus comme ciblas figronil chez
Periplaneta americangRaymond et coll., 2000 ; Ikeda et coll., 2003had et coll., 2004 ;
Raymond-Delpech et coll., 2005),ocusta migratoria (Janssen et coll., 2007Musca
domestica(Eguchi et coll., 2006) e€aenorhabditis elegan@Horoszok et coll., 2001). Les

GIuCIRs ont aussi d’autres points communs avecA8ARSs, bien que des différences
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existent. En effet, ils sont généralement sensiblesPTX et a la PTXine (Bloomquist, 2001 ;
Zhao et coll., 2004 ; Barbara et coll., 2005 ; Hgwt coll., 2006). Cependant, lessgpour le
blocage des GABARs et des GIUCIRs de neurones alteblsont de 28 et de 730 nM,
respectivement. De méme, la comparaison dg 1@bntre que les récepteurs homomeriques
RDL sont 180 fois plus sensibles au fipronil qguernécepteurs homomériques GluTEguchi

et coll., 2006). Une insensibilité a la PTXine, neéén de fortes concentrations, a aussi été
observée dans le cas de GIuCIRs formeés par lawutés-GLC-3 deC. elegangHoroszok et
coll., 2001). De plus, les courants GIuCl sont dmud types: désensibilisants et non-
désensibilisants. Une étude sur des neurones tte blanontré que la PTXine et le fipronil
affectent surtout ces derniers (Zhao et coll., 208lbrs que dans le cas des GABARSs, les
antagonistes préferent I'état désensibilisé (Newlah Cull-Candy, 1992 ; Zhang et coll.,
1994). Néanmoins, des études realisées sur dedRAu€combinants ddusca domestica
ont au contraire révélé que le fipronil et la PTXimhibent préférentiellement les courants
désensibilisants (Eguchi et coll., 2006).

Comme les GABARs, les GIuCIRs sont bloqués par itglahe, mais
contrairement aux GABARS, ils le sont de facon réide et de fortes concentrations de
I'insecticide sont nécessaires pour obtenir le méffet que sur les GABARSs (lhara et coll.,
2005 ; Eguchi et coll., 2006). De méme, ils peuv&ng bloqués par le BIDN (Horoszok et
coll., 2001). Enfin, ils sont sensibles a I'avertimee et son dérivé, I'ivermectine (Cully et
coll.,, 1994 ; Bloomquist, 2001 ; Horoszok et coRQ01) mais semblent insensibles a la
dieldrine (Ikeda et coll., 2003).

D.1.c Les récepteurs mixtes RDL/sous-unit¢é de GNR, cibles du

fipronil ?

Il a été montré que la sous-unité RDL est co-ex@emvec une sous-unité
GluCla dans des fractions membranaires extraites de détesosophile (Ludmerer et coll.,
2002). Cette association est rendue possible faitlque ces sous-unités sont proches sur le
plan évolutif. En effet d’aprés un arbre phylogénét construit pour les membres de la
famille "Cys-loop” deD. melanogasterA. melliferaet T. castaneumles GABARSs sont plus

proche des GIuCIRs que des autres récepteurs (ébr&stelle, 2007). Etant donné que les

52



Introduction bibliographique

deux protéines sont des cibles du fipronil, il sendpportun de voir si cela est aussi valable

pour les récepteurs mixtes.

La localisation de RDL et des GIuCIRs ne correspmesltoujours, puisque des
GIuCIRs se trouvent dans le SNC mais aussi dansnlescles squelettiques, ou ils sont
extrajonctionnels (Bloomquist, 2001), alors qusdas-unité RDL ne semble pas présente au
niveau musculaire (Harrison et coll., 1996), ettreeive plutdt dans les zones de contacts
synaptiques au sein des ganglions nerveux (cf.gpgphe "Introduction bibliographique”
I.C.1.a, p.24). De plus, la co-expression des smiteés RDL et GluGl de Musca domestica
dans les ovocytes de xénope n'a pas abouti a taafmm de récepteurs hétéromériques
RDL/GluCla. Cependant, les récepteurs RDL obtenus en préssmaous-unités Glukl
donnent des courants GABAergiques plus amples e@sigdcepteurs RDL exprimés seuls,
sans qu'il y ait modification de la g&Hconcentration pour obtenir 50% d’effet) du GABA o
de la C¥y de la PTX, indiguant que les récepteurs sont @¢agstuniquement de la sous-unité
RDL. Les auteurs suggerent que les récepteurs hénmunes RDL interagissent avec la sous-
unité GluCb de telle sorte que I'expression membranaire desptéurs RDL soit favorisée
(Eguchi et coll., 2006).

Ainsi, bien gu'’il existe des récepteurs RDL/Glu@h vivo (Ludmerer et coll.,
2002), il n'a pas été possible d'obtenir des réceptmixtes fonctionnels par expression dans

les ovocytes de xénope, et donc de déterminesslissensibles ou non au fipronil.

E Mécanismes d’action

Des antagonistes tels que la PTX, le TBPS, le BlaNlieldrine et le fipronil
ont des effets physiologiques tres proches dudkita proximité ou du chevauchement de
leurs sites de liaison sur les GABARs. C'est pooirdu semble judicieux d'aborder les
interactions moléculaires du fipronil avec les GABRen les comparant avec celles d'autres

antagonistes.
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E.1 Données électrophysiologiques

Le fipronil agit sur les récepteurs RDL de manigia fois compétitive et non-
compétitive, indépendamment du potentiel de mengbr@gtosie et coll., 1995a). A titre
comparatif, I'action de la PTX sur le courant GABgigue de vertébrés dépend de la
préparation. Par exemple, un effet a la fois coitipét non-compétitif a été constaté pour des
neurones sensitifs de grenouille (Inoue et Akaik®38) ainsi que pour des GABRs
recombinants de perche (Qian et coll., 2005), atprs pour des GABARs recombinants
humains, I'effet est non-compétitif, puisque lasg8u GABA n’est pas modifiée (Hollands
et coll., 2007).

Comme le fipronil, la PTX, le TBPS et la dieldringissent sur les GABARsS
de vertébrés en réduisant I'hyperpolarisation mamdire induite par le GABA ou le
muscimol (agoniste des GABRS). En conditions de potentiel imposé, tous césgamistes
réduisent 'amplitude des courants GABAergiqueacetlerent leur désensibilisation (Nagata
et Narahashi, 1994 ; Dillon et coll., 1995 ; Narshial1995). Pour la dieldrine, I'effet est plus
complexe puisqu’il se fait en deux temps: l'apgilion de l'insecticide entraine une
augmentation du courant suivie d’'une diminution data et Narahashi, 1994), et son effet,
ainsi que celui de la PTX, sont "use-dependerg&t@ dire qu'ils augmentent avec le nombre
d'applications de GABA, que ce soit pour les GARA ou les GABARs (Yoon et coll.,
1993 ; Nagata et Narahashi, 1994 ; Goutman et Cal@4). De plus, le fipronil agit a la fois
sur les récepteurs au repos (fermés) et les réaspaetivés par le GABA (lkeda et coll.,
2001).

Les mécanismes d’action des antagonistes sontjpeatient les mémes pour
les GABARSs d’insectes que pour ceux des mammiférseffet, la encore une augmentation
de la désensibilisation est observée, a la fois [EsUGABARS neuronaux de la blatte et pour
les récepteurs RDL recombinants dans des ovocgtegmbpes (lhara et coll., 2005 ; Le Goff
et coll., 2005 ; Eguchi et coll., 2006). De plwes effets du fipronil (et de son dérivé sulfone),
de la PTX, du lindane et de 'EBOB sont "use-degeti que ce soit pour les récepteurs
natifs ou pour les récepteurs recombinants RDL ¢Zktacoll., 2003 ; lhara et coll., 2005 ; Le
Goff et coll., 2005 ; Zhao et coll., 2005 ; Eguehicoll., 2006). Enfin, le lindane, 'EBOB, le
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fipronil et son métabolite sulfone agissent a ia fur les récepteurs au repos et les récepteurs
activés (Zhao et coll., 2003 ; Ihara et coll., 20@hao et coll., 2005).

Cependant, les mécanismes d’action des antagorssteses GABARs de
mammiféres et d'insectes présentent quelques dliifés. Par exemple, dans les deux cas
I'affinité du fipronil pour le GABAR est la méme gue récepteur soit activé ou au repos
(Ikeda et coll., 2001 ; Zhao et coll., 2003), ceagrart la constante de temps du blocage est
dix-sept fois moindre pour le récepteur activé chiesecte (Zhao et coll., 2003). De plus,
I'effet de 1 uM de fipronil est nul (Ratra et cp2002) ou complétement réversible (lkeda et
coll., 2001) sur des GABARs de vertébrés, alors tjgffet du fipronil a la méme
concentration est irréversible sur les GABARs dariebrés natifs ou sur les récepteurs RDL
exprimés (Grolleau et Sattelle, 2000 ; Zhao et.c®003 ; Barbara et coll., 2005 ; Le Goff et
coll., 2005). Ajouté a cela, les récepteurs RDLsgdent deux temps d’ouverture, un long et
un court. Le fipronil réduit l'activité du canal ediminuant de 4,8 fois le temps court
(Grolleau et Sattelle, 2000), alors que dans le d=s vertébrés, le fipronil agit plutét en

diminuant la fréquence d’ouverture du canal (Iketleoll., 2004).

E.2 Données obtenues par déplacement de radioligis et par

modélisation

Le mode d’action des antagonistes dépend de ldidatian de leur site de
liaison, en I'occurrence dans les bords du poreahal, essentiellement formé des domaines
transmembranaires M2. Des expériences de déplatelmeadioligands et des modélisations
ont permis de mettre en lumiere des variabilitéssdas sites de liaison des antagonistes entre
les vertébrés et les invertébrés. || sembleraitlgsesites de fixation chez les vertébrés soient
tres proches et se chevauchent (Kalueff, 2007)s alae chez les invertébrés les sites sont

différents, bien que des interactions puissentrdiai.

Une récente modélisation du GABAR de vertébrés moqtr'il existe cing
sites de liaison des antagonistes sur les boradsudal (Law et Lightstone, 2008). Chacun des
sites potentiels peut interagir avec plusieurs ligends testés. Par exemple, la PTX, le

lindane et le BIDN se lient a tous les sites pe&®p avec une préférence pour la base des
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domaines transmembranaires. Dans les sous-unité@ ou y, chacun des domaines
transmembranaires participe a la constitution desites, qui se trouvent principalement au
niveau de la sous-unifeou aux interfaces/p et p/y. Le fipronil ne peut accéder a tous les
sites parce qu'il est la plus grosse des moléqaesi celles testées, et se fixe dans une partie
plus haute dans le canal. Ainsi, hormis le fipropilis volumineux, les autres antagonistes se
lient a tous les sites. Les antagonistes agirgiantinhibition allostérique, en augmentant
'énergie nécessaire pour passer de l'état ferrséfugbilisé a I'état ouvert (Law et
Lightstone, 2008). Cela confirme les observatioredors lesquelles les antagonistes
maintiennent les récepteurs a I'état deésensibilig# paragraphe "Introduction

bibliographique" II.E.1, p.54).

En ce qui concerne les invertébrés, le manqueatimdtion sur les sous-unités
existantes rend la modeélisation difficile. Néannspihes déplacements des radioligands
(notammentH]EBOB et PH]BIDN) permettent de pallier quelque peu a cekafigure 7 (A
et B) résume les données obtenues, et propose dalenpartiel pour les sites de liaison des

antagonistes.
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Figure 7 . Proposition de modeéle des sites de liais des antagonistes des GABARs de vertébrés
(modifié d’aprés Law et Lightstone, 2008) (A) et dhvertébrés (B) (Cole et coll., 1995 ; Sattelle et
coll., 1995 ; Gant et coll., 1998)C : séquence protéiqgue du domaine transmembrandreléMla
sous-unité RDL. Les acides aminés exposés a letantu canal (bleu) et ceux dont les mutations
modifient la désensibilisation du récepteur (viplehez les vertébrés sont signalés. Seuls sont
présentés les résidus qui s'alignent avec RDL.ddmle dont la mutation entraine une résistance aux
cyclodiénes et au fipronil (cf. chapitre 111.B, 8)6est en rouge.

Comme le domaine M2 participe de facon importantdaaliaison des
antagonistes, des alignements ont été effectuéstiages données de la littérattirea figure
7C présente le domaine M2 de la séquence protéigu@ sous-unité RDL, et un alignement
avec les résidus exposés a la lumiere du canahtetagissant avec les antagonistes (Xu et
Akabas, 1993 ; Gurley et coll., 1995 ; Xu et AkghE396 ; Perret et coll., 1999 ; Chen, L. et
coll., 2006a). Les résidus ayant un réle dans seuigbilisation (Birnir et coll., 1997a ; Birnir

et coll., 1997b ; Dalziel et coll., 1999) chez \estébrés sont également indiqués. Les acides

! http://bioinfo.hku.hk/services/analyseq/cgi-bingalp_in.pl
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aminés impliqués dans la liaison des antagonistedaes la désensibilisation sont tres

proches, voire communs, ce qui peut expliguer B&mation de la désensibilisation en
présence de ces molécules.

La figure 8 présente une modélisation des antatgmientourés des acides
aminés impliqués dans leur site de liaison, a sdiaanine en 2’, la thréonine en 6’ et la
leucine en 9’ (cf. figure 7C).

I

EBOB
L A
™
&=
T™: A
et o>
T J
L
T A A
i fipronil o~endosulfan

Figure 8 . Implication des acides aminés en positi®2’(A), 6'(T) et 9'(L) des domaines M2, dans
la liaison d'antagonistes des GABARs.La modélisation a été réalisée pour des récepteurs
homomérique$3 des GABARs humains (Chen, L. et coll., 2006b).
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F Selectivité du fipronil pour les insectes

F.1 Sélectivité insectes/vertébrés

Le fipronil présente une grande sélectivité insgateammiferes, comme le
montre la valeur de la Bb qui est 130 a 315 fois plus faible chez la moudbbmestique que
chez la souris (Cole et coll., 1993 ; Hainzl eti@as1996). Des études de déplacement du
radioligand fH]JEBOB montrent que le fipronil se fixe beaucoupusplfacilement aux
membranes neuronales d’insectes qu'a celles desnifienes. Le ratio de sélectivité (§gl
humain/Ci, insecte) est de 160 a 190 pour le fipronil, algudl n'est que de 78 pour le
lindane et de 2,2 pourdtendosulfan, confirmant que le fipronil est plusestf pour les
insectes que les insecticides de premiére géneér@tiainzl et Casida, 1996 ; Hainzl et coll.,
1998). Cela est corroboré par le fait que des GABA constitués de sous-unifdshumaines
exprimées dans des ovocytes de xénope, sont 72fetsBmoins sensibles au fipronil qu’a la
PTXine ou au lindane, respectivement (Ratra et,c@l02). De plus, la comparaison blatte-
rat, par patch-clamp en configuration cellule-amtignontre que le fipronil a une plus grande
affinité pour les GABARs de blatte, et que ces wemsont 46 fois plus sensibles a
I'insecticide que les GABARSs de rat (Zhao et cdDQ3 ; Ikeda et coll., 2004). La sélectivité
du fipronil vis-a-vis des insectes par rapport aarébrés pourrait étre expliquée par la taille
d’'un des sous-sites de fixation des GABARs plugdathez la mouche que chez le rat (Ozoe
et Akamatsu, 2001 ; Ju et coll., 2007). Les anteges étant de grosses molécules (de I'ordre

de 6-8 A (Chen, L. et coll., 2000)), I'accés sedaitic facilité chez les invertébrés.

F.2 La sélectivité dépend de la composition enusunités des
GABARs

Par des expériences de déplacement du radioliJef}EBOB, il a été montré

que le fipronil interagit faiblement avec le sitB@B des récepteurs homomériquyss un

59



Introduction bibliographique

peu plus avec celui des GARRs natifs, et trés fortement avec celui des récepte
homomériques3 humains, avec un ratio de lasg€lentre les GABARs natifs et les
récepteurg3 de plus de 1000 (Ratra et coll., 2002). Celatrpes spécifique au fipronil,
puisque les récepteufl3 sont aussi plus sensibles aux cyclodiénes eindarle que les
GABARs natifs (Ratra et Casida, 2001 ; Ratra et.,c@001). Les affinités relatives de
nombreux antagonistes pour le site EBOB des GABARSsectes sont trés proches de celles
observées dans le cas des récepteurs homomeéfiu@datra et coll., 2001). Ces résultats
peuvent étre expligués par le fait que le site tkatibn des antagonistes se trouve
essentiellement sur les sous-unjiésu aux interfacesa/p oup/y (cf. paragraphe "Introduction
bibliographique” 1I.E.2, p.55; (Law et Lightston2008)). Une autre explication serait
'importance de I'alanine en position 2’ du domaM@ de la sous-unitp3, substituée par une
valine et une sérine dans les sous-unitést y, respectivement. Or, l'alanine permet une
meilleure stabilisation des antagonistes dans éespteurs homomeériqug8 comparé aux
récepteursilpf2y2 (Alam et coll., 2007), et cette alanine est corse dans les sous-unités
RDL.
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Chapitre Ill. Facteurs susceptibles de moduler
la sensibilite des GABARSs au fipronil

La sensibilité des insectes aux molécules inseeticiest influencée par de
multiples facteurs, comme la vitesse de pénétraties molécules toxiques a travers la
cuticule, la métabolisation de ces molécules damgadnisme, la sensibilité des récepteurs ou
enzymes ciblés par les insecticides ou encorergodement des insectes. La modification
d'un ou de plusieurs de ces facteurs peut fairarafipe des populations d'insectes résistantes

a un ou plusieurs insecticides.

Ainsi, la surexpression d’'un seul géne de cyt Pd5@®06gl, parmi les 90
existants chez la drosophile, entraine une résistan DDT retrouvée dans le monde entier.
La surexpression de ce co-facteur enzymatiqueianttapparition de résistances-croisées a
plusieurs insecticides, dont les néonicotinoides, drganophosphorés et des régulateurs de
croissance. La surexpression de genes d'estérasedne aussi I'apparition de résistance
(ffrench-Constant et coll., 2004). Des cas de tésce métabolique ont également été décrits
pour les insecticides ciblant les GABARAinsi, un papillon nocturne du groupe des
noctuellesHelicoverpa armigeraprésente une résistance aux cyclodienes qui rasstiyee a
des mutations affectant les GABARSs puisque le dedieen particulier, est de type sensible
(ffrench-Constant et coll., 2000). La méme obséowat été rapportée pour le puceron des
laitues,Nasonovia ribisnigri dont certains individus présentent une résistarieedieldrine et
a I'endosulfan (Rufingier et coll., 1999). Dansdmnier cas, I'addition de DEF (inhibiteur de
GST) méne a une réduction de la tolérance a cex dgualodienes, indiquant une
détoxification plus importante par la GST dansligisées résistantes. Ce fait n’est pas isolé,
puisque la méme observation a été effectuée poarpopulation dddrosophila simulans
résistantes, ou une surexpression de la GST estatéa (Le Goff, 2001). De méme, dans une
population de pyrale du riZhilo suppressalisrésistante au fipronil, I'effet de l'insecticide
est synergisé par le PBO (inhibiteur de cyt PABOY,PP (inhibiteur des estérases) et le DEF
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(Li, X. et coll., 2007). De plus, la comparaisonmgpulations délusca domesticaensibles

et résistantes au fipronil indique que le PBO sgiser davantage I'effet du fipronil dans ces
dernieres, suggérant une détoxification plus fpaeles monooxygénases a cyt P450 dans les
lignées résistantes. En outre, la méme étude déenopie des modifications cuticulaires
entrainent une diminution de la pénétration duofidrdans les lignées résistantes (Wen et
Scott, 1999).

La sensibilité des insectes aux molécules inseeticest également dépendante
des caractéristiques des cibles auxquelles se demtmolécules. Les paragraphes suivants
décrivent les propriétés structurales et fonctilesedes GABARs qui influencent les effets

du fipronil, des cyclodienes et d'autres molécalemgonistes.

A La composition en sous-unités

La composition en sous-unités des GABARs d’inseestsnconnue a ce jour.
Néanmoins, certaines données actuelles permetiaffitrder que ce facteur influe sur leur
pharmacologie et leur sensibilité aux insecticidesnme nous l'avons vu dans le cas des
vertébrés, ou la sensibilité au fipronil est pllsvée pour les récepteurs homomérigp@s

gue pour les récepteurs natifs (cf. paragraphedtioiction bibliographique" I1I.F.2, p.59)

Les divers GABARs de neurones d'insectes présemtestdifférences de
sensibilité a certaines molécules, ce qui suggexestence de GABARs dont la composition
en sous-unités differe. Par exemple, le dernieglgam abdominal de la blattBeriplaneta
americanacontient des interneurones géants dont les répoaseGABA présentent deux
composantes qui ont une sensibilité difféerente RTX (Hue, 1991). Les mémes résultats ont
eté obtenus sur les corps cellulaires de neurorfest DUM chez le méme insecte (Le
Corronc et Hue, 1999). Une étude plus approfonéie deux populations de GABARs de
neurones DUM montre une légére différence de siitésiu fipronil et & la PTX, mais cette

différence est beaucoup plus nette pour la dieddfite Corronc et coll., 2002).

bY

Une réponse en deux temps a la dieldrine (augnmemtadu courant
GABAergique, suivie d'une diminution du courantgt& observée sur des neurones de blatte
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américaine (Zhao et coll., 2003). Ces deux typefeds peuvent a priori étre dus a I'existence
de deux sites sur un méme GABAR ou a l'existenceelx GABARs différents. Compte
tenu du fait que, chez les vertébrés, la potestiibn du courant par la dieldrine est
conditionnée par la présence d'une sous-ynfiéagata et coll.,, 1994), les auteurs proposent
gue des GABARs ayant une composition différentea@rs-unités soient a I'origine du double

effet de la dieldrine.

Les sous-unités RDL et LCCH3 de drosophile co-enpes dans des cellules
Sf21 forment des récepteurs fonctionnels. Contraerg aux récepteurs RDL et a la majorité
des GABARSs natifs, les récepteurs RDL/LCCH3 sont pensibles a la picrotoxine (500 fois
moins que les récepteurs RDL). lls sont par cosgresibles a la bicuculline, contrairement a
la plupart des GABARSs natifs d'insectes (tableapps36-37 ; (Zhang et coll., 1995)). La co-
expression des sous-unités GRD et LCCH3 a permistdihtion de GABARs de type
cationique, avec une pharmacologique distincteedle ces autres GABARs d’insectes. En
effet, bien que les récepteurs soient bloquésgBRiTlX, ils ne sont pas sensibles au lindane et

la dieldrine (Gisselmann et coll., 2004).

Tous ces exemples montrent bien que la nature aleswités des GABARsS
d'insectes influence fortement leur sensibilité @msecticides et aux autres antagonistes de

ces récepteurs.

B Les acides aminés clés des sous-unités

Dés la fin des années 1940, diverses populationsedtes ont présenté une
résistance aux cyclodienes (Denholm et coll., 2068)is cette résistance n'a été expliquée
qgu'au début des années 1990, car la cible de feettdle d'insecticides n'a été découverte
gu'au milieu des années 1980. La résistance augdignes a touché la plupart des pays ou
ces insecticides ont été utilisés et elle a méréecénsidérée comme I'un des changements
génetiques les plus étendus apportés par 'hommee(d et coll., 1997). La recherche de
I'origine de cette résistance a conduit au clondgegeéneRdl chez la drosophile (ffrench-
Constant et coll., 1991). La comparaison des sémpsede lignées de drosophiles sensibles et

résistantes a montré que la mutation d’'un seuleaaidiné de cette sous-unité, situé dans le
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domaine M2 (alanine en 2’), est a l'origine deéaistance a ces insecticides. Les mutations
peuvent étre de type A3®E ou A301G (ffrench-Constant et coll., 1993b) (nommée
A302S/G par erreur). La capacité de la protéine codédepgendRdl a former des récepteurs
homomeériques par expression dans des ovocytes dep&éa permis une analyse
fonctionnelle des conséquences de ces mutatiomsn¢fi-Constant et coll., 1993a). La
confirmation du réle de la mutation A3&la également été apportée par insertion du cosmide
6, contenant le genBRdl muté, dans des embryons de drosophiles. Les dhdivobtenus
présentent une récupération partielle du phénatgpistant, ce qui est expliqué par la semi-
dominance de la résistance aux cyclodiénes (Stiletetoll., 1995). Le remplacement de
l'alanine par une sérine modifie la polarité duidés301 via l'addition d’'un groupe
hydroxyle. Certains auteurs proposent que ce clmaege serait a l'origine d'une géne
stérique ou électrostatique pour la liaison desdtisides a leur site de fixation (Thompson,
M. et coll., 1993). La mutation A363 est aujourd’hui présente chez de nombreuseseasspéec
dont Drosophila melanogastegt simulans Musca domesticaAedes aegyptBemisia tabaci
(aleurode du tabac) edrgentifolii (aleurode du poinsettiaMyzus persicae Tribolium
castaneumHypothenemus hampet Blattella germanicalLa mutation A304G est retrouvée
chez Drosophila simulanset Myzus persicagffrench-Constant et coll., 2000), ainsi que
Anopheles arabiensi®u et coll., 2005). La substitution en A301 e$bégine de résistance

croisée a plusieurs composes (tableau 11).

Molécules dont
I'effet est réduit
du fait de la Références
mutation
A302S/G

(ffrench-Constant et coll., 1993b; Lee, H. J. dL.cb993; Zhang et coll.,
1994; Hosie et coll., 1995; Buckingham et coll.9&9Wolff et Wingate,

s 1998; ffrench-Constant et coll., 2000; Bloomqua€iQ1; Lee, D. et coll.,
2003; Buckingham et coll., 2005; Le Goff et cal005)
fipronil (Cole et coll., 1995 ; Hosie et coll., 1995a ; Bluguist, 2001 ;

Buckingham et coll., 2005 ; Le Goff et coll., 2005)

(ffrench-Constant et coll., 1993a ; Thompson, Mcadt, 1993 ; Cole et
cyclodienes | coll., 1995 ; Miyazaki et coll., 1995 ; Buckinghatcoll., 1996 ; ffrench-
Constant et coll., 2000)

lindane (Cole et coll., 1995 ; Hosie et coll., 1997 ; Buaiham et coll., 2005)
EBOB (Hosie et coll., 1997)

TBPS (Hosie et coll., 1997 ; Buckingham et coll., 2005)

BIDN (Hosie et coll., 1995b ; Buckingham et coll., 2005)

Tableau 11 . Résistances croisées due a la mutatiem A301.
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La réduction dans la sensibilité n'est pas équittalgpour tous les composeés :
elle est plus importante pour EBOB et la dieldrim@ins pour le fipronil, et est encore moins
prononcée pour I'endosulfan ou le lindane (Coleadt, 1995). Cette réduction serait due a

deux modifications (Zhang et coll., 1994) :

1) la mutation de lalanine 301 entraine une tdi&ation de ['état
désensibilisé (état le plus favorable a la liaideriinsecticide), ce qui se manifeste par un fort

ralentissement de la phase de désensibilisationalgants induits par le GABA,

2) l'alanine 301 étant trés probablement I'un desdus bordant le canal (cf.
figure 7C, p.57), sa substitution peut influer Bimteraction de I'antagoniste avec son site de

liaison.

La mutation A304S/G rend compte de tous les cas de résistance aux
cyclodienes rapportés dans les populations naggrehez diverses especes d'insectes, ce qui
illustre le réle clé de l'alanine 301 de la soug@RDL dans le fonctionnement des GABARSs.
Néanmoins, la souche Eyguieres Di@sophila simulanssélectionnée en laboratoire par le
fipronil sur plusieurs générations, montre la pnésed’'une double mutation, A@ et
T350M (domaine transmembranaire M3) dans la sous-URIAE. de tous les individus
résistants. L'expression de mutants simples ou ldsutans des ovocytes de xénope a permis
de montrer que cette seconde mutation est a lf@igiune augmentation de la résistance au
fipronil (Le Goff et coll., 2005).

La résistance induite par la mutation du gBase maintient longtemps dans
les populations naturelles, méme en absence detieélgar des insecticides. Ainsi, cette
résistance persisterait a une fréquence de 1 a tar¥% les populations de drosophiles en
champ, malgré l'arrét de l'utilisation des cyclawes (ffrench-Constant et coll.,, 2000). Le
méme phénoméne s'observe en laboratoire puisquelzh®atte germanique, des individus
prélevés en champ et élevés huit années sansiaélpossedent la mutation A3@lL et la
fréequence de résistance est de 0,38 a 0,97 selgnée étudiée (Hansen et coll., 2005). De
méme, dans des élevages de puces du Chatidcephalides felision soumis a une sélection
par des insecticides, sept souches résistantestditouvées sur les huit examinées (Bass, C.
et coll.,, 2004). Les auteurs expliquent cela paydbthése d'un colt génétique de la
résistance faible, celui-ci étant la diminution ldecapacité d’'un organisme a survivre et se

reproduire dans un nouvel environnement, malgpgdaence d’'une mutation permettant un
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avantage sélectif dans I'environnement de dépare &ltre explication serait I'impact de la
rémanence des cyclodienes avec lesquels les pukasra pu étre en contact avant I'élevage
en laboratoire. Cela peut aussi étre di au typeérédité. Par exemple, chez le coléoptere
Hypothenemus hampeila transmission est de type haplodiploide : le&lem sont
fonctionnellement haploides, alors que les femealte’ diploides. Par conséquent, si un méle
hémizygote résistant se reproduit avec des femdilEgrozygotes, toutes les femelles
obtenues auront au moins un allele résistant. D gbus pression de sélection insecticide, la
majorité des femelles seront homozygotes résistaBieces femelles se reproduisent avec un
male résistant, alors les lignées obtenues seésigtantes homozygotes. Ainsi, du fait de de
la semi-dominance de la résistance Rdl et de l4dhploidie, la propagation de cette

résistance est rapide (Brun et coll., 1995).

ChezC. elegansl’alanine en position 279 de la sous-urfitélu GIuCIR, qui

est I'équivalent de I'alanine 301 de RDL, peut éirgée pour donner une thréonine. Cette
mutation réduit de dix-mille fois la sensibilité sdees récepteurs a la PTX ainsi que leur
désensibilisation (Etter et coll., 1999), comme gén cas des récepteurs RDL, suite a la
mutation A304S (Zhang et coll., 1994). De méme, il est inténesske noter que, chez la
mouche domestique sauvage, la sous-unité @lu@tissede une sérine en position 278
(équivalent de l'alanine en position 301 de RDIgrdque cette sérine est changée en alanine,
la sensibilité a la PTX, au fipronil et au lindaest augmentée (Hirata et coll., 2008). Par
conséquent, les GIuCIRs doivent étre considérés aitention dans les études de résistance
au fipronil, puisqu’'une mutation de type SPA8pourrait établir un phénotype "super-
sensible”.
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C Les madifications post-transcriptionnelles

C.1 Epissage alternatif

L'expression de variants résultant de I'épissagermahtif de I'ARN pré-
messager de RDL dans des ovocytes de xénope peati@ieidier I'impact de cette
modification post-transcriptionnelle sur la pharwilagie des récepteurs RDL. Bien que la
sensibilité¢ a la PTXine et l'insensibilité a la biulline soient les mémes quelle que soit
'isoforme testée, la sensibilité au GABA et a dagonistes comme le muscimol,
I'isoguvacine et 'acide isonipécotique differe aelle variant étudié. L'ordre de sensibilité
pour ces agonistes est le suivant: RDLac > RDLaDRC 17-1-2€RDLbd) (Hosie et
Sattelle, 1996a ; Hosie et coll., 2001). Une coraigan entre RDLac et DRC 17-1-2 montre
également une sensibilité au pentobarbitone plegéél pour DRC 17-1-2 (Belelli et coll.,
1996).

Les sous-unités UNC-49B et -49C @e eleganssont issues d'un épissage
alternatif a partir d'un méme ARN pré-messager (Banet coll., 1999). La comparaison de
la pharmacologie des récepteurs homomériqgues UNBCet9héteromériques UNC-49B/C
montre une réduction de la sensibilité au GABA poes derniers (Bamber et coll., 2005),
ainsi qu’'une augmentation de la sensibilité a deewrostéroides (DHEA et sulfate de
pregnénolone) (Twede et coll., 2007). Bien queal@sgonistes des GABARs préferent |'état
désensibilisé (Newland et Cull-Candy, 1992), laspnee de la sous-unité UNC-49C de
C. elegansqui entraine une accélération de la désensitidisaconfere une réduction de la
sensibilité a la PTX des récepteurs hétéromérigiié€-49B/C (Bamber et coll., 2005). La
diminution de la sensibilité au GABA pourrait expler de maniére indirecte la baisse de
sensibilité a la PTX, puisque I'ouverture des canpar le GABA favorise la liaison de cette

molécule selon le phénomene de "use-dependence”.

Ces données montrent que I'épissage alternatif gtedfaugmenter la diversité

pharmacologique des GABARs d’invertébrés, a pditin seul ARN pré-messager.
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C.2 Edition de 'ARNmM

Bien que quatre sites d’édition de la sous-unitéLRDient définis, aucune
étude n’a été menée sur leur impact dans la phatogie des GABARs. Cependant, I'édition
peut étre a l'origine de résistances aux insed@ficcomme cela a été montré pour la
résistancekdr aux pyrethrinoides, liée au gepara, codant pour la principale sous-unité des
canaux sodium chez de nombreuses espéces. La anukdti la plus commune est celle
donnant lieu a la substitutionA/H dans le segment 6 du domaine Il du canal. ekt la
liaison des pyrethrinoides, en diminuant leur @tipour les canaux ouverts et en favorisant
le passage du canal a I'état fermé inactivé (D@@§)7). Cette mutation serait en fait une
édition de I'ARN de type &C chezCulex quinquefasciaty8lattella germanicaet Musca
domesticgXu et coll., 2006a, 2006b).

D La phosphorylation des GABARs

Les GABARs de vertébrés sont sujets a des mécasisnde
phosphorylation/déphosphorylation au niveau deatgd boucle intracellulaire qui relie les
segments transmembranaires M3 et M4. Ces réceppaugent également étre affectés
indirectement par la phosphorylation/déphosphanatie protéines associées. Les données
concernant les invertébrés sont beaucoup pluséiéasit

D.1 Vertébrés

Les sérine-thréonine kinases catalysent la phosfatimn de résidus sérine ou
thréonine, en utilisant des nucléotides tel I'ATdPnene donneur de phosphates. La famille de
ces enzymes comprend de nombreux membres, doGaMg, les caséine kinases, les PKA,
les PKC ou les MAP kinases.
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D.1.a PKC

Les PKC existent sous différents isotypes, sépanégois sous-familles. Les
PKC classiquesu B ety) sont dépendantes du calcium et du diacylglyd@8lG). Les PKC
nouvelles §, &, n et 0) sont indépendantes du calcium et dépendantesAlb. Res PKC
atypiques { et A1) sont indépendantes a la fois du calcium et du Di&is, comme les deux
autres isotypes, elles sont activees par dautresssagers lipidiques, telle la
phosphatidylsérine (Nishizuka, 1995 ; Song, M. esbing, 2005). La régulation par la PKC
des GABARs de vertébrés peut aboutir a trois tygesfets : 1) une modification de
lamplitude du courant GABAergique GABA), et parfois de la désensibilisation des
récepteurs, 2) une modulation du trafic membrardgerécepteurs et/ou 3) une modification

de la pharmacologie des récepteurs.

Bien qu’'une augmentation de I'amplitude dBA ait été montrée dans une
étude sur des GAB&Rs recombinants (Lin et coll., 1996), la majorigsdttudes montrent

une réduction de la fonction des GABARSs natifs @ombinants par la PKC (tableau 12).

Effet de I'activation de la Type de

PKC GABAR Références

(Sigel et coll., 1991 ; Leidenheimer et coll.,
GABA.Rs 1993 ; Krishek et coll., 1994 ; Chapell et coll.
recombinants 1998 ; Connolly et coll., 1999 ; Filippova et

N IGABA coll., 2000 ; Brandon et coll., 2002b)
GABA\RS (Krishek et coll., 1994 ; Brandon et coll., 2000)
natifs
Accentuation de |la de GABARSs -
IGABA due a 'ATP recombinants (Filippova et coll., 1999)
N IGABA et réduction de la  GABA\Rs | (Leidenheimer et Chapell, 1997 ; Moon et cqll.,
désensibilisation recombinants 2000)
36~ ;
N flux *°Cl |r_1dU|t par le GABA\RS (Kumar et coll., 2005)
muscimol natifs

Tableau 12 . Etudes montrant la diminution de la faction des GABARs par la PKC."~ IGABA™
signifie "réduction du courant GABAergique".
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La phosphorylation des GABARs par la PKC se fageasiellement sur des
sérines, au niveau des boucles intracellulairgsirdi 9).

p1 p2 B3

v2S v2L

o) o

Figure 9 . Position relatives des sérines phosphdégs par la PKC dans les boucles M3-M4, selon
la sous-unité(Moss et coll., 1992a ; Krishek et coll., 1994 ; dbmald et Moss, 1997 ; Chapell et
coll., 1998 ; Brandon et coll., 1999 ; Brandonat.c2002a).

La diminution du courant GABAergique par la PKC peasulter d'une
phosphorylation directe du récepteur. Par autogadphie, il a été montré que lorsque les
sérines en position 409 de la sous-ufiltéet les sérines en 408 et 409p@edes GABARS
sont mutées, les sous-unités ne sont plus phodpgbkerpar la PKC (Brandon et coll., 1999).
La méme technique a permis de démontrer que lawiv de la PKC par le PDBu (phorbol
ester) entraine une augmentation de la phosphiorylates sous-unitéf3 de neurones
corticaux de rat en culture (Brandon et coll., 20(Des études électrophysiologiques de
GABARs recombinants indiquent que lorsque la sém@osition 409 de la sous-unte est
mutée, I'activation de la PKC ne permet plus laucdidn du courant GABAergique observée
dans les conditions controles (Krishek et coll94)9 A l'inverse, dans le cas des GABERs
recombinants, des travaux ont établi que la dinenudu courant di au GABA par activation
de la PKC est la méme lorsque les sérines faisamtiepdes sites potentiels de
phosphorylation sont mutées (Kusama et coll., 1,988)qui indique une phosphorylation
indirecte par la PKC. De plus, par autoradiograpihia été établi que les sous-unifésde

GABACRs sont phosphorylées. Des mutations des siteshdspporylation n’empéchent
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cependant pas la réduction du courant GABAergiquiiite par le PMA (phorbol ester
activateur de la PKC) (Filippova et coll., 2000ar Ronséquent, la PKC peut agir par voie
indirecte, qui peut étre une internalisation desB&Rs faisant intervenir d'autres cibles de la

PKC que les récepteurs eux-mémes.

Les GABARs de vertébrés sont sujets a un trafic bramaire, constaté aussi
bien pour les récepteurs natifs que pour les réceptrecombinants. L'expression des
récepteurs dans les ovocyte de xénope a permisodéen que I'activation de la PKC est a
I'origine d’'une endocytose (Chapell et coll., 1998ilippova et coll., 2000 ; Kusama et coll.,
2000), et que cette endocytose semble spécifigneeftet, dans des ovocytes de xénope
exprimant a la fois des nAChRs et des GARA, les courants cholinergiques ne sont pas
réduits suite a l'activation de PKC, contrairemantx IGABA (Filippova et coll., 2000).
L'expression de GABARs dans des lignées cellulagredgalement permis d'observer une
internalisation spécifique suite a l'activation tie kinase (Filippova et coll., 1999). Les
auteurs de cette étude proposent I'hypothese dhoufication dans les interactions entre les
GABARs et le cytosquelette suite a la phosphomytati qui serait a l'origine de
linternalisation. Cependant, les récepteurs semblaussi internalisés de maniére
constitutive, afin d’étre stockés dans les compwetits intracellulaires. L'endocytose serait
donc indépendante de la PKC. Dans ce cas, et he@agirait en diminuant le recyclage des
récepteurs depuis le compartiment périnucléairguasla surface membranaire (Connolly et
coll., 1999). L'utilisation d’anticorps dirigés cta la sous-unit§§ montre a l'inverse qu'il
n'y a pas dendocytose pour les GABARs natifs (Bi@m et coll., 2000). Du fait des
différences entre les résultats obtemas divers auteurs, I'implication de la PKC dans

l'internalisation reste un sujet de controverse.

Le trafic membranaire n’est pas spécifique a la PR@squ’un blocage des
tyrosines kinases dans I'ovocyte de xénope entrafieeréduction du nombre de GABARS
membranaires (Balduzzi et coll., 2001A. contrarig la PKA ne semble pas agir sur

I'internalisation (McDonald et coll., 1998).

Le troisieme effet de la PKC sur les GABARs comrsit une modification de
leur pharmacologie (tableau 13). Des souris "knmaK-(modification génétique afin d’altérer
un gene) pour la PKELCmontrent une hypersensibilité a I'éthanol, au peatbital et au
diazépam (Hodge et coll., 1999), ce qui suggéreinpdication des GABARs. A linverse,

des études sur des GABARs recombinants indiquent'gctivation de la PKC est a l'origine
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d’'une augmentation de I'effet potentialisateur dazépam et du pentobarbital sur le courant
di au GABA (Leidenheimer et coll., 1993). La codiction apparente entre ces deux études
pourrait étre expliquée par le fait que seule [&CPI€st étudiée pour la premiére, alors que
dans la seconde étude, plusieurs sous-types de BMWE activés. Les résultats de
Leidenheimer et coll. (1993) sont appuyés par dede§ de marquage, montrant que des
tranches de cerveau traitées avec du dibutyratphdebol (PDBuU) fixent davantage de

[*H]flunitrazépam et de’H]TBPS, de maniére zone-spécifique (Oh et collg)9

L’effet global Il_olGJZIeEje
Modulateur de la 9 I A
.. . . a Références
positif concerné| molécule est .
potentialisé PR
est réduit
diazépam v (Leidenheimer
pentobarbital v et coll., 1993)
GABAARs recombinants THDOC (Leidenheimer
(neurostéroide) Y et Chapell,
1997)
neurones
pyramidaux
I’higﬁolcg;pe neurosteroides v (Harney et
e de type B3a coll., 2003)
granulaires du
gyrus denté
GABAARS interneurones
natifs de la lamina Il| neurostéroides v (Vergnano et
(moélle de type B3 coll., 2007)
épiniere)
microsacs
formés de | allopregnanolone (Hodge et
membrane de| et pregnanolone v Il 2002
cortex frontal | (neurostéroides coll-, )
de rat

Tableau 13 . Modulation de la pharmacologie des GAB\Rs par la PKC.

D.1.b CaMKii

La calcium-calmoduline kinase

Il (CaMKII),

ubiquita, forme une

holoenzyme constituée de huit a douze sous-un§ébufman, 1993). Chaque sous-unité

possede un domaine catalytique en partie N-tereminal domaine central régulateur, ou se

fixe le complexe calcium-calmoduline, et un domaioetrdlant I'autoinhibition. En effet, la
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CaMKIl est constitutivement inhibée par interactientre le domaine catalytique et le
domaine d’autoinhibition. La levée de cette inhditest permise par la liaison du complexe
calcium-calmoduline qui empéche cette interactiSnoh(lman, 1993 ; Braun et Schulman,
1995). La CaMKII phosphoryle les sous-unitdsety des GABARs (Churn et coll., 2002) et
régule differemment des GABARs natifs selon qujilsssédent la sous-unifg2 ou (3
(Houston et coll.,, 2008). Elle permet le maintiem ld fonction du récepteur (Churn et
DeLorenzo, 1998), et peut aussi potentialiser f[pomée au GABA des neurones corticaux
d’embryons de souris, puisque son inhibition pakie62 réduit le courant (Aguayo et coll.,
1998). Cette potentialisation a également été wbsempres injection intracellulaire de
CaMKIl pré-activée dans des neurones granulaireseatuelet de rat (Houston et Smart,
2006). De plus, 'augmentation de l'activité deGaMKIl entraine une augmentation de la
fixation du flunitrazépam (Churn et coll., 2002)insi, comme la PKC, cette kinase peut

influer sur la pharmacologie des GABARSs.

D.1.c PKA

La PKA peut également phosphoryler les GABARs deébeés, notamment
sur la sérine 409 del et les sérines 408/409 @8. L'effet de la PKA sur la fonction des
GABARs differe selon les études. En effet, selomtmlele cellulaire utilisé et selon la sous-
unité ou le résidu phosphorylé, la PKA a pour effie¢ augmentation ou une inhibition de la
fonction des GABARs (Brandon et coll., 2002a). Baemple, la phosphorylation par la PKA
de la sous-unit@l a pour effet une diminution deABA (Moss et coll., 1992b), alors que la
phosphorylation de la sous-unfi@ entraine une augmentation daBA et que la sous-unité
B2 n'est pas un substrat de la PKA, malgré la poesdiun site potentiel de phosphorylation
(McDonald et coll., 1998). La PKA peut moduler lagpmacologie des GABARs au méme
titre que la PKC ou la CaMKIIl. Les GABARs de neuwsnDRG de rat sont sensibles au
nefiracetam (psychostimulant), qui augmente le aatinduit par de faibles concentrations de
GABA et réduit le courant obtenu pour de fortescemtrations de l'agoniste. La présence
d’un inhibiteur de PKA entraine un blocage de Befflu nefiracetam (Huang et coll., 1996).
Dans le méme modele cellulaire, le chlorure de arerpotentialise le courant GABAergique.

L’inhibition de la PKA augmente cette potentialieat et I'activation de la PKA la bloque,
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confirmant un rdle de cette kinase dans la modiatie la pharmacologie des GABARs de

vertébrés (Huang et Narahashi, 1997).

D.2 Invertébrés

Peu d’études sur la phosphorylation des GABARSs vdiitébrés ont été
rapportées dans la littérature. Il a néanmoingdétéontré que dans une lignée cellulaire de
drosophile (S2) exprimant des récepteurs homomeésiqRDL, la réduction progressive de
IGABA ("run-down") peut étre empéchée par l'inclusioE@TA dans la pipette de patch-
clamp, indiquant le maintien de la fonction du peear par un processus calcium-dépendant
(Millar et coll., 1994). De plus, dans le cas denmsaes non identifiés du dernier ganglion de
la blatte Periplaneta americanal’inclusion d’ATP dans la pipette a aussi poufeefune
stabilisation dedABA, alors que la présence d'un peptide inhibiteuladeKA réduit I'effet
stabilisant de I'ATP, suggérant I'implication de P&KA dans le maintien de la réponse
GABAergique (Watson, 2001 ; Watson et Salgado, 20B#fin, I'inhibition de la CaMKII
des neurones DUM de blatte américaine méne a whetién de GABA, qui suggere une
régulation positive des GABARs de ces neurones lpaCaMKIl (Alix et coll.,, 2002).
D’autres kinases sont probablement impliquées tiandgulation des GABARSs : I'entrée de
calcium permet une augmentation @aBA dans les cellules de KenyonAqbis mellifera
mais les kinases citées précédemment (PKC, PKAadtKIl) ne semblent pas impliquées
(Grunewald et Wersing, 2008).

Aucune étude portant sur les effets de la phosjdtarg sur la pharmacologie
des GABARs d'insectes n’a été rapportée a ce Ramrcontre, de telles études ont été menées
pour d'autres récepteurs et canaux d'insectesi, Alirs été montré que dans les neurones
DUM de Periplaneta americand’imidaclopride, un insecticide agissant surtdsChRs, voit
son effet réduit lorsque la PKA est activee (Caetj&t Lapied, 2001). De la méme maniere,
dans le méme modéele cellulaire, une voie dépendbnta CaMKII facilite I'effet du DCJW,
métabolite de I'indoxacarbe, insecticide qui agit fes canaux sodiques (Lavialle-Defaix,
2005).
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Objectifs de I'étude

Parmi les facteurs susceptibles de moduler la Iséitési des GABARs
d'insectes a des insecticides tels que le fipraalys en avons sélectionné deux qui n‘ont
jamais été examinés jusqu'a présent: I'éditionlABRNmM de la sous-unité RDL et la
phosphorylation des GABARS.

» Des éditions de 'ARNmM peuvent étre a l'origine désistance aux
insecticides, comme cela a déja été montré poynylethrinoides (Xu et coll., 2006a, 2006b).
La sous-unité RDL est potentiellement éditée swatrgusites, et le réle de ces éditions n'a
jamais été déterminé. Parmi les quatre éditionsniigtles de la sous-unité RDL, notre choix
s’est porté sur I'édition R12@&, qui se trouve en partie N-terminale, dans ume zharniere
entre les boucles D et A, impliquées dans la foratlu GABA (figure 3, p. 26). Par ailleurs,
deux mutations ponctuelles de RDL (A8Blet T350M) ont été retrouvées dans une souche
résistante sélectionnée par le fipronil. Cette dubutation est parfois associée a I'édition
R122G (Le Goff et coll., 2005). La premiére série d@dijfs visait a déterminer :

1) si I'edition R122G est a l'origine de modifications fonctionnelles d
GABAR,

2) si I'édition R12&5 entraine une résistance au fipronil,

3) si I'association mutations ponctuelles-éditi@upaccentuer la résistance au

fipronil.

Afin de répondre a ces questions, difféerents visiaie la sous-unité RDL ont été exprimés
dans des ovocytes de xénope et les courants irghrit@activation des récepteurs RDL ont été
étudiés par la technique de double-microélectradecanditions de potentiel imposé. Les
isoformes utilisées étaient soit sauvages, soitéasuten positions A30& et T350M, et

possédaient ou non une mutation mimant la substittR122G, obtenue par mutagénése

dirigée.
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» La phosphorylation est un mécanisme qui peut nevdal fonctionnement
et la pharmacologie de canaux ioniques ou de régeptonotropes. Les effets de la PKC sur
les GABARs de mammiferes sont bien connus. Parreprsies effets sur les GABARs

d’invertébrés n’ont jamais été étudiés. Par conséfjuine seconde série d'objectifs consistait

en:
1) la détermination du rble de la PKC dans la réuh des GABARS
d’insectes,
2) la détermination des conséquences de la phogption sur la sensibilité au
fipronil.

Parmi les deux sous-types de GABARs présents susofea des neurones DUM de
P. americanal'un est régulé positivement par une voie impdiqula CaMKII. Ces cellules
ont donc servi de modele d’étude pour étudier ¢alagion par la PKC. Les courants induits
par l'activation des GABARs ont été enregistrés pmrtechnique du patch-clamp en
conditions de potentiel impose.

La sous-unité RDL est de loin la mieux connue dmsssunités des GABARs d’insectes
clonées jusqu’alors, mais la détermination de smesice n’a jamais été effectuée chez la

blatte américaine. Par conséquent, la troisienie débjectifs était :

1) de cloner la sous-unité RDL & americanaen vue de rechercher des sites
potentiels de phosphorylation pouvant expliquempleénoménes de phosphorylation observés

in vivo,

2) de détecter sa présence dans les neurones DUM.
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Trois approches expérimentales différentes onugliéées pour atteindre les

objectifs fixes :

» Expression de récepteurs homomeériques constituésub-unités RDLbd de
Drosophila melanogastetans des ovocytes de xénope, et étude électraphysjue
et pharmacologique de ces récepteurs en conditiengpotentiel imposé, par la
technique de double-microélectrode intracellulaire,

>» Etude électrophysiologique et pharmacologique GA8ARs natifs des
neurones DUM de la blatteeriplaneta americanaen conditions de potentiel impose,

par la technique du patch-clamp en configuratidlulesentiere,

» Clonage de la sous-unit¢é RDL dans le systeme uoende la blatte

P. americanaet identification de cette sous-unité dans leoree DUM, par PCR.
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Chapitre I. Expression de GABARSs de
drosophile dans des ovocytes de xenope

A Introduction

Les xénopes du CapXénopus laevjssont des amphibiens anoures de la
famille des pipidés, vivant principalement en Afrggdu Sud, et dont le mode de vie est
purement aquatique. Au-dela de leur role en tatgnijmal de compagnie, ils sont parmi les
amphibiens les plus étudiés et utilisés en labosmt®ans le cadre de ces travaux de these,
I'intérét de ces animaux est la possibilité d’elgver des ovocytes, excellent systeme

d’expression de protéines hétérologues.

Les ovocytes, issus de fragments ovariens de xérsgpprésentent en amas,

avec des cellules de tailles différentes selontéeles de développement (stades | a VI).
L’expression de protéines se fait généralement dassovocytes en fin de développement, a
savoir en stade V ou VI, bien que des expressionstade IV soient préférées pour des
courants rapides (tels les courants sodiques).fteh eela limite la valeur de la capacité

membranaire et donc la durée des courants cagapitdivant interférer avec les courants
ioniques dus aux canaux exprimés. Les ovocytesadie /-VI sont aisément reconnaissables
a leur taille importante (1-1,2 mm de diamétre),jsreussi a leur hémisphere animal tres

pigmenté et leur hémisphere végétatif dépigmenté.

L'intérét des ovocytes de xénope comme systemerdesion de protéines
hétérologues réside dans leur grande taille, laipitisé de les obtenir en grande quantité, leur
pauvreté en canaux endogénes une fois la coucbelldies folliculaires dégagée, et leur tres
forte capacité d’expression protéique. Leur incigmatin vitro est relativement aisée
puisqu’'une solution saline additionnée de pyruvdtmme source d'énergie) et

d’antibiotiques est suffisante pour les mainteniben état pendant pres d’une semaine.
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De 'ARNmM d’hémoglobine de lapin injecté dans de®aytes de xénope a
permis la synthese hétérologue de cette protéiseled@début des années 1970 (Gurdon et
coll., 1971). Néanmoins, I'expression de récept@firsanaux membranaires n’'a été réalisée
qgu'au début des années 80. La premiere expressi@@ABARS a eté obtenue en 1982 par
injection d’ARN extrait de lobes optiques de pons@¥iledi et coll., 1982). L'ovocyte est
tout a fait approprié a l'expression de GABARs @&y parce gu’il ne possede pas de

GABAR endogénes a sa surface (Kusano et coll.,)1982

B Obtention de TARNmM muté de la sous-unité RDL

Exprimer des protéines recombinantes dans un sgdtétérologue présente le
grand avantage de pouvoir controler la séquenda geotéine étudiéeDans le cas de cette
these, l'objectif était de mimer I'édition R222 de la sous-unité RDL, par mutagénese

dirigée.

B.1 Mutagénése dirigée

Le travail a porté sur 'ADNc de la sous-unité RDOLle Drosophila
melanogasterinséré dans le plasmide pNB40 (Brown et Kafai@88). Ce plasmide, créé a
partir de plusieurs autres constructions dans d'ctitfj d’exprimer des antigenes protéiques de
drosophiles, permet une transcription et une tridlucapidesn vitro. Il contient un site Notl
unique, autorisant la linéarisation du plasmidpadsede deux sites promoteurs : Sp6 et T7,
un de chaque coté de l'insert. Le promoteur Sppela transcription a partir d’ADNc alors
gue la transcription a partir du promoteur T7 ahaatla production d’ARN anti-sens. Le
promoteur Sp6 est suivi d’'un fragment de la sége@mc5’ non traduite de '’ARNm du gene
mineur de Ig3-globine de xénope, afin de faciliter la transcéaptde I'insert (figure 10).
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ADNCc de la sous-unité RDLbd
de Drosophila melanogaster

Site de restriction

unique Notl
Séquence 5’
de la région non traduite
de I’ARNm de B-globine
de xénope
Origine de
réplication
Plasmide pNB40
(2490 pb)

Figure 10 . Représentation schématique du plasmideNB40. Modifié d’aprés Brown et Kafatos,
1988.

Le plasmide contenant la sous-unité RDLbd sauvade. anelanogasten été
initialement offert par le Pr. ffrench-Constant {\larsité de Bath, UK), et a été modifié par le
Dr. Le Goff (Université de Nice Sophia-Antipoligfin d'y insérer les mutations A3@ et
T350M (Le Goff et coll., 2005). Les plasmides contenkast ADNc de RDLbd sauvage et
RDLbd double-mutant ont été utilisés pour cettes¢heafin de créer une mutation mimant
I'édition R122G. Les amorces employées pour la création des imgagont présentées dans

le tableau 14.

Amorces sens Amorces anti-sens

A302G | 5-GCGTGTGGGETCGGTGTGACAAG3' | 5-GTTGTCACACCGAGCCCACACGG3

T350M | 5-GGAATACGCCATGGTCGGCTACA3 5-GTAGCCGACCATGGCGTATTG3

R122G | 5-TAGCGTATGGA AAACGACCTG - 3 5-CAGGTCGTTTTCC ATACGCTA - 3’

Tableau 14 . Amorces utilisées pour I'obtention desubstitutions A302G, T350M (Dr. G. Le
Goff) et R123G (cette these).
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L’introduction de la mutation a été effectuée patRP a l'aide du kit
"QuickChang@ Il Site-Directed Mutagenesis kit" (Stratagene BeroAmsterdam, Pays-
Bas). Le principe consiste en l'amplification duaghide par PCR, et est basé sur la
méthylation naturelle des plasmides provenant d@&ebasEscherichia colifigure 11). Cette
méthylation est due au gédamcodant pour une méthylase. Les amorces qui cordigrie
nucléotide modifié s’hybrident a chacun des bringpthsmide, apres qu'ils aient été séparés
par dénaturation. L’enzyme polymérase utilisée damngit est la PfuUltrd. Il s’agit d’'une
enzyme de haute fidélité qui a 'avantage de rohiire un pourcentage d’erreur que de
0,9 % pour une séquence de 1kb, soit 18 fois n@ingon qu’'une Taq polymérase classique
(d’aprés le fournisseur). Le programme de PCR,js@&aldans un thermocycleur Flexigene
(Techne, Cambridge, UK), est le suivant : 95°C, i@ ml2 cycles (95°C, 30 sec; 62°C, 1
min ; 68°C, 5 min) ; 72°C, 8 min. Suite a cela,uttés de I'enzyme de restriction Dpnl sont
ajoutées au produit d’amplification, pour une dtgesd’'une heure (37°C). Cette incubation
permet la dégradation de I'ADN parental méthyléerSuit alors une amplification
bactérienne dans des lignées supercompétentes Kiel-Burnies avec le kit. L'insertion
plasmidique se fait par choc thermique : aprestadde I’ADN, les bactéries sont incubées
dans de la glace pendant 30 minutes, puis subigseriioc de 45 secondes a 42°C, et sont de
nouveau placées sur la glace (2 minutes). Du miB&C (0.5% extrait de levure, 2%
tryptone, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM Mg&£ 110 mM MgSQ, 20 mM glucose) est
ensuite ajouté, et les bactéries, aprés avoimétédeées une heure a 37°C sous agitation, sont
étalées sur un milieu gélosé enrichi [agar 15milieu LB (Luria Broth (20 g/l), extrait de
levure (10 g/l)], contenant de I'ampicilline (0,1gmml). Des colonies bactériennes sont
ensuite ensemencées dans du milieu LB/ampicilliriecebées a 37°C sous agitation pendant

plus de 16 heures.
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AGA
TCcT
Plamide parental
méthylé
CH3
CH3
i Dénaturation
AGA TCT
Qcm Qcm

Hybridation des amorces
contenant la mutation a insérer

ccT GGA
- AGAJN /2 TCT N

CH3 CH3
GGA AGA
CcCcT TCT
CH3
CH3
Digestion des plasmides parentaux
méthylés par I'enzyme de restriction
Dpnl
GGA
ccT

!

Transformation bactérienne

Figure 11 . Principe de la mutagénese dirigée.
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B.2 Midipréparation et transcription

L’ADN plasmidique est extrait des bactéries et fi@irpar midipréparation a
l'aide du kit "QIlAfilter Plasmid Midi Kit" (QiagenS.A., Courtaboeuf, France), suivant les
instructions du fabriquant. Les ADN obtenus somédirisés par I'enzyme de restriction Notl,
pendant une heure a 37°C, et la réaction est arp@&éajout ’EDTA 0,5M (1/20volume),

Na acétate 3M (1/f&olume) et éthanol (2 volumes).

La transcription a partir des plasmides pNB40, eoaht les ADNc des sous-
unités RDL sauvages (WT), WT + R1&? double-mutants (A30G/T350M) et double-
mutants + R12%, a été effectuée a I'aide du kit "Sp6 mMessageastihé" (Ambion
Europe, Huntingdon, UK). Aprés linéarisation dessphides par Notl, la réaction de
transcription a lieu a 37°C, en suivant les coressgdu fabriquant. Suite a I'incubation, de la
TurboDNas& est ajoutée, afin de dégrader '’ADN résiduel. Finir, afin d'dter les restes de
contaminants (protéines, oligonucléotides et sel$)RN est purifié a l'aide du kit
"MEGACIear™ (Ambion Europe, Huntingdon, UK). La dilution fileaest choisie de telle
sorte que I'amplitude maximale des courants indpés le GABA, suite a I'expression de
I'ARNmMm, soit comprise entre 100 et 1000 nA environ.

C Expression des récepteurs RDL dans les ovocytee
Xénope

Les xénopes sont élevés dans une animalerie, &tatape comprise entre 20
et 22°C, et avec une photopériode de 12h/12h. hdwidus sont nourris deux fois par
semaine avec des granulés pour truites. Les exoténet autres déchets sont évacues et

filtrés grace a un systeme de pompage branché secteur.

En vue d'un préléevement d'ovocytes par laparotoleseanimaux (figure 12A)
sont anesthésiés par immersion dans de I'eau cmteln méthanesulfonate de tricaine (MS-
222) a 0,15% pendant 40 minutes. La solution esptenée par du bicarbonate (1,5 g/l) afin
d’éviter les risques d’acidose. L'abdomen iastsé sur une longueur de 0,5-1cm et des
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fragments ovariens sont prélevés a l'aide de pipcéalablement flambées. La plaie est
recousue a l'aide de fil chirurgical auto-résorbalhonté sur une aiguille courbe (Ethicon
Vicryl, Ethicon, Issy les Moulineaux). Il n'est pasécessaire de badigeonner la plaie
d’antibiotique car la peau de cet animal sécrets g@eptides ayant des activités
antimicrobiennes a large spectre (Soravia et ctli88). L'animal est finalement placé sous
un filet d’eau pour éliminer I'anesthésique et litei le réveil.

Les fragments ovariens, formés d'ovocytes a diitére stades de
développement réunis par du tissu conjonctif, ptextés dans une solution de SOS (Standard
Oocyte Saline) normale (100 mM NaCl, 2 mM KCI, 1 nWgCl,, 1,8 mM Cadl, 5 mM
HEPES ; pH 7,5). Les ovocytes sont entourés d'eppek folliculaires comprenant, de
I'extérieur vers l'intérieur : I'épithélium ovarida théque (tissu conjonctif riche en vaisseaux
sanguins) et une couche de cellules folliculaifegife 12B et C). Ces enveloppes doivent
étre enlevées en vue des enregistrements élecsiopdgiques pour trois raisons : 1) elles
constituent une barriere mécanique qui géne l'eenpait des microélectrodes, 2) elles
ralentissent le retour a un potentiel de membraabkles apres la dépolarisation induite par
'empalement (Kusano et coll.,, 1982), et 3) elledentissent l'acces des substances
pharmacologiques a la membrane ovocytaire. La lii&ftation" est réalisée par incubation
des fragments ovariens a température ambiante diarla collagénase IA (Sigma-Aldrich
Chimie, L'Isle d’Abeau Chesnes), diluée dans du $@6s calcium. L’absence de calcium
permet d’éviter I'action de protéases présentes $oumes d'impuretés dans la solution de
collagénase et qui pourraient |éser la membraneyb&ive. Le tube contenant les ovocytes est
agité lentement et manuellement pendant 10 a 1%utesnafin de faciliter I'action de la
collagénase. A l'issue de ce traitement, les eppel® folliculaires sont trés fragilisées, ce qui
permet ensuite de libérer manuellement les ovocgtd'aide de pinces fines soigneusement
affutées. Des ovocytes "préts a I'emploi” (entoumdigiuement de la membrane vitelline) sont

alors obtenus (figure 12D et E).
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épithélium
ovarien

cellules
folliculaires
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>

membrane mlemb.rane
vitelline plasmique

Figure 12 . Obtention d’ovocytes de xénope "défolulés". A : Xenopus laevidemelle. B :
Ovocytes de xénope aprées prélevement. Les ovosgteageliés par du tissu connectif et sont entourés
d’enveloppes contenant des vaisseaux sang@insSchéma montrant les couches tissulaires qui
entourent les ovocytes apres prélevement (Snu@88)1D et E: Photo et schéma (Snutch, 1988)
d’'ovocytes de xénope apres traitement a la coleggret dégagement manuel des enveloppes

folliculaires.
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De I'ARN est injecté dans le cytoplasme des ovagyta l'aide d'un
nanoinjecteur (Nanoject Il, Drummond ScientificatstUnis), fixé sur un micromanipulateur.
En moyenne, prés de 20 nl d’ARN a 20 ng/ul sorddigs de facon a obtenir des courants
GABAergiques compris entre 100 et 1000 nA. Les gtex sont incubés 24 heures au
minimum a température ambiante, pour permettredduttion ainsi que l'assemblage et
l'insertion membranaire des protéines synthétiseesmilieu d'incubation est constitué de
SOS autoclavé, contenant de la pénicilline (1001))/de la streptomycine (100 mg/ml), de la
gentamycine (50 mg/ml) et du pyruvate de sodiurd (2M). Ce milieu est changé tous les

deux jours.

D Etude des courants GABAergiques en conditions de
potentiel imposé par la technigue de double-
microelectrode

La technique de TEVC ("two-electrode voltage-clajngst basée sur le
principe suivant une des électrodes permet la mesure du poteletislembrane de I'ovocyte
(Vm), et l'autre sert a injecter un courant dansed#ule (Im), afin de maintenir le potentiel
imposé par I'expérimentateur (figure 13). Cettéinégue permet I'enregistrement de courants
d’amplitude pouvant aller de I'échelle du nanoarepircelle de la dizaine de microamperes
(au-dela, le potentiel imposé est difficile a mamt). Chaque microélectrode est étirée a
partir d’un capillaire en verre borosilicaté (Cldtlectromedical Instruments, Phymep, Paris,
France) puis remplies de KCI concentré (3 M). [Eb¢ ensuite fixée a un porte-électrode lui
méme relié a une téte d’amplificateur (Axon heagist@xon instruments, Foster City, Etats-
Unis) que I'on peut déplacer dans les trois dinoerssgrace a un micromanipulateur. Les tétes
sont elles-mémes connectées a un amplificateur Gamgp 500 (Axon instruments, Foster
City, Etats-Unis). La résistance des électrodesumée dans du SOS, doit étre comprise entre
1et10 M.
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potentiel de commande

Vm
1 2
Im
arrivée y l
du SOS — 77777
évacuation
du SOS

Figure 13 . Schéma simplifié du principe de la tectique de double-microélectrode.Suite a
l'injection de I'’ARN, les ovocytes sont maintenugetnpérature ambiante pendant au moins 24 heures
puis utilisés pour I'étude des courants GABAerggju¥m = potentiel de membrane ; FBA =
amplificateur a circuit de contre-réaction ("feafb@amplifier") ; Im = courant injecté via I'électie 2

pour maintenir le potentiel imposé constant. Ceramuest mesuré lors de son écoulement vers la
terre.

Les ovocytes incubés sont utilisés entre un jourue¢ semaine apres
l'injection. lls sont placés entre cinqg minutiesndaune chambre d’altuglas d’'un volume
d'environ 100 ul. Le SOS, dans lequel les ovocstes immergeés, est délivré a debit constant
par une pompe péristaltique (Minipuls 3, Gilsonllidlis Le Bel, France) et évacué par un
systeme d’aspiration a vide. Suite a la Iéger@fésiembranaire provoquée par 'empalement
des électrodes, un temps d’attente d’environ 20utes) est respecté pour permettre une
repolarisation et une stabilisation du potentiehtEmbrane. Le potentiel d'équilibre des ions
chlorure dans les ovocytes baignant dans du SO é&apris entre —15mV et —25mV, le
potentiel de membrane est fixé a —60mV pour towss deregistrements, ce qui permet
d'obtenir des courants entrants (correspondant s fllx sortants de chlorure) lors
d'applications de GABA. Le neurotransmetteur egligpé a un débit d’environ 4 ml/min et
le courant mesuré est enregistré sur papier ael’didne table tracante (Gould BS-272, RIL

instruments, Aldershot, UK).

Dans le cadre de I'étude des effets de I'éditionlssensibilité des GABARS

au fipronil, deux protocoles ont été suivis :
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+ Le premier a servi a réaliser les courbes doseasgpdu GABA pour chaque
variant. Dans ce cas, les applications de I'ageriseht séparées de dix minutes. Ce temps est
suffisant pour permettre une complete récupératmila désensibilisation. Les courants sont
mesurés au pic (amplitude maximale) puis un ringag®aediat au SOS est effectué. Le
GABA est appliqué a des concentrations allant geM3a 3 mM. Les courbes dose-réponse
du GABA obtenues permettent de déterminer lgoGEoncentration pour obtenir 30%
d’effet), qui sert de concentration de travail pbétude des effets du fipronil.

+ Le second protocole a permis de construire legbesud’inhibition du
fipronil (CIL Cluzeau, France). Pour la construntide ces courbes, le fipronil est appliqué a
des concentrations allant de 1@ 1.10°M, et le protocole d’application est présenté fegur
14.

t=0min t=15min t=30min t=45 min
| |
] |
g v
~"

4 + 11 minutes

mmms : SOS normal mmmm : GABA seul
:courant

GABAergique
:SOS + fipronil mems: GABA + fipronil

Figure 14 . Protocole utilisé pour la constructiordes courbes dose-réponse du fipronil.

Dans le cadre de I'étude de la phosphorylationrdespteurs RDL exprimeés
dans des ovocytes de xénope, les produits pharotaqoks utilisés sont : le fipronil, le
PDBu (phorbol ester, activateur de la PKC) et i@é&tythrine (inhibiteur de la PKC).
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Chapitre Il. Etude des GABARSs natifs des
neurones DUM de la blattePeriplaneta
americana

A Introduction

L’étude des effets du fipronil sur les GABARs natiiécessite d'utiliser un
modele biologique dont les caractéristiques somtnges. Les neurones DUM ("Dorsal
Unpaired Median") de la blatfe. americangpossédent a leur surface des GABARs dont les
propriétés électrophysiologiques et pharmacologiqoat déja été étudiées au sein du
laboratoire (Hue, 1991 ; Dubreil et coll., 1993 ylipeil, 1996 ; Le Corronc et Hue, 1999 ;
Grolleau et Sattelle, 2000 ; Alix, 2001 ; Alix etlc, 2002 ; Le Corronc et coll., 2002). De
plus, il est établi que diverses kinases partidigela régulation intracellulaire des récepteurs
et canaux ioniqgues membranaires de ces neuronest I€’cas pour la régulation de l'activité
des GABARs par la CaMKII (Alix et coll., 2002), daAChRs résistants axfbungarotoxine
par des PKCs (Courjaret et coll., 2003) et d'umatandique dépendant du potentiel par la
PKA (Lavialle-Defaix et coll., 2006). De ce faiged neurones DUM constituent un tres bon
modele d’étude des modulations de [lefficacité dprohil par les phénoménes de

phosphorylation, et notamment par les PKCs.

A.1 Les neurones DUM

Les neurones DUM tirent leur nom de leur localmatispatiale dans les
ganglions nerveux, a savoir le long de la ligne iaméel au niveau dorsal (Hoyle, 1974). lls
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ont été décrits chez diverses espéeces d’insectedrd’ différents. Chez la blatte, ils sont
absents des ganglions sous-cesophagiens et céshradumt présents dans tous les ganglions
de la chaine nerveuse, et sont plus nombreux daghsrhier ganglion abdominal, qui est issu
d’'une fusion des ganglions 7 a 11 (Braunig et Ritug001). Il existe trois types de neurones

DUM, issus des mémes cellules souches, les nesgtaeblemédians :

> les neurones DUM efférents, a large soma (diameé&e30 a 60 pm),
présentent une arborisation neuritique dite "en sBgretent de I'octopamine, et génerent

spontanément des potentiels d’action de grandeituui)

> les neurones intersegmentaires sont GABAergiquesssedent un soma de
plus petit diamétre (10 a 20 um). lls sont cara&xdérpar leurs prolongements neuritiques "en

H" qui relient les ganglions,

> les interneurones locaux sont aussi GABAergiqdésa(20 pm de diametre)

et disposent de prolongements neuritiques ressrainganglion.

Les neurones intersegmentaires propagent l'infaomaherveuse entre les
ganglions et les interneurones locaux integrergigeal au sein d'un méme ganglion. Les
neurones DUM efférents sont des cellules sécrétritectopamine, une substance biogéne
comportant un groupement amine qui est reconnue msomayant un rble de
neurotransmetteur, de neurohormone et de neuroatedul chez l'insecte. Les neurones
octopaminergiques sont des modulateurs des mustaslettiques et viscéraux. Des
marquages par du bleu de toluidine et du cobalttreohque, chez la blatte, ces neurones
contrlent l'activité des muscles de l'appareilradpcteur (Sinakevitch et coll., 1995 ;
Stevenson et Sporhase-Eichmann, 1995), de musdétegraux (comme le coeur) et

squelettiques (dont les muscles alaires) (Sinagiet coll., 1996).

Les neurones DUM efférents sont les plus étudiédaitude leur activité
spontanée et ils sont aujourd’hui bien caractérisés le plan électrophysiologique et
pharmacologique. La présence de plusieurs typeSARRARS ionotropes dans ces neurones
en font une préparation de choix pour étudier lliehce de la phosphorylation sur la

sensibilité des GABARS aux insecticides.
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A.2 Les GABARSs des neurones DUM efférents

D’apres les études réalisées au laboratoire, leones DUM présentent trois
types de GABARs ionotropes qui different a la fgmr leur localisation et leur
pharmacologie : deux sont extrasynaptiques (cogfislaire) et seront nommés GABARL et
GABAR2 pour une meilleure compréhension, et lesteone est synaptique, avec une
localisation neuritique (Dubreil et coll., 1994)08 travaux ont été menés sur les corps
cellulaires des neurones DUM isolés et ont dondépaniquement sur les GABARL1 et
GABAR2. Les GABARs extrasynaptiques présentent féet @n intérét particulier dans le
cadre de cette these, puisque le fonctionnementude d’eux (GABAR2) est modulé
positivement par la CaMKII (Alix et coll., 2002).

Les deux récepteurs extrasynaptiques présentent pin@macologie
relativement semblable (tableau 15) mais les GABAB& sélectivement activés par I'acide
cis-4-aminocrotonique (CACA).

GABAR GABARL1 GABAR2
synaptique extrasynaptique | extrasynaptique
muscimol v
4 isoguvacine v
7 CACA v non v
'g TACA — v
o)) ZAPA — v
< THIP - %
B-alanine — v
» PTX v
i fipronil v
2 dieldrine = v
S BIDN - v
I EBOB v —
< bicuculline — non
SR95531 — non

Tableau 15 . Pharmacologie de trois sous-types deABARs présents a la surface des neurones
DUM de la blatte P. americana (Dubreil et coll., 1993 ; Dubreil et coll., 199Dubreil, 1996 ; Le
Corronc et Hue, 1999 ; Alix, 2001)v™" signifie "sensible a" ;rfon" signifie "insensible a"; -
signifie "non déterminé".
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B Etude électrophysiologique et pharmacologique

B.1 Obtention de neurones DUM isolés (figure 15)

Les blattes ameéricaines sont des insectes cosrnegpotie I'ordre des
blattoptéres (autrefois dictyoptéeres). Les indigidtudiés lors de cette these proviennent d’'un
élevage de quarante années, et n‘ont pas été saudds pressions insecticides. Les blattes
sont élevées a 29°C, avec une alternance de 1Zlaicdénent et 12h d'obscurité. Leur

nourriture et I'eau sont fournies régulierement.

Six blattes méales adultes sont disséquées pouuehexpérimentation, et les
neurones DUM sont isolés (Lapied et coll.,, 1989Fs Ldissections et dissociations
ganglionnaires sont réalisées a température amgbiaaus une hotte a flux laminaire
horizontal désinfectée a I'alcool 70°C, en utilisa@es instruments flambés a l'alcool, des
antibiotiques et des filtres 0,22 um (Millipore lIBrica, Etats-Unis). La téte, les pattes et les
ailes sont sectionnées, et la blatte est présémtéeventrale orientée vers le haut. L’acces au
dernier ganglion abdominal est permis par un dégage de la cuticule ventrale, et par le
déplacement de la glande conglobée (ou phallique¥ys$teme reproducteur (Feliubadalo,
1996). L'extrémité de la chaine nerveuse est imatédient recouverte par du liquide
physiologique de composition 1 (LPC1, cf. table@y@d.95), afin d’éviter tout desséchement
et de faciliter la dissection. Les troncs trachésartraux de part et d’autre de la chaine
nerveuse sont délicatement écartés a l'aide deepifines. Le dernier ganglion abdominal
(DGA) est retiré par section des nerfs cercauxoemnectifs, et est placé dans une boite
contenant du LPC1. Une fois les six DGA récupéitéssont nettoyés des restes trachéens,
des nerfs périphériques et des connectifs. LesonearDUM se trouvant exclusivement le
long de la ligne dorsale, les c6tés de chaque gangbnt délicatement sectionnés a l'aide
d’aiguilles montées. Les tissus ganglionnairesiagrsdus accessibles sont ensuite soumis a
un traitement par la collagénase IA (WorthingtonodBiemicals, Lakewood, NJ). La

composition de la solution contenant 'enzyme edsentée dans le tableau 16 (LPC2).
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Figure 15 . Schéma du protocole permettant I'obtention des neones DUM du DGA de

P. americana. A : blatte américaine mal&. : chaine nerveuse de la blatte, dont on distingsigrois
ganglions thoraciques, ainsi que le DGA (entourédlamc). C : section des parties du DGA non
nécessaires, afin de ne garder que la ligne médiangaitement enzymatique par la collagénase IA.
E : dissociation mécanique par aspirations-refoutéme
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Aprés une incubation de 35 minutes a 29°C, la géhase est éliminée par
rincage des ganglions par deux fois dans du LP@f, & dix minutes. Les ganglions sont
ensuite placés dans un tube de 1,5 ml contenahP@3 (tableau 16), et sont soumis a une
dissociation mécanique breve, par passages a drdesrpipettes Pasteur dont les diametres
sont réduits a la flamme. Le liquide contenant désis les neurones dissociés est déposé
délicatement dans des boites de culture stérilesnfd, Falcon, Becton Dickinson Labware,
Etats-Unis), dont le fond est recouvert de polyyBirde (100ug/ml, Sigma, France), afin

d’assurer 'adhérence des cellules. Les neurongsistubés a 29°C pendant 24 heures.

LPC1 LPC2 LPC3
NaCl 200
KCI 3,1
MgCl, 5
CacCl, 4
HEPES 10
saccharose 50
pénicilline (Ul/ml) / 100 50
streptomycine (pg/ml) 100 _ 50
collagénase 1A - 150 Ul/ml -
sérum de veau feetal - - 5%
pH (ajusté avec du 74
NaOH 1M)

Tableau 16 . Composition des solutions utiliséesrfode la dissection-dissociation aboutissant a
I'obtention de neurones DUM isolésSauf pour la collagénase, les concentrationsesonM.

95



Matériel et méthodes

B.2 Etude électrophysiologique des GABARSs des nemes DUM

B.2.a Présentation de la technique du patch-clamgn configuration

cellule-entiére et en conditions de potentiel imp@és

Les courants induits par l'activation des GABARs deurones DUM sont
étudiés a l'aide de la technique du patch-clamsenaiu point a la fin des années 1970 et
améliorée dans les années 1980 (Neher et Sakmaiis, ;1Hamill et coll., 1981). Cette
technique permet d’étudier des courants ionigu&shelle de la cellule entiere ou d’'un canal
unique, en isolant électriquement une portion denbrane. Une Iégére pression négative
permet de créer un scellement hermétique entrg&ite de patch-clamp et la cellule, avec
une résistance électrique de plusieurs giga-ohrass Rette configuration (cellule-attachée),
seul(s) le(s) canal (canaux) se trouvant sous lanbrene peu(ven)t étre étudié(s), en

imposant un potentiel de travail ("voltage-clamp™).

Afin de travailler sur 'ensemble des canaux ioeisjiet/ou récepteurs d’'une
cellule, comme dans le cadre de cette these, l&gooation cellule-entiere est employée.
Dans ce cas, une pression négative supplémentstirappliquée, de maniere a rompre le
fragment de membrane se trouvant sous la pipetietétieur de la pipette est alors en
continuité avec le cytoplasme cellulaire. Dans cesditions, il est possible d'étudier
I’évolution du potentiel de membrane en mode casiraposé ("current-clamp™) ou d’étudier
I'évolution du courant selon le potentiel impos&oftage-clamp"), tout en contrblant les

milieux intracellulaire et extracellulaire (figulé).
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ddda

potentiel imposé courant imposé

Figure 16 . La membrane des neurones DUM du DGA pi& étre soumise a un courant imposé

ou a un potentiel imposé. A DGA deP. americanacontenant des neurones DUM. A l'inverse des
neurones intersegmentaires et des interneuronasdden jaune), les neurones efférents (en rouge)
sont de grande taille. Modifié d’aprés Sinakevigthcollaborateurs, 199® : neurone DUM isolé,
avec une forme piriforme caractéristiq@®: mesure du courant en mode potentiel imposé (pbeem
représentatif d’un courant GABAergique) ou du ptisdnen mode courant imposé (exemple
représentatif de potentiels d’action).
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L’étude des GABARs a été réalisée en conditionspaientiel imposé. Le
courant traversant la membrane plasmique est did composantes : le courant capacitif et
le courant ionique (li), qui sont reliées par |&tien :

| =Cm . dE/dt + li

(avec | = courant global, Cm=capacité membran&ire potentiel de membrane, t=temps et
li = courant ionique)

Par conséquent, lorsque le potentiel est impos#s alE/dt est nul, et le courant global

correspond au courant ionique (Aidley, 1998). Cernide, appelé aussi courant

macroscopique puisqu’il fait intervenir tous les\@ax/récepteurs ouverts a un temps et a un

potentiel donnés, dépend de plusieurs facteur®lidesorte que :

|=N.Pqy.i

(avec | = courant macroscopique, N = nombre dewagrizo = probabilité d’ouverture a un
instant t et un potentiel V donnés et i = courd@in@&ntaire (unitaire))

L’inconvénient principal de la configuration ceBulentiere du patch-clamp est que les
composants intracellulaires tels que les secondssagers sont dilués par la solution
intrapipette, ce qui peut provoquer une réductimgpessive du courant au cours du temps
(phénomeéne de "run-down"). Le "run-down" des cotg@ABAergiques peut étre réduit par
linclusion dans la solution intrapipette de comg®somme la phosphocréatine ou I'ATP
(Gyenes et coll., 1988 ; Watson et Salgado, 2001).

B.2.b Dispositif expérimental (figure 18)

Aprés 24 heures d’incubation, les neurones DUMreffés en culture sont
placés sur la platine d’un microscope inversé (QiysnCK2, Olympus, France) positionné
dans une cage de Faraday et posé sur une tablalaatoire. Les cellules étudiées, a savoir

les neurones DUM octopaminergiques, sont distingaessautres cellules par deux critéres :

1) morphologique : ces neurones sont piriformesleegjrande taille (diameétre

compris entre 30 et 60 um (Sinakevitch et coll9Qa)9,
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2) électrophysiologique : les neurones DUM présdnt@e activité électrique
spontanée (Grolleau et Lapied, 2000), qu'il esé ale confirmer en conditions de courant

imposé.

Systéme d'application

gravitationnel —>» Amplificateur

|

Interface de

Systéme digitalisation
d'aspiration l
Ordinateur
E
Ejecteur

5 pneumatique

Figure 17 . Représentation schématique d’'une boiteontenant un neurone DUM, et de la

disposition du matériel. A: systeme de perfusion des solutions physiologiguéracellulaires et des
produits pharmacologiqueB.: électrode de référenc€.: téte d’amplificateurD : pipette de patch-
clamp.E : pipette d’éjection du GABA.

Chaque pipette de patch-clamp est étirée a padir dapillaire en verre
borosilicaté (GC 150T-10, Harvard Apparatus, Edelga, GB) a I'aide d’'une étireuse P-97
(Sutter instrumentiNovato, Etats-Unis) et fixée via un porte-électr@dia partie mobile de
I'amplificateur opérationnel (téte d’amplificateu§a résistance est comprise entre 1 et 1,2
MQ, une fois remplie avec du liquide intrapipette. (cbmposition tableau 17, p.101).
L’'ensemble est porté par un micromanipulateur p#&eotrique (Burleigh TS-5000-150,
Burleigh instruments, New-York, Etats-Unis), afia dermettre de tres faibles déplacements
de I'électrode de patch-clamp. Celle-ci est rekéen amplificateur (Axopatch 200B, Axon

instruments, Foster City, Etats-Unis), lui-mémééral :

1) un oscilloscope (Nicolet 310, Nicolet instrurtgnrMadison, Etats-Unis),

qui permet de visualiser I'évolution du courantdaupotentiel,

2) un stimulateur (SMP-310, Biologic, Claix, Frajca l'aide duquel des

stimulations électriques sont appliquées a la petion,
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3) un ordinateur par I'intermédiaire d’une intedaigidata 1322 interface,

Axon instruments, Foster City, Etats-Unis).

Le principe de la technique de patch-clamp (figlifrepose sur les propriétés
d’'un amplificateur opérationnel (AOP) fonctionnat convertisseur courant-tension. Dans
des conditions de potentiel imposé, le convertisspu se trouve dans la téte d’amplificateur,
force le potentiel de pipette (Vpip) a "suivre" potentiel imposé par I'expérimentateur
(Vemd). Les potentiels Vpip et Vemd sont constamimeomparés par I'amplificateur
différentiel (AD), selon la formule : V2=Vcmd—-V1.dDs le cas ou les deux potentiels ne sont
pas équivalents (c’est-a-dire si V2 est différeet @, I'amplificateur calcule le courant
nécessaire afin de maintenir Vcmd, selon la loitdiQ(V2=RCRi). Les différences entre ces
potentiels sont instantanément compensees patiarjede courant (i) via la résistance de

contre-réaction (RCR). Ce courant est proportio@rialtension d’entrée.

gt

Figure 18 . Schéma du principe de la technique duapch-clamp, en conditions de potentiel
imposé, appliquée aux neurones DUM'AOP" = amplificateur opérationnel ; "AD" = amplifiteur
différentiel ; "RCR" = résistance de contre-réattio’'Ref' = potentiel de référence; "Vemd" =
potentiel de commande ; "Vpip" = potentiel de |pgtie ; "V1" = potentiel de sortie de I'AOP ; "V2"

= potentiel de sortie de I'AD ; "i" = courant.

Les signaux électrophysiologiques sont filtrés kkHz par un filtre passe-bas,
enregistrés a une fréquence d’échantillonnage d&HA) et mesurés a l'aide du logiciel
pClamp8 (8.0.2., Axon Instruments, Foster City t&tanis).
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B.2.c Enregistrement des courants GABAergiques

Il a été fait mention de I'existence d’'un cotranggmtassium/chlorure dans les
neurones DUM (Dubreil et coll., 1995). Afin d’'inactr ce systeme, les enregistrements se
font dans des conditions de concentrations quasésyques en chlorure ([Qdxiracellulaire
188,1 MM ; [Cllintraceliuaire= 173 mM). D’aprés I'équation de Nernst, le potehti'inversion
des ions chlorure est alors de -2,1 mV. Diversespasitions de solutions intrapipette ont été
testées afin de pallier au phénomene de "run-deigmialé plus haut. Le protocole permettant
de travailler sans réduction significative deaBA implique l'utilisation de pyruvate de
sodium dans la solution intrapipette (Ihara et.c@D05). Les compositions des solutions

intrapipette et extracellulaire sont présentées tatableau 17.

Solution extracellulaire | Solution intrapipette

NaCl 167 -
gluconate de sodium 33 -

KCI 3,1 170
MgCI2 4 1

CaCl2 5 0,5
pyruvate de sodium - 15
EGTA - 10
phosphate de créatine - 10
HEPES 10 20

pH (ajusté avec) 7,4 (NaOH 1M) 7,4 (KOH 1M)

Tableau 17 . Composition des solutions utiliséesrto des expériences de patch-clamp.es
concentrations sont en mM.

Hormis pour la construction des courbes courangal, ou le potentiel
imposé est changé manuellement, le potentiel gebsga —50mV. Un systeme de perfusion
gravimétrigue multicanal permet d’irriguer les megs de maniére continue et a débit

constant avec du liquide extracellulaire (cf. cosipon tableau 17), et d’appliquer certains
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produits pharmacologiques (tableau 18). Le rendewent de ce milieu est effectué par un
systeme d’aspiration, qui permet aussi de mainteniniveau de liquide constant dans la

boite de culture.

Effet du produit pharmacologique Application
fipronil insecticide ciblant les GABARS
PMA phorbol esters, activateurs des PKCs
PDBu classiques et nouvelles via la solution extracellulaire

G066983
inhibiteurs de PKCs

chélérythrine

KN-62 inhibiteur de la CaMKI|I via la solution intrallulaire

Tableau 18 . Outils pharmacologiques utilisés lorde I'étude des GABARs des neurones DUM
de P. americana.

Le neurotransmetteur GABA (100 uM) est appliquécgra une pipette
d’éjection reliée a un systéme d’éjection pneuntigMiniframe model PPS-2, Medical
system, Greenvale, New-York, Etats-Unis), lui-méelé a une arrivée d’azote. Ce systeme
présente l'avantage d’appliquer le GABA par prassiobréves, limitant ainsi la
désensibilisation des récepteurs. Les pipettesatién sont étirées a partir de capillaires en
verre borosilicaté (GC 150T-10, Harvard Apparatdenbridge, GB), et leur résistance est
approximativement de 2 ® Le volume de solution de GABA appliqué est déteémar
réglage de la pression d'éjection (15 psig, ce émiivaut & 1,05 kg.ch) et du temps
d’éjection (100 ms).

Les constructions de courbes ainsi que les analgsatsstiques ont été
effectuées a l'aide du logiciel Graph Prism 4 (GRg@d Software Inc., San Diego, Etats-
unis).
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C Sous-unitt RDL de Periplaneta americana
identification et recherche de sites potentiels de
phosphorylation

L’étude électrophysiologique des GABARs des neusonBUM de
P. americanamontre que leur fonctionnement est régulé par ghayfation (Alix et coll.,
2002). Il est possible que l'action des kinasesse sur des protéines accessoires ayant pour
fonction de réguler les récepteurs, mais une plogjaiion directe des sous-unités des
récepteurs est également envisageable. En eféegoles-unités RDL de différentes espéeces
d'insectes D. melanogaster M. domestica C. capitata A. melliferg B. germanica
présentent des sites potentiels de phosphorylatiotamment dans la boucle intracellulaire
M3-M4. La présence de la sous-unité RDL dans les nesirbhiM deP. americanaa été

recherchée, en vue de la détection de sites pelede phosphorylation.
La démarche expérimentale pour atteindre ces dlgjest la suivante :

> clonage de la sous-unité RDL a partir de chainewvenses déP. americana
(ganglions thoraciques et abdominaux), dans ledbutoncevoir des amorces spécifiques en

vue de cibler la sous-unité RDL des neurones DUNad®atte américaine,

> obtention des séquences spécifigues de 'TARNmadsols-unité RDL d'une seule

population cellulaire, les neurones DUM du dergignglion abdominal dB. americana

» recherche de sites potentiels de phosphorylagms des séquences.

! http://pred.ngri.re.kr/PredPhospho.htm
http://bioinformatics.lcd-ustc.org/PPSP/
http://kinasephos.mbc.nctu.edu.tw/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK/
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C.1 Identification d’'une séquence patrtielle du tanscrit de la sous-

unité RDL de Periplaneta americana a partir de chaines nerveuses

Le premier objectif est d’amplifier la séquence tdanscrit de la sous-unité
RDL a l'aide d’amorces dégénérées, a partir d’ADNsus d’ARN totaux de chaines

nerveuses de la blatte américaine.

C.1l.a Extraction des ARN totaux et transcriptioninverse

1) Extraction des ARN totaux a partir de tissasveux de blatte

La téte, les pattes et les ailes ainsi que la algtidorsale, les visceres et les
glandes génitales sont d'abord retirés. En présdmeelution LPC1 (cf. composition tableau
16, p.95) pour humidifier la préparation, les cleainerveuses (c’est-a-dire les trois ganglions
thoraciques ainsi que les six ganglions abdominaar) prélevés apres section des connectifs
et ramifications nerveuses, puis sont placées dan&zote liquide, en vue d'étre broyées.
Quatorze chaines nerveuses, correspondant a 123omigainsi conservées dans de l'azote
liquide dans I'attente de I'extraction des ARN totaCette étape, réalisée a I'aide de Tfizol
(Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis) (figure 19),amis d’obtenir 2,75 pug d’ARN totaux, soit
22 ng/mg de chaine nerveuse. La pureté de ces sacideléiques est évaluée par
spectrophotométrie UV (ND-1000, NanoDrop TechnasgiWilmington, USA) en faisant
varier la longueur d’onde de 220 a 350 nm. Le rapges densités optiques (DO) mesurées a
260 et 280 nm (1,88) indique une faible contamamatprotéique, tandis que le rapport
DO260nm/D0O230nm (proche de 2) reflete une faiblentammination par des résidus

organiques (phénol et autres composeés aromatiques).
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1 - Homogénéisation des échantillons dans du Trizol® (5ml/100mg de tissu)

|

2 - Séparation des phases

» incubation a 30°C, 5 min
(afin de dissocier les complexes nucléoprotéiques)
» ajout de chloroforme (0,2ml/ml de Trizol® utilisé)
» incubation a 30°C, 2 min
puis centrifugation a 12000g (10000-11000rpm) a 4°C, 15 min

|

_{ | phase aqueuse (ARN)
interphase
|~ phase organique
(phénol:chloroforme, 5:1)

(ADN et
protéines)

!

~Z N

phénol/chloroforme/alcool isoamylique
pH 4,7, exempt de ARNases (1 volume)

» centrifugation a 12000rpm 4°C, 5 min
et récupération de la phase aqueuse

|

3 - Précipitation de I'ARN
<< N

isopropanol
(0,5ml/ml de Trizol® utilisé)

» incubation a 30°C, 10 min
puis centrifugation a 12000rpm a 4°C, 10 min
et élimination du surnageant

|

éthanol a 75%
(2 volumes/volume de phase aqueuse
obtenue a I'étape 2)

» centrifugation a 7500rpm a 4°C, 5 min
» ajout de 100pl d'eau exempte d'ARNases
et incubation a 55°C, 10 min

Figure 19 . Protocole d’extraction des ARN totaux @artir de chaines nerveuses dPeriplaneta

americana, a I'aide du Trizol®.
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2) Transcription inverse

Afin de ne cibler que les ARNm, les oligonucléosidgtilisés au cours de la
transcription inverse sont des oligo(el )qui s’hybrident spécifiguement a la queue poly-A,
caractéristique des ARNm. La réaction se dérouled@eat une heure a 50°C en présence
d’'une transcriptase inverse, la "Supersciptll" (200 Ul/ul) (Europrim, Invitrogen,
Carlsbad, Etats-Unis), du tampon de réaction "Bteand" fourni avec l'enzyme, et
comprenant du MgGIl(10 mM) et des dNTPs (4 mM), et d’'un inhibiteurRIRases ("RNase
Out®™ (40 Ul/ul) ; Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis)a ltéaction est inactivée en portant la
température a 85°C pendant 5 minutes et I'élimimatiles ARN appariés a 'ADNc est
réalisée par la RNase®H(2 Ul/ul) (Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis) pentl@0 minutes a
37°C. La pureté et la concentration des ADNc soatluges de la méme maniere qu’en
C.l.al.

C.1.b PCR ("polymerase chain reaction")

Les ADNc obtenus sont soumis a deux PCR successivggiquant des
amorces dégénérées (tableau 19). Ces dernierex@ugues au niveau des zones les plus
conservées parmi les séquences protéiques deriterde RDL de différentes especes
(D. melanogaster(n® accession NP523991}l. virescens(n° accession CAB41615),
A. mellifera (n°® accession XP001120292),. striatellus (n° accession BAF31884),
P. xylostella(n® accession ABN13426) &. germanica(n® accession S76561)). Dans un
premier temps, la zone conservée comprise entre demaines N-terminal et
transmembranaire 3 (fragment "A") a été cibléen afidentifier la sous-unité RDL chez
P. americana Dans un second temps, la boucle transmembraNtr®4 (fragment "B"),
peu conservée et ou se situent les sites potedeefghosphorylation, a été amplifiée (figure
20).
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Séquence (553) Acides aminés
correspondants
AS1 GGNGAYGTNAAYATHTCNGC GDVNISA
AS2=BS1 GAGTAAGRCCNAAYTAYGGWGG RVRPNYGG
RDL AR1 GGCNAARMGRATHCARATG MAKRIQM
BS2 GGNGTNGARACNYTNWSNGT GVETLSV
BR1 CTVATGTACTGGATCATHTABCT LMYWIIYL
BR2 TACTCYCGYATCGTKTTYCC YSRIVFP

Tableau 19 . Séquences nucléotidiqgues des amorceis¢es pour 'amplification de 'ADNc de
RDL dans la chaine nerveuse dBE. americana. Pour les séquences des amorces dégénérées,G
ouA,"K"'=GouT,S"=GouC, W'=AouT,M"=AouC,Y"=TouC,'H"=AouTouC,
"B"=GouTouC,V'=GouAouCetN"=GouAouTouC.

Les zones d'intérét sont amplifiees par deux PCEtessives. Le principe
consiste en la réalisation d’'une premiére PCR (BCRdnt le produit est utilisé comme
matrice pour une seconde PCR (PCR2), appelée PChH€eniou emboitée. Les amorces
utilisées pour la PCR2 sont internes a cellessets lors de la PCR1, afin d’accroitre la
spécificité de la réaction (figure 20). Les compoas des milieux réactionnels des PCR sont

présentées dans le tableau 20.

/BS1 BS2 BR2 BR1
-7 S~

PCR1 |
PCR2 | fragment "B" |

Figure 20 . Emplacements relatifs des amorces utkes pour I'amplification des zones plus
conservées (fragment "A") et moins conservées (fragent "B") de ’ADNc de la sous-unité RDL
dans la chaine nerveuse.
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Amplification de la zone conservée (partie N-teraténa domaine M3) (fragment "A")

Concentration finale

Volume (ul)

PCR1 (ADNCc) - 2
Matrice PCR2 (produit de la ] )
PCR1, dilué au 1/fp
Amorces PCR1 (ASLARY) 5 uM / amorce 1/ couple d’'amorces

PCR2 (AS2/AR1)

Tampon de I'enzyme EuroTaq

[(NH4)2SO; (160 mM), TrigHCI (670 - 2
mM) pH 8,8, 0,1% Tween-20]
MgCl, (37,5 mM) 1,5mM 0,8
dNTPs (10 mM) 0,2 mM 0,4
EuroTad (5 Ul/pl) 0,075 Ul/ul 0,3
H20 gsp 20 pl - 12,5

Amplification de la zone comprenant la boucle M3-fflrédgment "B")

PCR1 (ADNC) - 1
Matrice PCR2 (produit de la ] 1
PCR1, dilué au 1/fp
PCR1 (BS1/BR1)
Amorces 5 uM / amorce 1/ couple d’amorces

PCR2 (BS2/BR2)

Tampon de I'enzyme PlatintfiKCl

[(500 mM), TrigHCI (200 mM) pH 8,4] ' :
MgCl, (50 mM) 1,5mM 0,6
dNTPs (10 mM) 0,2 mM 0,4
Platinun® (5 Ul/pl) 0,075 Ul/pl 0,3
H20 gsp 20 pl - 12,5

Tableau 20 . Constitution des milieux réactionnelsles PCR pour I'amplification de ’ADNc de
la sous-unité RDL de la chaine nerveuse d& americana.

Les amplifications sont réalisées dans un thermeayd-lexigene (Techne,
Cambridge, UK). L’enzyme utilisée pour la polymétisn est soit 'EuroTat (5 U/pl)
(ATGC, Marne-La-Vallée, France), dont le tamponrdaction est constitué des éléments
suivants : (NH),SO, (160 mM), TrigHCI (670 mM) pH 8,8 et 0,1% Tween-20, soit la Taq
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Platinun® (Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis), dont la conipims du tampon de réaction est :
KCI (500 mM), TrigHCI (200 mM) pH 8,4.

Les programmes de PCR utilisés sont les suivants :

1 — Amplification de la zone comprise entre le domaN-terminal et le domaine

transmembranaire M3 (fragment "A"), & l'aide dentgme EuroTay:
PCR1: 94°C, 2min ; 40 cycles (94°C, 30sea0?C, 30sec ; 72°C, 30sec) ; 72°C, 5min.
PCR2: 94°C, 2min ; 40 cycles (94°C, 30ses5;C, 30sec ; 72°C, 30sec) ; 72°C, 5min.

2 — Amplification de la zone comprise entre les doras transmembranaires M3 et M4

(fragment "B"), & I'aide de I'enzyme Platin{m

PCR1et PCR2: 94°C, 2min ; 35 cycles (94°C, 30seB(’C, 30sec ; 72°C, 1min et 30sec) ;
72°C, 5min.

Une électrophorese sur gel d’agarose (1 a 1,58tnhet de déterminer les
amplicons de bonne taille. Les produits de PCRectsrsont ensuite purifiés a I'aide du kit
"NucleoSpiff Extract II" (Macherey-Nagel Diiren, Allemagne), aelles instructions du
fournisseur. Les rendements obtenus suite a cettdicption sont de 25 ng/pl pour

'amplification du fragment "A" et de 115 ng/ul pdiamplification du fragment "B".

C.1.c Clonage

Les produits de PCR purifiés sont sous-clonés tEmnsecteur pCR4-TOPD
et PCR2.1-TOP® respectivement, selon les instructions fourniassdle kit "TOPO TA
Cloning kit for Sequencirffty (Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis). Le principgt basé sur une
topoisomérase, fixée de fagon covalente au vedjeiupermet la ligation du produit purifié et

du plasmide.

Suite a la topoisomérisation, les plasmides reconésbisont amplifiés par

transformation de bactéries chimiocompétenteyme DH% (Escherichia coli Invitrogen,
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Carlsbad, Etats-Unis). Ces dernieres sont étakdes des boites de Petri contenant du milieu
gélosé [agar 15 g/l, LB (Luria Broth (20 g/L), eaits de levure (10 g/l) etmpicilline (0,1
mg/ml)], auquel sont ajoutés du X-gal (5-bromo-4-cbi8rindolyl-b-D-galactopyranoside,
20 mg/ml), un substrat de Ig-galactosidase et de [I'IPTG (isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranoside, 100 mM), un analogue dwkstqui permet la transcription du géne
codant pour Ig-galactosidase. La présence des inserts dansdesuve est vérifiée de deux

manieres.
1) Coloration translucide due a I'absence d’expogsde la-galactosidase :

Le site d’insertion du produit de PCR dans le wacse situe au milieu du géne codant pour
la B-galactosidase, ce qui empéche son expressiometldalégradation du produit X-gal en

un produit bleu. Apres incubation une nuit a 378@ules les colonies translucides (c’est-a-
dire celles n‘ayant pas dégradé le X-gal, et camenlonc tres probablement I'insert) sont

remises en culture, a 37°C pendant trois heures.

2) Taille du produit de PCR apres amplificatiofa&de d’amorces universelles situées

sur le vecteur :

Les amorces universelles M13F et M13R, situéesate gi d’autre du site d’insertion du
fragment a cloner, sont utilisées au cours d’'un® RIE criblage des colonies translucides
(94°C, 2min ; 25 cycles (94°C, 30sec ; 55°C, 3Qs&2°C, 1min) ; 72°C, 5min). Seules les
colonies possédant un insert de taille attendue,lsdaille du produit de PCR a laquelle
s’ajoutent 190 pb provenant de la séquence du weaent remises en culture a 37°C, sous

agitation (200rpm), en vue d’une extraction plasqud.

Aprés amplification des bactéries possédant I'tnaame minipréparation est
réalisée a l'aide du kit "NucleoSginPlasmid" (Macherey-Nagel Diiren, Allemagne), en
suivant les consignes du fabriquant. Les échansllobtenus sont séquencés par la société
Millegen (Lille, France), apres ultime vérificatiale la présence de l'insert par digestion par
I'enzyme de restriction EcoRI.
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C.1.d Analyse des séquences

Les séquences obtenues sont analysées & |'aidegitiel BioEdif® (Hall,
1999). La séquence de l'insert est "isolée” deeadili vecteur, et les séquences des différents
clones sont alignées par la méthode "ClustalW" (fip&on, J. D. et coll., 1994). Cette étape
permet d’'une part de mettre en évidence les vanatile séquences entre les différents clones
et d’autre part de déterminer une séquence corse@slie-ci est ensuite comparée avec celle
des banques de données a l'aide du programme BLABASic Local Alignment Search
Tool")}, afin de déterminer le type de protéine codédaséquence, et de construire un arbre
phylogénétique, en appliquant le principe de paocie maximale (logiciel Phylip version
3.66 (Felsenstein, 2001)). Les zones conservéesédgences consensus obtenues permettent
de concevoir des amorces spécifiques, qui serdiigées pour I'amplification de la sous-
unité RDL a I'échelle de la cellule, dans les neeoDUM de la blatte américaine. De plus,
des sites potentiels de phosphorylation sont reblésr dans les fragments de séquences
codant pour la boucle M3-M4, a l'aide du programRi@SP ("Prediction of PK-Specific
Phosphorylation Site™) (Xue et coll., 2006).

C.2 Identification d’'une séquence patrtielle du tanscrit de la sous-

unité RDL de P. americana a partir de neurones DUM

La technique d’amplification de ’'ARN d’une protéim’une cellule unique est
utilisée chez linsecte depuis 1995 (O'Dowd et .coll995) et son utilisation chez
P. americanaest récente (Wicher et coll., 2006). Cette tealmmig permis, dans le cas de cette
these, de confirmer la présence de la sous-unité @Ribs les neurones DUM, en ciblant la

zone conservée en amont de la boucle M3-M4.

! http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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C.2.a Préléevement du cytoplasme

Le prélevement du cytoplasme s’effectue a partinel@rones DUM isolés et
mis en culture comme décrit précédemment (B.1 p.ABjes incubation, les cellules sont
étudiées par patch-clamp, dans le but de vérifatiVité spontanée caractéristique de ces
cellules, et de confirmer la présence de GABARsgmgulications de GABA et obtention de
courants. Le microscope et le plan de travail stérilisés a I'aide d’alcool a 70° et de NaOH
(0,1M), la manipulation étant réalisée avec desggsteriles afin d’éviter toute contamination
par les RNases. La solution intrapipette, prépdaées des conditions RNase-free (c’est-a-dire
en l'absence de RNases), présente la compositivansel (en mM) : Kaspartate (160),
Kfluoride (10), NaCl (10), MgGl(1), CaC} (0,5), HEPES (10), EGTA (10) et ATP-Mg ().
Le pH est ajustée a 7,4 avec du KOH (1M). Suite eénrkgistrement des courants
GABAergiques, une forte pression négative est gppk, afin que le cytoplasme soit aspiré
dans la pipette. Le contenu est alors immédiatemlacé dans un tube BioPurexempt de
RNases (Eppendord France, Le Pecq), contenant de jthmpon Tris 200 mM (pH 8,5)
(figure 21), puis est soumis, soit directementt sgpres congeélation a -80°C, a une

transcription inverse.
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électrode
de patch-clamp

2
nA
préléevement

du cytoplasme

l

Les ARN totaux du cytoplasme sont
soumis a une transcription inverse
- ciblantles ARNm.

Une PCR multiplexe cible simultanément
' les ADNc de RDL, de l'actine et de la BTH.

Les produits de PCR obtenus sont soumis
\ a une PCR nichée, basée sur I'utilisation
d'amorces internes.

RDL BTH Act

Figure 21 . Protocole d’identification de la sous-uité RDL dans un neurone DUM : technique de
PCR sur cellule isolée.
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C.2.b Transcription inverse

La solution contenant le cytoplasme est soumise thaitement a la DNase | a
37°C pendant 15 minutes, puis a 95°C pendant 5tesrafin de dénaturer 'enzyme. S’ensuit
une transcription inverse, dont le protocole essgdement identique a celui décrit en C.1.a.2
(p.106), excepté pour le tampon de réaction dealastriptase inverse. Ainsi, la réaction a
lieu & 50°C pendant 50 minutes en présence de r&arps™ 11" (200 Ul/ul) (Europrim,
Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis), d’'un tampon éaction comprenant du MgQdl10 mM) et
des dNTPs (4 mM), et d'un inhibiteur de RNases EB& Out" (40 UI/ul) ; Invitrogen,
Carlsbad, Etats-Unis).

C.2.c PCR multiplexe et PCR emboitée

Les ADNc sont soumis a une PCR multiplexe suiviend’ PCR emboitée. La
PCR multiplexe a pour principe l'utilisation de pieurs couples d’amorces au cours d’'une
méme réaction. Dans le cas présent, les amorcegigpés concues a I'aide des séquences
de 'ADNc de RDL des chaines nerveuses sont uttigéigure 22 et tableau 21). Elles ciblent
les ADNc : 1) de la sous-unité RDL, 2) d’'un genéjuliaire, I'actine, qui permet entre autres
de confirmer I'absence de contamination par de NADénomique, et 3) de la BTH(
tyramine hydroxylase), qui est spécifique des tetlwctopaminergiques, et qui a été clonée
au laboratoire par Q. Coquerel (master M1 2005-200&s produits de la PCR multiplexe
sont utilisés comme matrice pour les PCR embo(tesichées), dont les amorces ne ciblent

gu’un type d’ADNCc.
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Cs1 €S2 CR1
=7 <
PCR1 | |
PCR2 | |

Figure 22 . Emplacements relatifs des amorces uskes pour I'amplification de la zone conservée
comprise entre le domaine N-terminal et le segmeritansmembranaire M3 de I'’ADNc de la
sous-unité RDL dans les neurones DUM de la blattex@ricaine.

Séquence (523
Csi GGTGCCGGACACGTTCTTCG
RDL CS2 GAGCATACGGTTGACTATTACC
CR1 GGTCTTCGCTTCTCTGCTCG
Act S1 CTGACCCTTAAATACCCCATTG
_ PeR Act R1 CACAATTTCTCGTTCGGCGTG
Actine Act S2 CACGGTATCGTGACCAACTG
PeRe Act R1 GTAAAGCTGTAACCACGCTCAG
BTH S1 CAAGCATCACGTGGTGCAATAC
PeRL BTH R1 CATCTCTGATGTGTCGTGTGAAC
BT BTH S1 CAAGCATCACGTGGTGCAATAC
PeRe BTH R2 TGAGTATGCCTTCCGTTGGC

Tableau 21 . Séquences nucléotidiques des amorcedisgées pour I'amplification des ADNc de
la sous-unité RDL dans les neurones DUM dé°. americana. Les amorces utilisées pour
I'amplification de 'ADNc de RDL sont CS1/CR1 pola PCR multiplexe et CS2/CR1 pour la PCR

embofitée. "S" = sens et "R" = anti-sens.

Les compositions des milieux réactionnels des PGR présentées dans le

tableau 22.
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PCR

Matrice

Concentration finale

multiplexe

Volume (ul)

9,46 a 11 (selon la
cellule)

Amorces RDL (CS1/CR1), actine (S1/R
et BTH (S1/R1)

5 uM / amorce

3/ couple d’amorcs

2S

Tampon de 'enzyme KOD Hifi
[Tris-HCI (1.2M), KCI (100 mM),

(NH 4)2S0, (60 mM), 1% Triton X-100, ' 10
0.01% BSA, pH 8.0]
MgSQO, (25 mM) 0,8 mM 3,2
dNTPs (10 mM) 0,2 mM 2
KOD HiFi® (1 Ul/pl) 0,02 Ul/ul 2
H20 gqsp 100 pl - 44.8
PCR emboitée
Matrice = produit de la PCR multiplexe ] 3
dilué au 1/16
Amorces RDL (CS2/CR1) ou actine
(S2/R2) ou BTH (S1/R2) 5 uM / amorce 1 /amorce
Tampon de I'enzyme EuroTaq
[(NH4)2SO, (160 mM), TrigHCI (670 - 2
mM) pH 8,8, 0,1% Tween-20]
MgCl; (37,5 mM) 1,5 mM 0,8
dNTPs (10 mM) 0,2 mM 0,4
EuroTad (5 Ul/pl) 1,5 Uljul 0,3
H20 gsp 20 pl - 12,5

Tableau 22 . Constitution des milieux réactionnelsles PCR pour I'amplification de '’ADNc de

la sous-unité RDL des neurones DUM.

La PCR multiplexe est réalisée a I'aide de 'ADNymoérase de haute fidélité
KOD HiFi® (1 U/ul) (Novagen, EMD Biosciences, DarmstadteAihgne). Le programme de

PCR est comme suit :
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PCR multiplexe 94°C, 2 minutes ; 40 cycles (94°C, 30 secon®5C, 30 secondes ; 72°C,
30 secondes) ; 72°C, 5 minutes.

Le programme pour la PCR emboitée, réaliséddelde 'enzyme EuroT&q

(ATGC, Marne-La-Vallée, France), est le suivant :

PCR emboitée 94°C, 2 minutes ; 40 cycles (94°C, 30 second¥C (actine ou BTH) ou
64°C (RDL), 30 secondes ; 72°C, 30 secondes) ; 721@inutes.

Les amplicons de taille attendue, déterminés pact@phorése sur gel
d’agarose, sont découpés et purifiés a I'aide ttNdcleoSpirf Extract II" (Macherey-Nagel
Duren, Allemagne). Les rendements obtenus apréfication sont de I'ordre de 30 ng/ul

(selon la cellule).

C.2.d Clonage et analyse des séquences

Les inserts obtenus sont ensuite ligués au vep@R2.1-TOP®, inclus dans
le kit "TOPO TA Clonin§" (Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis), en suivarg t®nsignes du
fabriguant. Les plasmides sont soumis a une aroglifin bactérienne (cellules
chimiocompétentes DH¥, et sont extraits suivant les mémes protocoles @pux décrits
dans le paragraphe C.1.c (p.109). Apres séquemgada société Millegen (Lille, France), les
séquences obtenues sont analysées suivant la déemadiquée dans le paragraphe C.1.d
(p.111).
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Chapitre I. RO0le de 'edition de TARNmM dans
la modulation de la sensibilité des GABARS au
fipronil

A Présentation

Quatre acides aminés de la sous-unité RDL peuvengdités, conduisant aux
substitutions suivantes : R222 1283V, N294D et M360V (Hoopengardner et coll., 2003).
La substitution R12% se trouve dans la partie N-terminale, au nivealieckon 4. Du fait de
sa localisation entre deux boucles (D et A) pogdietinent impliquées dans la liaison du
GABA, il est possible que cette édition puisse auoi impact sur la sensibilité des récepteurs
RDL aux agonistes. En effet, I'arginine est un acthiné de taille importante (174,2 g/mol),
et est le résidu le plus basique, de par son grmeapeguanidium. La glycine, résidu neutre,
est a l'inverse l'acide aminé le plus petit (75@ol) et le plus simple. L’hypothese d’'une
modification de la liaison du GABA semble donc exageable.

En outre, dans une lignée Beosophila simulansélectionnée par du fipronil
pendant 42 générations (Eyguiéres 42), la soug-WRIDL montre trois changements par
rapport a la sous-unité de type sauvage : une daubtation A304G/T350M (toujours
observée) et I'édition R123 (retrouvée chez la plupart des clones séquer{tésisoff,
2001). Cependant cette édition a aussi été déteetée une lignée derosophila simulans
(Gotheron) sensible au fipronil, ce qui semble quér qu’elle ne joue pas de rble dans la
résistance a cet insecticide, du moins lorsquatiparait de facon isolée. Par contre, il n'est
pas a exclure que son association avec la doultigtiolu A301G/T350M puisse renforcer la

résistance au fipronil. C’est pourquoi I'étude défets de cette association a été entreprise.
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B Résultats obtenus

Les résultats ont été présentés sous forme derportal’'un colloque (résumé
1, cf. Annexe), et ont été publiés (publication 1).

Publication 1

RNA editing regulates insect GABA receptor functionand insecticide

sensitivity

Zeineb Es-Salah, Bruno Lapied, Gaélle Le Goff, Aldamon

Neuroreportl9(9): 939-43.
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(SOS) of the following composition: in mM, 100 NaCl, 2 KCl,
1 MgCl,, 1.8 CaCl, and 5 HEPES, pH 7.5. Stages V and VI
oocytes were defolliculated manually using fine forceps,
after treatment with 2mg/ml collagenase IA (Sigma,
France) in Ca*-free SOS solution.

Defolliculated oocytes were injected with approximately
20nl of 20ng/pl capped RNA and maintained at 18-20°C in
sterile SOS solution supplemented with penicillin (100 U/ml),
streptomycin (100 pg/ml), gentamycin (50 pg/ml) and
sodium pyruvate (2.5mM). This medium was replaced at
48-h intervals.

One to 5 days after injection, oocytes were placed in a 100-pl
Plexiglas recording chamber continuously superfused with
SOS and tested for RDL receptor expression using
3M KCl-filled borosilicate electrodes and a two-electrode
voltage-clamp amplifier (GeneClamp 500; Axon Instru-
ments, Foster City, California, USA). Current signals were
recorded at a holding potential of —60 mV and displayed on
a Gould BS-272 chart recorder (RIL instruments, Aldershot,
UK).

GABA (Sigma, France) was bath-applied at a flow rate
close to 4ml/min. Applications were separated by a 10-15-
min interval to ensure complete recovery from desensitiza-
tion. Fipronil (CIL Cluzeau, France) was first dissolved in
dimethylsulphoxide then diluted in SOS to the final
required concentrations.

Data are presented as mean+SEM of three to eight
independent experiments. Dose-response curves were fitted
with a four-parameter logistic equation and inhibition
curves were fitted using a sigmoidal dose-response equa-
tion (Prism 2.0; GraphPad Software, San Diego, California,
USA). Statistical significance was performed using unpaired
t-tests.

Results

Sensitivity of wild-type and A301G/T350M RDL
receptors to GABA is decreased by R122G editing
Studies were performed on four RDL,y variants: WT,
R122G, A301G/T350M (a double-mutated variant found in
D. simulans flies highly resistant to fipronil) and A301G/
T350M/R122G (Fig. 1). Injection of each mRNA variant in
oocytes led to functional homomeric receptors. The effect of

53 — P
Genomic DNA _ AGA _
Pre-mRNA _____AGA _____
1dADAR
mRNA _____IGA :
Translation
(I recognized as G)
L Protein  Glycine (GGA)

NH,

the R122G replacement on GABA sensitivity was assessed by
measuring the dose dependence of GABA-induced chloride
currents for each receptor variant. Two-two comparisons
(WT vs. R122G and A301G/T350M vs. A301G/T350M/
R122G) show that the R122G replacement induced a
significant shift of the curve to the right in a parallel manner
(Fig. 2). The ECs values calculated for the nonedited and
edited forms of the WT RDL receptor were, respectively, 56.9
and 83.3 nM. Similarly, the ECs values for the A301G/T350M
receptor isoform was shifted from 53.5 to 70.7 nM when R122
was changed to glycine. Hill coefficients, ranging from 1.63 to
2.03, did not differ significantly between edited and none-
dited receptor variants (Table 1).

Sensitivity of wild-type and A301G/T350M RDL
receptors to fipronil is decreased by R122G editing

To compare the sensitivity of the four RDL isoforms to
fipronil, the insecticide was added to the superfusing SOS
after a control application of GABA (t=0) and continuously
applied afterwards. At 15 and 30 min, an EC3, concentration
of GABA was co-applied with fipronil for 4 min. Chloride
GABA-induced currents were measured at their maximum
amplitude and at the end of neurotransmitter applications.
This allowed us to study three phases of the current
(i.e. peak current, desensitization and late current). In the
presence of fipronil, repeated applications of GABA
produced a gradual depression of both peak and late
components of the currents, as reported previously [7]. No
significant effect of the R122G change on desensitization
could be observed in either WT or A301G/T350M RDL
isoforms (data not shown). In contrast, both peak and late
components of the current were less reduced by fipronil
after R122G modification (Fig. 3a and c). Quantitative data
analysis (Fig. 3b, d and Table 2) confirmed that the R122G
change induced a significant shift to the right in fipronil
potency for both WT and A301G/T350M receptor isoforms
(except at t=15min for peak current). At 30 min for instance,
the ICsq calculated for WT-peak and A301G/T350M-peak
currents was increased by about 4.5-fold and 2-fold,
respectively. Whatever the measured parameter (peak or
late current), the R122G-induced shift was significantly
more important for the WT receptor than for the A301G/

T350M

Fig.1 Membrane topology of the resistance to dieldrin (RDL) subunit, with position of the RI22 edited site and the two residues (A30l and T350) that
have been found to be altered in resistant Drosophila flies. The box represents the mechanism by that A-to-I editing occurs: the editing enzyme adenosine
deaminase converts adenosine to inosine by hydrolytic deamination and inosine is read as guanosine by the translation machinery. The RI22 site repre-

sents one of the four editing sites that exist in the RDL subunit.
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Fig. 2 Gamma-aminobutyric acid (GABA) concentration—response
curves obtained with oocytes expressing wild-type (a) or A301G/T350M
(b) RDL receptors, without (open symbol) and with the R-to-G change at
the 122 residue (closed symbol). Note the shift to the right correlated with
this modification. Data were normalized to the response to 3 mM GABA
for each oocyte and presented as mean+SEM (1=4-8 independent
experiments). Curves were fitted as described in Methods.

Table I GABA ECsgs and Hill coefficients for wild-type and mutant RDL
receptors expressed in Xenopus oocytes

ECso (M) Hill coefficient
WT 5690+ 131 (4) 2.03+0.07
RI22G 83.30+2.88 (5)*** 191 0.1
A30I1G/T350M 53.50+ 1.72(8) 1.68+0.08
A30IG/T350M/RI22G 70.69+ 349 (8)*** 1.63+0l1

Effects of the RI22G replacement on the sensitivity of RDL4 isoforms to
GABA. ECsq values and Hill coefficients are presented as mean+ SEM for
(n) experiments.

GABA, y-aminobutyric acid; RDL, resistance to dieldrin.

***Significantly different from receptors without the RI22G change
(P <0.005).

T350M variant. This confirmed that the A301G and T350M
mutations did not enhance the resistance to fipronil caused
by R122 editing.

Discussion

The genome of D. melanogaster is composed of 13600 genes
but diversity of the proteome can be considerably expanded
by several mechanisms, including alternative splicing and
pre-mRNA editing. An RNA-specific adenosine deaminase
has been cloned in this organism [18] and over 500 mRNAs
have been identified as potential targets for this enzyme
[19]. In Drosophila, like in other organisms, A-to-I editing
occurs mainly in gene transcripts encoding voltage-gated
ion channels and neurotransmitter receptors, which sug-
gests a role for this process in nervous system function [15].
Despite the report of RNA editing among Cys-loop receptors,
the functional consequences of this mechanism have never
been investigated for GABA receptors. The present study
allows us to demonstrate, for the first time, that A-to-I editing
of the R122 site of the Drosophila RDL subunit, expressed in
Xenopus oocytes, decreases the sensitivity to both GABA and
fipronil. The alteration of GABA potency might be related to
the position of R122 near the putative agonist-binding site.
Alignment of RDL sequence with that of the human ol
GABAR subunit shows that residue 122 is located between
two loops (D and E), known to be essential for the binding of
agonist in vertebrate GABA, receptors [20]. Serine 83, a
residue that lies within the same region of the rat a6 GABAR
subunit, also influences response to agonists [21]. As
suggested for serine 83, modification of residue 122 in the
RDL subunit might alter sensitivity to GABA by modifying
the positioning of loops D and E or their movement during
signal transduction.

The second effect of the R122G replacement (i.e. alteration
in fipronil sensitivity) seems to be linked to the decrease
in agonist potency. Earlier findings have established that
fipronil acts preferentially on agonist-bound receptors
[22,23]. As the R122G replacement reduces agonist potency,
it is likely that it decreases the proportion of agonist-bound
receptors at a given concentration of GABA, which, as a result,
affects fipronil binding. Moreover, in Drosophila S2 cells
expressing stably the WT RDL subunit, it has been shown
that, under normal conditions, two exponentials are required
to describe the channel open time distribution, which is
consistent with two kinds of openings, long-time and short-
time openings [24]. It was also demonstrated that fipronil
lowers channel activity by shortening the longer open time
constant. On the basis of these results, it is tempting to suggest
that the R122G replacement shortens GABAR channel open-
ing, which thereby modifies fipronil effect.

Finally, as illustrated in Fig. 3, the R122G change slightly
increased the resistance factor associated with A301G/T350M
combined point mutations. However, no synergistic effect
could be observed, suggesting that the edited and mutated
sites have independent effects on fipronil resistance.

Conclusion

Our study provides evidence that RNA editing has
important functional consequences on GABA receptors.
We also show that insecticide resistance of GABA receptors
can be enhanced by posttranscriptional modifications,
which has never been reported previously for these
important targets of neurotoxic insecticides.
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Fig.3 Effect of the RI22G replacement on y-aminobutyric acid receptor (GABAR) sensitivity to fipronil. (a) and (c) Current traces showing the effect of
ECj30 concentrations of GABA in control (solid lines) and after a 30 -min fipronil application (I0 nM in (a) and 100 nM in (c), dashed lines). (b) and (d) Dose—
response inhibition curves for the effects of a 30 -min fipronil application on GABA-induced peak current, in oocytes expressing RDL receptors without
(open symbol) and with R-to-G change at the 122 residue (closed symbol). Data are presented as mean + SEM (1=3-6 for each point). Curves were fitted

as described in Methods.

Table2 Blocking action of fipronil on GABA-induced responses for wild-
type and mutant RDL receptors expressed in Xenopus oocytes

ICs0 (NM) 15 min 30 min

Peak current
WT 7338+ 13.05 (2) 2.8+0.25(5)
RI22G 12591 +32.22 (5) 12.18 + 1.03 (4)***
A301G/T350M 316.97 + 3935 (5) 60.10+2.44 (4)
A301G/T350M/RI22G 405.74+20.16 (3) 11725+ 1.85 (3)***

Late current
WT 39740.51 (6) 0.8+0.03 (6)
RI22G 16.07 +2.07 (3)*** 4.6610.85 (4)***
A301G/T350M 75.11+4.8I (5) 6143+ 5.3 (5)
A30IG/T350M/RI22G 155.96 + 3986 (3)* 11.24+25.81 (3)*

Effects of the RI22G replacement on fipronil potency (ICso, nM) for peak
and late GABA-induced currents, after bath-application of the insecticide
for 15 or 30 min. Values are presented as mean + SEM for (n) experiments.
*Significantly different from receptors without the RI22G change
(P<0.05).

***Significantly different from receptors without the RI22G change
(P <0.005).

GABA, y-aminobutyric acid; WT, wild type.
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Les résultats concernant les effets de I'éditioZR& n'ont pas été présentés
en totalité. Certaines illustrations non inclusemg la publication, mais aussi quelques

résultats complémentaires sont présentés danigleed 23 a 29.
lllustrations complémentaires

Les tracés de la figure 23 montrent que la subsiituR122G entraine une
réduction de la sensibilit¢ au GABA, que cette stlifon apparaisse dans des sous-unités
RDL de type sauvage ou dans des sous-unités pagsdésmtdouble-mutation A30G/T350M.

WT WT+ R122G
1T 2 3 4 5 6 7 T 2 3 4 5 6 7

_*“Uf‘ SRl U

100nA| 25nA |_
2 min 2 min
DM DM + R122G
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
T U
50nA | sonA |
2 min 2 min

Figure 23 . Exemples représentatifs de courants GA&ergiques utilisés pour la construction des
courbes dose-réponse du GABALe GABA est appliqué jusqu’'a ce que 'amplitude aede du
courant soit atteinte puis est rincé. Les chiffless 7 représentent les concentrations en GABA
utilisées.1: 3.10°M ; 2: 1.10°M ; 3: 3.10°M ; 4: 1.10°M; 5: 3.10°'M; 6: 1.10°M ; 7: 3.10°M.

Les courbes dose-réponse du GABA obtenues sorgmiées dans la publication 1, figure 2. "DM" :
double mutant A30G/T350M
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Il est a noter (tracés de gauche) que les réceptieumés de sous-unités
doublement mutées présentent pratiguement la ménstdité au GABA que les récepteurs
sauvages, comme cela avait été observé précéderflnee@bff et coll., 2005), indiquant que
les mutations A30G et T350M n'ont pas d'impact sur la sensibilité au GABAdqu'elles
sont combinées. La diminution de sensibilité au @GABbservée pour les récepteurs
A3012G/T350M/R122G est donc imputable uniquement a la substitutibBa.

La publication 1 présente une partie des donnéemnoés sur les effets du
fipronil sur les différents types de récepteurs RBprimes. Afin de compléter ces résultats,
la figure 24 montre des tracés représentatifsaféet’ du fipronil sur le courant GABA, et les
figures 25 a 28 présentent les courbes d’inhibifioar 15 minutes d’application du fipronil,
et apres rincage de linsecticide avec du liquidgspplogiqgue pendant 15 minutes, en

fonction du type de sous-unité RDL exprimée.

Il est & noter (figure 24) que les effets de I'ctga@de sont plus marqués aprés
la deuxieme application de GABA (comparer les sffgirés 15 et 30 minutes d’application),
en accord avec une facilitation des effets du fiprpar la répétition des applications de
GABA (phénomene de "use-dependence”). La comparaies courants montre aussi que
I'effet du fipronil est irréversible pour les rédeprs formés de la sous-unité RDL sauvage,
avec ou sans la modification R1&2 A l'inverse, cet effet est réversible dans ls das
récepteurs présentant la double-mutation AGOL350M. En effet, le courant récupere
partiellement apres rincage, ce qui traduit uneirlition de la liaison du fipronil aux
récepteurs. De plus, suite au ringage, le couamd & augmenter pendant I'application de
GABA, comme cela a déja été observé précédemmenB(if et coll., 2005), ce qui suggére

gue le GABA facilite la libération du fipronil des site de liaison.
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Figure 24 . Courants GABAergiques illustrant les dets du fipronil a 15 et 30 minutes
d’application, et aprés ringage pendant 15 minutepar du liquide physiologique, selon la nature
de la sous-unité exprimée (WT ou WT+R122G ou DM olDM+R122G). La barre horizontale
représente I'application du GABA (G Les concentrations de fipronil utilisées sontl@aM pour
les tracés du haut et de 100nM pour ceux du bad. "Riouble mutant A30L/T350M.
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Le tableau 2 de la publication 1 présente les valda C§, obtenues pour des
applications de fipronil d’'une durée de 15 et 30umés et la figure 3, les courbes d’inhibition
pour 30 minutes d’'application de fipronil. Les figa 25 a 28 présentent les courbes dose-
réponse du fipronil pour des applications de 15utes et celles obtenues aprés un rincage
par du SOS pendant 15 minutes. Pour rappel, lemactsuGABAergiques ont été mesurés en
deux points: 1) a l'amplitude maximale obtenue pgues l'application de l'agoniste
("courant au pic"), et 2) apres quatre minutes pliaption du GABA ("courant tardif").

La comparaison des §ldes figures 25A et 25B et des figures 27A et 27B
montre que les GABARs sont moins sensibles audippour le courant au pic que pour le
courant tardif, aprés 15 minutes d’application. @esnées confirment que la fixation du
GABA facilite I'effet de l'insecticide. De plus, glle que soit la composition des GABARS,
un décalage des courbes d'inhibition vers la desteobservé en présence de la modification
R122G. Ce décalage est trés faible pour les couranisicaa 15 min et est plus important
aprés quatre minutes d’application du GABA, probai#nt parce que le récepteur est plus
désensibilisé. Cela est en accord avec les obgmrsatelon lesquelles la désensibilisation
facilite l'effet des antagonistes sur les GABARsf. (paragraphe "Introduction
bibliographique" E.1, p.54). Comme indiqué danpudalication 1, I'effet de I'édition R142
sur les Gy pourrait étre expliqué par le fait que cette éditdiminue la "puissance” du
GABA. Par conséquent, le pourcentage de réceptast lié le ligand est réduit pour une

concentration donnée de GABA, ce qui se répercdgativement sur la liaison du fipronil.
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Figure 25 . Courbes d'inhibition du fipronil (appliqué pendant 15 minutes) pour le courant
GABAergique mesuré au pic (A) et le courant tardif (B), dans le cas de récepteurs RDL
constitués de sous-unités sauvages (WT) ou WT présant la substitution R123G. Les Ck, sont

indiquées entre parentheses. La concentration d@AQAilisée correspond a la GHvaleur obtenue

d’aprés les courbes dose-réponse du GABA).
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Figure 26 . Courbes d'inhibition du fipronil apres ringage pendant 15 minutes avec du SOS
(récepteurs RDL sauvages ou WT+R123). A : Courant mesuré au piB.: courant tardif. Les G4
sont indiguées entre parentheses. La concentrat®onGABA utilisée correspond a la GE
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Figure 27 . Courbes d'inhibition du fipronil (appliqué pendant 15 minutes) dans le cas des
récepteurs RDL double-mutants (A304G/T350M) ou A302G/T350M/R122G. A: Courant
mesuré au picB : courant tardif (apres 4 minutes d'application@&BA). Les Ck, sont indiquées
entre parentheses. La concentration de GABA utilesirespond a de la gE
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Figure 28 . Courbes d’inhibition du fipronil apres rincage pendant 15 minutes avec du SOS
(récepteurs double-mutants A30IG/T350M ou A302G/T350M/R122G). A : Courant mesuré au
pic. B : courant tardif. Les G4 sont indiquées entre parenthéses. La concentrdéidBABA utilisée

correspond a de la GE
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Résultats complémentaires

Conformément aux résultats obtenus dans la litisggpour les antagonistes
des GABARSs, le fipronil accélére clairement la chésigilisation, quelle que soit la sous-unité
testée. Le tableau 23 compare la désensibilisaties récepteurs RDL avant et apres

application de fipronil pendant quinze minutes.

Ratio désensibilisation t=15 / t=0min fipronil

WT 0 min: 20,31 £2 % (n=45)

"| 3,03 p<0.001

WT 15 min: 61,5+ 3,6 % (n=5)
WT+R122G 0 min : 23,36 + 2,9 (n=34)

2,19 p<0.01
WT+R122G 15 min: 51,2 £ 6,6 (n=3)
DM 0 min :26,9 + 2,6 % (n=33)

2,01 p<0.01
DM 15 min :54 + 1,3 % (n=4)
DM+R122G 0 min : 30,44 + 3,7 (n=13)

117 p>0.05

DM 4+R122G 15 min: 35,7 £6,5 (n=3)

Tableau 23 . Comparaison de la désensibilisation sl@éécepteurs dans les conditions contréles et
apres 15 minutes d'application de fipronil (Cky). Le principe du calcul des pourcentages de
désensibilisation est indiqué sur le tracé de gauch

La désensibilisation est accélérée suite a I'appba de fipronil (15 minutes
de traitement), et semble moins accentuée dansdeditions contrbles en présence de
'édition R122G. Cependant, ces résultats sont difficilementrpmégables car, dans les
conditions contrdles, la désensibilisation augmentr I'amplitude des courants, c'est-a-dire
avec le niveau d’expression des récepteurs dansviesytes. Il apparait en effet que les
pourcentages de désensibilisation sont trés hégesg selon I'amplitude du courant
GABAergique (figure 29). Par conséquent, linfluenade [I'édition R12Z sur la

désensibilisation n'a pu étre prise en considémngtiour la publication 1.
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Figure 29 . Comparaison des degrés de désensibitisa des récepteurs en conditions controles.
Le principe du calcul du pourcentage de déserssitbitin est le méme que pour le tableau P8ur
chaque isoforme de récepteur RDL, 4 barres repigrsteles amplitudes deABA comprises entre (de
gauche a droite) 0-200, 200-500, 500-1000 et 1@I®1nA, respectivement (pas d’amplitude
supérieure & 1000 nA pour DM + R122G). Les testdstigues ont été effectués a l'aide du test One-
way ANOVA.

C Discussion des résultats

Le fait que la substitution R122, obtenue par mutagénese dirigée de RDL,
entraine une réduction de la sensibilité non see¢nau GABA, mais aussi au fipronil,
montre que [I'édition n'est pas sans conséquencestiémnelles dans les GABARs

d’invertébrés.

Cette modulation de la pharmacologie des GABARSs par mécanisme
d’édition n’avait jamais été mise en évidence jlslgus, pas méme pour les GABARs de

vertébreés. Les sites d'édition de ces récepteagali$és sur la sous-unié&, n'ont en effet été
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découverts que trés réecemment (Ohlson et coll.7200ne publication récente montre que
I'édition de la sous-unité3 augmente au cours du développement embryonrtgi@statal
chez la souris, mais aussi qu’elle est tissu-siggef (Rula et coll., 2008). Les données
électrophysiologiques obtenues a partir de récepted3y2L recombinants indiquent que
I'édition de la sous-unité3 entraine une diminution significative de I'amypdié des courants
générés par ces récepteurs. De plus, I'activatiocalirant est plus lente et la déactivation
plus rapide que pour les récepteurs sans sous-@ditée. Les auteurs imputent cela a la
position du site d’édition (boucle M2-M3), qui aaurble dans le contrble de I'ouverture du
canal (Rula et coll., 2008).

La recherche des conséquences fonctionnelles déidie¢ de 'ARNmM des
GABARs de vertébrés et d'invertébrés constitue hemp d'investigation tres large, et permet
une nouvelle approche dans la compréhension duidomement de ces récepteurs. Dans le
cas des récepteurs RDL, les éditions qui n‘ongpaabordées au cours de cette étude peuvent
aussi avoir une influence fonctionnelle, de par legalisation structurale. L'édition 1283
se trouve dans le domaine M1, et il a été vu plast {p.55) que tous les domaines
transmembranaires participent potentiellement afixation des antagonistes (Law et
Lightstone, 2008). N29B se trouve dans la boucle intracellulairerM2. Un alignement de
la sous-unit§3 avec RDL montre une aspartate la ou se trougedi@gine pour RDL. Or, il
a été montré que ce résidu fait partie d’'un grod@ecing acides aminés impliqués dans la
sélectivité aux anions dans la sous-urfig (Jensen et coll., 2002). Pour finir, I'édition
M360V est localisée dans la boucle M3-M4, qui joue uhe rdans la régulation des
récepteurs de vertébrés, leur pharmacologie, guesileurs interactions avec le cytosquelette
(Olsen et Tobin, 1990 ; Moss et Smart, 2001).
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Chapitre Il. ROle de la phosphorylation dans
la modulation de la sensibilité des GABARSs au
fipronil

A Présentation

La phosphorylation joue un rdle essentiel dans dautation de Il'activité des
récepteurs membranaires. Plusieurs enzymes apaattania famille des sérine-thréonine
kinases, comme la PKC, la CaMKIl et la PKA, ontsaigté reconnues comme ayant une
influence sur le fonctionnement et la pharmacolatge GABARSs de vertébrés. Dans le cas
des GABARs d'insectes, par contre, les connaissaiestent tres limitées. Il a cependant été
établi que la CaMKIl exerce une régulation positsug les récepteurs GABAergiques des
neurones DUM de la blatfe. americana(Alix et coll., 2002). Ces neurones sont également
dotés de deux types de PKC (conventionnelles evell®s) qui régulent un sous-type de
NAChR (Courjaret et coll., 2003), mais dont I'efet les GABARSs et leur pharmacologie n’a

pas encore été déterminé.

Les neurones DUM possédant des récepteurs GABAggigensibles au

fipronil (Le Corronc et coll., 2002), ce modelelaklire a été utilisé pour tester :
1) la régulation des GABARs d’insectes par la PKC,
2) les effets de la phosphorylation sur I'efficéditu fipronil,

3) la présence de la sous-unité RDLvee de rechercher des sites potentiels de

phosphorylation par la PKC

De plus, nous avons également entrepris d'étueseeffets de la PKC sur des

récepteurs RDL de drosophile exprimés dans desyte®de xénope.

135



Résultats

B Reésultats obtenus

Les résultats concernant la modulation de la s#émsillles GABARs au
fipronil par des phénoménes d’édition et de phosgation ont été présentés sous forme de
poster lors d’un congres de la Fédération Europgeles NeuroSciences, et le résumé a été
publié dans un volume de FENS abstracts (résurok 2nnexe). Les données concernant les
mécanismes de régulation intracellulaire ont étsgmtés sous forme de poster lors du
colloque de Neurobiologie des Invertébrés (Toulpugiee: "Récepteurs GABAergiques
ionotropes de neurones d'insecte : régulationdati@aire et identification moléculaire d'une
sous-unité", auteursES-SALAH Z., DASSI C., HAMON A., TRICOIRE-LEIGNEH.). Un
article scientifique présentant les résultats corarg la modulation de la sensibilité des

GABARs au fipronil par phosphorylation est actuelet en cours de préparation

(publication 2).
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Publication 2

Regulation of two GABA receptor subtypes by PKC andCaMKI|
phosphorylation alters sensitivity of insect neuroscretory cells

to the insecticide fipronil

Zeineb Es-Salah, Hélene Tricoire-Leignel, Lauredceillo, Valérie Itier, Bruno Lapied,
Alain Hamon

En préparation, pour une soumissiojoarnal of Neurochemistry

(Par souci pratique, les figures ne sont pas ptéssra la fin de I'article, comme dans le cas

d’'une soumission, mais sont intégrées dans le.jexte
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Title page

Regulation of two GABA receptor subtypes by PKC andCaMKI|
phosphorylation alters sensitivity of insect neuroscretory cells

to the insecticide fipronil

Zeineb Es-SaldhHéléne Tricoire-Leigné] Laurence Murilld, Valérie Itief, Bruno Lapied,

Alain Hamort

! Laboratoire RCIM, UPRES EA 2647/USC INRA 2023, IAR9 QUASAYV, Université

d'Angers, UFR Sciences, 2 Boulevard Lavoisier, £9@dgers Cedex, France

2IMRB - Inserm U841, Equipe n°10 "Systéme neuromlizsiet inflammation”, Faculté de
Médecine, 8 rue du général Sarrail, 94011 Crétednce

Abbreviations: CaMKIl, calcium/calmodulin-dependent protein kieal; GluCIR, glutamate-gated
chloride channels; PMA, Phorbol-12-myristate-13tatee PDBu, Phorbol 12,13-dibutyrate; G66983,
3-[1-[3-(Dimethylamino)propyl]-5-methoxy-1H-indol-3]-4-(1H-indol-3-yl)-1H-pyrrole-2,5-dione;
KN-62, 1-[N,O-bis(5-Isoquinolinesulfonyl)-N-methyl-tyrosyl]-4-phenylpiperazine; DUM, Dorsal
Unpaired Median; DAG, diacylglycerol; PKC, protéimase C
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Abstract

Serine/threonine kinases play important role inrtteglulation of vertebrate GABA receptors
(GABARSs). However, their implication in regulatingpsect GABARs is unknown. We
investigated the effects of PKCs on Periplanetariganea Dorsal Unpaired Median neurons,
known to express ionotropic GABARs (GABAR1 and GARB2). The GABA-induced
currents were recorded using the whole-cell patalmp technique. PKC modulation was
assessed using activators (PMA, PDBu) and the itohiiG66983). GABAR?2 activity was
totally blocked by 0.3uM PMA, whereas effects onE3¥R1 required higher concentrations.
Blockade of CaMKII with KN-62, in parallel with aeation or inhibition of PKC, showed
that GABAR2 was independently inhibited by the thinases and that PKC was negatively
regulated by CaMKIl. PCR cloning revealed the pneseof the RDL GABAR subunit in

Periplaneta americana nerve cord, with potentiaCRIKd CaMKIl phosphorylation sites.

Because phosphorylation is a novel mechanism ffextta insecticide sensitivity, the effects
of PKC activation and/or inhibition on fipronil s&tivity were examined. The dose-response
curve illustrating inhibition of GABA-induced cumes by fipronil displayed a biphasic
aspect. Fipronil sensitivity was decreased upoectige blockade of GABAR2 by PKC,
indicating a higher sensitivity to fipronil for GAER2 than GABARL. Our results show that

cells sensitivity to fipronil are altered by phospyiation.

Keywords: GABA, PKC, CaMKIl, fipronil, RDL, DUM nenons

Running title: GABAR phosphorylation and sensitio fipronil
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Introduction

In insects, as in vertebrates, ionotropic GABBeptors (GABARS) mediate fast inhibitory
transmission in the central nervous system. Theyangeted by several important classes of
insecticides, including cyclodienes (e.g. dieldramd phenylpyrazoles (e.g. fipronil). These
compounds cause neuronal hyperexcitation and csiovigl by reducing the flow of chloride
ions through the receptor channel complex (Bloosigii996). Unfortunately, their wide use,
especially in agriculture, has led to the developintd resistance mechanisms in many pest
species. In most field populations studied to deyelodiene/fipronil resistance is associated
with a point substitution (A301S/G) in a GABAR sulit called RDL (for resistance to
dieldrin), that is widespread in the central nesv@ystem of many insect species (ffrench-
Constant et coll., 2000). Similar resistance-asdedi substitutions have been identified in
other key targets of neurotoxic insecticides, saglsodium channels, nicotinic acetylcholine
receptors (NAChRs) and acetylcholinesterases (Ragrbelpech et coll., 2005 ; Dong,
2007). In addition, evidence that posttranscriglomodifications, such as RNA editing of
insect GABA receptors, also affect insecticide gafity have been brought recently (Es-
Salah et coll., 2008).

Besides these mechanisms, several recentestusve established that insecticide
sensitivity is also strongly dependent on physimalg intracellular processes like
phosphorylation or dephosphorylation. For examipleockroach neurosecretory cells (DUM
neurons), modification of the phosphorylation statean a-bungarotoxin-resistant nAChR
affects the action of the neonicotinoid insecticidedacloprid (Courjaret et Lapied, 2001).
Moreover, in the same cells, the effect of the xsbarb metabolite DCJW on sodium
channels is greatly facilitated by activation ofM@d! (Lavialle-Defaix, 2005). However, no
study has examined whether the effects of GABARdaed insecticides are modified by
phosphorylation/dephosphorylation processes. Thispliobably due to the paucity of

knowledge about the functional regulation of inS@&BARs by phosphorylation.

Until now, it has been shown &eriplaneta americananidentified neurons that a PKA-
dependent mechanism participates in the maintenahc€ABAR function (Watson et
Salgado, 2001). Moreover, in the terminal abdomgaaiglion of the American cockroach,
DUM neurons are known to express two distinct GABASRIbtypes. GABAR?2 is positively
modulated by calcium-calmodulin kinase Il (CaMKNyhereas GABARL1 is insensitive to

CaMKIl (Alix et coll., 2002). The most recent study intracellular regulation of GABAR
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function in insect neurons came from experiment$opmed on mushroom body Kenyon
cells of the honey bee, and suggests the implicaifccalcium in the regulation of GABAR
functional properties, but without PKA, PKC or CaMKnvolvement (Grunewald et
Wersing, 2008). Although PKC isozymes are knownregulate an alpha-bungarotoxin
resistant NAChR in insect neurosecretory cells (f2oet et coll., 2003), there is no evidence
indicating that PKC might modulate insect GABARIaty.

Based on findings reporting that i) ionotro@ABARSs are major targets for the widely
used phenylpyrazole insecticides (e.g., fiproni ai) phosphorylation strongly alters the
action of several classes of insecticides, we liravestigated the effects of PKCs on GABA-
induced chloride currents in cockroach DUM neurand the influence of PKC on fipronil
sensitivity. Finally, to determine whether the etfe of kinases might involve a direct
phosphorylation of GABAR subunits, we have asse$isegpresence of the RDL subunit by
PCR, in the nerve cord of the cockroach and detexdniits partial sequence to identify
potential phosphorylation sites.

Methods

Cell isolation lIsolation of adult DUM neuron cell bodies was fpened under sterile
conditions using enzymatic digestion and mechardcsgdociation of the terminal abdominal
ganglia of adult mal@eriplaneta americanaockroaches, as previously described (Lapied et
coll., 1989). Isolated cells were kept for 24 hoat29°C before experiments were carried

out.

Electrophysiology GABA-induced chloride currents were recorded gsihe patch-clamp

technique, under voltage-clamp mode. Whole-celienis were evoked by applying GABA
through a glass micropipette connected to a pnaarpagssure ejection system (15 psig,
300ms in duration, Miniframe Medical Systems Cogpan, Greenvale, NY, USA). The
pipette (resistance 2 ® when filled with agonist) was positioned withi@Em from the
studied isolated cell body. GABA-induced curren®srevrecorded using an Axopatch 200B
amplifier (Axon Instruments, Foster City, CA), &ited at 5 kHz. Data were stored on-line on
the hard disk of a PC computer (sampling frequerd®kHz) connected to a 16-bit A/D
converter (Digidata 1322A, Axon Instruments). THelgmp package (pClamp8.0.2., Axon
Instruments) was used for data acquisition andyarsal Patch pipettes were pulled from

borosilicate glass capillary tubes (GC 150T-10;rCIBlectromedical Instruments, Harvard
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Apparatus, Edenbridge, UK) using a P-97 puller t@&uinstrumentsNovato, CA, USA).
Pipettes had resistances ranging from 1 to 1@ When filled with internal solution (see
composition below). The liquid junction potentiativeen bath and internal pipette solution
was always corrected before the formation of adiga seal (> 2 Q). DUM neuron cell
bodies were voltage-clamped at a steady-state rigpldotential of —50 mV (except when

otherwise stated). Patch-clamp experiments werduad at room temperature (20°C).

Solutions and chemicalsThe cells were continuously superfused by a tyaperfusion

system with a chloride-isotonic solution containiing mM): 167 NaCl, 33 D-gluconic acid,
3.1 KCI, 4 MgC}, 5 CaC} and 10 HEPES; pH was adjusted to 7.4 with NaOH inkernal
pipette solution contained (in mM): 170 KCI, 1 MgC0.5 CaC, 15 pyruvic acid sodium
salt, 10 EGTA, 20 HEPES and 10 phosphocreatineddi-pH was adjusted to 7.4 with KOH.
All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich affee). Pyruvic acid (sodium salt,
Research organics Inc, Cleveland, USA) was usgardeent rundown of GABA currents.
Fipronil (CIL Cluzeau, France) was first dissolved in dinythlphoxide (DMSO), and then
diluted in bath solution to the final required centration. Stock solutions containirige
PKC activators/inhibitor PMA, PDBu and G66983 wémeshly dissolved every day in the
bath solution. The CaMKII inhibitor KN-62, first skolved in DMSO, was then diluted in
pipette solution just before use.

Statistical analysisData, when quantified, were expressed as meafk MSwhere n is the

number of experiments. Differences between meams tested for statistical significance by
Student’st test. Curve fitting analysis was carried out udimg software Prism 2 (GraphPad
Software Inc., San Diego, USA). The equation usedttfipronil inhibition curve is given

below.

Fraction_1 1 - Fraction_1 ]

Y = BOttom + (Top - BOtton[) 1 + 16(-L09EC50_.’ Tl + 1d<-LOgEC50_1

Statistical probability is expressed as n0.p5, *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001.

Cloning of partial cDNA sequence encoding the GA8Zeptor RDL subuni2.5 pg of total

RNA were isolated from ventral nerve cords of 1diladockroaches using TriZblreagent
(Invitrogen, Carlsbad, USA) and were reverse-trehed using the Superscript V' First

Strand Synthesis Supermix in the presence of 5®|idddT.o" (Invitrogen, Carlsbad, USA),
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according to the manufacturer’s instructions. Fdagenerated primers were designed in
accordance with the amino-acid sequence homoldggeseen the RDL sequences from six
insect speciesD. melanogaster(accession n° NP523991MH. virescens(accession n°
CAB41615), A. mellifera (accession n° XP001120292},. striatella (accession n°
BAF31884),P. xylostella(accession n° ABN13426) aiil germanicgaccession n° S76561).
These primers, which amino-acid motifs are RVRPNYGG (5'-
GAGTAAGRCCNAAYTAYGGWGG-3': DS1 primer), GVETLSV &’
GGNGTNGARACNYTNWSN-3': DS2 primer), LMYWIIYL (5-
AGVTADATGATCCAGTACATBAG-3: DR1 primer) and YSRIVFP (5-
GGRAAMACGATRCGRGAGTA-3: DR2 primer) were successly used in embedded
PCRs (DS1-DR1 / DS2-DR2) in order to amplify thetiah C-terminal domain of the RDL
coding sequence. Both PCRs were performed in tesepce of Taq Platindtrpolymerase
(Invitrogen, Carlsbad, USA) during 35 cycles 3094ftC; 30s at 60°C; 30s at 72°C, preceded
by 2 min at 94°C and followed by 5 min at 72°C. TRER products leading to DNA
fragments of 1150 bp were purified using NucleoSiintract Il kit (Macherey Nagel, Diiren,
Germany) according to the manufacturer’s instrungiorhese DNA fragments were cloned

into the pCR2.1TOP®plasmid (Invitrogen, Carlsbad, USA) for sequencing

Sequence analysia. multiple alignment of clone sequences revealealtiypes of transcripts,

one of which displayed a 57 bp insertion, leadingwo consensus sequences of 994 and
1051 bp Pame2-long vs Pamel-shprereated with Bioedit, version 7.0. (Hall, 1999).
Identities of both sequences isolatedPinamericanaventral nerve cord were checked using
BLASTnN program and their amino-acid translationevesed in a multiple alignment with the
protein sequences of the RDL subunit from four echspecies using ClustalW, version 1.83
(Thompson, J. D. et coll.,, 1994). This alignmentswasualized using Bioedit, version 7.0
(Hall, 1999).

A phylogenetic analysis was performed under theimasn parsimony method with PHYLIP
Package, version 3.66 (Felsenstein, 2001). An gguaighted maximum parsimony search
was run with 1000 random addition replicates (bmapy. TheD. melanogastemnicotinic
acetylcholine receptaxl subunit was used as an outgroup. The best treevisaalized by
Tree View, version 1.6.6 (Page, 1996).

Because phosphorylation modulates the GABA receptonction inP. americanaDUM

neurons, we performed predictive analysis of pueaghosphorylation sites on both isolated
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RDL subtypes sequences h americanaventral nerve cord, using PPSP ("prediction of

protein kinase-specific phosphorylation site") (>ateoll., 2006).

Results

Pressure application of GABA (100 uM) onto the ag#-clamped DUM neuron cell body
induced a transient inward currenGABA) that reversed at 1.6mV, a potential close to the
calculated Nernstian equilibrium potential for aide ions (-2.1mV; Fig. 1a). Between -
70mV and OmV, the relationship between peak curegnplitude and membrane potential
displayed a biphasic aspect , which best fittedgisivo linear regressions (Fig. 1b), the first
one between -70 and -30mV (slope conductancetlA6 nS, n=11) and the second one
between -30 and OmV (slope conductance: 67.8hS, n=11). The biphasic shape of the |-V
curve reflects the presence of two distinct GABARsbtypes (named GABAR1 and
GABAR?2) that differ from each other on the basis thkir pharmacological profile,

intracellular signalling pathway through CaM-Kindkactivation and sensitivity to calcium.

Effect of PKC activation on the inward chloride mmt mediated by GABARS$0 study the

effects of PKC activation, the cells were incubafi@d4h with the phorbol ester PMA, at a
concentration of 300nM. Following PMA incubatiohgtvoltage dependence @ABA was
strikingly modified, with data being best fitted byly one linear regression. At —30mV, no
significant difference with control I/V curve wabserved (p>0.05), but at -70mV, there was
a significant decrease asABA amplitude in presence of PMA, compared to cor{wohtrol:
n=10; PMA: n=5; p<0.05) (Fig. 1c and d). Moreovite slope conductance calculated from
the linear regression (428.7nS, n=5) was close to that determined betwe®mVv3and
OmV in control experiments, indicating that PMA dibt notably affect inward current
activated by GABARL1 but fully reduced the currenédiated by GABAR2However, at
higher concentrations (1uM in Fig. 1d), PMA alsdueed GABA amplitude at potentials
more positive than -30mV, thus showing that GABAREe GABAR2, was inhibited by
PMA.
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Figure 1. DUM neuron GABARs are differentially regulated bWR. (a) Representative whole cell
current traces obtained at different holding patdsitfrom a DUM neuron cell body, in response to
local application of 100uM GABA via a micropipett®nnected to a pneumatic pressure ejection
system. In chloride isotonic conditions, the cutserversed at a potential close to Onily). Plot of

the current-voltage relationship of GABA-inducedremt. Two linear regressions were necessary to
best fit the data points (n=11), which reflects pnesence of two GABAR subtypes in DUM neuron
cell bodies.(c) Effect of PMA on GABA-induced currents. Cells wereubated in presence of
300nM PMA for 4 hours prior to recordings. Note ttHRMA pre-treatment resulted in a strong
reduction in current amplitude at —70mV holdinggmdial, whereas currents were almost unaffected at
—30mV. (d) Current-voltage relationship of GABA responsedofeing application of 300nM PMA
(@) or 1uM PMA (A) for 4h (n=5 for each concentration). Note tha®dr@dd PMA affected only the
first component of the biphasic I/V curve (at paigis more negative than -30mV) whereas the two
components were affected by 1uM PMA. Values arensieSEM.

To assess the time course of current inhibitionMDhleuron somata, voltage-clamped at a
steady state holding potential of -50mV, were egabto GABA pulses every 2 min during
continuous superfusion of PDBu (an activator of BKAn the presence of 2uM PDBu,
GABA-induced currents were reduced by 90.7+3.8%3(np<0.0001) after a 20-min
application (Fig. 2a). The almost total inhibitiobtained in less than 30 min, confirmed that
both GABAR1 and GABAR2 were sensitive to PKC.

To check whether the reduction of the GABA respars@litude could be caused by receptor
internalization, as observed in some neuronal patjoas (Song, M. et Messing, 2005),

membrane capacitance was measured every 2mine iprésence or absence of 2uM PDBu.
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Figure 2b shows that PDBu did not induce any sigaift changes of membrane capacitance
during the time course of experiments (p>0.05).sTéuggests that the total number of
GABARs in the neuronal membrane was not reduceehioypcytosis.

3 Control
0 ¥ PDBu 2uM
40 4 8 1216 20 24 28
Time (min)

—_
O
~—
N
o
o
>
w
=3
w

Membrane capacitance (%)
N S [+2] [e]
o o o [e=]

Control PD'Bu Control PIjBu Control PDBu

0 min 8 min 16min

Figure 2. Inhibition of GABA-induced currents
by PDBu is not caused by endocyto§#. Time-
course of PDBu-mediated inhibition of GABA-
induced currentsY, n=3), compared to control
(d, n=21). Bath-application (dashed line) of
2uM PDBu was started at time 0. Holding
potential: -50mV.(b) Evolution of membrane
capacitance with time, in the presence (grey
bars) or absence (black bars) of 2uM PDBu.
Membrane capacitance is expressed as
percentage of initial value.

In order to inhibit a possible basal activity of @Kand to assess the effects of this inhibition

on GABA responses, G66983 was continuously supedfas a concentration of 100nM and

its effect on 6ABA amplitude was checked every 2min, at a holdingemal of -50mV.
Surprisingly, GABA was progressively decreased by G66983 as with B&wators (Fig.
3a). After stabilization, the decrease was estithédebe 31+5.1% (n=3, p<0.0001). Similar

experiments with another PKC inhibitor, chelerythalso led to decrease of GABA response

amplitude (data not shown). Statistical analysieeaéed no significant difference (p>0.05)
between the decreases induced by G66983 (31+5.£%9, and 300nM PMA (33.6%7.8%,
n=5) (Fig. 3b). This indicates that G66983, likddBM PMA, selectively blocked GABAR2
activity. It should be noted that the decreasea¥BA amplitude produced by these two

compounds was also very close to that previousseonled when CaMKII was inhibited via
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blockade of C& entry (Alix et coll., 2002). From these resultsjsi tempting to suggest a
cross-talk between PKC and CaMKIl in GABAR2 regiaa.

(a) 50 mv (B) 1001
Control PMA300nM  G66983 100nM 80 ]

GABA GABA GABA
v 60

IGABA (%)

40

jah/a

20 1

0
IinA Control (56983 PMA

Figure 3. Effects of PKC effectors ohlGABA amplitude.(a) Sample current traces illustrating the
equivalent inhibitory effects of 300nM PMA and 100nG66983 (100nM) on the amplitude of
GABA-induced currents. Potential was held at -50n(l). Histogram summarizing the effect of
G66983 (n=3) and PMA (n=5). Values are means + SEM.

Interaction between PKC and CaMKIFollowing activation of PKC by incubation of the

cells with 300nM PMA, CaMKIl was blocked by subseqt intracellular application of
10pM KN-62 through the patch electrode. The liné& curve obtained under these
conditions yielded a slope factor (45.5£13.6 nS)rthat was close to that determined after
PMA incubation alone (Fig. 4a)Current amplitudes measured in the presence of PMA
combined to KN-62 (-3.61+1.5 nA, n=3, at —70mV atd36+0.6 nA, n=3, at —-30mV) did
not differ (p>0.05) from those measured in the @nes of PMA applied alone (-3.90£0.3 nA,
n=5 at —70mV; -1.61+£0.2 nA, n=5, at -30mV) (Fig.4bhe lack of additional effect on
GABAR?2 confirms that this receptor was alreadyyfllocked by PKC and that KN-62, in
combination with 300nM PMA, had no effect on GABARL1

In an additional set of experiments, instead ohslating PKC, we inhibited its basal activity
by incubating the cells with 100nM G066983, befoexarding GABA responses at a
membrane potential of -50mV, with 10uM KN-62 in ghatch pipette. While KN-62 without
PKC inhibition decreasedshABA amplitude by 49.9+5.5% (n=3), it produced a 5717.2%
increase when PKC activity was previously inhibitéte fact that inhibition of CaMKII can
produce opposite effects o0BABA, depending on whether PKC is active or not, impirest
the two kinases do not act separately, and thatkdbdtts on GABAR2 via PKC inhibition.
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(a) Potential (mV) 1
70 50 -30
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® PMApretreatment (300 nM)

/\ PMApretreatment (300 nM) + KN-62
(10 M) -9

(b) =70 mvV -30 mV

-1
! [ - Figure 4. Regulation of GABAR2 by both PKC
ns and CaMKIl.(a) I/V curve showing the effect of
PKC activation by 4h PMA pre-treatment
(300nM @, n=5), compared to PKC activation
by PMA followed by CaMKIl inhibition by KN-
, | -5 62 (10nMA, n=3). Note that no additive effect
LB 1 was observed when KN-62 was used, and that
one linear regression best fitted the PMA/KN-62
curve. (b) Histogram showing the effects of
PMA (300nM) followed or not by KN-62
(C) KN-62 . + + (10uM) on GABA-induced inward current, at
606983 - - + two holding potentials (-30mV and -70m\{x)
Histogram illustrating the effects of KN-62
(10pnM) onlGABA, preceded or not by G66983
50— treatment (100nM), at a holding potential of -
50mV. Values are means +SEM.
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Effect of intracellular regulation on fipronil seitigity. A dose-response inhibition curve for

the effects of fipronil on the peak amplitude of B#induced currents was established
following superfusion with fipronil for 10 min. Theinimal concentration that elicited an
unambiguousurrentdecreasavascloseto 10°°M and total current block required about®hd
insecticide. Data were best fitted with a two-sitmpetition curve (Fig. 5a), providing
evidence that the two GABAR subtypes displayed f#emint fipronil sensitivity. To
determine which subtype was most sensitive to fipprave selectively blocked GABAR?2 via
inhibition of PKC by G66983. As illustrated in Figu5b, the decrease iBABA amplitude
that was induced by M fipronil was significantly less important (p<0)0l the presence
of G66983 (24,4+6,1%, n=4) than in control (41+2,6P&4). A significant decrease in
fipronil sensitivity under G66983 (p<0.01) was atdwserved when the insecticide was tested
at 10°M. Indeed, the fipronil-inducedGkhBA decrease in presence of G66983 was of
62.8+£3.8%, n=4 whereas it was of 87.4+t4%, n=4 intid experiments (Fig.5bBelective
inhibition of GABAR2 activity by low concentrationsf phorbol esters led to similar results
(not illustrated). Taken together, these data blestiow that GABARL1 is less sensitive to
fipronil than GABAR2.

149



Résultats

(b)

1

< 60

IGABA (%

[FPI(

80 4

O Control

0
10-11

00

80 4

40 4

20 4

0

10’-10

10°
[

108 107

fipronil] (M)

106

M)

(G66983

(c)

100+

80

O Control

108

0
10-11

10‘-10

10°

10
[fipronil] (M)

107

Figure 5. Fipronil sensitivity depending on the
GABAR subtype (a) Fipronil inhibition curve
constructed at a holding potential of -50mV.
Fipronil at different concentrations was bath
applied for 10min and GABA-induced current
was normalized withlGABA before fipronil
application for each cell. Note the biphasic
aspect of the curve, suggesting different
sensitivities of the two GABARs to fipronil.
(b-d) Histograms comparing effect of different
concentrations of fipronil on one or two
GABARs. Pretreatments with PKC activator
(PDBu 1uM, until IGABA stabilization) or
inhibitor (G66983 100nM, 30min) as well as
calcium channel inhibitor (Cdgl 1mM,
20min) allows to block GABARZ2. Fipronil is
applied thereafter to see its effect on GABAR1
alone. (e) Fipronil inhibition curves
superimposed to compare total fipronil effect
with effect on GABAR1 alone, after G66983
(100nM) pretreatment. Note the shift to the
right when GABAR2 was blocked. Potential
was held at -50mV. Values are + SEM.
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Identification of a partial cDNA sequence encodihg GABA receptor RDL subunit in

P. americanaerve cord.Using degenerated primers in nested PCR, we faahtiwo types

of transcripts, name&ame-shortand Pame-longcorresponding to partial sequences of the
P. americanaGABA receptor RDL subunit, as confirmed by BLASTogram, multiple
alignment and phylogenetic analyses (Fig. 6 andinfeed, the partial cDNA consensus
sequences if°. americanaare localized in the clade including the RDL sutsuof eight
insect species and not in the two others cladesezommg LCCH3 and GRD subunits of
GABA receptors. Thes®amel-shortand Pame2-longRDL subunit variants share 58%
identity with the orthologou®. melanogastewhereas they are 82% identical to the RDL
subunit partial sequence of tH& germanicaRDL subunit and 77% and 75% to the
orthologousA. melliferaandL. striatellussequences, respectively. The 994-bp and 1051-bp
cDNA consensus sequences leading to 331 and 350oaamids fragments stand for the
region between theBexon in the N-terminal extracellular domain ane #1 transmembrane
domain. The alternatively spliced variant deteateé. americanadisplays the exon 6d, as
identified in many others insects species (ffre@dmstant et Rocheleau, 1993 ; Le Goff et
coll., 2005 ; Eguchi et coll., 2006 ; Narusuye el.c 2007). The absence of the A301S/G
(ffrench-Constant et coll., 1993b) or the T350M (Geff et coll., 2005) mutations in the
second and the third transmembrane domains, regggctindicates that the two types of
transcripts encode wild-type (fipronil-sensitivelDR subunits. Predictive analysis of putative
phosphorylation sites in the intracellular M3-M&joreveal that the serines in position 287
and 306 of thd?Pamel-shortand the Pame2-longequences, respectively (Fig. 6) might be
phosphorylated by both PKC and CaMKIl. In the longersion Pame2-long the 19-
residues insertion contains another potential phaggpation site for PKC and CaMKI|

(serine in position 276).
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Dael-bc skhort MN3DSKMDELARMAPLPRTPLLTIWLAINMALIAQETGHERIHTV(AATGGGSMLGDVNISATLDSFSVSYDERVRPNYGGPPVEVGVTMY S0
Dael-bd long MADSFMDELARMAPLPRTPLLTIWLATNMALTAQETGHERIHTV ) AATGGGSMLGDYVNISAT LD SFSVSYDERVEPNYGGPPVEVGVTMY 90
Pamel-short  ———--—— e 1
Pamel-long 1
Bger—d 1
Amel-bd = e e TGEGSMLNDVNISAILDSFSVSYDERVRPNYGGPPVEVGVINY 43
Lstr-bd = =  ———mmmm—————— MRRALALVWLAVTTTLLRPAD ---RLPFVLAGTGGGSMLGDVNISATLDSFSVSYDERVRPNYGGPPVEVGVTMY 72
Exon 3
Drel-be short VLAISSLSEVEMDFTLDFYFROFWIDPRLAYRERPGYETLSVGSEFIENIWVPDTFFVNEKQSYFHIATTSNEFIRVHHAGSITRSIRLT 1380
Drel-bd long  VLSISSLSEVEMDFTLDFYFROFWIDPRLAYRERPGVETLSVGSEFIKNIWVPDTFFVNEKQSYFHIATTSNEFIRVHHSGSITRSIRLT 130
Pamel-short — ————-————m VETLTVGSEFIENIWVPDTFFVNEKQSYFHIATTSNEFIRIHHSGSITRSIRLT 54
Pame2-1ong —-—-=—m—mmm e VETLTVGSEFIRNIWVPDTFFYNEEQSYFHIATTSNEFIRIHHSGSITRSIRLT 54
Bger—d = = s e e e e e e e e e e e e e e e e e 1
Amel-bad VLAISSLAEVEMDFTLD FYFROFWTD PRLAFEKRTGVETLSVGSEFIEKNIWVPD TFFYNEKQSYFHIATTSNEFIRIHHSGSITRSIRLT 133
Lstr-bd WLSISSLAEVEMDFTLDFYFROFWTD PRLAFRERPGVETLAVGSEFIKNINVPDTFFYNEKQSYFHIATTSNEFIRIHHSGSITRSIRLT 162
Exon 6
|
Dael-bc skhort ITASCPMNLOYFPMDEOLCHIEIESFGYTMRDIRYFWEDGLSSVGMSSEVELPQFRVLGHRORATEINLTTGNYSELACETIQFVRSMGYY 270
Dael-bd long ITASCPMNLOYFPMDROLCHIEIESFGYTMRD IRYKWNE GPN S VGV S SEVSLPQFEVLGHRORAMET SLTTGNY SRLACEIQFVRSHGYY 270
Pamel-short ITASCPMNLOYFPMDROLCHIEIESFGYTMRD IRYEWNE GPNSVGVSNEVSLPQFEVLGHRORAME IGLTTGNY SRLACEIQFVREMGYY 144
Pamel-long ITASCPMNLOYFPMGROLCHIETESFGYTMRD IRYKWNE GPNSVGVSNEVSLPQFEVLGHRORAME I GLTTGNY SRLACEIQFVRSMGYY 144
Bger—-d 00 06— IKSVGISSEVOQLPOFRVLGHRORATEINLSTGNYSRLACEIQFYRSMGYY S0
Anel-bd ITASCPMNLOYFPMDROLCHIEIESFGYTMRD IRYEWNE GPNSVGVSNEVSLPOFEVLGHRORAME TS LTTGNY SRLACEIQFVREMGYY 223
Lstr-bad ITASCPMNLOYFPMDROLCHIEIESFGYTMRD IRYKWNE GPNSVGVSNEVSLPQFEVLGHRORAMET SLTTGNY SRLACETIQFVRSMGYY 252
™M1 TM2 M3
| | |
Duel-be short LIQIVIPSGLIVIISWVSFWLNRNATPARVALGVTTYLTMTTLMSSTNAALPKISYVESIDVYLGTCFVMVFASLLEYATVGYMAKRION 360
Dmel-bad long  LIQIVIPSGLIVIISWVSFULNRNATPARVALGVTTVLTMTTLMSSTNAALPKISYVESIDVYLGTCFVMVFASLLEYATVGYMAKRION 360
Pamel-short LINI¥IPSGLIVIISWYSFLNRNATPARVALGYTTVLTMTTLMS STNAALPEISYVESIDVYLGTCFVMVFASLLEYATVGYMAKRION 234
Pame2-long LIQI¥IPSGLIVIIAWYSFULNRENATPARVALGVTTVLTMT TLMS S TNAALPEI SYVESIDVYLGTCFYMVFASLLEVATVGYMARKRIOM 234
Bger-d LIQI¥IPSGLIVIIAWYVSFULNRNATPARVALGVTTVLTMTTLMS STNAALPEI SYVESIDVYLGTCFVMVFASLLEYATVGYMARKRION 140
Amel-bad LINI¥IPSGLIVIISWVSFLNRNATPARVALGYTTVLTM T TLMS STNAALPEISYVESIDVYLGTCFVMVFASLLEYATVGYMAKRION 313
Lstr-bd LIQI¥IPSGLIVIIAWVSFULNENATPARVALGVTTVLTMT TLMS S TNAALPKI SYVESIDVYLGTCFVMVFASLLEVATVGYMARKRIOM 342
Dmel-bc short BREQRFMATQEIAEQ-EEQQLDGANQQQANPNPHNANVGGPGGVGVGEGGPGGP GGGWWGVGHGHGPEHGHGHG%GHPH&PKE!TV— 445
Dael-bd long REQRFMAIQEIAEQ-EKQQLDGANQQQANPNPNANYGGP GGVGYGEGEE GGP GEGVNY Y GHGHGPEHGHGHG] GHPHAPKE!TVE 449
Pamel-short RENRFLAIQKIAEQ-KRAGLDAAHAP ----------—————=——=PPGPPG--—-——————————mmm oo EGDHAPEQTE- 275
Pamel-long RENRFLAIQEIAEQ-EKAGLDAAHAP - --E GDHAPKE!TVE 276
Bger—d RENREFLATQEIAEQ-EKAGMDTAHAP - ——HAPK@V— 151
Anel-bd RENRF---QEIAES-MKTARENPG--- --HGDHAPEQTE- 350
Lstr-bad RENRFMATQEIAEQKQKQGMEAHAGH---------—-———-—————-PPGVPGGED - ———————————— = ——— PADHAPEQTA- 387
Length variations |
Dmel-bc short -----———--——————————o MGPLFOEVRFEVHD P! SEGGTLENTVNGGRGGPQSHGP GPGUGGGPPGEGEEGGGGGGPPEGGGDPE- 517
Dmel-bd long N'RPIGFSNIQIJHVGTRGCIVGPLFQEV'RFKVHDP BEGGTLENTVNGGRGGPQSHGPGPGOGGEPPGGGGGGGGGGGPPEGGGDPE- 538
Pamel-short — ————-——mmmmmmm e VRFEVHDP' BEGGTLENTING-----———-————————————————— - ——— RADEEA-- 304
Pamez-long VANQNCSTIPR--------- GHAQPHGVRFEVHDP: BEGETLENTING - - - - - ——————————————————————————— RADEEA-- 323
Bgar—-d = = | | ——mmemmmmmmmemmemmme e RFEVHD PEAHSEGGTLENTING - ————————————=————————————————— | RADEEVA- 210
Amel-bd = = ——mmmmmmm e VRFEVHD PEAHSK GGTLENTING - - - - ———————————————————————— - —— RADEEA-- 379
Lstr-bd = @ —emmmmmmmmmmmmm e 'I'RY'KELDSKGHYKS BRlD SRTYf————————————=—— == RPDEEAPA 418
TM4
|
Dael-bc short ---AAVPAHLLHPGEVEEDINELLGITPSDIDEYSRIVFPVCFVCFNLMYWIIYLHVSDVVADDLVLLGEE- 585
Dael-bd long ——-4AVPAHLLHPGEVEEDINELLGITPSDIDKY SRIVFPYCFVCFNLMYWITYLHYSDVVADDLYLLGEE- 606
Pamel-short ---&0APQHLIHP---GRDINKLYGITPSDIDKYSRI - ————————— === === ————mmmm 335
Pamel-long —-——A0APQHLIHP---GEDINELYGITPSDIDEYSRI-——————————————————— 354
Bger—d ---APAPOHLIHP---FEDINELYGITPSDIDKYSRIVFPVCFICFNLMYWITIYLHIADVVADDLVLLDEEE 276
Anel-bd ---APAPQHLIHP---GEDINKLYGMTPSD IDKY SRIVFPVCFVCFNLMYWITIYLHISDVVADDLVLLEEAK 445
Lstr-bd FPPPPPPPFE LI-]'RE— --ERELNEMCGISASDIDKY SRIMFPYVCFICFNLMYWIIYLHISDIVADDIVMLEPDE 457

Figure 6. Protein sequence alignment of GABA receptors RDiwsits fromP. americana
(Pamel-shortPame2-lony D. melanogaste(Dmel-bc NP_729462Dmel-bd NP_523991),
B. germanica(Bger-d AAB33734), A. mellifera (Amel-bd ABG75734) andL. striatellus
(Lstr-bad¢ BAF31884). Conserved amino-acids appear in bfaok on grey back. Black and
grey bars indicate the positions of the alternfivépliced exons 3 and 6 and of the
transmembrane domains (TM1 — TM4), respectivelyteNthat the length of the box
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indicated-region, which is localized in the intrigar loop between the 3rd and the 4th
transmembrane domains, differ between short angl 6@NA variants inP. americanaas in
D. melanogasterAmino acids implicated in putative phosphorylatsites are in white font

on black back.
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Figure 7. Phylogenetic analysis of the GABAR subunits RDL, IsRnd LCCH3 amino-acids
sequences of seven insect species, using maximusimopay in 1000 replicates. The accession
numbers used are : RDDfnet NP_523991Amel ABG75734,Lstr: BAF31884,Sexi ABQ45398,
Tcas ABU63595, Hvir: AAB62563, Pxyl ABL86443), GRD Dmet Q24352,Amel ABG75735,
Tcas ABU63597) and LCCH3 Imet AAB270090, Amel ABG75739, Tcas ABU63598). D.
melanogasteral subunit of nicotinic acetylcholine receptddnfel a1l nAChR) was used as an
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outgroup. Boostrasp values greater than 50% anershgote that the shortePé@mel-shojtand the
longer Pame2-lonytranscripts identified i?. americanacluster only with the RDL sequences of all
insects.

Discussion

The present study reveals that two ionotropic GABAEXpressed by insect neurosecretory
cells (DUM neurons) are regulated by PKC phosplatigph, and that one of these receptors is
controlled by a complex phosphorylation process téquires cooperation between PKC and
CaMKII. Additionally, we show that the two GABARgedifferentially sensitive to the
insecticide fipronil and that phosphorylation sghninfluences inhibition of GABA-induced
currents by fipronil. Lastly, the RDL subunit iddi@d in the cockroach nerve cord displays
putative phosphorylation sites that may contriiatthe complex effects of PKC and CaMKIlI

observed in electrophysiological experiments.

PKC regulation of GABAR function in DUM neuroi@®ur experiments establish, for the first

time, that PKC activation can lead to a nearly lttack of GABA-induced currents in
cockroach DUM neurons, thus evidencing that the ®ABAR subtypes expressed in these
cells are down-regulated by PKC. However, GABAR1 &@ABAR2 do not display the same
PKC sensitivity, as demonstrated by the selectilecko of GABAR2 at low PMA
concentrations. Based on membrane capacitance reests, the reduction of the GABA-
induced currents is not related to a significarduion in the membrane area of DUM
neurons, but mainly reflects changes in the funetigroperties of the GABARSs following

PKC activation.

In vertebrates as in insects, three subgroups dfsPKave been characterized, namely
conventional or classical PKCs (calcium- and DAGalaent), novel PKCs (calcium-
independent and DAG-dependent) and atypical PKG@ici(en- and DAG-independent).
Because phorbol esters do not bind atypical PKG=nfbin, 2003), our data likely reflect
activation of conventional PKCs (cPKCs) and/or noR&Cs (nPKCs). Our experiments
show that the selective reduction of GABAR2-mediateirrent by 300nM PMA occurs at
potentials where there is a calcium influx througkting TRR channels (Heine et Wicher,
1998 ; Wicher et coll., 2006). Then, it is likelgat a cPKC is implicated in the down-
regulation of GABAR2-mediated current. By contraGABAR1 down-regulation, which
occurs in the absence of resting calcium influx aequires higher PMA concentrations,

seems to involve a nPKC isoform. These assump@oasorroborated by a previous study
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showing that, in cockroach DUM neurons, PMA prefigigdly activates cPKCs compared to
nPKC isoforms (Courjaret et coll., 2003).

It is also tempting to postulate that the PKC itbibG66983 only blocked cPKCs at the
concentration used, which explains why its inhibjiteffect on GABA was not statistically
different from that induced by selective blockef<G®ABAR?2 activity, like PMA (300nM) or
KN-62 (Alix et coll., 2002). The fact that PKC irddiiion by G66983 had the same effect as
CaMKIl inhibition by KN-62 also led us to suspebetexistence of an interaction between

these two kinases.

Interaction between PKC and CaMKIl in regulating BAR2 activity.At potentials more

positive than -30mV, there is no interaction bemvéee two kinases since, in the absence of
c&”* influx, CaMKIl is not activated (Alix et coll., ZR). At potentials more negative than
—-30mV, calcium entry through TRRhannels allows activation of CaMKIl, which resui
up-regulation of GABAR2 activity (Alix et coll., ZI2). The question which then arises is
whether the stimulating effect of CaMKIl on GABAR&tivity is direct or mediated by
inhibition of the basal activity of PKC. Our obgation that GABAR2 was no more activated
by CaMKIl when PKC was activated by PMA (Fig. 4¢atly indicates that CaMKII acts on
GABARZ2 via PKC inhibition.

Given that PKC inhibits GABAR2 activity, it is surping that blockade of this enzyme by
G06983 led to a decrease mBA amplitude (Fig. 3). Therefore, it is necessarpostulate
that following blockade of PKC, GABAR2 is inhibitethrough another pathway. This
pathway involves CaMKII, as demonstrated by theeptéition of GABA when PKC block
was followed by CaMKIl inactivation. Therefore, @ppears that CaMKIl can influence
GABAR?2 activity via two regulation pathways, onewhich has a potentiating effect (via
inhibition of PKC), while the other is inhibitoryFi{g. 8). If the inhibitory pathway was
continuously operative, inhibition of PKC by G66983ould lead to a potentiation aABA
through release of GABAR2 from PKC down-regulatidys IGABA amplitude is, on the
contrary, decreased by G66983, one must conclude tiie CaMKII inhibitory pathway
appears only when the CaMKII-PKC potentiating patig not operative.
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Figure 8. Hypothetical pattern of regulation of

> V( \® the two GABARSs subtypes expressed in DUM

neuron cell bodies. CaMKIl influences
nPKC> (cPKC}—W GABAR2 activity via two regulation
pathways, one of which has a potentiating
T effect (via inhibition of PKC), while the other
PDBU 606933 KN-62 is inhibitory. CaMKIl is activated by calcium
ions entering the cell via TRPchannels at
Ca*+ negative membrane potentials. GABARL1 is
I inhibited by a calcium independent PKC
R (NPKC).
-50mV

Identification of RDL inPeriplaneta americameerve cord The multiple alignment of several

partial cDNA sequences reveals that two typesasfdtripts Pamel-short, Pame2-lohgare
expressed in the nerve cordRBmericanaThese transcripts differ in the length of thei8M
M4 loop by by 19 amino acids. A similar length aion is also present ID. melanogaster,
(Fig.6), and inA. mellifera(Jones et coll., 2006As in D. melanogasteit occurs in one exon,
which corresponds to two exons in the shorter tnpis it is conceivable that the two types
of RDL subunit transcripts inP. americana might originate from different splicing
mechanisms. Indeed, the two exons arising fromexo& would lead to a truncated sequence
in a crucial region for the GABA receptor modulatia.e. with numerous phosphorylation
sites. This was observed W. melliferg where the shorter form creates a putative PKC
phosphorylation site (Jones, 2006). PKC and CaMititiential phosphorylation sites were
predicted inPamel-shorand Pame2-longranscripts, which are highly relevant, considgrin
our electrophysiological data. Noteworthy is thetfthat a PKC/CaMKIl phosphorylation
pattern is inserted in the longer transcript, as ithe case for the longer form of the
melanogasteRDL subunit (Fig. 6). This leads to the assumptiaat splicing might be a way
to regulate phosphorylation. In agreement with #sisumption, the mammaligl GABAAR
subunit displays alternative splicing, resultingtimo splice variantsy2S (short) and/2L
(long) which differ by the presence of a short h$8 amino-acids) containing an additional
PKC phosphorylation site (Machu et coll.,, 1993 ;iskek et coll., 1994). In addition,
mammalianB2 subunits are also alternatively spliced, with #ldeled sequence containing a

CaMKIl phosphorylation site motif (McKinley et cqll1995).
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Because the putative phosphorylation sites inRh@mericanaRDL subunit concern both
PKC and CaMKIl, it is conceivable that PKC bindiaig one of these sites in basal conditions
might prevent CaMKIl phosphorylation at the sante,sivhich would explain why the direct
negative control exerted by CaMKIl on GABAR2 fumwcti appears only when PKC is
inhibited. A very similar mechanism has alreadyrbeeported in vertebrates, where two
residues (Ser408/409) of GARR B3 subunit are phosphorylated by both PKA and PKC
(Brandon et coll., 2002a). To determine whether R®Involved in the complex cross-talk
between PKC and CaMKIl in the regulation of GABARRZtivity in cockroach DUM
neurons, it will be of interest to study how theéa® kinases interfere with the activity of

Periplaneta american®DL receptors in expression systems.

Effect of intracellular regulation on fipronil seitigity. The two GABAR subtypes expressed

in DUM neuron cell bodies are not equally sensitvédipronil, as suggested by the biphasic
shape of the inhibition curve illustrating the effe of this insecticide onGRBA. The
inhibitory effects of fipronil being reduced aft@lective block of GABAR2-mediated current
by PKC activators/inhibitors, it appears that GABARS less sensitive to fipronil than
GABARZ2. This way of regulating receptors sensitittih insecticides has been reporteddor
bungarotoxin-resistant nAChRs, which differ in thesensitivity to the neonicotinoid
imidacloprid, depending on their phosphorylatioratst by a PKA-dependent pathway
(Courjaret et Lapied, 2001 ; Thany et coll., 200Q@ur result confirm the importance of

phosphorylation mechanisms as regulators of ingdetsensitivity in insect cells.

A differential sensitivity of DUM neuron GABAR sujgges to another insecticide, dieldrin,
has previously been reported (Le Corronc et c&llQ2). Although their fipronil sensitivity is
different, the two somatic GABARs do not seem ftifediin their sensitivity to dieldrin (Alix,
2001). To our knowledge, DUM neurons are the oelisan which several GABAR subtypes
with distinct insecticide sensitivities have beesaibed. Because RDL subunit is a major
target of fipronil, it might be present in GABARhdor GABAR2. In conclusion, we have
shown that PKC activation profoundly inhibits GABAduced responses in cockroach DUM
neurons. By preferentially reducing the activity tobf GABAR subtype that displays the
highest sensitivity to fipronil, PKC also rendehgse neurons less responsive to fipronil. It
would be of interest to know whether in naturalieswments cockroaches and other pests are
able to adapt to insecticides by using phosphaoylgprocesses like those described in our

study.
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Résultats supplémentaires

Parce qu’il a été montré que l'activation de la PKéns les ovocytes de
xénope, exprimant des GABARs de mammiferes, esbrgihe d'une endocytose des
récepteurs, la méme hypothése pouvait étre émisegeoqui est des GABARSs d’invertébrés.
Afin de vérifier cette hypothese, la capacité meanhire a été mesurée toutes les dix minutes.
Le PDBuU et le GABA sont appliqués par le bain. balérythrine est utilisée en prétraitement

pendant trois heures, puis est co-appliquée avebRu (figure 30).
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Figure 30 . Evolution en fonction du temps de la @acité membranaire d’ovocytes de xénope
exprimant des récepteurs RDL, aprés une applicationde PDBu précédée ou non d'un
E;(?;r.aitement a la chélérythrine. La barre verticale indique le début de l'applicatin PDBuU par le
En présence de PDBu, la capacité membranaire té&émilierement, mis a
part une légére augmentation de la capacité ats @mg 10 premieres minutes d’application
du PDBu. La décroissance est significative apres liaure d’application de l'activateur
(paired t-test, p<0.0001, 41,45 £ 2%, n=7). Ellesggnificativement moins importante a t=60
minutes lorsque l'application du PDBu est précégée un traitement a la chélérythrine
(unpaired t-test, p<0.001, PDBu : 41,45 + 2% ; €éhghrine+PDBu : 17,25 *+ 1,3%). Le fait

gue la décroissance de la capacité membranairer@glit une réduction progressive de la
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surface membranaire) soit moins importante en po&saele chélérythrine indique que ce
phénomene est spécifiquement dépendant de la PKC.

Afin de déterminer si la réduction de la capaci@mbranaire est liée a une
internalisation spécifique des GABARS, des expéasncontrbles (avec le méme protocole
d’application du PDBu) ont été effectuées sur descgtes n'ayant pas recu d'injections

d’ARNm de la sous-unité RDL. Les résultats sonspnéés dans la figure 31.
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Figure 31 . Evolution en fonction du temps de la @acité membranaire d'ovocytes controles
(points noirs) ou exprimant la sous-unité RDL (poits gris), aprés activation de la PKC par le
PDBu. Points blancs : capacité membranaire d'ovocytesd@es, en I'absence de PDBu.

La comparaison d’ovocytes exposés ou non a du PD&uire une réduction
significativement plus importante 60 minutes apmesvation de la kinase (unpaired t-test,
p<0.01, contréle : 5,11 + 1,9%, n=4 ; PDBu : 32129,8 %, n=3). De plus, la comparaison
d'ovocytes exposes au PDBu et exprimant ou nonua-snité RDL montre une diminution
de la capacité membranaire qui ne differe pas fetgtivement entre les deux lots (p>0.5,
sans RDL : 32,29 + 7,8%, n=3 ; avec RDL : 41,45%, 2=7). Ces résultats démontrent de
maniere évidente que la réduction de surface memabeainduite par la PKC n'est pas liée a

la présence de GABARSs dans la membrane ovocytaire.
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Les courants GABAeriques ont été mesurés en préessm®DBu ou de PDBu
et chélérythrine (figure 32). Le protocole d’applion des produits pharmacologiques est le
méme que celui utilisé pour la mesure de la capasgmbranaire. Les résultats montrent une
décroissance des courants GABAergiques dépendanta EKC. L’activation de la kinase
par le PDBu entraine une réduction significativep@ired t-test, p<0,01) deABA aprés 40
minutes (61,8 + 2,2%, n=7), moins importante aprésraitement par la chélérythrine (37,9 +
5,7%, n=3).
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Figure 32 . Evolution du courant GABAergique aprésactivation de la PKC par le PDBu,
précédée ou non par une inhibition de la kinase pda chélérythrine.

Une comparaison de la cinétique de décroissandeAt®a et de la capacité
membranaire (figure 33) montre que la réduction@ssA commence des I'application du
PDBu, alors que la réduction de la capacité mengdimraidébute a t=20 minutes environ. Or la
diminution du courant aprés 20 minutes d’applicagst déja significative (p<0.01, paired t-
test). Cela suggeére qu'une partie de la diminutien IGABA causée par la PKC est
indépendante de linternalisation membranaire. eCeétduction est ensuite accentuée par

I'endocytose aspécifique, elle aussi causée paKla.
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Figure 33 . Comparaison de I'évolution dedABA et de la capacité membranaire en fonction du
temps, dans le cas d'ovocytes exprimant la sous-té&RDL.

B.1 Clonage de la sous-unité RDL dans les neuranBUM

Les résultats présentés dans la publication 2 dé&endra présence de la sous-
unité RDL dans les neurones DUM BeamericanaAfin de compléter cette information, la
figure 34 présente une partie de la séquence de patteine (depuis I'exon 3 jusqu’au

domaine transmembranaire M3).
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Dmel iVLSIS SLSEVKMDFTLDFYFgRQFWT DPRLAYRKRPGVETLSVGSEFIKNIWVPDTEFEVNE

Lstr {VLSTSSLSEVKMDFTLDFYFRQFWTDPRLAFRKRPGVETLSVGSEFTKNIWVPDTFFVNE
Amel {VLSISSLSEVKMDFTLDFYFRQFWTDPRLAFKKRTGVETLSVGSEFTKNIWVPDTFEVNE
Tcas {VLSISSLSEVKMDFTLDEYFRQFWTDPRLAFRKRPGVETLSVGSEFIKNIWVPDTFFVNE
Pame {VLSISSLSEVKMDETLDEYFRQFWTDPRLAFRKRPGVETLSVGSEFIKNIWVPDTFEVNE
Dmel KQSYFHIATTSNEFIRVHHSGSITRSIRLTITASCPMNLQYFPMDRQLCHIEIESFGYTM
Lstr KQSYFHIATTSNEFIRIHHSGSITRSIRLTITASCPMNLQYFPMDRQLCHIEIESFGYTM
Amel KQSYFHIATTSNEFIRIHHSGSITRSIRLTITASCPMNLQYFPMDRQLCHIEIESFGYTM
Tcas KQSYFHIATTSNEFIRIHHSGSITRSIRLTITASCPMNLQYFPMDRQLCHIEIESFGYTM
Pame KQSYFHIATTSNEFIRIHHSGSITRSIRLTITASCPMNLQYFPMDRQLCHIEIESFGYTM

Dmel :RDIRYKWNEGPNSVGVSSEVSLPQFKVLGHRQRAMEISLTIGNYSRLACEIQFVRSMGYY
Lstr iRDIRYKWNEGPNSVGVSNEVSLPQFKVLGHRQRAME I SLTTGNY SRLACEIQFVRSMGYY
Amel :RDIRYKWNEGPNSVGVSNEVSLPQFKVLGHRQRAMEISLTIGNYSRLACEIQFVRSMGYY
Tcas :RDIRYKWNEGPNSVGVSNEVSLPQFKVLGHRQRAME I SLTTGNYSRLACEIQFVRSMGYY
Pame {RDIRYKWNEGENSVGVSNEVSLPOFKVLGHRORAMEIGLTTGNYSRLACEIQFVRSMGYY
*
Dmel LIQIYIPSGLIVIISWVSFWLNRNATPARVALGVTTVLTMTTLMSSTNAALPKISYVKSI
Lstr LIQIYIPSGLIVIISWVSFWLNRNATPARVALGVTTVLTMTTLMSSTNAALPKISYVKSI
Amel LIQIYIPSGLIVIISWVSEWLNRNATPARVALGVTTVLTMITLMSSTNAALPKISYVKSI
Tcas LIQIYIPSGLIVIISWVSEWLNRNATPARVALGVTTVLTMTTLMSSTNAALPKISYVKSI
Pame LIQIYIPSGLIVIISWVGEFWLNRNATPARVALGVTTVLTMTTLMSSTNAALPKISYVKSI

Dmel DVYLGTCFVMVFA
Lstr DVYLGTCFVMVFA
Amel DVYLGTCEVMVFA
Tcas DVYLGTCFVMVFA
Pame DVYLGTCEVMVFA

Figure 34 . Comparaison de séquences protéiques desus-unités RDL de différentes espéces
d'insectes avec celle obtenue dans les neurones DUM Periplaneta americana ("Pame").
"Dmel" = Drosophila melanogast§AAF50311) ; "Lstr" =Laodelphax striatellu$BAF31884) ;
"Amel" = Apis mellifera(XP_001120292) ; "Tcas" Fribolium castaneunfABU63595). Les numéros
d’'accession (banque NCBIsont indiqués entre parenthéses. Les acides angjnéne sont pas
identiques pour toutes les séquences sont surmdhésastérisque. Les acides aminés codés par les
exons 3 et 6 sont encadrés. Des traits gras indide® positions des domaines transmembranairs 1,
et 3.

La sous-unité RDL identifiée dans les neurones DE#Y de type "bd". La
comparaison de cette séquence avec celle des sités-BRDLbd d’autres espéces montre une

forte identité protéique dans cette région (98 2%9.

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=Pro&tool=toolbar
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C Discussion des résultats

C.1 Résultats concernant les GABARSs des neuronB&/M de

P. americana

La publication 2 montre que, comme chez les veegbles GABARs
d'insectes sont régulés par la PKC, et que caftdatton aboutit a une inhibition de l'activité
des récepteurs. Elle révele également que les slmusctypes de GABARS présents dans les
neurones DUM de la blatte. americanane sont pas régulés de la méme maniere, puisqu'une
PKC nouvelle semble réguler négativement les GABARIbrs que la régulation des
GABAR2 dépend a la fois de la CaMKIl et de la PKHI& plus, ces deux kinases n'agissent
pas de facon indépendante sur les GABAR2 puisqiKla est régulée négativement par la
CaMKIl. Les effets de la CaMKIl sont eux-mémes ctemps, puisque cette enzyme
influence Il'activité des GABAR2 par deux voies éiintes : une voie potentialisatrice passant
par la PKC et une voie inhibitrice qui n‘apparai¢ dprsque la voie précédente est bloquée. La
mise en jeu d'une kinase lorsqu'une autre a éguéest un phénomeéne qui a déja été décrit
chez les mammiféres, notamment dans le cas des GR8Adont certaines sous-unités
présentent des sérines pouvant étre phosphorykeplpsieurs kinases. Par exemple les
sérines conservées 4081 (etB3) et 410 2) sont susceptibles d'étre phosphorylées a la fois
par la PKA, la PKC, la PKG et la CaMKIl, et lesiaés 327 et 343 des sous-unit@ssont
ciblées a la fois par la PKC et la CaMKII (Brandeincoll., 2002a). Dans des neurones de
cortex cérébral de rat, les sérines 408 et 4083dsont phosphorylées de facon basale par la
PKC, alors que la phosphorylation de ces résidusap@KA ne se produit que si la PKC est
inhibée (Brandon et coll., 2000). |l existe domeU'priorité" dans la phosphorylation, qui
semble s'exercer dans ce cas au profit de la Piétte @éme priorité de la PKC est constatée
dans les neurones DUM, puisque pour observer tl'effieibiteur de la CaMKIl, il est

nécessaire de bloquer la PKC.
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En outre, notre travail montre que les deux GABAIRS neurones DUM ne
présentent pas la méme sensibilité a l'insectifipionil. Cette différence de sensibilité
pourrait s'expliquer par une composition différeatesous-unités. La PKC rend les neurones
DUM nettement moins sensibles au fipronil, par uécamisme faisant intervenir une

inhibition de l'activité du récepteur le plus séiesi a savoir le GABAR2.

Enfin, la sous-unité RDL a été clonée pour la pegmifois chez la blatte
americaine, a partir de la chaine nerveuse. Tosistrenscrits détectés correspondent a
I'isoforme d’épissage RDLbd, ne possédent pas ths fdités, et sont de type sauvage
puisqu’ils ne contiennent pas les mutations en A&dlen T350. Ces caractéristiques
permettent aux récepteurs contenant cette sous-digire dépourvus de résistance au fipronil.
De plus, des transcrits de RDL ont aussi été ifiéstilans les neurones DUM, suggérant une
implication de cette sous-unité dans la composititum ou de plusieurs sous-types de
GABAR de ces neurones. Les sites potentiels depptooglation par la PKC et la CaMKII,
qui ont été identifiés dans la boucle M3-M4 de eatbus-unité, pourraient contribuer aux
effets complexes de la PKC et de la CaMKIl obsedadss les neurones DUM. Enfin, il est a
noter que dans certains cas l'insertion d'une ségude dix-neuf résidus posséde un site
potentiel de phosphorylation par la PKC et la CaMKh paralléle peut étre fait avec la sous-
unité y2 des GABARSs de vertébrés, qui subit I'épissageraidttif d'un exon codant pour huit
acides aminés. L'isoforme longue obtenuL] possede un site supplémentaire de
phosphorylation par la PKC et la CaMKII (Machu eli.¢ 1993). Ainsi, il serait intéressant de
déterminer l'organisation génomique du géRdl de P. americana afin d’apporter une

explication a cette insertion.

C.2 Résultats concernant les récepteurs RDL de asophile

exprimés dans des ovocytes de xénope

Une étude des effets de la PKC sur des réceptddirsd@ drosophile exprimés
dans des ovocytes de xénope pouvait sembler satkidans la mesure ou les sous-unités de
ces récepteurs recombinants peuvent étre modifi@esmutagénese dirigée. Cela peut

permettre de déterminer quels résidus précis sopliués dans les effets de la PKC et de
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vérifier si ces résidus modulent la sensibilitéiptonil. Malheureusement, il est apparu qu'en
présence d'activateurs de la PKC, les ovocytes émpe sont sujets a une endocytose
membranaire aspécifique, qui entraine une réduales courants GABAergiques, génant

considérablement I'analyse des effets directs &Kfa sur les récepteurs exprimes.

De tels effets aspécifiqgues de la PKC ont égaleragnsignalés par d'autres
auteurs, suite a I'expression de divers récepttucanaux dans des ovocytes. Ainsi, lorsque
des ovocytes exprimant des canaux sodiques épitixéiont traités par du PMA, la capacité
membranaire augmente transitoirement, puis dimif@emme le PMA exerce des effets
semblables sur des ovocytes non injectés, il afipgral s'agit d'effets non spécifiques
(Awayda, 2000). Une autre étude portant sur desptéars GABA de souris montre que
laugmentation de conductance induite par le GABAbeievement potentialisée puis inhibée
en présence de PMA. Bien que l'inhibition soit @aient réduite aprés mutation de tous les
sites connus de phosphorylation par la PKC, la ntigtésation est toujours observée,
indiquant un effet GABAR-aspécifique de la PKC @tk et coll., 1994). Une étude récente
montre que ce type d'effets n'est pas limité awocgtes, puisque dans des cellules HEK293,
I'activation de la PKC par le PMA est a l'originéude internalisation et d’'une séquestration
non seulement des protéines membranaires, mais dass$ipides membranaires (Idkowiak-
Baldys et coll., 2006).

Une interprétation possible des variations de lpacéé membranaire des
ovocytes en présence de PMA a été apportée pagtddss au microscope électronique de
I'évolution du cortex ovocytaire apres stimulatibe la PKC. Suite a cette stimulation, les
granules corticaux (vésicules de sécrétion locadisbus la membrane plasmique), subissent
une exocytose (Bement et Capco, 1989). Cela pealigeer 'augmentation de la capacité
membranaire. Apres libération de leur contenu,gtasules se referment et forment de larges
endosomes (de taille identique ou supérieure & delé granules corticaux) (Bement et coll.,
2000), ce qui pourrait expliquer la diminution de dapacité membranaire. Ces variations
induites par la PKC sont dues au fait que la kinase directement impliquée dans la
maturation des ovocytes (Laurent et coll., 1988).

Les études consacrées a la régulation par la PKGARARS exprimés dans
des ovocytes de xénope n‘ont pas toujours été gmamgmées de contrbles permettant de
vérifier la spécificité des effets de la PKC s técepteurs étudiés (Chapell et coll., 1998 ;

Kusama et coll., 2000). Des effets spécifiquestoutefois été montrés par différents auteurs.
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Ainsi, dans I'étude de Krishek et coll. (1994) matation de toutes les sérines susceptibles
d'étre phosphorylées par la PKC empéche cettekitdagéduire les réponses au GABA. De
plus, l'internalisation des GABARSs induite par 6@ semble spécifique de ces récepteurs.
En effet, l'utilisation de récepteurs GABAergiquiesionnés a la GFP ("green fluorescent
protein") montre une internalisation des GABARS rbesmnaires, associée a une diminution
du courant. Or, dans des ovocytes exprimant deshR&Cl'amplitude des courants induits
par la carbamylcholine n'est pas réduite apresiagipn de PMA (Filippova et coll., 2000),
indiquant que les NAChRs ne sont pas internali&é@sune explication satisfaisante ne peut
actuellement rendre compte des contradictions appes entre ces résultats et ceux, comme
les nétres, qui mettent en évidence une internieisaon spécifiqgue en présence de phorbol
esters. Ces contradictions, ainsi que I'absenctdialisation des GABARS natifs par la PKC
((Brandon et coll., 2000) et figure 2b de la pudiicn 2) nous ont conduit a délaisser les
études de phosphorylation de GABARs recombinants dbcaliser nos efforts sur la
phosphorylation des GABARSs natifs.

Pour pouvoir reprendre les études sur la régulatdss récepteurs
homomériques RDL par la PKC, il sera nécessairéliskr d’autres systémes d’expression,
comme les cellules S2 de drosophile (Millar et.cdlP94 ; Buckingham et coll., 1996 ;
Grolleau et Sattelle, 2000).
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Conclusion

Les travaux réalisés au cours de cette these omigpde montrer I'importance
de facteurs pouvant moduler les effets des insdes¢ autres que les mutations ponctuelles

des récepteurs cibles ou les résistances métabsliqu
Les résultats obtenus mettent en évidence :

» limplication de I'édition R12&5 de I'ARNm de la sous-unit¢é RDL comme

modulateur de la sensibilité au GABA, au méme tine I'épissage alternatif,

» I'implication de cette édition dans la réductiomld sensibilité des récepteurs RDL

au fipronil,

» une régulation complexe par phosphorylation dasx dBABARs présents sur le
soma des neurones DUM de la blaRe americana Dans le cas des GABARZ2, cette
régulation implique les sérine-thréonine kinase€CRK CaMKII. Le récepteur GABAR1 est

inhibé par une PKC, mais cette inhibition sembt&pendante du calcium,
» une différence de sensibilité au fipronil entre iécepteurs GABAR1 et GABAR2,

>» la présence du transcrit de la sous-unité RDL densysteme nerveux de
Periplaneta americanaainsi qu'a I'échelle cellulaire, dans les neuoD¥JM de cet insecte.
Cette sous-unité pourrait donc participer a la cositipn des GABAR1 et/ou GABAR2. La
présence dans cette sous-unité de sites potetitigieosphorylation par la PKC et la CaMKII

est d’'un grand intérét, si I'on se référe aux esuglectrophysiologiques,

» l'insertion d’une séquence protéique de dix-naide@s aminés, dans la boucle M3-
M4 de lI'un des deux isoformes de la sous-unité RPpassédant un site potentiel de

phosphorylation pour la PKC et la CaMKIl.

Le fait que [I'édition puisse modifier la sensildlitdes GABARs aux
insecticides est un élément nouveau. Les éditienyme U»C sont a 'origine de résistance
aux pyrethrinoides des canaux sodium des ins€kiest coll.,, 2006a, 2006b). L’édition
R122G est de type &I, et par conséquent, tous les types d’édition 'd&N peuvent
potentiellement étre impliqués dans la modulatiefedsensibilité aux insecticides.
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Concernant la régulation des GABARs d’invertébede implique a la fois la
PKC (ces travaux), la CaMKII ((Alix et coll., 2002} ces travaux), la PKA (Watson, 2001 ;
Watson et Salgado, 2001) mais aussi une autre kieasore indéterminée (Grunewald et
Wersing, 2008). Les travaux réalisés au cours de ¢hése permettent de confirmer la
complexité de ces régulations chez les insectes)éme titre que chez les mammiferes, ou |l
est fait mention de compétition entre plusieursages pour phosphoryler un méme site
(Brandon et coll., 2002a).

L’implication des phénomeénes de phosphorylatiorsdarmodulation d’effets
d’insecticides a déja été rapportée pour I'imidpdlbe qui cible un sous-type de nAChRs de
blatte (Courjaret et Lapied, 2001), et pour l'indoarbe qui agit sur les canaux sodiques
(Lavialle-Defaix, 2005). En ce qui concerne levata présentés dans ce manuscrit, ils ne
peuvent permettre de conclure que la sensibiliggrndeirones DUM au fipronil est diminuée
par activation d’'une PKC. La réduction des effaisfigronil est plutét liée au fait que sous
I'influence de la PKC, le récepteur le plus serssiall'insecticide (GABAR2) devient non
fonctionnel. La composition en sous-unités des GRBAd'insectes étant encore tres
imprécise, il est difficile pour le moment de commire I'origine de sensibilité différente des
GABARL1 et des GABAR?2 aux insecticides

Perspectives

Les résultats obtenus lors de ces travaux de ih@seont étre complétés de
plusieurs manieres. Par mutagénese dirigée, ilpmsible de déterminer les effets des autres
éditions de 'ARNm de la sous-unité RDL 1283 N294D et M360V, a la fois sur la
sensibilité des récepteurs aux agonistes et sts téponses aux insecticides. En combinant
ces éditions entre elles ou avec les mutations ¥s&3Glet/ou T35M, d’éventuels effets
synergiques pourront également étre détectes. Deemées éditions (et notamment I'édition
R122G) peuvent étre associées a différentes isoforpissaes de RDL, puisque I'épissage
alternatif peut moduler la sensibilité des récemdrDL aux agonistes (Hosie et Sattelle,
1996a ; Hosie et coll., 2001). Cela permettraivdléer quel type d’isoforme de la sous-unité
RDL est le moins sensible aux agonistes, et dombgimement le moins sensible aux

antagonistes (Es-Salah et coll., 2008).

Les données concernant la phosphorylation des GABARuvent étre
complétées par [l'utilisation d’inhibiteurs spécifes d’isotypes de PKC. Ainsi, il serait
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possible de vérifier la nature des PKC (classiqnesayelles ou atyiques) impliquées dans la
régulation du fonctionnement des GABARs des new@igM. De plus, cela permettrait de
bloquer les GABAR1 de maniere spécifique et de iomefr que les GABAR2 sont plus
sensibles a l'insecticide. A plus long terme, lenege des sous-unités constituant ces
récepteurs sera d'un apport certain pour une medleonnaissance des phénomenes de
régulation des GABARs des neurones DUM. |l serafést possible, par mutagénese dirigée
et expression hétérologue des sous-unités, seulesnocombinaison, de déterminer si la
phosphorylation par la PKC et la CaMKII sont diesctou font intervenir des protéines
accessoires. De plus, si la phosphorylation estctdir les sous-unités impliquées seraient
caractérisées. Dans ce cas, l'outil d’expressiodewea pas étre I'ovocyte de xénope, du fait
des effets aspécifiques de la PKC sur ces cel{afeshapitre "Résultats"), mais peut étre par
exemple les cellules S2 (lignée Schneider) de ¢tato (Millar et coll., 1994 ; Buckingham
et coll., 1996 ; Grolleau et Sattelle, 2000) oudebules Sf21 d&podoptera frugiperdé_ee,

H. J. et coll., 1993), qui ont déja été utiliséesipl’expression fonctionnelle de la sous-unité
RDL.

Les travaux menés au cours de cette these laissppbser que la régulation
intracellulaire peut étre un mécanisme d’adaptadiesinsectes, comme cela avait été suggéré
précédemment (Courjaret et Lapied, 2001 ; Thango#t, 2007). Des applications a long
terme peuvent étre envisagées. Les baculovirusdamntirus a ADN qui peuvent infecter de
nombreuses espéces d’insectes, comme les moustidugsojet mené au laboratoire a pour
objectif 'insertion dans le génome viral d’un géswlant pour des kinases (ou phosphatases).
Tenant compte des résultats de cette thése, ulee agproche serait envisageable pour
suractiver des récepteurs plus sensibles a unticisecdonné, au détriment de récepteurs

moins sensibles.

La détermination de la présence de la sous-unité &Rids les neurones DUM
(cf. chapitre "Résultats”) laisse supposer sonicapbn dans la constitution des GABARL1
et/ou GABARZ2. Pour tester cette hypothese, il esisageable d’empécher I'expression du
geneRdl ("gene silencing"), soit par modification génigemt par dégradation des transcrits
(en utilisant les techniques de I'ARN interférent ARN anti-sens, par exemple). Ces
techniques se sont déja révélées efficaces pobfomage d’expression de sous-unités de
GABAARs de vertébrés (Burt, 2003) ou de GAIRS de drosophiles (Dzitoyeva et coll.,
2003). De plus, linsertion des dix-neuf résidusgita boucle M3-M4 de la sous-unité RDL
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de la blatte américaine posséde un site potenéigbltbsphorylation par la PKC et par la
CaMKIl. La caractérisation de I'organisation génqoe pourrait expliquer cette insertion,

observée aussi ch& melanogaster
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Résumé 1 Colloque Physiologie de I'insecte, Rennes, 2007

L’édition de 'ARNm des récepteurs du GABA, nouveaususpect
dans le dossier "résistance des insectes au fiprdni

ES-SALAH Zeineb, HAMON Alain, LAPIED Bruno

La lutte contre les insectes nuisibles en zoneaimels concerne majoritairement les
dictyoptéres et plus précisément les blattopterBes CaMpagnes régulieres de
désinsectisation sont menées afin de limiter laifpration de ces insectes. Parmi les
insecticides neurotoxiques, le fipronil, par sanfakation en gel concentré, est I'un des plus
utilisés. La cible principale du fipronil est lecepteur ionotrope du GABA (GABAR). Des
marquages immunocytochimigques associés a des ééldesophysiologiques ont montré
I'existence de GABAR synaptiques et extra-synagsquPar exemple, les neurones DUM de
la blatte Periplaneta americana identifiés comme étant des cellules neurosécesri
octopaminergiques, possedent des GABAR synaptighiesxtra-synaptiques, localisés au
niveau de leur corps cellulaire. Cependant, a Fbeactuelle, les caractéristiques structurales
et fonctionnelles des GABAR d’insectes sont malntes. Néanmoins, un ADNc codant
pour une sous-unité (RDL) de GABAR a été cloné claedrosophile puis chez d'autres
insectes dont les dictyoptéres. Cette sous-uniteé d& modele pour étudier le rble des
déterminants moléculaires du GABAR impliqués daefi¢acité du fipronil. Une résistance
au fipronil apparait lorsqu’une alanine est changéesérine ou en glycine dans le domaine
M2 de la sous-unit¢é RDL (modifications A301S et A®). Deux modifications
supplémentaires de cette sous unité (T350M et RLZZG eté mises en évidence en
laboratoire par sélection de drosophiles résissaatefipronil. La substitution R122G est due
a une édition de 'ARN messager et affecte la padwiterminale du récepteur, ou se fixe le
GABA chez les vertébrés. Chez l'insecte, I'implioat de I'édition de 'ARNm dans la
résistance aux insecticides n'a été rapportée que lgs canaux sodiques dépendants du
potentiel. Cependant, bien que des éditions de NARdes GABAR d'insectes soient
connues, il n’a jamais été établi de liens entteeamodification post-transcriptionnelle et la
résistance aux insecticides.

Afin de déterminer si I'édition R122G intervientrdala résistance au fipronil, des
ADNCc sauvages ou doublement mutés (A301G/T350Mapbgour la sous-unité RDL de
drosophile ont été modifiés par mutagénese dirjgé@ mimer cette édition. Les ARNc
obtenus a partir de ces ADNc par transcriptiomitro ont été exprimés dans des ovocytes de
xénope, en vue de tests pharmacologiques par hmitpe de double-microélectrode en
potentiel imposé. Les résultats obtenus montrerg Hédition R122G conduit a une
diminution de la sensibilité des récepteurs RDL :

1) au GABA : les Ckp sont significativement différentes lorsque la motat

correspondant a la substitution R122G est incluse,

2) au fipronil:

¢ 1Cs0 (A301G/T350M) — (A301G/T350M) + R122G : 72,3 nM k19,2 nM
respectivement, aprés 30 min d’application de éaotide. Les 1G sont
significativement différents.

Nos résultats démontrent pour la premiere foislgaition de 'ARNm est impliquée
dans le développement de la résistance des GABARettes au fipronil.
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Résumé 2 Congrés de la FENS, Genéve 206&férences de publication du résumé :
FENS Abstr., vol.4, 011.6, 2008

Modulation of insect ionotropic GABA receptor function and fipronil
sensitivity by RNA editing and PKC phosphorylation

ES-SALAH Z.!, TRICOIRE-LEIGNEL H. ! LE GOFF G.? LAPIED B. !, HAMON A. !

L aboratoire Récepteurs et Canaux loniques Membranaes, UPRES EA 2647 / USC INRA,
UFR Sciences, Université d’Angers, 2 Bd LavoisieF-49045 Angers Cedex 01, France

INRA, UMR 1112, Réponses des Organismes aux Stres€Environnementaux,
400 Route des Chappes, B.P. 167 06903 Sophia-Antip&edex, France

The functional properties of insect GABA-gated clde channels can be modulated by
several mechanisms including point mutations atefradtive splicing. Here, we showed that
two other important mechanisms, PKC phosphorylaaod RNA editing, also affect the
responses of these receptor channels to both GA#Are insecticide fipronil.

In whole cell patch-clamp studies performed on Bbtdnpaired Median (DUM) neurons
isolated from the central nervous system of thekmmsxrh Periplaneta americanawe
reported that PKC activated by a phorbol ester, ®DBduced a 94 % reduction of the
GABA-induced inward current amplitude. Comparisdnl/y/ curves with or without PKC
activator showed that the two distinct GABA receptGABARS) of DUM neurons (1) are
differentially regulated by at least two PKC isoasn In addition, GABA-induced current
amplitudes were less reduced by fipronil when PK@se activated by PDBu prior to
insecticide application.

Recently, it was reported that the molecular diersf the GABAR RDL subunit of
Drosophila melanogastecan be enhanced by pre-mRNA A-to-1 editing at salvsites,
including the R122 residue (2). We mimicked RNAtedj at the latter site by replacing R122
with a glycine and assessed the functional consegseof this modification by expressing
RDL homomeric receptors denopusoocytes. These experiments showed that edititigeat
R122 position induced a reduction of GABA and fipfopotencies. These effects were
observed on both fipronil-sensitive and -resistegiteptors (obtained by two mutations
A301G/ T350M).

Moreover, we have cloned for the first time a @drsequence of the RDL subunit in DUM
neurons ofPeriplaneta americanaTo find out whether the R122G editing exists st
cellular subtype of this species, we are currealbning the N-terminal region of the RDL
subunit including this mutation.

(1) Alix et al., 2002, J.Neurophysiol. 87: 2972-298

(2) Hoopengardner et al., 2003, Science 301: 8%2-83
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