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 ABREVIATIONS 

 

3-APMPA       3-aminopropyl(méthyl)phosphinate 

3-APS             3-aminopropanesulfonate 

AChBP           "acetylcholine binding protein" 

AChE  acétylcholine estérase 

ACTA association de coordination technique agricole 

ADAR "adenosine deaminases that act on RNA" 

ATP adénosine triphosphate 

BIDN 3,3-bis-trifluorométhyl-bicyclo[2,2,1]heptane-2,2-dicarbonitrile 

CACA acide cis-4-aminocrotonique 

CaMKII kinase dépendante du complexe Ca2+/calmoduline de type II 

CE50 concentration produisant la moitié de l’effet maximal d’une substance 

CI50 concentration produisant 50% de l’effet inhibiteur d’une substance 

cyt P450 cytochrome P450 

DDT 1,1,1-trichloro-2,2-bis(4-chlorophényl)éthane 

DEF S,S,S-tributyl phosphorothioate 

Df "fast coxal depressor motoneurone" 

DGA dernier ganglion abdominal 

DHEA déhydroépiandrostérone 

DL50 dose létale qui tue 50% des individus 

DMSO diméthylsulfoxyde 

DRG "dorsal root ganglion" 

TD50 temps de demi-vie d’une substance dans un environnement donné 

DUM "Dorsal Unpaired Median" 

EBOB 4’-ethynyl-4-n-propyl-bicycloorthobenzoate 

EDTA   acide éthylène diamine tétraacetique  

EGTA acide éthylèneglycol tétraacétique 

FBA "feedback amplifier" 

GABA acide γ-aminobutyrique 

GABAR récepteur du GABA 

GluClR récepteur ionotrope du glutamate dépendant des ions chlorure 

GlyR récepteur de la glycine 
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GRD "GABA and glycine-like receptor of Drosophila" 

GST glutathion S-transférase 

HEPES acide 4-(2-Hydroxyethyl)pipérazine-1-éthanesulfonique  

I4AA acide imidazole-4-acétique  

IGABA courant GABAergique 

KCC cotransporteur K+/Cl- 

kdr "knock-down resistance"  

KN-62 1-[N,O-bis(5-Isoquinolinesulfonyl)-N-methyl-L-tyrosyl]-4-phénylpipérazine 

KO "knock-out" 

LCCH3 "ligand-gated chloride channel homolog 3" 

LGIC "ligand-gated ion channel" 

MAP kinase "mitogen-activated protein kinase" 

nAChR récepteur nicotinique de l'acétylcholine 

NKCC cotransporteur Na+/K+/Cl- 

ONUAA Organisation des Nations Unies pour l’Alimentation et l’Agriculture 

ORF "open reading frame" 

P4S acide pipéridine-4 sulfonique  

PBO pipéronyl butoxide 

PCR "polymerase chain reaction" 

PDBu phorbol 12,13-dibutyrate 

PKA protéine kinase dépendante de l'AMPc 

PKC protéine kinase C 

PMA phorbol 12-myristate 13-acétate 

PPSE potential postsynaptique excitateur 

PS sulfate de pregnénolone 

PTX picrotoxine 

PTXine picrotoxinine 

RDL "resistance to dieldrin" 

REACH enregistrement, evaluation et autorisation des substances chimiques 

S2 lignée de cellules de drosophile (Schneider) 

SAICM "strategic approach for international chemicals management" 

Sf21 cellules dérivées de Spodoptera frugiperda   

SOS solution saline standard pour ovocytes 
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SNC système nerveux central 

SR95531 gabazine 

TACA acide trans-4-aminocrotonique 

TAMP trans-2-aminométhyl-cyclopropane 

TBPS t-butylbicyclophosphorothionate 

THIP 4,5,6,7-tétrahydroisoxazolo[5,4-c]pyridin-3-ol 

TPMPA acide (1,2,5,6-tétrahydropyridin-4-yl)méthylphosphinique  

TPP triphényl phosphate 
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L’accroissement démographique est à l’origine d’une intensification des 

productions agricoles, avec une croissance allant jusqu’à 50 % entre 1994 et 2004, notamment 

dans l’hémisphère sud (statistiques de l’ONU pour l’Alimentation et l’Agriculture, 

ONUAA)1. En découle une utilisation d’autant plus importante des pesticides, qui permettent 

des pertes quatre fois moindres que dans les cultures non traitées (d’après l’Union des 

Industries de la Protection des Plantes)2. Leur emploi abusif, notamment en agriculture depuis 

la seconde guerre mondiale, explique leur présence généralisée à l’échelle internationale, avec 

une consommation mondiale équivalente à un coût de 27 milliards de dollars en 2003 (d’après 

le "Programme Stratégique d’utilisation des pesticides 2006-2011" de l’ONU). S’ajoutent à 

cela les 500 000 tonnes de pesticides périmés à traiter, dont quelques grammes seraient 

suffisants pour empoisonner des milliers de personnes, sans parler des contaminations 

environnementales1. Des résidus sont retrouvés dans les eaux, les brouillards, l’air par 

pollution diffuse, ainsi que dans les aliments et les organismes. Les conséquences sur la santé 

environnementale et humaine sont alarmantes. Les politiques de méthodes alternatives ainsi 

que les textes relatifs à l’utilisation de pesticides, tels le "code international de conduite pour 

la distribution et l’utilisation des pesticides" (ONUAA, Rome, 2003), ainsi que la convention 

de Rotterdam (1998) et l’"Approche stratégique de la gestion internationale des produits 

chimiques" (SAICM, conférence de Dubaï, 2006), engagées par le Programme des Nations 

Unies pour l’environnement, ont pour objectif une amélioration des stratégies d’utilisation. 

Mais ces politiques sont difficilement applicables dans les pays en développement, où la 

croissance annuelle d’utilisation des pesticides est de l’ordre de 3 à 15 % (d’après le 

"Programme Stratégique d’utilisation des pesticides 2006-2011" de l’ONU). L’emploi des 

                                                 

1 www.fao.org 
2 www.uipp.org 
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produits phytosanitaires est aujourd’hui très réglementé, et des cahiers des charges précis sont 

imposés aux industriels. L’instauration du projet REACH (enregistrement, évaluation et 

autorisation des produits chimiques), entré en vigueur en 2007, a pour but un meilleur 

contrôle des substances chimiques, avec suppression des produits les plus dangereux 

(Commission Européenne)1. 

Les insecticides font partie de la famille des pesticides, et sont des substances 

actives ou préparations utilisées pour tuer les insectes nuisibles. Plus de 90% des insecticides 

de synthèse sont neurotoxiques, et ont pour cibles moléculaires majeures les canaux sodiques 

dépendants du potentiel, l’acétylcholinestérase (AChE), les récepteurs nicotiniques de 

l’acétylcholine (nAChRs) et les récepteurs ionotropes du GABA (GABARs). Ces derniers 

sont la cible des polychlorocycloalcanes (comme les cyclodiènes), insecticides de première 

génération, et des phénylpyrazoles (comme le fipronil), insecticides de deuxième génération. 

Au-delà des problèmes de santé environnementale et humaine évoqués plus haut, l’utilisation 

intensive des insecticides est à l’origine de phénomènes de résistances, notamment génétique 

et métabolique.  

Le fipronil présente des caractéristiques en accord avec une réduction des 

doses d’insecticides. En effet, des traitements à l’échelle du milligramme à la centaine de 

gramme par hectare d’ingrédient actif suffisent, selon la formulation. Néanmoins, une 

utilisation des polychlorocycloalcanes contraire aux bonnes pratiques agricoles durant ce 

dernier demi-siècle a eu pour effet l’apparition de résistance des insectes à ces insecticides 

ainsi qu’au fipronil par résistance croisée, notamment par mutation des GABARs ionotropes. 

Une connaissance détaillée des mécanismes d’action est donc nécessaire, à la fois pour pallier 

aux phénomènes de résistance, et pour permettre à long terme une réduction des doses 

appliquées. Cette thèse se propose de déterminer si des phénomènes autres que les résistances 

génétique et métabolique pourraient être à l’origine d’une modification de l’efficacité du 

fipronil. 

 

 

                                                 

1 http://ec.europa.eu 
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Le manuscrit sera présenté de la façon suivante : 

� une introduction bibliographique axée sur trois points essentiels : 

 � les GABARs et leurs propriétés structurales, pharmacologiques et 

fonctionnelles  

�  le fipronil, ses propriétés, effets et mécanismes d'action  

� les facteurs susceptibles de modifier la sensibilité des GABARs aux 

insecticides. Parmi ces facteurs, deux ont été retenus en vue de notre travail expérimental : 

l’édition de l’ARNm de sous-unités de GABARs et la modulation de l’activité des GABARs 

par phosphorylation 

 � une description des techniques utilisées 

 � un exposé des résultats, qui ont été obtenus à la fois sur des récepteurs recombinants 

et des récepteurs natifs : 

� des récepteurs homomériques de drosophile exprimés dans des ovocytes de 

xénope (pour l’étude de l’influence de l’édition de l’ARNm) 

� des récepteurs présents sur les neurones DUM de la blatte Periplaneta 

americana (pour l’étude des effets de la phosphorylation) 

� un résumé des principales conclusions de l'étude et quelques perspectives pour des 

recherches futures.   
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Chapitre I.   Les récepteurs ionotropes du 
GABA 

A  Présentation générale 

 La transmission nerveuse chez les vertébrés et les invertébrés s’effectue via la 

libération de neurotransmetteurs. L’acide gamma-aminobutyrique (GABA) est le 

neurotransmetteur inhibiteur le plus commun dans le système nerveux central (SNC), et est 

issu de la décarboxylation du glutamate par la glutamate décarboxylase. Il est ubiquitaire 

puisqu’il est retrouvé dans les règnes animal et végétal, ainsi que chez les bactéries. Le 

GABA a été identifié et isolé pour la première fois chez les mammifères en 1950 (Awapara et 

coll., 1950 ; Udenfriend, 1950). Cependant, il n'a été accepté comme neurotransmetteur que 

dans les années 1960 après un grand nombre de travaux, notamment chez l'écrevisse et 

l'ascaris (Basemore et coll., 1957 ; Del Castillo et coll., 1964).  

Les GABARs existent sous deux formes : métabotropes et ionotropes. Les 

récepteurs métabotropes (aussi appelés récepteurs GABAB chez les vertébrés) se présentent 

sous forme de récepteurs hétérodimériques, couplés à une protéine G. Ces protéines ne sont 

pas des récepteurs-canaux, et à ce titre ne peuvent faire transiter d’ions de part et d’autre de la 

membrane plasmique. Cependant, ils sont en relation avec des canaux ioniques qui peuvent 

être de type calcique ou potassique (Bettler et Tiao, 2006). Les récepteurs ionotropes des 

vertébrés existent sous deux formes, qui diffèrent par leur composition en sous-unités et leur 

pharmacologie : les GABAARs et les GABACRs. Ces récepteurs, aussi appelés récepteurs-

canaux, existent également chez les invertébrés, et sont les cibles de nombreuses molécules, 

dont des insecticides, contrairement aux récepteurs métabotropes. Cette thèse portera sur les 

GABARs ionotropes. 
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Les GABARs ionotropes font partie de la superfamille "Cys-loop" des canaux 

ioniques ouverts par un ligand (LGICs ou Ligand Gated Ion Channels), qui ont une faible 

probabilité d’ouverture en absence de neurotransmetteur. Les membres de cette famille 

possèdent une structure générale commune, à savoir un domaine N-terminal extracellulaire, 

suivi de quatre domaines transmembranaires (figure 1). Ils sont caractérisés par une signature 

"Cys-loop" (deux cystéines séparées par 13 acides aminés) dans leur partie N-terminale, 

impliquée dans les processus d’ouverture et de fermeture du canal (Absalom et coll., 2003 ; 

Grutter et coll., 2005). Ils peuvent être anioniques (comme les récepteurs du GABA ou de la 

glycine) ou cationiques (comme les récepteurs de type 3 de la sérotonine ou de 

l'acétylcholine). 

 

Figure 1. Structure caractéristique des sous-unités composant les récepteurs de la superfamille 
"Cys-loop". Les parties extracellulaires et intracellulaires sont indiquées. La signature "Cys-loop" est 
surmontée par un astérisque. 

Les GABARs anioniques sont essentiellement inhibiteurs, cependant un rôle 

excitateur leur est aussi attribué. Cela se produit dans les neurones où le potentiel d’inversion 

des ions chlorure est moins négatif que le potentiel de repos, du fait d'une concentration 

élevée en chlorure intracellulaire. L'activation des GABARs entraîne alors un flux sortant 

d’ions chlorure, d'où une dépolarisation membranaire (PPSE). Cette particularité 

physiologique a notamment été observée aux stades précoces du développement cérébral chez 

tous les mammifères étudiés. Dans les neurones immatures, les GABARs sont excitateurs 

grâce au cotransporteur NKCC1, dont la fonction est de provoquer un influx d’ions chlorure. 

Au cours de la maturation neuronale, le cotransporteur KCC2 qui provoque au contraire un 

efflux de chlorure, devient prédominant, ce qui fait chuter la concentration intracellulaire en 

ions chlorure et permet aux GABARs de devenir inhibiteurs (Ben-Ari, 2002).  
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Chez les invertébrés, les données génétiques et structurales concernant les 

GABARs sont encore très fragmentaires, bien que des réponses inhibitrices aient été décelées 

dès 1957 sur des neurones de crustacés (Basemore et coll., 1957). Des réponses excitatrices 

ont aussi été rapportées chez Drosophila melanogaster au niveau cérébral. Comme chez les 

mammifères, le cotransporteur de type KCC est peu exprimé lors des stades précoces de 

développement, ce qui conduit à des dépolarisations GABAergiques, et l’expression augmente 

progressivement au cours du développement (Hekmat-Scafe et coll., 2006). Chez le nématode 

Caenorhabditis elegans, le gène EXP-1 code pour une protéine qui forme également des 

GABARs excitateurs au niveau musculaire, mais cette excitation résulte d’un mouvement de 

cations et non d’ions chlorure (Beg et Jorgensen, 2003).  

B  Les GABARs de vertébrés 

B.1   Localisation et structure  

B.1.a   Localisation 

Les GABARs de vertébrés sont présents dans le SNC mais absents des 

muscles, ce qui constitue une différence importante avec les invertébrés, où les GABARs 

interviennent pour inhiber la contraction musculaire. Deux types de GABARs différant par 

leur composition en sous-unités et leur pharmacologie ont été identifiés : les GABAARs et les 

GABACRs. Les GABAARs sont ubiquitaires dans de nombreuses zones cérébrales, avec une 

localisation qui peut être pré-, post- ou extrasynaptique (Kullmann et coll., 2005). Les 

GABACRs sont aussi présents dans différentes zones du SNC, dans le système digestif, les 

testicules et les spermatozoïdes,  mais ont été principalement 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 premières sous-unité des GABARs de vertébrés ont été clonées à partir de 

cerveau bovin, et ont été appelées α et β (Schofield et coll., 1987). Les profils hydropathiques 

réalisés alors ont permis de déterminer que chaque sous-unité est formée d’un grand domaine 

extracellulaire N-terminal et de quatre domaines transmembranaires (M1�M4) réunis par des 

boucles (figure 2A). Le récepteur complet est pentamérique (Nayeem et coll., 1994) et les 

segments transmembranaires sont arrangés de manière à ce que les domaines M2 forment un 

canal par lequel vont transiter des ions chlorure (figure 2B et C).  

B.1.c   Sous-unités  

Seize sous-unités de GABAARs ont été clonées (α1�6, β1�3, γ1�3, δ, ε, π et 

θ), ainsi que trois sous-unités de GABACRs (ρ1�3). Il est aujourd’hui établi que les 

GABAARs de vertébrés sont hétéromériques, bien que des récepteurs homomériques aient été 

obtenus dans des systèmes d’expression hétérologues comme l’ovocyte de xénope. Les 

récepteurs homomériques présentent en effet une pharmacologie généralement différente de 

celle des GABAARs natifs, comme c’est le cas pour les récepteurs formés de β1 exprimée 

dans des ovocytes de xénope, qui sont insensibles à la bicuculline (Sanna et coll., 1995), ou 

encore les récepteurs homomériques β3, insensibles au GABA (Davies et coll., 1997). La 

stœchiométrie des GABAARs est de type : 2α, 2β, 1γ, cette dernière sous-unité pouvant être 

remplacée par δ, ε, π ou θ (Luscher et Keller, 2004). Les GABACRs natifs contiennent des 

sous-unités ρ (1�3) et peuvent être homomériques ou hétéromériques (Enz et Cutting, 1999). 
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Figure 2. Structure des GABARs ionotropes. A : Structure d’une sous-unité de GABAR, avec les 
quatre domaines transmembranaires et le doublet de cystéines (points noirs) caractéristiques de la 
superfamille "Cys-loop". B : Formation du canal central par les domaines transmembranaires M2. C : 
Organisation des sous-unités du GABAR autour d’un pore central par lequel transitent les ions 
chlorure. 
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Il a été montré que la localisation des récepteurs GABAergiques est 

dépendante de la composition en sous-unités (Nusser et coll., 1998). Par exemple, la 

localisation postsynaptique des GABAARs est déterminée par la présence des sous-unités γ2 et 

γ3, alors que les récepteurs contenant la sous-unité δ se trouvent plutôt dans les sites extra- et 

périsynaptiques (Luscher et Keller, 2004).  

B.1.d   Domaines fonctionnels des récepteurs 

Parmi les différents domaines constituant les GABARs, trois demandent une 

attention plus particulière : le domaine N-terminal, contenant le site de liaison du GABA, le 

domaine transmembranaire 2 (M2), impliqué dans la constitution du canal central et site de 

fixation d’antagonistes, et la grande boucle M3-M4, cible de kinases. Le domaine M2 et la 

boucle M3-M4 seront présentés plus loin (paragraphes "Introduction bibliographique" II.E.2, 

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

Des expériences de mutagénèse dirigée et des modélisations ont permis de 

mettre en évidence l’implication du domaine N-terminal dans la liaison du GABA. Le 

neurotransmetteur se fixe à l’interface entre les sous-unités α et β (Smith et Olsen, 1995 ; 

Cromer et coll., 2002). La comparaison de la séquence protéique de la sous-unité β2 avec celle 

de l’AChBP, protéine multimérique contenant cinq sites de liaison de l’acétylcholine, a permis 

de proposer un découpage du site de fixation du GABA en cinq boucles (Ci et coll., 2008). 

Les résidus aromatiques ont été présentés comme étant importants dans l’interaction ligand-

récepteur (Amin et Weiss, 1993). La figure 3 (p.26) résume les données actuelles concernant 

les sites probablement impliqués dans la liaison du ligand. 
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B.2   Pharmacologie 

Les GABAARs et les GABACRs diffèrent par leur pharmacologie. Les 

molécules les plus étudiées ayant des sites de liaison sur ces récepteurs sont présentées dans le 

tableau 1.  

 Agonistes 
Antagonistes 

compétitifs 

Antagonistes non 

compétitifs 

Modulateurs 

allostériques 

GABAA 

GABA, muscimol, 

isoguvacine, 3-

APS, THIP, P4S, 

acide 

isonipécotique 

SR95531, 

bicuculline 

picrotoxinine, 

TBPS, EBOB, 

BIDN, cyclodiènes, 

fipronil, lindane, 

benzodiazépines, 

barbituriques, 

stéroïdes, alcool, 

ivermectine 

GABAC 
GABA, TACA, 

CACA, TAMP 

I4AA, 3-APMPA, 

TPMPA 
picrotoxinine  

Tableau 1. Pharmacologie des GABAARs et GABACRs. 

La pharmacologie des GABAARs est clairement dépendante de leur 

composition en sous-unités. Par exemple, les benzodiazépines, des modulateurs positifs des 

GABAARs, se fixent sur des récepteurs contenant la sous-unité γ (Sigel et Buhr, 1997) et la 

fixation des neurostéroïdes, qui sont également des modulateurs positifs des GABAARs, 

nécessite à la fois les sous-unités α et β (Hosie et coll., 2007). Quant aux différents GABACRs, 

ils ont une pharmacologie assez différente, avec notamment une insensibilité à la bicuculline, 

aux benzodiazépines, aux stéroides et aux barbiturates. La picrotoxinine (PTXine) est un 

puissant antagoniste des GABAARs et des GABACRs homomériques ρ2, tandis que les 

GABACRs homomériques ρ1 et les GABACRs de rat formés de ρ1 et ρ2 sont relativement 

insensibles à ce composé (Enz et Cutting, 1999).  

C  Les GABARs d’invertébrés 

La structure des GABARs d’invertébrés n’est pas définie, mais il est admis 

qu’elle est identique à celle des GABARs de vertébrés.  
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Les investigations électrophysiologiques démontrent l’existence ubiquitaire de 

GABARs chez plusieurs espèces d’invertébrés, d’embranchements différents (illustration par 

des exemples dans le tableau 6, pp.36-37), ce qui prouve l'importance de ces récepteurs dans 

l'ensemble du règne animal. Comme chez les vertébrés, il existe à la fois des récepteurs 

ionotropes et métabotropes. En effet, la présence de récepteurs GABAB-like a clairement été 

démontrée chez la blatte Periplaneta americana (Hue, 1991 ; Bai et Sattelle, 1995 ; Hue et 

Amat, 1997 ; Le Corronc et coll., 2002) ainsi que chez C. elegans (Schuske et coll., 2004 ; 

Dittman et Kaplan, 2008). De plus, trois sous-unités GABAB-like, dont les transcrits sont très 

présents dans le système nerveux central, ont été clonées chez la drosophile (Mezler et coll., 

2001). Une de ces sous-unités semble peu homologue des sous-unités GABAB de vertébrés, 

avec des identités de séquence inférieures à 35%1. Les GABARs ionotropes, sensibles aux 

insecticides, seront traités par la suite. 

C.1   Les sous-unités clonées 

L’étude de génomes permet de détecter la totalité des sous-unités pouvant 

entrer dans la composition des récepteurs ionotropes chez une espèce donnée. Chez               

C. elegans, plus de trente sous-unités de LGICs anioniques (GABARs et récepteurs ionotropes 

du glutamate dépendants des ions chlorure (GluClRs)) ont été mises en évidence (Bargmann, 

1998). Cependant, seules les sous-unités UNC-49 (à l’origine de GABARs anioniques) et 

EXP-1 (donnant des GABARs cationiques) (Williamson et coll., 2007 ; Jones et Sattelle, 

2008) ont été clonées et exprimées à ce jour. Chez D. melanogaster, dix protéines homologues 

de la superfamille GABA/Glycine entrent potentiellement dans la composition des GABARs 

ionotropes (Littleton et Ganetzky, 2000). Cependant, trois sous-unités seulement ont été 

clonées et exprimées à ce jour chez les insectes. 

                                                 

1 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 
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C.1.a   RDL 

La sous-unité RDL ("Resistance to dieldrin") de drosophile (606 acide aminés) 

est la première sous-unité de GABAR à avoir été totalement clonée chez l’insecte, suite à une 

recherche du gène responsable de la résistance aux cyclodiènes (ffrench-Constant et coll., 

1991). Le locus unique du gène Rdl est localisé au niveau de l’emplacement 66F du bras 

gauche du chromosome III de D. melanogaster. La sous-unité RDL a par la suite été clonée 

chez de nombreuses espèces de différents ordres (tableau 2).  

Ordre  
Drosophila melanogaster (P25123) 
Drosophila simulans (AAK00512) 
Anopheles gambiae (EAA44137) 
Aedes aegypti (XP_001653205) 
Musca domestica (AAC23602) 
Ceratitis capitata (AAD51101) 

Diptères 

Lucilia cuprina (AAB81966) 
Heliothis virescens (AAB62572) 
Plutella xylostellus (ABX47168) Lépidoptères 
Spodoptera exigua (ABQ45398) 

Tribolium castaneum (ABU63595) 
Coléoptères 

Leptinotarsa decemlineata (AAC23603) 
Hyménoptères Apis mellifera (AAC63381) 
Blattoptères Blattella germanica (AAB33736) 

Siphonaptères Ctenocephalides felis (CAG30670) 

Tableau 2. Présence de la sous-unité RDL chez des insectes de différents ordres. D’après les 
séquences protéiques déposées dans la banque de données NCBI1. Les numéros d’accession sont 
indiqués entre parenthèses. 

La comparaison du gène Rdl avec d'autres séquences déposées dans des 

banques de données a permis de déterminer qu'il code pour une sous-unité de GABARs 

ionotropes. Cependant, la comparaison de la séquence protéique de RDL avec celles de sous-

unités GABAergiques et glycinergiques montre une identité plus forte avec les récepteurs de 

la glycine qu'avec les récepteurs du GABA (ffrench-Constant et Rocheleau, 1992). De plus, la 

présence d’un doublet de cystéines en partie N-terminale, associée à un profil hydropathique 

                                                 

1 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=Protein&itool=toolbar 
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identique à celui des récepteurs de la superfamille des LGICs, à savoir quatre domaines 

transmembranaires, fait de RDL un membre de la superfamille "Cys-loop", et plus 

précisément de la famille GABA/Glycine-like. Au niveau génique, la taille du locus (plus de 

50 kb) contraste avec celle de l’ARNm mature (8,8 kb avec une ORF de "seulement" 2 kb) 

(ffrench-Constant et coll., 2000).  

Les résultats obtenus par hybridation in situ ou par immuno-cytochimie et                            

-histochimie ont permis de démontrer la présence de l’ARNm et de la sous-unité RDL de 

manière ubiquitaire dans le système nerveux central, notamment dans le cerveau, de 

Drosophila melanogaster (Aronstein et ffrench-Constant, 1995 ; Harrison et coll., 1996 ; 

Stilwell et ffrench-Constant, 1998 ; Lee, D. et coll., 2003 ; Liu et coll., 2007), Calliphora 

erythrocephala (Brotz et coll., 1997), Manduca sexta (Sattelle et coll., 2003) et de 

Periplaneta americana (Sattelle et coll., 2000). L’hybridation in situ montre aussi une 

expression du transcrit de la sous-unité RDL dans le système nerveux périphérique (Stilwell et 

ffrench-Constant, 1998). De manière générale, la sous-unité est principalement retrouvée au 

niveau neuropilaire, lieu de contacts synaptiques. Il est aussi à noter que RDL ne semble pas 

présente au niveau musculaire (Harrison et coll., 1996). 

Le fait que la perte du locus Rdl soit létale pour la drosophile souligne 

l’importance fonctionnelle de cette sous-unité, et par extension, des GABARs chez l’insecte 

(Stilwell et ffrench-Constant, 1998 ; ffrench-Constant et coll., 2000). La sous-unité RDL 

semble jouer un rôle dans la transmission synaptique rapide (Bloomquist, 2001 ; Lee, D. et 

coll., 2003 ; Buckingham et coll., 2005), l’apprentissage (Liu et coll., 2007), la latence du 

sommeil (période précédant le sommeil paradoxal) (Agosto et coll., 2008), les processus 

olfactifs (Sattelle et coll., 2000 ; Liu et coll., 2007), visuels (Sattelle et coll., 2000 ; 

Buckingham et coll., 2005), gustatifs (Bloomquist, 2001) et mécanosensoriels (Sattelle et 

coll., 2000). 

Les sous-unités RDL s’assemblent dans des systèmes hétérologues pour former 

des GABARs fonctionnels perméables aux ions chlorure et sensibles au GABA mais pas à la 

glycine (Buckingham et coll., 1994 ; Millar et coll., 1994), confirmant leur appartenance à la 

famille des GABARs. Les sites de liaison du GABA sur la sous-unité RDL ne sont pas 

clairement définis à ce jour. Cependant, des alignements de séquences avec les sous-unités de 

GABAARs de vertébrés, et plus exactement avec les résidus mutés qui affectent la réponse au 
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GABA, permettent de prévoir les sites potentiellement impliqués dans la fixation du ligand 

(figure 3). 

 

Hsap α1   M--------- RKSP-GLSDC LWAWILLLST LTGRSYGQP- --S LQDELKD NTTV----FT 
Hsap β2   M--------W RVR---KRGY FGIWSFP--- LII------- --- --AAVCA QSVNDPSNMS 
Dmel RDL  MSDSKMDKLA RMAPLPRTPL LTIWLAINMA LIAQETGHKR IHTVQAATGG GSMLGDVNIS 
 
                 Boucle D 
Hsap α1   RIL---DRLL DGYDNRLRPG LGERVTEVKT DIFVTSFGPV SDH DMEYTI D V FFRQSWKDE  
Hsap β2   LVKETVDRLL KGYDIRLRPD FGGPPVAVGM NIDIASIDMV SEV NMDYTLT MYFQQAWRDK  
Dmel RDL  AIL---DSFS VSYDKRVRPN YGGPPVEVGV TMYVLSIS SV SEVLMDFTLD F YFRQFWTDP 
 
              Boucle A      Boucle E 
Hsap α1   RLKF-KGP-M TVLRLNNLMA SKIWTPDTFF HNGKKSVAHN MTMPNKLLRI TEDGTLLYTM  
Hsap β2   RLSYNVIP-- LNLTLDNRVA DQLWVPDTYF LNDKKSFVHG VTV KNRMIRL HPDGTVLYGL  
Dmel RDL  RLAYRKRPGV ETLSVGSEFI KNIWVPDTFF V NEKQSYFHI ATTSNEFIRV HHSGSITRSI  
 
                 Cys-loop                              Boucle B 
Hsap α1   RLTVRAECPM HLEDFPMDAH ACPLKFGSYA YTRAEVVYEW TREPARSVVV AEDGSRLNQY  
Hsap β2   RITTTAACMM DLRRYPLDEQ NCTLEIES YG YTTDDIEFYW –RGDDNAVTG VTK-IELPQF  
Dmel RDL  RLTITASCPM NLQYFPMDRQ LCHIEI ESFG YTMRDIRYFW -RDGLSSVGM SSE-VELPQF  
 
            Boucle  C 
Hsap α1   DLLGQTVDSG IVQSS--TGE YVVMTTHFHL KRKIGYFVIQ TYL PCIMTVI LSQVSFWLNR  
Hsap β2   SIVDYKLITK KVVFS-- TGS YPRLSLSFKL KRNIGYFILQ TYMPSILITI LSWVSFWINY  
Dmel RDL  RVRVLGHRQR ATEINLT TGN YSRLACEIQF VRSMGYYLIQ IYIPSGLIVI ISWVSFWLNR  
 
 
Hsap α1   ESVP  
Hsap β2   DASA 
Dmel RDL  NATP   

 

Figure 3. Alignement des parties N-terminales des sous-unités α1 et β2 (Homo sapiens) avec la 
sous-unité RDL de Drosophila melanogaster, à l’aide du site AlignP1.  Les résidus qui ont été 
présentés comme faisant partie du site de fixation du GABA sont en couleur, selon la référence 
utilisée : vert (Leite et Cascio, 2001), marron (Sigel et coll., 1992), bleu foncé (Boileau et coll., 1999), 
bleu clair (Ci et coll., 2008), orange (Amin et Weiss, 1993), rose (Kash et coll., 2004). Les acides 
aminés formant les boucles probablement impliquées dans le site du fixation du GABA sont encadrées 
(Ci et coll., 2008). Les résidus de la sous-unité RDL qui s’alignent avec ces acides aminés sont 
indiqués en rouge. 

C.1.b   LCCH3 

                                                 

1 http://bioinfo.hku.hk/services/analyseq/cgi-bin/alignp_in.pl 
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La sous-unité LCCH3 ("ligand-gated chloride channel homologue 3") a été 

clonée chez D. melanogaster (Henderson et coll., 1993). Elle est longue de 496 acides aminés 

et possède une identité de 47% avec la sous-unité β des GABAARs de vertébrés. A ce titre, 

elle a été baptisée "sous-unité β de drosophile". Le locus est situé en position 13A du 

chromosome X de D. melanogaster (Henderson et coll., 1993). Comme dans le cas de la sous-

unité RDL, la protéine LCCH3 a été identifiée chez d’autres espèces que la drosophile 

(tableau 3). 

Ordre  
Drosophila melanogaster (Q08832) 

Diptères 
Anopheles gambiae (EAA06524) 

Lépidoptères Heliothis virescens (AAB62565) 
Coléoptères Tribolium castaneum (NP_001103251) 

Hyménoptères Apis mellifera (ABG75736) 

Tableau 3. Présence de la sous-unité LCCH3 et de ses homologues chez des insectes de différents 
ordres. D’après les séquences protéiques déposées dans la banque de données NCBI1. Les numéros 
d’accession sont indiqués entre parenthèses 

La sous-unité LCCH3 et son ARNm ont été localisés chez la drosophile, à 

l’aide d’anticorps et par hybridation in situ, respectivement. L’apparition des sous-unités 

LCCH3 est précoce puisqu’elle débute dès le stade 11 du développement de l’embryon, dans 

la majorité des neuroblastes. Les stades 14 et 15 montrent une localisation ubiquitaire de la 

sous-unité et de l’ARNm dans le système nerveux central, mais restreinte aux corps 

cellulaires, avec absence de signal dans le neuropile (Aronstein et coll., 1996).  

La sous-unité LCCH3 exprimée seule ne permet pas d’obtenir des courants 

GABAergiques (Zhang et coll., 1995 ; Gisselmann et coll., 2004). 

C.1.c   GRD 

La dernière sous-unité de drosophile clonée (numéro d’accession : Q24352), 

GRD ("GABA and glycine-like receptor of Drosophila") (616 résidus) a une identité de 30-

40% avec les sous-unités de GABARs et les récepteurs glycinergiques (GlyRs) de vertébrés 

(Harvey et coll., 1994). Elle possède une identité de 27% avec RDL. Le locus est en position 
                                                 

1 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=Protein&itool=toolbar 
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75A du bras gauche du chromosome III de D. melanogaster. La sous-unité GRD a aussi été 

identifiée chez Apis mellifera (ABG75735) et Tribolium castaneum (ABU63597) (d’après la 

banque de données protéiques NCBI1 ; les numéros d’accession sont indiqués entre 

parenthèses). 

La localisation de la sous-unité GRD est indéterminée. Cependant, des ARNm 

de GRD ont été détectés dans la tête de drosophile, dans le cadre d’une étude sur le syndrome 

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

De même que pour LCCH3, l’expression de l’ARNm de GRD dans des 

ovocytes de xénope ne donne pas de récepteurs répondant au GABA ou à d’autres 

neurotransmetteurs dont la glycine, même à forte concentration (Harvey et coll., 1994 ; 

Gisselmann et coll., 2004). La co-expression de la sous-unité GRD avec des sous-unités α1 ou 

β1 de GABARs bovins, ou encore avec la sous-unité β du récepteur glycinergique de rat, ne 

permet pas non plus d’obtenir des récepteurs fonctionnels (Harvey et coll., 1994). 

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

L’analyse de séquences génétiques de D. melanogaster a révélé l’existence 

d’une autre sous-unité potentielle, AAF48539. Là encore, cette protéine ne donne pas de 

GABARs fonctionnels dans l’ovocyte de xénope (Gisselmann et coll., 2004). Un alignement 

avec les autres sous-unités clonées permet de déterminer des identités de séquence d’environ 

30% (site AlignP2). 

Deux sous-unités de GABARs ont aussi été clonées chez la lymnée des étangs 

(Lymnaea stagnalis). La sous-unité β forme des récepteurs fonctionnels lorsqu’elle est 

exprimée seule ou en combinaison avec une sous-unité α de GABAAR bovin dans des 

ovocytes de xénope (Harvey et coll., 1991). La sous-unité ζ de la lymnée possède des identités 

de séquence de 30-40% avec la sous-unité β de la même espèce et la sous-unité RDL de        

D. melanogaster, mais aussi avec des sous-unités de GABAAR, de GABACR et de GlyR. 

                                                 

1 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=Protein&itool=toolbar 
2 http://bioinfo.hku.hk/services/analyseq/cgi-bin/alignp_in.pl 
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Cependant, l’expression de cette protéine dans des ovocytes de xénope seule ou en 

combinaison ne donne pas de courants, malgré l’application de différents neurotransmetteurs, 

dont le GABA et la glycine (Hutton et coll., 1993). 

Chez C. elegans, le locus unc-49 est à l’origine de trois produits d’expression. 

Les sous-unités obtenues, UNC-49A, -49B et -49C, ressemblent à la sous-unité RDL de       

D. melanogaster. Néanmoins, les transcrits de UNC-49A sont très faiblement détectés chez 

l’individu adulte, alors que les transcrits UNC-49B et UNC-49C sont clairement présents 

(Bamber et coll., 1999). Chez cette espèce, les GABARs sont principalement situés au niveau 

des jonctions neuromusculaires (Bamber et coll., 1999 ; Schuske et coll., 2004). Des travaux 

utilisant des protéines de fusion fluorescentes ont permis de visualiser les motoneurones 

GABAergiques, et de comparer leur localisation avec celle des GABARs constitués de sous-

unités de type UNC-49. Les résultats indiquent que les GABARs de C. elegans sont en fait 

localisés en amas au niveau des jonctions neuromusculaires, et font face aux différentiations 

présynaptiques GABAergiques (Gally et Bessereau, 2003a, 2003b). Uniquement la sous-unité 

UNC-49B, seule ou en combinaison avec UNC-49C, donne des GABARs fonctionnels 

perméables aux ions chlorure, lorsqu’elle est exprimée dans l’ovocyte de xénope (Bamber et 

coll., 1999). Des gènes homologues à celui de UNC-49 sont retrouvés dans les génomes de 

Brugia malayi (parasite filaire) et Trichinella spiralis (nématode parasite) (Williamson et 

coll., 2007). La sous-unité GAB-1, orthologue de LCCH3 (Dent, 2006), a été clonée chez C. 

elegans (Feng et coll., 2002). Les récepteurs homomériques formés de cette sous-unité sont 

insensibles au GABA. Cependant, des récepteurs hétéromériques formés de la protéine GAB-

1 et de la sous-unité HG1 (clonée chez le nématode Haemonchus contortus et proche des 

sous-unités α/γ de GABARs de vertébrés) sont sensibles au GABA (Feng et coll., 2002). 

Une autre sous-unité, EXP-1, a aussi été clonée chez C. elegans. Elle est 

impliquée dans la défécation et est localisée au niveau des jonctions neuromusculaires (Beg et 

Jorgensen, 2003). La séquence protéique de la sous-unité EXP-1 est peu homologue de celles 

des sous-unités RDL, LCCH3 ou GRD de D. melanogaster, puisque les identités de séquences 

sont comprises entre 22 et 25,7%1. Qui plus est, les réponses obtenues après application de 

GABA sur des récepteurs EXP-1 exprimés sont de type sodique (Beg et Jorgensen, 2003).  

                                                 

1 http://bioinfo.hku.hk/services/analyseq/cgi-bin/alignp_in.pl 
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Il semblerait que d’autres gènes codant pour des sous-unités de GABARs 

soient présents dans le génome de C.elegans et soient encore non identifiés. Ces gènes 

coderaient pour des sous-unités α- et β-like, une autre sous-unité de type UNC-49 et une sous-

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

C.2   Accroissement de la diversité des sous-unités par des 

modifications post-transcriptionnelles 

Un même gène de sous-unité de GABARs peut donner des isoformes 

différentes, du fait de modifications post-transcriptionnelles telles que l’épissage alternatif ou 

l’édition de l’ARNm. Dans les deux cas, il s’agit d’un remaniement de l’ARN pré-messager, 

qui aboutit à une modification ponctuelle pour ce qui est de l’édition, et une modification plus 

étendue pour l’épissage. Ce dernier repose sur l’obtention d’ARNm qui diffèrent dans leur 

composition en exons, alors que l’édition permet de changer des acides aminés de manière 

ponctuelle. Les deux modifications peuvent se combiner, puisque chez les mammifères, 

l’édition d’un récepteur glutamatergique entraîne l’accumulation d’ARN n’ayant pas subi 

d’épissage (Bass, B.L., 2002). L’importance de ces phénomènes réside dans le fait qu’ils 

peuvent générer un nombre important de variants, puisque par exemple un seul gène de 

nAChR de drosophile (α6) peut théoriquement former plus de 30 000 isoformes du fait de ces 

modifications post-transcriptionnelles (Grauso et coll., 2002). 

Chez les invertébrés, ces mécanismes affectent plusieurs types de canaux et 

récepteurs. Par exemple, chez la drosophile, quatre des dix sous-unités de nAChRs présentes 

dans le génome sont affectées par un épissage (Sattelle et coll., 2005). Chez le même insecte, 

l’ARNm de la sous-unité α de GluClR possède aussi plusieurs sites d’épissage et d’édition 

(Semenov et Pak, 1999). Des éditions existent également chez Musca domestica (nAChR 

Mdα6, (Gao et coll., 2007)), Drosophila melanogaster et virilis  (canal para, (Hanrahan et 

coll., 2000)). Enfin, chez Blattella germanica, les éditions de la sous-unité α du canal sodique 

BgNa(v) sont tissu-spécifiques, et dépendantes du stade de développement (Song, W. et coll., 

2004), ce qui permet de supposer qu'elles jouent un rôle important sur le plan fonctionnel. 
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C.2.a   Epissage alternatif  

L’ARN pré-messager de la sous-unité RDL présente neuf exons, dont deux 

subissent un épissage alternatif : l’exon 3 (dont les variants sont 3a et 3b) et l’exon 6 (variants 

6c et 6d), ce qui permet d’obtenir quatre variants d’épissage (RDLac, ad, bc et bd) (figure 4 et 

figure 5, p.33).  

 

 

Figure 4. Organisation génomique des exons du gène Rdl de D. melanogaster. Modifié d’après 
ffrench-Constant et Rocheleau, 1992, 1993. 

 

Chez la drosophile, les séquences peptidiques codées par les exons 3a et 3b ou 

6c et 6d diffèrent par deux et dix acides aminés, respectivement. La première sous-unité 

clonée chez la drosophile est de type "ac", et ce variant est retrouvé chez Aedes aegypti 

(Thompson, M. et coll., 1993). La sous-unité "bd" est présente chez plusieurs espèces, dont 

Drosophila melanogaster (ffrench-Constant et Rocheleau, 1993), Drosophila simulans (Le 

Goff et coll., 2005), Musca domestica (Eguchi et coll., 2006), Heliothis virescens (Wolff et 

Wingate, 1998), Laodelphax striatellus (Narusuye et coll., 2007) et Spodoptera exigua (Shang 

et coll., 2008). Une sous-unité proche de RDLbd (DRC 17-1-2) a été clonée chez                  

D. melanogaster mais quelques acides aminés diffèrent (Chen, R. et coll., 1994). Après 

analyse à l'aide des données actuelles, les différences constatées s’avèrent être deux éditions 

(R122�G et M360�V).  

Chez D. melanogaster, les variants de la sous-unité RDL résultant de l’épissage 

alternatif (RDLac, RDLad, RDLbc et RDLbd) ont tous été détectés par clonage (ffrench-

Constant et Rocheleau, 1993), alors que chez certaines espèces d’insectes, seuls un à trois 

variants ont été identifiés à ce jour (tableau 4).   
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  Isoformes épissées 
de type… 

N° Accession 

bc EDX09812 ; XP_002084227 
Drosophila simulans 

bd Q9BLY8 ; AAK00512  

ac EAA44136 

bc EAA44137 Anopheles gambiae 
bd EDO63781 

ad AAB62572 

bd AAB62563 Heliothis virescens 
d  AAB62564 

d AAC63381 
Apis mellifera 

bd ABG75734 

Blattella germanica c AAB33734 ; AAB33736 

Aedes aegypti ac AAA68961 

ac ABU63594 ; NP_001107808 

Tribolium castaneum 
bd 

 ABU63595 ; ABU63596 ; 
NP_001107809 ; 

NP_001107764 ; AAB81523 

Spodoptera exigua bd ABQ45398 
Laodelphax striatellus bd BAF31884 

Tableau 4. Variants d’épissage de la sous-unité RDL chez différentes espèces d’insectes. D’après 
les séquences protéiques déposées dans la banque de données NCBI1. 

Chez la drosophile, les conductances des récepteurs homomériques RDLac 

(21,4 pS) et RDLbd (20 pS) sont quasiment identiques (Zhang et coll., 1995). Chez               

C. elegans, le locus unc-49 permet de générer trois sous-unités distinctes par épissage 

alternatif. Néanmoins la fonctionnalité des trois sous-unités n’est pas la même puisque, 

comme précisé plus haut (cf. paragraphe "Introduction bibliographique" I.C.1.d, p.28), seule 

la sous-unité UNC-49B donne des récepteurs homomériques fonctionnels (Bamber et coll., 

1999). 

A titre indicatif, chez les vertébrés, l’épissage alternatif a été observé pour 

plusieurs sous-unités de GABAARs. C’est le cas pour γ2, dont les isoformes sont γ2S et γ2L, 

et diffèrent par huit acides aminés (Whiting et coll., 1990), ou encore β2, qui donne β2S et 

β2L, avec une insertion de 38 résidus (McKinley et coll., 1995). 

                                                 

1 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=Protein&itool=toolbar 
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C.2.b   Edition de l’ARNm 

Plusieurs types d’édition de l’ARNm ont été décrits (C�U, U�C, A�I(G)). 

Cependant, seule l’édition de type A�I sera évoquée ici car elle est la seule à avoir été 

observée dans le cas des GABARs. Elle résulte de l’action d’une enzyme, l’ADAR (pour 

"adenosine deaminase that acts on RNA"), qui cible l’ARN partiellement ou complètement 

bicaténaire, et qui catalyse la désamination d’une adénosine pour donner une inosine. Cette 

dernière sera considérée comme une guanosine par la machinerie traductionnelle (Bass, B.L., 

2002). Ce type d’édition peut donner lieu à la création, la délétion ou la modification d’un 

codon, la création d’un site d’épissage ou la modification de la structure de l’ARN. 

Contrairement à ce qui est observé chez les vertébrés, une délétion de l’ADAR n’est pas létale 

chez les insectes. Cependant, chez la drosophile, cette délétion est à l’origine de changements 

comportementaux, tels que des défauts dans le contrôle moteur, la reproduction et le vol 

(Palladino et coll., 2000). Chez C. elegans, les effets de la délétion sont moindres, et 

consistent en des défauts du chimiotactisme (Bass, B.L., 2002). 

En ce qui concerne la sous-unité RDL, plusieurs sites d’édition de type A�I 

ont été décrits chez D. melanogaster : R122�G, I283�V, N294�D et M360�V (Hoopengardner 

et coll., 2003 ; Buckingham et coll., 2005) (figure 5).  

 

Figure 5. Représentation schématique de la sous-unité RDL, montrant la localisation des sites 
d’édition ainsi que la position des séquences codées par les exons épissés. Le doublet de cystéines 
est représenté par deux points noirs. 
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L’analyse des séquences de la sous-unité RDL dans les banques de données 

montre que ces sites d’édition sont retrouvés chez plusieurs espèces (tableau 5).  

 R122����G/K I283����V N294����D M360����V N° Accession 

Drosophila 
simulans 

R122�G ����   
AAK00512 ; Q9BLY8 ; (Le 

Goff et coll., 2005) 

Heliothis 
virescens 

R122�K 
(AGA�AAA)     AAB62563 ; AAB62572 

Apis 
mellifera 

R122�K 
(AGA�AAG)    

AAC63381 ; 
XP_001120292 

Aedes 
aegypti 

  ����  AAA68961 

Tribolium 
castaneum 

R122�G 
(AGA�GGA)    AAB81523 

Lucilia 
cuprina 

 ����   AAB81966 

Musca 
domestica 

R122�G 
(AGA�GGA)  ����  AAC23602 ; Q75NA5 

Ceratitis 
capitata 

R122�G 
(AGA�GGA)  ����  AAD51101 

Spodoptera 
exigua 

R122�K 
(AGA�AAA)     ABQ45398 

Tableau 5. Sites d’édition présents dans la sous-unité RDL, selon l’espèce. D’après les séquences 
protéiques déposées dans la banque de données NCBI1. 

 

Le rôle de l’édition dans la pharmacologie des GABARs et leur sensibilité aux 

insecticides n’ayant jamais été analysé, cette étude constitue l’un des objectifs de cette thèse.  

A titre comparatif, une étude récente montre que chez les vertébrés, la sous-

unité α3 des GABAARs peut être éditée (Ohlson et coll., 2007). Cette édition prend de 

l’ampleur avec l’âge chez les souris. Les auteurs émettent l’hypothèse selon laquelle des 

modifications pharmacologiques pourraient découler de cette édition. 

                                                 

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

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

des GABARs natifs ou exprimés d’invertébrés. 
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L.  
polyphemus 

neurones de 
ganglions 

abdominaux 
et circum-

œsophagiens 

muscimol 

bicuculline 

PTX, 
PTXine, 
picrotine, 

TBPS 

(Walker et 
coll., 1981) 

C. elegans 

cellules 
musculaires 

de la paroi du 
corps ("body 

wall 
muscles") 

muscimol 

 

 

(Richmond et 
Jorgensen, 

1999) 

L. migratoria 

neurones de 
ganglion 

thoracique 

muscimol 

bicuculline 

PTX 

(Neumann et 
coll., 1987) 

A. mellifera 

cellules de 
lobe 

antennaire de 
pupe 

muscimol, 
CACA 

bicuculline 

PTX, fipronil 

(Barbara et 
coll., 2005) 

microsacs formés 
de membrane de 
larves  (tête et 

ganglions) 

 

bicuculline 

PTXine 

(Sattelle et coll., 
2003) 

neurones 
de lobe 

antennaire 

muscimol 

bicuculline 

 

(Christense
n et coll., 

1998) 

M. sexta 

neurones 
de lobe 

antennaire 

 

bicuculline 

PTX, 
PTXine 

(Waldrop 
et coll., 
1987) 

D. 
melanogaster 

neurones 
embryonnaires 

en culture 

 

bicuculline 

PTX 

(Lee, D. et 
coll., 2003) 

 

Préparation 

Agonistes                          
(autres que 

GABA) 

Antagonistes 
compétitifs 

Autres 
antagonistes  

Références 

Tableau 6. Pharmacologie de GABARs natifs. "bicuculline" signifie  insensible à la bicuculline. 
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neurones 
du 

troisième 
ganglion 

thoracique 

 

 

PTX 

(Malécot 
et Sattelle, 

1990) 

neurones 
ganglion 

thoracique 

 

bicuculline 

fipronil, 
dieldrine 

(Zhao et 
coll., 2003) 

neurones 
du dernier 
ganglion 

abdominal 

 

 

EBOB, 
lindane 

(Ihara et 
coll., 
2005) 

neurones de 
ganglions 

thoraciques 
et 

abdominaux  

muscimol 

 

 

(Walker et 
coll., 1981) 

neurones 
cérébraux 
en culture 

muscimol, 
CACA, 
TACA 

bicucul-
line 

SR95531 

PTX, 
TBPS, 
lindane 

(Aydar et 
Beadle, 
1999) 

neurones 
embryon-

naires 
cérébraux 
en culture 

muscimol 

bicuculline 

PTX, 
TBPS, 
lindane 

(Shimahara 
et coll., 
1987) 

neuro-
nes 

DUM 
en 

culture 

CACA 

 

PTX, 
BIDN 

(Alix et 
coll., 
2002) 

neurones Df 
in situ 

isoguvacine 
> > 

muscimol ≥ 
GABA > 3-

APS 

bicuculline 
(potentiel de 

repos) 
bicuculline 
(potentiels 

hyperpolari-
sés) 

PTX 

(Sattelle et 
coll., 1988) 

Fibres 
muscu-
laires 

(muscle 
coxal) 

muscimol 
> GABA > 

THIP 

bicuculline 

PTXine, 
kétoend-

rine, 
endrine, 
époxyde 
d’hepta-
chlore                      

(Schnee et 
coll., 1997) 

P. americana 

extraits 
de 

système 
nerveux  

GABA ~ 
muscimol

THIP,    
3-APS, 
isoguva-

cine 

bicucul-
line 

 

(Lummis 
et 

Sattelle, 
1985) 

 

Préparation 

Agonistes                          
(autres que 

GABA) 

Antagonistes 
compétitifs 

Autres 
antagonistes 

Références 

Pharmacologie de GABARs natifs (suite). "bicuculline" signifie  insensible à la bicuculline. 
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RDLbd 

 

 

PTX, fipronil 

(Le Goff et 
coll., 2005) 

 

 

PTX, 
BIDN, 
fipronil 

(Grolleau 
et Sattelle, 

2000) 

 

 

PTXine 

(Shirai et 
coll., 
1995) 

 

 

PTXine, 
TBPS, EBOB, 

BIDN, 
dieldrine 

(Buckingham 
et coll., 1996) 

muscimol 

bicuculline 

PTXine, 
dieldrine 

(ffrench-
Constant et 

coll., 
1993a) 

GABA = TACA 
> CACA 

bicuculline 

PTXine, TBPS, 
EBOB, fipronil 

(Millar et coll., 
1994) 

GABA > 
TACA > 
muscimol 
> CACA 

bicuculline 

PTXine > 
EBOB > 
fipronil ≥ 

TBPS 

(Buckingh
am et coll., 

1994) 

D. melanogaster 

RDLac 

muscimol ≥ 
GABA ≥ TACA 
≥ ZAPA ≥ 

isoguvacine ≥ 
acide 

isonipécotique ≥ 
CACA ≥ β-

alanine > 3-APS 

SR95531 

 

(Hosie et Sattelle, 
1996a) 

 

Sous-unité 
exprimée 

Agonistes                          
(autres que 

GABA) 

Antagonistes 
compétitifs 

Autres 
antagonistes 

Références 

Tableau 7. Pharmacologie de GABARs exprimés. "bicuculline" signifie insensible à la bicuculline. 
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L. stagnalis 

β 

muscimol, 4’-
chlorodiazépam, 

diazépam 

bicuculline 

PTX, endrine, 
époxyde 

d’heptachlore 

(Harvey et coll., 
1991 ; Zaman et 

coll., 1992) 

L. striatellus 

RDLbd 

muscimol ≥ GABA > 
isoguvacine > CACA 

SR95531 

EBOB, dieldrine, 
fipronil 

(Narusuye et coll., 
2007) 

H. virescens 

HVRDL 

muscimol > GABA 

bicuculline 

PTXine, fipronil, dieldrine 

(Wolff et Wingate, 1998) 

D. variabilis 

RDLDv 

 

 

PTXine, 
fipronil 

(Zheng et coll., 
2003) 

M. domestica 

MdRDL(bd) 

 

 

PTXine, 
fipronil, lindane 

(Eguchi et coll., 
2006) 

D. melanogaster 

DRC 17-1-2 

(RDLbd) 

muscimol 

bicuculline 

PTX > TBPS  

(Chen, R. et 
coll., 1994) 

 

Sous-unité 
exprimée 

Agonistes                          
(autres que 

GABA) 

Antagonistes 
compétitifs 

Autres 
antagonistes 

Références 

Pharmacologie de GABARs exprimés (suite). "bicuculline" signifie insensible à la bicuculline. 
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Les tableaux 6 et 7 permettent de constater que les récepteurs homomériques 

RDL possèdent une pharmacologie présentant des similitudes à la fois avec les GABAARs 

(sensibilité aux benzodiazépines, par exemple) et les GABACRs (sensibilité au CACA, 

notamment). La classification utilisée pour les GABARs de vertébrés n’est donc pas 

applicable aux insectes. De plus, ces tableaux montrent des analogies importantes dans la 

pharmacologie des récepteurs natifs et des récepteurs homomériques RDL. Néanmoins, 

quelques différences laissent supposer que les GABARs natifs ne comportent pas uniquement 

la sous-unité RDL. 

C.4   Composition en sous-unités des GABARs natifs d’insectes 

Le fait que les sous-unités GRD et LCCH3 ne donnent pas de récepteurs 

fonctionnels quand elles sont exprimées seules suggère l’implication d’autres sous-unités pour 

une fonction correcte des récepteurs contenant ces protéines. De plus, les GABARs natifs et 

exprimés (RDL) présentent quelques différences dans leurs propriétés électrophysiologiques 

et pharmacologiques, ce qui autorise à penser que les récepteurs contenant la sous-unité RDL 

sont également hétéromériques. Les résultats obtenus jusqu'à présent ne permettent cependant 

pas de déterminer la constitution exacte des GABARs natifs, car le nombre de sous-unités 

clonées est encore faible.  

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

L'utilisation d'anticorps polyclonaux anti-RDL suggère que la sous-unité n’est 

pas présente au niveau musculaire (Harrison et coll., 1996). Or des courants chlorure induits 

par le GABA ont été observés dans le muscle squelettique de P. americana (Rauh et coll., 

1997 ; Schnee et coll., 1997), ce qui conduit à penser que les récepteurs GABAergiques 

anioniques présents dans les muscles sont formés d'autres sous-unités que RDL. En ce qui 

concerne les récepteurs neuronaux, aussi bien les GABARs natifs de neurones de                  

D. melanogaster (Zhang et coll., 1994) que les récepteurs RDLac exprimés dans des cellules 
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S2 (Grolleau et Sattelle, 2000) présentent deux temps d’ouverture, un long et un court. 

Toutefois, le temps long s’avère être plus court pour les récepteurs RDLac. En outre, le temps 

moyen d’ouverture est de 118 ms pour des GABARs natifs (Zhang et coll., 1994), alors qu’il 

est de seulement 62 ms pour les récepteurs RDLac (Zhang et coll., 1995). Ces données 

biophysiques suggèrent donc que la sous-unité RDLac n’entre pas seule dans la composition 

des récepteurs neuronaux natifs.  

La pharmacologie des GABARs natifs et des récepteurs RDL exprimés est très 

proche (tableaux 6 et 7, pp.36-39). Cependant, le 4’-chlorodiazépam, à l’origine d’une 

potentialisation du courant GABAergique chez l’insecte (Aydar et coll., 1995), est peu voire 

non efficace sur les récepteurs RDL (Millar et coll., 1994 ; Buckingham et coll., 1996 ; Hosie 

et Sattelle, 1996b). Une autre benzodiazépine, le flunitrazépam, potentialise le courant GABA 

dans des neurones cérébraux (Shimahara et coll., 1987) et le motoneurone Df de blatte 

(Sattelle et coll., 1988), et à plus forte concentration, le réduit, dans les neurones Df de          

P. americana (Sattelle et coll., 1988). La potentialisation de la réponse au GABA et au 

muscimol par le flunitrazépam a aussi été observée dans des neurones en culture de ganglions 

thoraciques de Locusta migratoria (Neumann et coll., 1987). Cependant, cette même 

molécule n’a pas d’effet sur les récepteurs RDL exprimés dans des ovocytes de xénope (Hosie 

et Sattelle, 1996b ; Wolff et Wingate, 1998) ou dans des cellules S2 de drosophile (Millar et 

coll., 1994). Même si la possibilité de récepteurs homomériques RDL natifs est envisageable, 

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

C.4.b   Des GABARs natifs constitués des sous-unités RDL et 

LCCH3 ? 

Comme signalé précédemment, parmi les sous-unités de Drosophila 

melanogaster clonées, seule RDL permet d’obtenir des récepteurs homomériques 

fonctionnels. Cependant, l’existence de récepteurs natifs formés de la sous-unité RDL en 

combinaison avec GRD et/ou LCCH3 est envisageable, puisque les trois sous-unités peuvent 

être retrouvées dans un même organisme comme chez Drosophila melanogaster (ffrench-

Constant et coll., 1991 ; Henderson et coll., 1993 ; Harvey et coll., 1994), Tribolium 

castaneum (Jones et Sattelle, 2007) et Apis mellifera (Jones et coll., 2006). 
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Des récepteurs anioniques ont été produits par co-expression RDL/LCCH3 

(Zhang et coll., 1995). Cependant, ces récepteurs présentent des différences importantes avec 

les GABARs natifs. Par exemple, les ouvertures du canal sont observées sous forme de 

bouffées, incompatibles avec le temps d’ouverture de 118 ms observé pour les GABARs natifs 

(Zhang et coll., 1994). De plus, deux états de sous-conductances, qui n’existent pas pour les 

récepteurs natifs, ont été relevés (Zhang et coll., 1995). La pharmacologie des récepteurs 

RDL/LCCH3 est également inhabituelle de par leur sensibilité à la bicuculline et leur 

insensibilité à la picrotoxine. Enfin, des études d’immunocytochimie comparant les 

localisations de RDL et LCCH3 montrent d’importantes différences : LCCH3 apparaît plus tôt 

au cours du  développement embryonnaire (stade 11) et semble exclusivement associée aux 

corps cellulaires (Aronstein et coll., 1996), alors que RDL apparaît plus tard (stades 14-16) et 

est située principalement dans les neuropiles (Aronstein et ffrench-Constant, 1995). Par 

conséquent, il semble peu probable que des GABARs natifs soient constitués des sous-unités 

RDL et LCCH3. 

C.4.c   Des GABARs natifs cationiques ? 

Des ARNm de LCCH3, GRD et AAF48539 ont été injectés dans l’ovocyte de 

xénope, sous diverses combinaisons. Seuls les ovocytes co-exprimant les sous-unités LCCH3 

et GRD ont permis d’obtenir des récepteurs fonctionnels. Cependant, contrairement aux 

récepteurs natifs, les GABARs obtenus ne conduisent pas les ions chlorure, mais sont 

cationiques, et laissent transiter les ions sodium et potassium (Gisselmann et coll., 2004). Des 

récepteurs cationiques perméables aux ions sodium ont aussi été obtenus par expression de la 

sous-unité EXP-1 de C. elegans (Beg et Jorgensen, 2003). In vivo, des réponses 

GABAergiques excitatrices faisant intervenir des cations ont été décrites chez divers 

invertébrés comme l'aplysie (Yarowsky et Carpenter, 1978) ou le crabe Cancer borealis 

(Swensen et coll., 2000), mais les sous-unités impliquées n'ont jamais été caractérisées sur le 

plan moléculaire. Chez les insectes, aucun GABAR cationique n'a été mis en évidence à ce 

jour dans le système nerveux central lors d'études électrophysiologiques et il reste à démontrer 

que des récepteurs hétéromériques LCCH3/GRD existent bien in vivo.     
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En résumé, il est peu probable que les sous-unités RDL, LCCH3 et GRD se 

combinent pour former des récepteurs hétéromériques natifs. La composition réelle des 

récepteurs contenant RDL reste donc indéterminée. Les seuls récepteurs hétéromériques natifs 

incluant la sous-unité RDL dont l'existence soit démontrée actuellement ont été découverts 

chez la drosophile. De façon surprenante, ils contiennent à la fois la sous-unité RDL et une 

sous-unité du GluClR, des protéines qui sont toutes les deux spécifiques des invertébrés 

(Ludmerer et coll., 2002). C'est le premier exemple connu de récepteurs ionotropes composés 

de sous-unités se liant à des neurotransmetteurs différents.  
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Chapitre II.   Le fipronil, un insecticide 
antagoniste des GABARs  

Les GABARs sont inhibés par de nombreux composés qui peuvent être classés 

en plusieurs catégories en fonction de leur mécanisme d'action. La bicuculline et la gabazine 

sont des antagonistes de type compétitif, c'est à dire des molécules qui se lient aux mêmes 

sites que le GABA et empêchent l'action de ce neurotransmetteur. Les avermectines (dont 

l’ivermectine) sont des molécules très complexes qui peuvent inhiber les réponses 

GABAergiques ou, au contraire, les potentialiser en fonction des doses utilisées (Raymond et 

Sattelle, 2002). Enfin, les antagonistes non compétitifs comme la picrotoxine, le TBPS ou 

l'EBOB empêchent l'action du GABA en bloquant le canal chlorure.   

Exception faite des avermectines, les insecticides qui ciblent les GABARs ont 

un mécanisme d'action qui se rapproche de celui des antagonistes non compétitifs. Le groupe 

commercial le plus ancien (insecticides de première génération) est celui des 

polychlorocycloalcanes (cyclodiènes et lindane). Très utilisés dans les années 1940-50, la 

plupart (comme la dieldrine, l’aldrine, l’heptachlore, l’endrine et le chlordane) sont 

aujourd’hui interdits par la convention de Stockholm (2001), du fait de "leurs propriétés 

toxiques, leur rémanence, leur accumulation dans les organismes vivants, leur propagation et 

leur accumulation dans les écosystèmes terrestres et aquatiques", mais aussi en raison de leur 

faible sélectivité insectes/mammifères. Depuis, sont apparus des composés dits de seconde 

génération, qui ont le même mode d’action, comme le fipronil (figure 6, p.48). Ce chapitre 

sera consacré à cet insecticide, très largement utilisé aujourd'hui.  
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A  Le fipronil, découverte et utilisations 

Le fipronil fait partie de la famille des phénylpyrazoles, des composés 

commercialisés pour leur activité herbicide. Néanmoins, le fipronil est aussi un nématicide 

mais il est surtout connu pour son activité insecticide. Il existe sous plusieurs formulations et 

est utilisé pour la protection des cultures (traitements de sol, traitement foliaire,…), la 

protection des animaux domestiques et la protection des locaux (conteneurs, greniers, 

crevasses murales,…). Son intérêt en tant qu’insecticide est qu’il est efficace à des doses 

faibles à très faibles (de l’ordre du milligramme à la centaine de gramme par hectare 

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

Utilisation Marque 
commerciale 

Classe 
d’insecticides 

Substance 
active 

(concentration 
dans la 

formulation) 

Doses 
d’emploi de 

la 
formulation 

(g/m²) 

Quantité de 
substance 
active cor- 

respondante 
(g/ha) 

Goliath® gel    
(BASF Agro 

SAS) 
phénylpyrazoles fipronil (0,05%) 0,06 0,3 

Stomoxine® 
mural 

(Schering-
Plough) 

pyréthrinoïdes 
perméthrine 

(25%) 
0,25 625 Traitement 

de locaux 

Ficam® W 
(Bayer 

Environmental 
Science SAS) 

carbamates 
bendiocarbe 

(80%) 
1 8 000 

Blitz®  
(BASF Agro 

SAS) 
phénylpyrazoles 

fipronil 
(0,003%) 

10 3 
Traitement 

du sol 
(fourmis) 

Insecte sol 
granule MFR 

(Florendi 
jardin) 

organophosphorés diazinon (5%) 20 10 000 

Tableau 8. Exemples de doses de substances actives utilisées pour des insecticides de différentes 
classes. Les produits cités sont autorisés en France, et les doses correspondent aux recommandations 
du Ministère de l’Agriculture et de la Pêche1, sauf pour Goliath® gel2. 

 

                                                 

1 http://e-phy.agriculture.gouv.fr 
2 http://www.goliathgel.com/fr/produit/micro_dosage/index.php 
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Qui plus est, un projet pour une nouvelle formulation qui consiste en des 

appâts pour larves de taupin (mené par l’université Grenoble I) est en cours (colloque 

"pesticides et environnement", décembre 20071). Cette formulation permet d’utiliser là encore 

de faibles doses, et offre une alternative au pelliculage de semences ou au microgranules de 

fipronil (produits aujourd’hui retirés du marché français2).  

Bien que le fipronil se dégrade lentement dans les sols, sa rémanence est 

moindre que celle des polychlorocycloalcanes. En effet, le temps de demi-vie (TD50) du 

fipronil dans les sols est compris entre 96 et 135 jours (d’après le "comité scientifique et 

technique de l’étude multifactorielle des troubles de l’abeille", rapport de décembre 2005). A 

titre de comparaison, les TD50 du chlordane, de la dieldrine ou de l’endrine (cyclodiènes) sont 

compris entre 4 et 14 ans3. De plus, le fipronil est relativement immobile dans le sol et l’eau et 

a un faible potentiel d’atteinte des nappes phréatiques par lessivage (Tingle et coll., 2002). En 

outre, son spectre d’efficacité est large, puisqu’il est utilisé contre les coléoptères (taupins), 

les diptères (mouches grises, mouches de semis), les thysanoptères (thrips), les orthoptères 

(criquets), les blattoptères, les isoptères (termites) et les hyménoptères (fourmis) (ACTA, 

2005). Enfin son action se fait par contact et par ingestion (Buczkowski, G. et Schal, 2001b). 

Il a aussi été montré que des blattes soumises à une  formulation en gel concentré contenant 

du fipronil (Maxforce® FC, Bayer) excrètent des liquides toxiques pour leurs congénères 

(Buczkowski, G.  et Schal, 2001a). 

Toutes ces caractéristiques expliquent l’engouement commercial pour le 

fipronil. La première synthèse de ce produit par Buntain et ses collaborateurs date de 1987, et 

une demande de brevet a été déposée sous le nom "Derivatives of N-phenylpyrazoles" par 

Rhône-Poulenc Agriculture la même année. Le brevet a plusieurs fois changé de propriétaire 

(2003 : Bayer Agriculture, 2004 : Bayer CropScience SA, 2005 : BASF Agro). En 2006, la 

protection définitive du brevet a été accordée à BASF, Lyon (Office européen des brevets4), 

qui a récemment annoncé son intention d’investir plus de 150 millions d’euros pour 

augmenter la production de quatre produits phytosanitaires, dont le fipronil5.  

                                                 

1 http://www.ecologie.gouv.fr 
2 http://e-phy.agriculture.gouv.fr 
3 http://www.fao.org/docrep/005/X2570F/X2570F09.htm 
4 http://ep.espacenet.com 
5 http//www.forbes.com 
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Le fipronil est d’autant plus efficace qu’il cible non seulement les GABARs, 

mais aussi les GluClRs, limitant l’impact des résistances croisées. En outre, il est plus sélectif 

pour les GABARs d’insectes comparé aux insecticides de première génération (paragraphes 

"Introduction", II.D, p.51 et II.F p.59).  

B  Les métabolites du fipronil 

Dans l’environnement, le fipronil peut être dégradé dans les eaux, les sols et les 

plantes. Il est essentiellement photodégradé en désulfinyl-fipronil, mais il peut aussi être 

oxydé en sulfone, réduit en sulfide dans les sols (par des facteurs biotiques ou abiotiques) ou 

encore être hydrolysé en amide (faiblement) (Connelly, 2001 ; Gunasekara et Troung, 2007, 

California environmental protection agency1). D’autres métabolites résultent de la 

transformation du fipronil (comme l’acide sulfonique), mais à moindre mesure.  

Les principaux produits de dégradation du fipronil sont le fipronil sulfone 

(produit de métabolisation) et le désulfinyl-fipronil (produit par photodégradation) (figure 6). 

Ces deux composés exercent un effet insecticide, parfois plus important que le fipronil lui-

même, notamment sur les vertébrés (tableaux 9 et 10). 

                                                 

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

B.1   Fipronil sulfone 

Le dérivé sulfone du fipronil est le métabolite majeur chez les vertébrés 

(Hainzl et Casida, 1996 ; Roberts et Hutson, 1998) et chez les insectes (Scharf et coll., 2000 ; 

Durham et coll., 2002). Chez ces derniers, la métabolisation peut se faire 1) par les 

monooxygénases à cytochromes P450 (cyt P450) puisque le pipéronyl butoxide (PBO, 

inhibiteur de cyt P450) augmente l’effet du fipronil chez la mouche domestique (Cole et coll., 

1993 ; Hainzl et Casida, 1996 ; Hainzl et coll., 1998), ou 2) par les gluthation S-transférases 

D1 chez Drosophila simulans (Le Goff, 2001). Le fipronil est rapidement métabolisé en 

fipronil sulfone dans l’organisme. Ce dernier est plus persistant, et a plus d’affinité in vitro 

pour les GABARs de souris que le fipronil, comme le montre le tableau 9 (Hainzl et coll., 

1998). De même, les concentrations nécessaires pour obtenir 50% d’inhibition des courants 

chlorure générés par l’activation des GABARs de rat et des GluClRs de blatte sont moindres 
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pour le fipronil sulfone que pour le dérivé sulfoxide, notamment dans le cas de récepteurs 

activés de façon répétitive (phénomène de "use-dependence") (Zhao et coll., 2005).  

fipronil fipronil sulfone  
vertébrés insectes vertébrés insectes 

CI 50 (nM) 1103 7 175 9 
Rapport des CI50 

(vertébrés/insectes) 
158 19 

Tableau 9. Comparaison des concentrations d’insecticide entraînant 50% de déplacement du 
radioligand [3H]EBOB, mesurées pour des membranes neuronales de vertébrés ou d’insectes 
(Hainzl et coll., 1998). "CI50" = concentration produisant 50% de l’effet inhibiteur d’une substance. 

B.2   Désulfinyl-fipronil 

Le fipronil est aussi dégradé par photolyse en désulfinyl-fipronil, qui est plus 

rémanent que l’insecticide. Les concentrations nécessaires pour tuer 50% des individus (DL50) 

sont plus faibles pour le désulfinyl-fipronil que pour le fipronil chez la mouche et la souris 

(tableau 10). D’après les rapports des CI50 (concentration produisant 50% de l’effet inhibiteur 

d’une substance) pour le déplacement du radioligand [3H]EBOB, le photodérivé et le 

métabolite sulfone sont moins sélectifs pour les insectes, et sont plus neurotoxiques pour les 

vertébrés que le fipronil lui-même (Hainzl et Casida, 1996). De plus, le dérivé désulfinyl a 

plus d’affinité pour les GABARs que le fipronil sulfone (tableaux 9 et 10 ; Hainzl et coll., 

1998 ; Hainzl et Casida, 1996).  

 

fipronil désulfinyl-fipronil  
souris mouche souris mouche 

DL 50 (mg/kg) 41 0,13 23 0,058 
Rapport des DL50 

(vertébrés/insectes) 
315 397 

 vertébrés insectes vertébrés insectes 
CI 50 (nM) 1103 7 129 4,1 

Rapport des CI50 

(vertébrés/insectes) 
158 31 

Tableau 10. Comparaison des DL50 du fipronil et du désulfinyl-fipronil ainsi que de leur CI 50 
(mesuré par déplacement du radioligand [3H]EBOB) (Hainzl et Casida, 1996 ; Hainzl et coll., 
1998). 
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C  Symptômes de l’intoxication par le fipronil 

Chez l’humain, 345 cas de contamination et intoxication par le fipronil ont été 

recensés par le centre antipoison de Paris1, pour la période 1994-2003. Les symptômes des 

intoxications sont des troubles digestifs (irritations du pharynx, vomissements, douleurs 

abdominales) ainsi que des somnolences, des troubles neurologiques mineurs (céphalées, 

vertiges) et érythèmes cutanés. Douze cas d’intoxication d’animaux domestiques (chats, 

chiens, lapin) ont aussi été constatés ; les symptômes observés sont des tremblements. Chez la 

souris, le fipronil entraîne un clonus facial (contractions rapides et involontaires), des 

convulsions tonico-cloniques, des saccades musculaires au niveau de la tête, ainsi qu’une 

extension tonique des membres antérieurs et postérieurs (Cole et coll., 1993 ; Kamijima et 

Casida, 2000).   

Pour ce qui est de l’effet du fipronil sur les insectes à doses létales, il consiste 

en une hyperactivité, une hyperexcitabilité, des convulsions, puis la mort de l’insecte 

(Bloomquist, 2003). A doses plus faibles, des abeilles ayant ingéré une solution sucrée 

contenant du fipronil présentent une réduction de l’apprentissage olfactif (Decourtye et coll., 

2005). Une autre étude indique qu’une diminution de la mobilité d’Apis mellifera est observée 

par application locale de l’insecticide, ainsi qu’une diminution de l’extension du proboscis, 

associée à une réduction là encore de la performance de la mémorisation (El Hassani et coll., 

2005). Une étude plus récente met aussi en avant l’implication du fipronil dans la réduction de 

la mobilité des abeilles, associée à une ingestion d’eau accrue. Là encore, une diminution de 

l’apprentissage olfactif a été observée (Aliouane et coll., 2008). La comparaison entre des 

traitements locaux par application sur le tégument et oraux par ingestion indique une toxicité 

plus grande pour les traitements locaux. Les auteurs suggèrent une photolyse qui donnerait le 

composé désulfinyl-fipronil, expliquant l’effet plus important (El Hassani et coll., 2005).  

                                                 

1 http://www.centres-antipoison.net 
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D  Cibles du fipronil 

Le fipronil agit à la fois sur les GABARs et sur les GluClRs. Ces derniers 

n’existent que chez les invertébrés, augmentant ainsi la sélectivité par rapport aux vertébrés.  

D.1.a   Les GABARs, cibles du fipronil 

Les GABARs natifs et recombinants sont des cibles du fipronil. En effet, les 

premières études faites par Rhône-Poulenc sur le fipronil ont permis de démontrer que 

l’application de l’insecticide sur le ganglion cérébral d’asticot de mouche entraîne une 

augmentation de l’activité électrique ganglionnaire, qui est plus importante lorsque du GABA 

est appliqué (Gant et coll., 1998). De plus, l’expression de RDL dans l’ovocyte de xénope a 

permis de montrer dès 1994 que cette sous-unité de récepteur GABAergique est une cible du 

fipronil (Buckingham et coll., 1994). Les mécanismes d’action seront traités plus loin (p.53). 

D.1.b   Les GluClRs, cibles du fipronil 

Il est certain que des GluClRs existent dans le SNC des insectes (Raymond et 

coll., 2000 ; Ihara et coll., 2005 ; Zhao et coll., 2005 ; Janssen et coll., 2007). Dans une 

préparation contenant à la fois des GABARs et des GluClRs (neurones du lobe antennaire 

d'Apis mellifera), l’application prolongée de GABA pour désensibiliser les GABARs, suivie 

d’application de glutamate, ne modifie pas l’amplitude des courants GluCl, suggérant que ces 

récepteurs ne sont pas formés de sous-unités fixant le GABA (Barbara et coll., 2005). 

Les GluClRs sont clairement reconnus comme cibles du fipronil chez 

Periplaneta americana (Raymond et coll., 2000 ; Ikeda et coll., 2003 ; Zhao et coll., 2004 ; 

Raymond-Delpech et coll., 2005), Locusta migratoria (Janssen et coll., 2007), Musca 

domestica (Eguchi et coll., 2006) et Caenorhabditis elegans (Horoszok et coll., 2001). Les 

GluClRs ont aussi d’autres points communs avec les GABARs, bien que des différences 
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existent. En effet, ils sont généralement sensibles à la PTX et à la PTXine (Bloomquist, 2001 ; 

Zhao et coll., 2004 ; Barbara et coll., 2005 ; Eguchi et coll., 2006). Cependant, les CI50 pour le 

blocage des GABARs et des GluClRs de neurones de blattes sont de 28 et de 730 nM, 

respectivement. De même, la comparaison de CI50 montre que les récepteurs homomériques 

RDL sont 180 fois plus sensibles au fipronil que les récepteurs homomériques GluClα (Eguchi 

et coll., 2006). Une insensibilité à la PTXine, même à de fortes concentrations, a aussi été 

observée dans le cas de GluClRs formés par la sous-unité GLC-3 de C. elegans (Horoszok et 

coll., 2001). De plus, les courants GluCl sont de deux types : désensibilisants et non-

désensibilisants. Une étude sur des neurones de blatte a montré que la PTXine et le fipronil 

affectent surtout ces derniers (Zhao et coll., 2004), alors que dans le cas des GABARs, les 

antagonistes préfèrent l’état désensibilisé (Newland et Cull-Candy, 1992 ; Zhang et coll., 

1994). Néanmoins, des études réalisées sur des GluClRs recombinants de Musca domestica 

ont au contraire révélé que le fipronil et la PTXine inhibent préférentiellement les courants 

désensibilisants (Eguchi et coll., 2006). 

Comme les GABARs, les GluClRs sont bloqués par le lindane, mais 

contrairement aux GABARs, ils le sont de façon réversible et de fortes concentrations de 

l’insecticide sont nécessaires pour obtenir le même effet que sur les GABARs (Ihara et coll., 

2005 ; Eguchi et coll., 2006). De même, ils peuvent être bloqués par le BIDN (Horoszok et 

coll., 2001). Enfin, ils sont sensibles à l’avermectine et son dérivé, l’ivermectine (Cully et 

coll., 1994 ; Bloomquist, 2001 ; Horoszok et coll., 2001) mais semblent insensibles à la 

dieldrine (Ikeda et coll., 2003). 

D.1.c   Les récepteurs mixtes RDL/sous-unité de GluClR, cibles du 

fipronil ? 

Il a été montré que la sous-unité RDL est co-exprimée avec une sous-unité 

GluClα dans des fractions membranaires extraites de têtes de drosophile (Ludmerer et coll., 

2002). Cette association est rendue possible par le fait que ces sous-unités sont proches sur le 

plan évolutif. En effet d’après un arbre phylogénétique construit pour les membres de la 

famille "Cys-loop" de D. melanogaster, A. mellifera et T. castaneum, les GABARs sont plus 

proche des GluClRs que des autres récepteurs (Jones et Sattelle, 2007). Etant donné que les 
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deux protéines sont des cibles du fipronil, il semble opportun de voir si cela est aussi valable 

pour les récepteurs mixtes. 

La localisation de RDL et des GluClRs ne correspond pas toujours, puisque des 

GluClRs se trouvent dans le SNC mais aussi dans les muscles squelettiques, où ils sont 

extrajonctionnels (Bloomquist, 2001), alors que la sous-unité RDL ne semble pas présente au 

niveau musculaire (Harrison et coll., 1996), et se trouve plutôt dans les zones de contacts 

synaptiques au sein des ganglions nerveux (cf. paragraphe "Introduction bibliographique" 

I.C.1.a, p.24). De plus, la co-expression des sous-unités RDL et GluClα de Musca domestica 

dans les ovocytes de xénope n'a pas abouti à la formation de récepteurs hétéromériques 

RDL/GluClα. Cependant, les récepteurs RDL obtenus en présence de sous-unités GluClα 

donnent des courants GABAergiques plus amples que les récepteurs RDL exprimés seuls, 

sans qu'il y ait modification de la CE50 (concentration pour obtenir 50% d’effet) du GABA ou 

de la CI50 de la PTX, indiquant que les récepteurs sont constitués uniquement de la sous-unité 

RDL. Les auteurs suggèrent que les récepteurs homomériques RDL interagissent avec la sous-

unité GluClα de telle sorte que l’expression membranaire des récepteurs RDL soit favorisée 

(Eguchi et coll., 2006).  

Ainsi, bien qu’il existe des récepteurs RDL/GluClα in vivo (Ludmerer et coll., 

2002), il n'a pas été possible d'obtenir des récepteurs mixtes fonctionnels par expression dans 

les ovocytes de xénope, et donc de déterminer s'ils sont sensibles ou non au fipronil. 

E  Mécanismes d’action 

Des antagonistes tels que la PTX, le TBPS, le BIDN, la dieldrine et le fipronil 

ont des effets physiologiques très proches du fait de la proximité ou du chevauchement de 

leurs sites de liaison sur les GABARs. C'est pourquoi il semble judicieux d'aborder les 

interactions moléculaires du fipronil avec les GABARs en les comparant avec celles d'autres 

antagonistes.  
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E.1   Données électrophysiologiques 

Le fipronil agit sur les récepteurs RDL de manière à la fois compétitive et non-

compétitive, indépendamment du potentiel de membrane (Hosie et coll., 1995a). A titre 

comparatif, l’action de la PTX sur le courant GABAergique de vertébrés dépend de la 

préparation. Par exemple, un effet à la fois compétitif et non-compétitif a été constaté pour des 

neurones sensitifs de grenouille (Inoue et Akaike, 1988) ainsi que pour des GABACRs 

recombinants de perche (Qian et coll., 2005), alors que pour des GABAARs recombinants 

humains, l’effet est non-compétitif, puisque la CE50 du GABA n’est pas modifiée  (Hollands 

et coll., 2007).  

Comme le fipronil, la PTX, le TBPS et la dieldrine agissent sur les GABARs 

de vertébrés en réduisant l’hyperpolarisation membranaire induite par le GABA ou le 

muscimol (agoniste des GABAARs). En conditions de potentiel imposé, tous ces antagonistes 

réduisent l'amplitude des courants GABAergiques et accélèrent leur désensibilisation (Nagata 

et Narahashi, 1994 ; Dillon et coll., 1995 ; Narahashi et coll., 1995). Pour la dieldrine, l’effet 

est plus complexe puisqu’il se fait en deux temps : l’application de l’insecticide entraîne une 

augmentation du courant suivie d’une diminution (Nagata et Narahashi, 1994), et son effet, 

ainsi que celui de la PTX, sont "use-dependent", c'est à dire qu'ils augmentent avec le nombre 

d'applications de GABA, que ce soit pour les GABAARs ou les GABACRs (Yoon et coll., 

1993 ; Nagata et Narahashi, 1994 ; Goutman et Calvo, 2004). De plus, le fipronil agit à la fois 

sur les récepteurs au repos (fermés) et les récepteurs activés par le GABA (Ikeda et coll., 

2001). 

Les mécanismes d’action des antagonistes sont pratiquement les mêmes pour 

les GABARs d’insectes que pour ceux des mammifères. En effet, là encore une augmentation 

de la désensibilisation est observée, à la fois pour les GABARs neuronaux de la blatte et pour 

les récepteurs RDL recombinants dans des ovocytes de xénopes (Ihara et coll., 2005 ; Le Goff 

et coll., 2005 ; Eguchi et coll., 2006). De plus, les effets du fipronil (et de son dérivé sulfone), 

de la PTX, du lindane et de l’EBOB sont "use-dependent", que ce soit pour les récepteurs 

natifs ou pour les récepteurs recombinants RDL (Zhao et coll., 2003 ; Ihara et coll., 2005 ; Le 

Goff et coll., 2005 ; Zhao et coll., 2005 ; Eguchi et coll., 2006). Enfin, le lindane, l’EBOB, le 
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fipronil et son métabolite sulfone agissent à la fois sur les récepteurs au repos et les récepteurs 

activés (Zhao et coll., 2003 ; Ihara et coll., 2005 ; Zhao et coll., 2005).    

Cependant, les mécanismes d’action des antagonistes sur les GABARs de 

mammifères et d'insectes présentent quelques différences. Par exemple, dans les deux cas 

l’affinité du fipronil pour le GABAR est la même que le récepteur soit activé ou au repos 

(Ikeda et coll., 2001 ; Zhao et coll., 2003), cependant la constante de temps du blocage est  

dix-sept fois moindre pour le récepteur activé chez l’insecte (Zhao et coll., 2003). De plus, 

l’effet de 1 µM de fipronil est nul (Ratra et coll., 2002) ou complètement réversible (Ikeda et 

coll., 2001) sur des GABARs de vertébrés, alors que l’effet du fipronil à la même 

concentration est irréversible sur les GABARs d’invertébrés natifs ou sur les récepteurs RDL 

exprimés (Grolleau et Sattelle, 2000 ; Zhao et coll., 2003 ; Barbara et coll., 2005 ; Le Goff et 

coll., 2005). Ajouté à cela, les récepteurs RDL possèdent deux temps d’ouverture, un long et 

un court. A une concentration proche de CI50, le fipronil réduit l’activité du canal en 

diminuant de 5 fois le temps long (Grolleau et Sattelle, 2000), alors que dans le cas des 

vertébrés, le fipronil diminue la fréquence d’ouverture du canal (Ikeda et coll., 2004). 

E.2   Données obtenues par déplacement de radioligands et par 

modélisation 

Le mode d’action des antagonistes dépend de la localisation de leur site de 

liaison, en l’occurrence dans les bords du pore du canal, essentiellement formé des domaines 

transmembranaires M2. Des expériences de déplacement de radioligands et des modélisations 

ont permis de mettre en lumière des variabilités dans les sites de liaison des antagonistes entre 

les vertébrés et les invertébrés. Il semblerait que les sites de fixation chez les vertébrés soient 

très proches et se chevauchent (Kalueff, 2007), alors que chez les invertébrés les sites sont 

différents, bien que des interactions puissent avoir lieu. 

Une récente modélisation du GABAR de vertébrés montre qu’il existe cinq 

sites de liaison des antagonistes sur les bords du canal (Law et Lightstone, 2008). Chacun des 

sites potentiels peut interagir avec plusieurs des ligands testés. Par exemple, la PTX, le 

lindane et le BIDN se lient à tous les sites proposés, avec une préférence pour la base des  
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domaines transmembranaires. Dans les sous-unités α, β ou γ, chacun des domaines 

transmembranaires participe à la constitution de ces sites, qui se trouvent principalement au 

niveau de la sous-unité β ou aux interfaces α/β et β/γ. Le fipronil ne peut accéder à tous les 

sites parce qu’il est la plus grosse des molécules parmi celles testées, et se fixe dans une partie 

plus haute dans le canal. Ainsi, hormis le fipronil, plus volumineux, les autres antagonistes se 

lient à tous les sites. Les antagonistes agiraient par inhibition allostérique, en augmentant 

l’énergie nécessaire pour passer de l’état fermé/désensibilisé à l’état ouvert (Law et 

Lightstone, 2008). Cela confirme les observations selon lesquelles les antagonistes 

maintiennent les récepteurs à l’état désensibilisé (cf. paragraphe "Introduction 

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

En ce qui concerne les invertébrés, le manque d’information sur les sous-unités 

existantes rend la modélisation difficile. Néanmoins, les déplacements des radioligands 

(notamment [3H]EBOB et [3H]BIDN) permettent de pallier quelque peu à cela. La figure 7 (A 

et B) résume les données obtenues, et propose un modèle partiel pour les sites de liaison des 

antagonistes.  
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Figure 7. Proposition de modèle des sites de liaison des antagonistes des GABARs de vertébrés 
(modifié d’après Law et Lightstone, 2008) (A) et d’invertébrés (B) (Cole et coll., 1995 ; Sattelle et 
coll., 1995 ; Gant et coll., 1998). C : séquence protéique du domaine transmembranaire M2 de la 
sous-unité RDL. Les acides aminés exposés à la lumière du canal (bleu) et ceux dont les mutations 
modifient la désensibilisation du récepteur (violet) chez les vertébrés sont signalés. Seuls sont 
présentés les résidus qui s’alignent avec RDL. L’alanine dont la mutation entraîne une résistance aux 
cyclodiènes et au fipronil (cf. chapitre III.B, p.63) est en rouge.  

Comme le domaine M2 participe de façon importante à la liaison des 

antagonistes, des alignements ont été effectués à partir des données de la littérature1. La figure 

7C présente le domaine M2 de la séquence protéique de la sous-unité RDL, et un alignement 

avec les résidus exposés à la lumière du canal ou interagissant avec les antagonistes (Xu et 

Akabas, 1993 ; Gurley et coll., 1995 ; Xu et Akabas, 1996 ; Perret et coll., 1999 ; Chen, L. et 

coll., 2006a). Les résidus ayant un rôle dans la désensibilisation (Birnir et coll., 1997a ; Birnir 

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

                                                 

1 http://bioinfo.hku.hk/services/analyseq/cgi-bin/alignp_in.pl 
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aminés impliqués dans la liaison des antagonistes et dans la désensibilisation sont très 

proches, voire communs, ce qui peut expliquer l’accélération de la désensibilisation en 

présence de ces molécules. 

 La figure 8 présente une modélisation des antagonistes entourés des acides 

aminés impliqués dans leur site de liaison, à savoir l’alanine en 2’, la thréonine en 6’ et la 

leucine en 9’ (cf. figure 7C). 

 

Figure 8. Implication des acides aminés en position 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 
homomériques β3 des GABARs humains (Chen, L. et coll., 2006b). 



Introduction bibliographique 
__________________________________________________________________________________________ 

 59 

F  Sélectivité du fipronil pour les insectes 

F.1   Sélectivité insectes/vertébrés 

Le fipronil présente une grande sélectivité insectes/mammifères, comme le 

montre la valeur de la DL50 qui est 130 à 315 fois plus faible chez la mouche domestique que 

chez la souris (Cole et coll., 1993 ; Hainzl et Casida, 1996). Des études de déplacement du 

radioligand [3H]EBOB montrent que le fipronil se fixe beaucoup plus facilement aux 

membranes neuronales d’insectes qu'à celles des mammifères. Le ratio de sélectivité (CI50 

humain/CI50 insecte) est de 160 à 190 pour le fipronil, alors qu’il n’est que de 78 pour le 

lindane et de 2,2 pour l’α-endosulfan, confirmant que le fipronil est plus sélectif pour les 

insectes que les insecticides de première génération (Hainzl et Casida, 1996 ; Hainzl et coll., 

1998). Cela est corroboré par le fait que des GABACRs, constitués de sous-unités ρ1 humaines 

exprimées dans des ovocytes de xénope, sont 72 et 87 fois moins sensibles au fipronil qu’à la 

PTXine ou au lindane, respectivement (Ratra et coll., 2002). De plus, la comparaison blatte-

rat, par patch-clamp en configuration cellule-entière, montre que le fipronil a une plus grande 

affinité pour les GABARs de blatte, et que ces derniers sont 46 fois plus sensibles à 

l’insecticide que les GABARs de rat (Zhao et coll., 2003 ; Ikeda et coll., 2004). La sélectivité 

du fipronil vis-à-vis des insectes par rapport aux vertébrés pourrait être expliquée par la taille 

d’un des sous-sites de fixation des GABARs plus large chez la mouche que chez le rat (Ozoe 

et Akamatsu, 2001 ; Ju et coll., 2007). Les antagonistes étant de grosses molécules (de l’ordre 

de 6-8 Å (Chen, L. et coll., 2000)), l’accès serait donc facilité chez les invertébrés.  

F.2   La sélectivité dépend de la composition en sous-unités des 

GABARs  

Par des expériences de déplacement du radioligand [3H]EBOB, il a été montré 

que le fipronil interagit faiblement avec le site EBOB des récepteurs homomériques ρ1, un 
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peu plus avec celui des GABAARs natifs, et très fortement avec celui des récepteurs 

homomériques β3 humains, avec un ratio de la CI50 entre les GABAARs natifs et les 

récepteurs β3 de plus de 1000 (Ratra et coll., 2002). Cela n’est pas spécifique au fipronil, 

puisque les récepteurs β3 sont aussi plus sensibles aux cyclodiènes et au lindane que les 

GABARs natifs (Ratra et Casida, 2001 ; Ratra et coll., 2001). Les affinités relatives de 

nombreux antagonistes pour le site EBOB des GABARs d'insectes sont très proches de celles 

observées dans le cas des récepteurs homomériques β3 (Ratra et coll., 2001). Ces résultats 

peuvent être expliqués par le fait que le site de fixation des antagonistes se trouve 

essentiellement sur les sous-unités β ou aux interfaces α/β ou β/γ (cf. paragraphe "Introduction 

bibliographique" II.E.2, p.55 ; (Law et Lightstone, 2008)). Une autre explication serait 

l’importance de l’alanine en position 2’ du domaine M2 de la sous-unité β3, substituée par une 

valine et une sérine dans les sous-unités α et γ, respectivement. Or, l’alanine permet une 

meilleure stabilisation des antagonistes dans les récepteurs homomériques β3 que dans le cas 

des récepteurs α1β2γ2 (Alam et coll., 2007), et cette alanine est conservée dans les sous-unités 

RDL.  
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Chapitre III.   Facteurs susceptibles de moduler 
la sensibilité des GABARs au fipronil 

La sensibilité des insectes aux molécules insecticides est influencée par de 

multiples facteurs, comme la vitesse de pénétration des molécules toxiques à travers la 

cuticule, la métabolisation de ces molécules dans l’organisme, la sensibilité des récepteurs ou 

enzymes ciblés par les insecticides ou encore le comportement des insectes. La modification 

d'un ou de plusieurs de ces facteurs peut faire apparaître des populations d'insectes résistantes 

à un ou plusieurs insecticides. 

Ainsi, la surexpression d’un seul gène de cyt P450 (Cyp6g1), parmi les 90 

existants chez la drosophile, entraîne une résistance au DDT retrouvée dans le monde entier. 

La surexpression de ce co-facteur enzymatique entraîne l’apparition de résistances croisées à 

plusieurs insecticides, dont les néonicotinoïdes, les organophosphorés et des régulateurs de 

croissance. La surexpression de gènes d’estérases entraîne aussi l’apparition de résistances 

(ffrench-Constant et coll., 2004). Des cas de résistance métabolique ont également été décrits 

pour les insecticides ciblant les GABARs. Ainsi, un papillon nocturne du groupe des 

noctuelles, Helicoverpa armigera, présente une résistance aux cyclodiènes qui n'est pas due à 

des mutations affectant les GABARs puisque le gène Rdl, en particulier, est de type sensible  

(ffrench-Constant et coll., 2000). La même observation a été rapportée pour le puceron des 

laitues, Nasonovia ribisnigri, dont certains individus présentent une résistance à la dieldrine et 

à l’endosulfan (Rufingier et coll., 1999). Dans ce dernier cas, l’addition de DEF (inhibiteur de 

GST) mène à une réduction de la tolérance à ces deux cyclodiènes, indiquant une 

détoxification plus importante par la GST dans les lignées résistantes. Ce fait n’est pas isolé, 

puisque la même observation a été effectuée pour une population de Drosophila simulans 

résistantes, où une surexpression de la GST est constatée (Le Goff, 2001). De même, dans une 

population de pyrale du riz (Chilo suppressalis) résistante au fipronil, l’effet de l’insecticide 

est synergisé par le PBO (inhibiteur de cyt P450), le TPP (inhibiteur des estérases) et le DEF 
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(Li, X. et coll., 2007). De plus, la comparaison de populations de Musca domestica sensibles 

et résistantes au fipronil indique que le PBO synergise davantage l’effet du fipronil dans ces 

dernières, suggérant une détoxification plus forte par les monooxygénases à cyt P450 dans les 

lignées résistantes. En outre, la même étude démontre que des modifications cuticulaires 

entraînent une diminution de la pénétration du fipronil dans les lignées résistantes (Wen et 

Scott, 1999). 

La sensibilité des insectes aux molécules insecticides est également dépendante 

des caractéristiques des cibles auxquelles se lient ces molécules. Les paragraphes suivants 

décrivent les propriétés structurales et fonctionnelles des GABARs qui influencent les effets 

du fipronil, des cyclodiènes et d'autres molécules antagonistes.  

A  La composition en sous-unités 

La composition en sous-unités des GABARs d’insectes est inconnue à ce jour. 

Néanmoins, certaines données actuelles permettent d’affirmer que ce facteur influe sur leur 

pharmacologie et leur sensibilité aux insecticides, comme nous l'avons vu dans le cas des 

vertébrés, où la sensibilité au fipronil est plus élevée pour les récepteurs homomériques β3 

que pour les récepteurs natifs (cf. paragraphe "Introduction bibliographique" II.F.2, p.59) 

Les divers GABARs de neurones d'insectes présentent des différences de 

sensibilité à certaines molécules, ce qui suggère l’existence de GABARs dont la composition 

en sous-unités diffère. Par exemple, le dernier ganglion abdominal de la blatte Periplaneta 

americana contient des interneurones géants dont les réponses au GABA présentent deux 

composantes qui ont une sensibilité différente à la PTX (Hue, 1991). Les mêmes résultats ont 

été obtenus sur les corps cellulaires de neurones Df et DUM chez le même insecte (Le 

Corronc et Hue, 1999). Une étude plus approfondie des deux populations de GABARs de 

neurones DUM montre une légère différence de sensibilité au fipronil et à la PTX, mais cette 

différence est beaucoup plus nette pour la dieldrine (Le Corronc et coll., 2002).  

Une réponse en deux temps à la dieldrine (augmentation du courant 

GABAergique, suivie d’une diminution du courant) a été observée sur des neurones de blatte 
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américaine (Zhao et coll., 2003). Ces deux types d'effets peuvent à priori être dus à l'existence 

de deux sites sur un même GABAR ou à l'existence de deux GABARs différents. Compte 

tenu du fait que, chez les vertébrés, la potentialisation du courant par la dieldrine est 

conditionnée par la présence d'une sous-unité γ (Nagata et coll., 1994), les auteurs proposent 

que des GABARs ayant une composition différente en sous-unités soient à l’origine du double 

effet de la dieldrine. 

Les sous-unités RDL et LCCH3 de drosophile co-exprimées dans des cellules 

Sf21 forment des récepteurs fonctionnels. Contrairement aux récepteurs RDL et à la majorité 

des GABARs natifs, les récepteurs RDL/LCCH3 sont peu sensibles à la picrotoxine (500 fois 

moins que les récepteurs RDL). Ils sont par contre sensibles à la bicuculline, contrairement à 

la plupart des GABARs natifs d'insectes (tableau 6, pp.36-37 ; (Zhang et coll., 1995)). La co-

expression des sous-unités GRD et LCCH3 a permis l’obtention de GABARs de type 

cationique, avec une pharmacologique distincte de celle des autres GABARs d’insectes. En 

effet, bien que les récepteurs soient bloqués par la PTX, ils ne sont pas sensibles au lindane et 

la dieldrine (Gisselmann et coll., 2004). 

Tous ces exemples montrent bien que la nature des sous-unités des GABARs 

d'insectes influence fortement leur sensibilité aux insecticides et aux autres antagonistes de 

ces récepteurs.  

B  Les acides aminés clés des sous-unités 

Dès la fin des années 1940, diverses populations d'insectes ont présenté une 

résistance aux cyclodiènes (Denholm et coll., 2002), mais cette résistance n'a été expliquée 

qu'au début des années 1990, car la cible de cette famille d'insecticides n'a été découverte 

qu'au milieu des années 1980. La résistance aux cyclodiènes a touché la plupart des pays où 

ces insecticides ont été utilisés et elle a même été considérée comme l’un des changements 

génétiques les plus étendus apportés par l’homme (Jowett et coll., 1997). La recherche de 

l’origine de cette résistance a conduit au clonage du gène Rdl chez la drosophile (ffrench-

Constant et coll., 1991). La comparaison des séquences de lignées de drosophiles sensibles et 

résistantes a montré que la mutation d’un seul acide aminé de cette sous-unité, situé dans le 
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domaine M2 (alanine en 2’), est à l’origine de la résistance à ces insecticides. Les mutations 

peuvent être de type A301�S ou A301�G (ffrench-Constant et coll., 1993b) (nommée 

A302�S/G par erreur). La capacité de la protéine codée par le gène Rdl à former des récepteurs 

homomériques par expression dans des ovocytes de xénope a permis une analyse 

fonctionnelle des conséquences de ces mutations (ffrench-Constant et coll., 1993a). La 

confirmation du rôle de la mutation A301�S a également été apportée par insertion du cosmide 

6, contenant le gène Rdl muté, dans des embryons de drosophiles sensibles à la dieldrine. Les 

individus obtenus présentent un phénotype partiellement résistant, ce qui est expliqué par la 

semi-dominance de la résistance aux cyclodiènes (Stilwell et coll., 1995). Le remplacement de 

l’alanine par une sérine modifie la polarité du résidu 301 via l’addition d’un groupe 

hydroxyle. Certains auteurs proposent que ce changement serait à l’origine d’une gêne 

stérique ou électrostatique pour la liaison des insecticides à leur site de fixation (Thompson, 

M. et coll., 1993). La mutation A301�S est aujourd’hui présente chez de nombreuses espèces, 

dont Drosophila melanogaster et simulans, Musca domestica, Aedes aegypti, Bemisia tabaci 

(aleurode du tabac) et argentifolii (aleurode du poinsettia), Myzus persicae, Tribolium 

castaneum, Hypothenemus hampei et Blattella germanica. La mutation A301�G est retrouvée 

chez Drosophila simulans et Myzus persicae (ffrench-Constant et coll., 2000), ainsi que 

Anopheles arabiensis (Du et coll., 2005). La substitution en A301 est à l’origine d’une 

résistance croisée à plusieurs composés (tableau 11). 

Molécules dont 
l’effet est réduit 

du fait de la 
mutation 
A301����S/G 

Références 

PTX 

(ffrench-Constant et coll., 1993b; Lee, H. J. et coll., 1993; Zhang et coll., 
1994; Hosie et coll., 1995; Buckingham et coll., 1996; Wolff et Wingate, 
1998; ffrench-Constant et coll., 2000; Bloomquist, 2001; Lee, D. et coll., 

2003; Buckingham et coll., 2005; Le Goff et coll., 2005) 

fipronil 
(Cole et coll., 1995 ; Hosie et coll., 1995a ; Bloomquist, 2001 ; 

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

cyclodiènes 
(ffrench-Constant et coll., 1993a ; Thompson, M. et coll., 1993 ; Cole et 

coll., 1995 ; Miyazaki et coll., 1995 ; Buckingham et coll., 1996 ; ffrench-
Constant et coll., 2000) 

lindane (Cole et coll., 1995 ; Hosie et coll., 1997 ; Buckingham 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 à la mutation en A301. 
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La réduction de la sensibilité n’est pas équivalente pour tous les composés : 

elle est plus importante pour EBOB et la dieldrine, moins pour le fipronil, et est encore moins 

prononcée pour l’endosulfan ou le lindane (Cole et coll., 1995). Cette réduction serait due à 

deux modifications (Zhang et coll., 1994) : 

 1) la mutation de l'alanine 301 entraîne une déstabilisation de l'état 

désensibilisé (état le plus favorable à la liaison de l'insecticide), ce qui se manifeste par un fort 

ralentissement de la phase de désensibilisation des courants induits par le GABA,     

2) l’alanine 301 étant très probablement l'un des résidus bordant le canal (cf. 

figure 7C, p.57), sa substitution peut influer sur l’interaction de l’antagoniste avec son site de 

liaison. 

La mutation A301�S/G rend compte de tous les cas de résistance aux 

cyclodiènes rapportés dans les populations naturelles chez diverses espèces d'insectes, ce qui 

illustre le rôle clé de l'alanine 301 de la sous-unité RDL dans le fonctionnement des GABARs. 

Néanmoins, la souche Eyguières de Drosophila simulans, sélectionnée en laboratoire par le 

fipronil sur plusieurs générations, montre la présence d’une double mutation, A301�G et 

T350�M (domaine transmembranaire M3) dans la sous-unité RDL de tous les individus 

résistants. L’expression de mutants simples ou doubles dans des ovocytes de xénope a permis 

de montrer que cette seconde mutation est à l’origine d’une augmentation de la résistance au 

fipronil (Le Goff et coll., 2005). 

La résistance induite par la mutation du gène Rdl se maintient longtemps dans 

les populations naturelles, même en absence de sélection par des insecticides. Ainsi, cette 

résistance persisterait à une fréquence de 1 à 10 % dans les populations de drosophiles en 

champ, malgré l’arrêt de l’utilisation des cyclodiènes (ffrench-Constant et coll., 2000). Le 

même phénomène s'observe en laboratoire puisque chez la blatte germanique, des individus 

prélevés dans des populations naturelles et élevés huit années sans sélection possèdent la 

mutation A301�S, et la fréquence de résistance est de 0,38 à 0,97 selon la lignée étudiée 

(Hansen et coll., 2005). De même, dans des élevages de puces du chat (Ctenocephalides felis) 

non soumis à une sélection par des insecticides, sept souches résistantes ont été trouvées sur 

les huit examinées (Bass, C. et coll., 2004). Les auteurs expliquent cela par l’hypothèse d’un 

coût génétique de la résistance faible, celui-ci étant la diminution de la capacité d’un 

organisme à survivre et se reproduire dans un nouvel environnement, malgré la présence  
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d’une  mutation  permettant  un avantage sélectif dans l’environnement de départ. Une autre 

explication serait l’impact de la rémanence des cyclodiènes avec lesquels les puces auraient 

pu être en contact avant l’élevage en laboratoire. Cela peut aussi être dû au type d’hérédité. 

Par exemple, chez le coléoptère Hypothenemus hampei, la transmission est de type 

haplodiploïde : les mâles sont fonctionnellement haploïdes, alors que les femelles sont 

diploïdes. Par conséquent, si un mâle hémizygote résistant se reproduit avec des femelles 

hétérozygotes, toutes les femelles obtenues auront au moins un allèle résistant. De plus, sous 

pression de sélection insecticide, la majorité des femelles seront homozygotes résistantes. Si 

ces femelles se reproduisent avec un mâle résistant, alors les lignées obtenues seront 

résistantes homozygotes. Ainsi, du fait de de la semi-dominance de la résistance Rdl et de 

l’haplodiploïdie, la propagation de cette résistance est rapide (Brun et coll., 1995). 

Chez C. elegans, l’alanine en position 279 de la sous-unité β du GluClR, qui 

est l'équivalent de l'alanine 301 de RDL, peut être mutée pour donner une thréonine. Cette 

mutation réduit de dix-mille fois la sensibilité des ces récepteurs à la PTX ainsi que leur 

désensibilisation (Etter et coll., 1999), comme dans le cas des récepteurs RDL, suite à la 

mutation A301�S (Zhang et coll., 1994). De même, il est intéressant de noter que, chez la 

mouche domestique sauvage, la sous-unité GluClα possède une sérine en position 278 

(équivalent de l'alanine en position 301 de RDL). Lorsque cette sérine est changée en alanine, 

la sensibilité à la PTX, au fipronil et au lindane est augmentée (Hirata et coll., 2008). Par 

conséquent, les GluClRs doivent être considérés avec attention dans les études de résistance 

au fipronil, puisqu’une mutation de type S278�A pourrait établir un phénotype "super-

sensible". 
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C  Les modifications post-transcriptionnelles 

C.1   Epissage alternatif 

L’expression de variants résultant de l’épissage alternatif de l’ARN pré-

messager de RDL dans des ovocytes de xénope permet d’étudier l’impact de cette 

modification post-transcriptionnelle sur la pharmacologie des récepteurs RDL. Bien que la 

sensibilité à la PTXine et l’insensibilité à la bicuculline soient les mêmes quelle que soit 

l’isoforme testée, la sensibilité au GABA et à des agonistes comme le muscimol, 

l’isoguvacine et l’acide isonipécotique diffère selon le variant étudié. L’ordre de sensibilité 

pour ces agonistes est le suivant : RDLac > RDLad > DRC 17-1-2(≈RDLbd)  (Hosie et 

Sattelle, 1996a ; Hosie et coll., 2001). Une comparaison entre RDLac et DRC 17-1-2 montre 

également une sensibilité au pentobarbitone plus élevée pour DRC 17-1-2 (Belelli et coll., 

1996). 

Les sous-unités UNC-49B et -49C de C. elegans sont issues d’un épissage 

alternatif à partir d’un même ARN pré-messager (Bamber et coll., 1999). La comparaison de 

la pharmacologie des récepteurs homomériques UNC-49B et hétéromériques UNC-49B/C 

montre une réduction de la sensibilité au GABA pour ces derniers (Bamber et coll., 2005), 

ainsi qu’une augmentation de la sensibilité à deux neurostéroïdes (DHEA et sulfate de 

pregnénolone) (Twede et coll., 2007). Bien que les antagonistes des GABARs préfèrent l’état 

désensibilisé (Newland et Cull-Candy, 1992), la présence de la sous-unité UNC-49C de        

C. elegans, qui entraîne une accélération de la désensibilisation, confère une réduction de la 

sensibilité à la PTX des récepteurs hétéromériques UNC-49B/C (Bamber et coll., 2005). La 

diminution de la sensibilité au GABA pourrait expliquer de manière indirecte la baisse de 

sensibilité à la PTX, puisque l’ouverture des canaux par le GABA favorise la liaison de cette 

molécule selon le phénomène de "use-dependence".  

Ces données montrent que l’épissage alternatif permet d’augmenter la diversité 

pharmacologique des GABARs d’invertébrés, à partir d’un seul ARN pré-messager. 
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C.2   Edition de l’ARNm 

Bien que quatre sites d’édition de la sous-unité RDL soient définis, aucune 

étude n’a été menée sur leur impact dans la pharmacologie des GABARs. Cependant, l’édition 

peut être à l’origine de résistances aux insecticides, comme cela a été montré pour la 

résistance kdr aux pyrethrinoïdes, liée au gène para codant pour la principale sous-unité des 

canaux sodium chez de nombreuses espèces. La mutation kdr la plus commune est celle 

donnant lieu à la substitution L�F/H dans le segment 6 du domaine II du canal. Elle réduit la 

liaison des pyrethrinoïdes, en diminuant leur affinité pour les canaux ouverts et en favorisant 

le passage du canal à l’état fermé inactivé (Dong, 2007). Cette mutation serait en fait une 

édition de l’ARN de type U�C chez Culex quinquefasciatus, Blattella germanica et Musca 

domestica (Xu et coll., 2006a, 2006b).  

D  La phosphorylation des GABARs 

Les GABARs de vertébrés sont sujets à des mécanismes de 

phosphorylation/déphosphorylation au niveau de la large boucle intracellulaire qui relie les 

segments transmembranaires M3 et M4. Ces récepteurs peuvent également être affectés 

indirectement par la phosphorylation/déphosphorylation de protéines associées. Les données 

concernant les invertébrés sont beaucoup plus limitées. 

D.1   Vertébrés 

Les sérine-thréonine kinases catalysent la phosphorylation de résidus sérine ou 

thréonine, en utilisant des nucléotides tel l’ATP comme donneur de phosphates. La famille de 

ces enzymes comprend de nombreux membres, dont les CaMK, 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, séparés en trois sous-familles. Les 

PKC classiques (α, β et γ) sont dépendantes du calcium et du diacylglycérol (DAG). Les PKC 

nouvelles (δ, ε, η et θ) sont indépendantes du calcium et dépendantes du DAG. Les PKC 

atypiques (ζ et λ/ι) sont indépendantes à la fois du calcium et du DAG, mais, comme les deux 

autres isotypes, elles sont activées par d’autres messagers lipidiques, telle la 

phosphatidylsérine (Nishizuka, 1995 ; Song et Messing, 2005). La régulation par la PKC des 

GABARs de vertébrés peut aboutir à trois types d'effets : 1) une modification de l'amplitude 

du courant GABAergique (IGABA), et parfois de la désensibilisation des récepteurs, 2) une 

modulation du trafic membranaire des récepteurs et/ou 3) une modification de la 

pharmacologie des récepteurs.  

Bien qu’une augmentation de l’amplitude de IGABA ait été montrée dans une 

étude sur des GABAARs recombinants (Lin et coll., 1996), la majorité des études montrent 

une réduction de la fonction des GABARs natifs ou recombinants par la PKC (tableau 12).  

Effet de l’activation de la 
PKC 

Type de 
GABAR 

Références 

GABAARs 
recombinants 

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

coll., 2000 ; Brandon et coll., 2002b) � IGABA 

GABAARs 
natifs 

(Krishek et coll., 1994 ; Brandon et coll., 2000) 

Accentuation de la � de 
IGABA due à l’ATP 

GABACRs 
recombinants 

(Filippova et coll., 1999) 

� IGABA et réduction de la 
désensibilisation 

GABAARs 
recombinants 

(Leidenheimer et Chapell, 1997 ; Moon et coll., 
2000) 

� flux 36Cl- induit par le 
muscimol 

GABAARs 
natifs 

(Kumar et coll., 2005) 

Tableau 12. Etudes montrant la diminution de la fonction des GABARs par la PKC. "� IGABA" 
signifie "réduction du courant GABAergique". 
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La phosphorylation des GABARs par la PKC se fait essentiellement sur des 

sérines, au niveau des boucles intracellulaires (figure 9).  

 

Figure 9. Position relative des sérines phosphorylées par la PKC dans les boucles M3-M4, selon 
la sous-unité (Moss et coll., 1992a ; Krishek et coll., 1994 ; McDonald et Moss, 1997 ; Chapell et 
coll., 1998 ; Brandon et coll., 1999 ; Brandon et coll., 2002a). 

La diminution du courant GABAergique par la PKC peut résulter d’une 

phosphorylation directe du récepteur. Par autoradiographie, il a été montré que lorsque les 

sérines en position 409 de la sous-unité β1 et les sérines en 408 et 409 de β3 des GABAARs 

sont mutées, les sous-unités ne sont plus phosphorylées par la PKC (Brandon et coll., 1999). 

La même technique a permis de démontrer que l’activation de la PKC par le PDBu (phorbol 

ester) entraîne une augmentation de la phosphorylation des sous-unités β3 de neurones 

corticaux de rat en culture (Brandon et coll., 2000). Des études électrophysiologiques de 

GABARs recombinants indiquent que lorsque la sérine en position 409 de la sous-unité β1 est 

mutée, l’activation de la PKC ne permet plus la réduction du courant GABAergique observée 

dans les conditions contrôles (Krishek et coll., 1994). A l’inverse, dans le cas des GABACRs 

recombinants, des travaux ont établi que la diminution du courant dû au GABA par activation 

de la PKC est la même lorsque les sérines faisant partie des sites potentiels de 

phosphorylation sont mutées (Kusama et coll., 1998), ce qui indique une phosphorylation 

indirecte par la PKC. De plus, par autoradiographie, il a été établi que les sous-unités ρ1 de 

GABACRs sont phosphorylées. Des mutations des sites de phosphorylation n’empêchent 
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cependant pas la réduction du courant GABAergique induite par le PMA (phorbol ester 

activateur de la PKC) (Filippova et coll., 2000). Par conséquent, la PKC peut agir par voie 

indirecte, qui peut être une internalisation des GABARs faisant intervenir d'autres cibles de la 

PKC que les récepteurs eux-mêmes.  

Les GABARs de vertébrés sont sujets à un trafic membranaire, constaté aussi 

bien pour les récepteurs natifs que pour les récepteurs recombinants. L’expression des 

récepteurs dans des ovocytes de xénope a permis de montrer que l’activation de la PKC est à 

l’origine d’une endocytose (Chapell et coll., 1998 ; Filippova et coll., 2000 ; Kusama et coll., 

2000), et que cette endocytose semble spécifique. En effet, dans des ovocytes de xénope 

exprimant à la fois des nAChRs et des GABACRs, les courants cholinergiques ne sont pas 

réduits suite à l’activation de PKC, contrairement aux courants GABAergiques (Filippova et 

coll., 2000). L'expression de GABARs dans des lignées cellulaires a également permis 

d'observer une internalisation spécifique suite à l’activation de la kinase (Filippova et coll., 

1999). Les auteurs de cette étude proposent l’hypothèse d’une modification dans les 

interactions entre les GABARs et le cytosquelette suite à la phosphorylation, qui serait à 

l’origine de l’internalisation. Cependant, les récepteurs semblent aussi internalisés de manière 

constitutive, afin d’être stockés dans les compartiments intracellulaires. L’endocytose serait 

indépendante de la PKC dans ce cas, et l’enzyme agirait en diminuant le recyclage des 

récepteurs depuis le compartiment périnucléaire jusqu’à la surface membranaire (Connolly et 

coll., 1999). L’utilisation d’anticorps dirigés contre la sous-unité β montre à l’inverse qu’il 

n’y a pas d’endocytose induite par la PKC pour les GABARs natifs (Brandon et coll., 2000). 

Du fait des différences entre les résultats obtenus par divers auteurs, l’implication de la PKC 

dans l’internalisation reste un sujet de controverse. 

Le trafic membranaire n’est pas spécifique à la PKC, puisqu’un blocage des 

tyrosines kinases dans l’ovocyte de xénope entraîne une réduction du nombre de GABARs 

membranaires (Balduzzi et coll., 2001). A contrario, la PKA ne semble pas agir sur 

l’internalisation (McDonald et coll., 1998). 

Le troisième effet de la PKC sur les GABARs consiste en une modification de 

leur pharmacologie (tableau 13). Des souris "knock-out" (modification génétique afin d’altérer 

un gène) pour la PKCε montrent une hypersensibilité à l’éthanol, au pentobarbital et au 

diazépam (Hodge et coll., 1999), ce qui suggère une implication des GABARs. A l’inverse, 

des études sur des GABARs recombinants indiquent que l’activation de la PKC est à l’origine 
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d’une augmentation de l’effet potentialisateur du diazépam et du pentobarbital sur le courant 

dû au GABA (Leidenheimer et coll., 1993). La contradiction apparente entre ces deux études 

pourrait être expliquée par le fait que seule la PKCε est étudiée pour la première, alors que 

dans la seconde étude, plusieurs sous-types de PKC sont activés. Les résultats de 

Leidenheimer et coll. (1993) sont appuyés par des études de marquage, montrant que des 

tranches de cerveau traitées avec du dibutyrate de phorbol (PDBu) fixent davantage de 

[3H]flunitrazépam et de [3H]TBPS, de manière zone-spécifique (Oh et coll., 1999).  

 
Modulateur 

positif concerné 

L’effet global 
de la 

molécule est 
potentialisé  

L’effet 
global de 

la 
molécule 
est réduit 

Références 

diazépam ���� 
pentobarbital ���� 

 
(Leidenheimer 
et coll., 1993) 

GABAARs recombinants 
THDOC 

(neurostéroïde) 
����  

(Leidenheimer 
et Chapell, 

1997) 
neurones 

pyramidaux 
CA1 de 

l’hippocampe 
et cellules 

granulaires du 
gyrus denté 

 neurostéroïdes 
de type 5β3α 

����  
(Harney et 
coll., 2003) 

interneurones 
de la lamina II 

(moëlle 
épinière) 

neurostéroïdes 
de type 5α3α 

 ���� 
(Vergnano et 
coll., 2007) 

GABAARs 
natifs 

microsacs 
formés de 

membrane de 
cortex frontal 

de rat 

allopregnanolone 
et pregnanolone 
(neurostéroïdes) 

 ���� 
(Hodge et 

coll., 2002) 

Tableau 13. Modulation de la pharmacologie des GABAARs par la PKC. 

D.1.b   CaMKII 

La calcium-calmoduline kinase II (CaMKII), ubiquitaire, forme une 

holoenzyme constituée de huit à douze sous-unités (Schulman, 1993). Chaque sous-unité 

possède un domaine catalytique en partie N-terminale, un domaine central régulateur, où se 

fixe le complexe calcium-calmoduline, et un domaine contrôlant l’autoinhibition. En effet, la 
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CaMKII est constitutivement inhibée par interaction entre le domaine catalytique et le 

domaine d’autoinhibition. La levée de cette inhibition est permise par la liaison du complexe 

calcium-calmoduline qui empêche cette interaction (Schulman, 1993 ; Braun et Schulman, 

1995). La CaMKII phosphoryle les sous-unités α1 et γ des GABARs (Churn et coll., 2002) et 

régule différemment des GABARs natifs selon qu’ils possèdent la sous-unité β2 ou β3 

(Houston et coll., 2008). Elle permet le maintien de la fonction du récepteur (Churn et 

DeLorenzo, 1998), et peut aussi potentialiser la réponse au GABA des neurones corticaux 

d’embryons de souris, puisque son inhibition par le KN-62 réduit le courant (Aguayo et coll., 

1998). Cette potentialisation a également été observée après injection intracellulaire de 

CaMKII pré-activée dans des neurones granulaires du cervelet de rat (Houston et Smart, 

2006). De plus, l’augmentation de l’activité de la CaMKII entraîne une augmentation de la 

fixation du flunitrazépam (Churn et coll., 2002). Ainsi, comme la PKC, cette kinase peut 

influer sur la pharmacologie des GABARs. 

D.1.c   PKA 

La PKA peut également phosphoryler les GABARs de vertébrés, notamment 

sur la sérine 409 de β1 et les sérines 408/409 de β3. L’effet de la PKA sur la fonction des 

GABARs diffère selon les études. En effet, selon le modèle cellulaire utilisé et selon la sous-

unité ou le résidu phosphorylé, la PKA a pour effet une augmentation ou une inhibition de la 

fonction des GABARs (Brandon et coll., 2002a). Par exemple, la phosphorylation par la PKA 

de la sous-unité β1 a pour effet une diminution de IGABA (Moss et coll., 1992b), alors que la 

phosphorylation de la sous-unité β3 entraîne une augmentation de IGABA et que la sous-unité 

β2 n'est pas un substrat de la PKA, malgré la présence d'un site potentiel de phosphorylation 

(McDonald et coll., 1998). La PKA peut moduler la pharmacologie des GABARs au même 

titre que la PKC ou la CaMKII. Les GABARs de neurones DRG de rat sont sensibles au 

nefiracetam (psychostimulant), qui augmente le courant induit par de faibles concentrations de 

GABA et réduit le courant obtenu pour de fortes concentrations de l’agoniste. La présence 

d’un inhibiteur de PKA entraîne un blocage de l’effet du nefiracetam (Huang et coll., 1996). 

Dans le même modèle cellulaire, le chlorure de mercure potentialise le courant GABAergique. 

L’inhibition de la PKA augmente cette potentialisation et l’activation de la PKA la bloque, 
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confirmant un rôle de cette kinase dans la modulation de la pharmacologie des GABARs de 

vertébrés (Huang et Narahashi, 1997). 

D.2   Invertébrés 

Peu d’études sur la phosphorylation des GABARs d’invertébrés ont été 

rapportées dans la littérature. Il a néanmoins été démontré que dans une lignée cellulaire de 

drosophile (S2) exprimant des récepteurs homomériques RDL, la réduction progressive de 

IGABA ("run-down") peut être empêchée par l’inclusion d’EGTA dans la pipette de patch-

clamp, indiquant le maintien de la fonction du récepteur par un processus calcium-dépendant 

(Millar et coll., 1994). De plus, dans le cas de neurones non identifiés du dernier ganglion 

abdominal de la blatte Periplaneta americana, l’inclusion d’ATP dans la pipette a aussi pour 

effet une stabilisation de IGABA, alors que la présence d'un peptide inhibiteur de la PKA 

réduit l'effet stabilisant de l'ATP, suggérant l’implication de la PKA dans le maintien de la 

réponse GABAergique (Watson, 2001 ; Watson et Salgado, 2001). Enfin, l’inhibition de la 

CaMKII des neurones DUM de blatte américaine mène à une réduction de IGABA, qui suggère 

une régulation positive des GABARs de ces neurones par la CaMKII (Alix et coll., 2002). 

D’autres kinases sont probablement impliquées dans la régulation des GABARs : l’entrée de 

calcium permet une augmentation de IGABA dans les cellules de Kenyon d’Apis mellifera, 

mais les kinases citées précédemment (PKC, PKA et CaMKII) ne semblent pas impliquées 

(Grunewald et Wersing, 2008). 

Aucune étude portant sur les effets de la phosphorylation sur la pharmacologie 

des GABARs d'insectes n’a été rapportée à ce jour. Par contre, de telles études ont été menées 

pour d'autres récepteurs et canaux d'insectes. Ainsi, il a été montré que dans les neurones 

DUM de Periplaneta americana, l’imidaclopride, un insecticide agissant sur les nAChRs, voit 

son effet réduit lorsque la PKA est activée (Courjaret et Lapied, 2001). De la même manière, 

dans le même modèle cellulaire, une voie dépendante de la CaMKII facilite l’effet du DCJW, 

métabolite de l’indoxacarbe, insecticide qui agit sur les canaux sodiques (Lavialle-Defaix, 

2005). 
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Objectifs de l’étude 

Parmi les facteurs susceptibles de moduler la sensibilité des GABARs 

d'insectes à des insecticides tels que le fipronil, nous en avons sélectionné deux qui n'ont 

jamais été examinés jusqu'à présent : l’édition de l’ARNm de la sous-unité RDL et la 

phosphorylation des GABARs. 

► Des éditions de l’ARNm peuvent être à l’origine de résistance aux 

insecticides, comme cela a déjà été montré pour les pyrethrinoïdes (Xu et coll., 2006a, 2006b). 

La sous-unité RDL de drosophile est potentiellement éditée sur quatre sites, et le rôle de ces 

éditions n’a jamais été déterminé. Parmi les quatre éditions potentielles de la sous-unité RDL, 

notre choix s’est porté sur l’édition R122�G, qui se trouve dans le domaine N-terminal, dans 

une zone charnière entre les boucles D et A, impliquées dans la fixation du GABA (figure 3, 

p. 26). Par ailleurs, deux mutations ponctuelles de RDL (A301�G et T350�M) ont été 

retrouvées dans une souche résistante sélectionnée par le fipronil. Cette double mutation est 

parfois associée à l’édition R122�G (Le Goff et coll., 2005). La première série d’objectifs 

visait à déterminer : 

1) si l’édition R122�G est à l’origine de modifications fonctionnelles du 

GABAR, 

2) si l'édition R122�G entraîne une résistance au fipronil, 

3) si l’association mutations ponctuelles-édition peut accentuer la résistance au 

fipronil.  

Afin de répondre à ces questions, différents variants de la sous-unité RDL ont été exprimés 

dans des ovocytes de xénope et les courants induits par l'activation des récepteurs RDL ont été 

étudiés par la technique de double-microélectrode en conditions de potentiel imposé. Les 

isoformes utilisées étaient soit sauvages, soit mutées en positions A301�G et T350�M, et 

possédaient ou non une mutation mimant la substitution R122�G, obtenue par mutagénèse 

dirigée. 
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► La phosphorylation est un mécanisme qui peut moduler le fonctionnement 

et la pharmacologie de canaux ioniques ou de récepteurs ionotropes. Les effets de la PKC sur 

les GABARs de mammifères sont bien connus. Par contre, ses effets sur les GABARs 

d’invertébrés n’ont jamais été étudiés. Par conséquent, une seconde série d’objectifs consistait 

en : 

1) la détermination du rôle de la PKC dans la régulation des GABARs 

d’insectes,  

2) la détermination des conséquences de la phosphorylation sur la sensibilité au 

fipronil. 

Parmi les deux sous-types de GABARs présents sur le soma des neurones DUM de               

P. americana, l’un est régulé positivement par une voie impliquant la CaMKII. Ces cellules 

ont donc servi de modèle d’étude pour étudier la régulation par la PKC. Les courants induits 

par l’activation des GABARs ont été enregistrés par la technique du patch-clamp en 

conditions de potentiel imposé. 

La sous-unité RDL est de loin la mieux connue des sous-unités des GABARs d’insectes 

clonées jusqu’alors, mais la détermination de sa séquence n’a jamais été effectuée chez la 

blatte américaine. Par conséquent, la troisième série d’objectifs était : 

1) de cloner la sous-unité RDL de P. americana, en vue de rechercher des sites 

potentiels de phosphorylation pouvant expliquer les phénomènes de phosphorylation observés 

in vivo,  

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

objectifs fixés : 

 

� Expression de récepteurs homomériques constitués de sous-unités RDLbd de 

Drosophila melanogaster dans des ovocytes de xénope, et étude électrophysiologique 

et pharmacologique de ces récepteurs en conditions de potentiel imposé, par la 

technique de double-microélectrode intracellulaire, 

 

� Etude électrophysiologique et pharmacologique des GABARs natifs des 

neurones DUM de la blatte Periplaneta americana, en conditions de potentiel imposé, 

par la technique du patch-clamp en configuration cellule-entière, 

 

� Clonage de la sous-unité RDL dans le système nerveux de la blatte              

P. americana, et identification de cette sous-unité dans le dernier ganglion abdominal 

et les neurones DUM, par PCR. 
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Chapitre I.   Expression de GABARs de 
drosophile dans des ovocytes de xénope 

A  Introduction 

Les xénopes du Cap (Xenopus laevis) sont des amphibiens anoures de la 

famille des pipidés, vivant principalement en Afrique du Sud, et dont le mode de vie est 

purement aquatique. Au-delà de leur rôle en tant qu’animal de compagnie, ils sont parmi les 

amphibiens les plus étudiés et utilisés en laboratoire. Dans le cadre de ces travaux de thèse, 

l’intérêt de ces animaux est la possibilité d’en prélever des ovocytes, excellent système 

d’expression de protéines hétérologues. 

Les ovocytes, issus de fragments ovariens de xénope, se présentent en amas, 

avec des cellules de taille différente selon le stade de développement (stades I à VI). 

L’expression de protéines se fait généralement dans des ovocytes en fin de développement, à 

savoir en stade V ou VI, bien que des expressions en stade IV soient préférées pour l’étude 

des courants rapides (tels les courants sodiques). En effet, cela limite la valeur de la capacité 

membranaire et donc la durée des courants capacitifs pouvant interférer avec les courants 

ioniques dus aux canaux exprimés. Les ovocytes de stade V-VI sont aisément reconnaissables 

à leur taille importante (1-1,2 mm de diamètre), mais aussi à leur hémisphère animal très 

pigmenté et leur hémisphère végétatif dépigmenté. 

L'intérêt des ovocytes de xénope comme système d'expression de protéines 

hétérologues réside dans leur grande taille, la possibilité de les obtenir en grande quantité, leur 

pauvreté en canaux endogènes une fois la couche de cellules folliculaires dégagée, et leur très 

forte capacité d’expression protéique. Leur incubation in vitro est relativement aisée 

puisqu’une solution saline additionnée de pyruvate (comme source d'énergie) et 

d’antibiotiques est suffisante pour les maintenir en bon état pendant près d’une semaine. 
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De l’ARNm d’hémoglobine de lapin injecté dans des ovocytes de xénope a 

permis la synthèse hétérologue de cette protéine dès le début des années 1970 (Gurdon et 

coll., 1971). Néanmoins, l’expression de récepteurs et canaux membranaires n’a été réalisée 

qu'au début des années 80. La première expression de GABARs a été obtenue en 1982 par 

injection d’ARN extrait de lobes optiques de poussin (Miledi et coll., 1982). L'ovocyte est 

tout à fait approprié à l'expression de GABARs exogènes parce qu’il ne possède pas de 

GABAR endogènes à sa surface (Kusano et coll., 1982). 

B  Obtention de l’ARNm muté de la sous-unité RDL 

Exprimer des protéines recombinantes dans un système hétérologue présente le 

grand avantage de pouvoir contrôler la séquence de la protéine étudiée. Dans le cas de cette 

thèse, l’objectif était de mimer l’édition R122�G de la sous-unité RDL, par mutagénèse 

dirigée. 

B.1   Mutagénèse dirigée 

Le travail a porté sur l’ADNc de la sous-unité RDLbd de Drosophila 

melanogaster, inséré dans le plasmide pNB40 (Brown et Kafatos, 1988). Ce plasmide, créé à 

partir de plusieurs autres constructions dans l’objectif d’exprimer des antigènes protéiques de 

drosophiles, permet une transcription et une traduction rapides in vitro. Il contient un site NotI 

unique, autorisant la linéarisation du plasmide et possède deux sites promoteurs : Sp6 et T7, 

un de chaque côté de l’insert. Le promoteur Sp6 permet la transcription à partir d’ADNc alors 

que la transcription à partir du promoteur T7 aboutit à la production d’ARN anti-sens. Le 

promoteur Sp6 est suivi d’un fragment de la séquence en 5’ non traduite de l’ARNm du gène 

mineur de la β-globine de xénope, afin de faciliter la transcription de l’insert (figure 10). 
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Figure 10. Représentation schématique du plasmide pNB40. Modifié d’après Brown et Kafatos, 
1988. 

Le plasmide contenant la sous-unité RDLbd sauvage de D. melanogaster a été 

initialement offert par le Pr. ffrench-Constant (Université de Bath, UK), et a été modifié par le 

Dr. Le Goff (Université de Nice Sophia-Antipolis), afin d’y insérer les mutations A301�G et 

T350�M (Le Goff et coll., 2005). Les plasmides contenant les ADNc de RDLbd sauvage et 

RDLbd double-mutant ont été utilisés pour cette thèse, afin de créer une mutation mimant 

l’édition R122�G. Les amorces employées pour la création des mutations sont présentées dans 

le tableau 14. 

 Amorces sens Amorces anti-sens 

A301�G 5’-GCGTGTGGGGCTCGGTGTGACAAC-3’ 5’-GTTGTCACACCGAGCCCCACACGC-3’ 

T350�M 5’-GGAATACGCCATGGTCGGCTACA-3’ 5’-GTAGCCGACCATGGCGTATTC-3’ 

R122����G 5’-TAGCGTATGGA AAACGACCTG - 3’ 5’-CAGGTCGTTTTCC ATACGCTA - 3’ 

Tableau 14 . Amorces utilisées pour l’obtention des substitutions A301����G, T350����M (Dr. G. Le 
Goff) et R122����G (cette thèse). 
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L’introduction de la mutation a été effectuée par PCR à l’aide du kit 

"QuickChange® II Site-Directed Mutagenesis kit" (Stratagene Europe, Amsterdam, Pays-

Bas). Le principe consiste en l’amplification du plasmide par PCR, et est basé sur la 

méthylation naturelle des plasmides provenant de bactéries Escherichia coli (figure 11). Cette 

méthylation est due au gène dam codant pour une méthylase. Les amorces qui contiennent le 

nucléotide modifié s’hybrident à chacun des brins du plasmide, après qu’ils aient été séparés 

par dénaturation. L’enzyme polymérase utilisée dans ce kit est la PfuUltraTM. Il s’agit d’une 

enzyme de haute fidélité qui a l’avantage de n’introduire un pourcentage d’erreur que de     

0,9 % pour une séquence de 1kb, soit 18 fois moins environ qu’une Taq polymérase classique 

(d’après le fournisseur). Le programme de PCR, réalisée dans un thermocycleur Flexigene 

(Techne, Cambridge, UK), est le suivant : 95°C, 3 min ; 12 cycles (95°C, 30 sec ; 62°C, 1 

min ; 68°C, 5 min) ; 72°C, 8 min. Suite à cela, 10 unités de l’enzyme de restriction DpnI sont 

ajoutées au produit d’amplification, pour une digestion d’une heure (37°C). Cette incubation 

permet la dégradation de l’ADN parental méthylé. S’ensuit alors une amplification 

bactérienne dans des lignées supercompétentes XL1-Blue, fournies avec le kit. L’insertion 

plasmidique se fait par choc thermique : après addition de l’ADN, les bactéries sont incubées 

dans de la glace pendant 30 minutes, puis subissent un choc de 45 secondes à 42°C, et sont de 

nouveau placées sur la glace (2 minutes). Du milieu SOC (0.5% extrait de levure, 2% 

tryptone, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM glucose) est 

ensuite ajouté, et les bactéries, après avoir été incubées une heure à 37°C sous agitation, sont 

étalées sur un milieu gélosé enrichi [agar 15 g/l, milieu LB (Luria Broth (20 g/l), extrait de 

levure (10 g/l)], contenant de l’ampicilline (0,1 mg/ml). Des colonies bactériennes sont 

ensuite ensemencées dans du milieu LB/ampicilline et incubées à 37°C sous agitation pendant 

plus de 16 heures.  
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Figure 11. Principe de la mutagénèse dirigée. 
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B.2   Midipréparation et transcription 

L’ADN plasmidique est extrait des bactéries et purifié par midipréparation à 

l’aide du kit "QIAfilter Plasmid Midi Kit" (Qiagen S.A., Courtaboeuf, France), suivant les 

instructions du fabriquant. Les ADN obtenus sont linéarisés par l’enzyme de restriction NotI, 

pendant une heure à 37°C, et la réaction est arrêtée par ajout d’EDTA 0,5M (1/20e volume), 

Na acétate 3M (1/10e volume) et éthanol (2 volumes). 

La transcription à partir des plasmides pNB40, contenant les ADNc des sous-

unités RDL sauvages (WT), WT + R122�G, double-mutants (A301�G/T350�M) et double-

mutants + R122�G, a été effectuée à l’aide du kit "Sp6 mMessage mMachine®" (Ambion 

Europe, Huntingdon, UK). Après linéarisation des plasmides par NotI, la réaction de 

transcription a lieu à 37°C, en suivant les consignes du fabriquant. Suite à l’incubation, de la 

TurboDNase® est ajoutée, afin de dégrader l’ADN résiduel. Pour finir, afin d’ôter les restes de 

contaminants (protéines, oligonucléotides et sels), l’ARN est purifié à l’aide du kit 

"MEGAClearTM" (Ambion Europe, Huntingdon, UK). La dilution finale est choisie de telle 

sorte que l’amplitude maximale des courants induits par le GABA, suite à l'expression de 

l'ARNm, soit comprise entre 100 et 1000 nA environ. 

C  Expression des récepteurs RDL dans les ovocytes de 
xénope 

Les xénopes sont élevés dans une animalerie, à température comprise entre 20 

et 22°C, et avec une photopériode de 12h/12h. Les individus sont nourris deux fois par 

semaine avec des granulés pour truites. Les excréments et autres déchets sont évacués et 

filtrés grâce à un système de pompage branché sur le secteur. 

En vue d'un prélèvement d'ovocytes par laparotomie, les animaux (figure 12A) 

sont anesthésiés par immersion dans de l’eau contenant du méthanesulfonate de tricaïne (MS-

222) à 0,15% pendant 40 minutes. La solution est tamponnée par du bicarbonate (1,5 g/l) afin 

d’éviter  les  risques  d’acidose.  L'abdomen  est  incisé  sur  une  longueur  de  0,5-1cm et  des  
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fragments ovariens sont prélevés à l'aide de pinces préalablement flambées. La plaie est 

recousue à l'aide de fil chirurgical auto-résorbable, monté sur une aiguille courbe (Ethicon 

Vicryl, Ethicon, Issy les Moulineaux). Il n’est pas nécessaire de badigeonner la plaie 

d’antibiotique car la peau de cet animal sécrète des peptides ayant des activités 

antimicrobiennes à large spectre (Soravia et coll., 1988). L’animal est finalement placé sous 

un filet d’eau pour éliminer l’anesthésique et faciliter le réveil.   

Les fragments ovariens, formés d'ovocytes à différents stades de 

développement réunis par du tissu conjonctif, sont placés dans une solution de SOS (Standard 

Oocyte Saline) normale (100 mM NaCl, 2 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1,8 mM CaCl2, 5 mM 

HEPES ; pH 7,5). Les ovocytes sont entourés d'enveloppes folliculaires comprenant, de 

l'extérieur vers l'intérieur : l'épithélium ovarien, la thèque (tissu conjonctif riche en vaisseaux 

sanguins) et une couche de cellules folliculaires (figure 12B et C). Ces enveloppes doivent 

être enlevées en vue des enregistrements électrophysiologiques pour trois raisons : 1) elles 

constituent une barrière mécanique qui gêne l'empalement des microélectrodes, 2) elles 

ralentissent le retour à un potentiel de membrane stable après la dépolarisation induite par 

l'empalement (Kusano et coll., 1982), et 3) elles ralentissent l'accès des substances 

pharmacologiques à la membrane ovocytaire. La "défolliculation" est réalisée par incubation 

des fragments ovariens à température ambiante dans de la collagénase IA (Sigma-Aldrich 

Chimie, L’Isle d’Abeau Chesnes), diluée dans du SOS sans calcium. L’absence de calcium 

permet d’éviter l’action de protéases présentes sous formes d’impuretés dans la solution de 

collagénase et qui pourraient léser la membrane ovocytaire. Le tube contenant les ovocytes est 

agité lentement et manuellement pendant 10 à 15 minutes afin de faciliter l'action de la 

collagénase. A l'issue de ce traitement, les enveloppes folliculaires sont très fragilisées, ce qui 

permet ensuite de libérer manuellement les ovocytes, à l'aide de pinces fines soigneusement 

affutées. Des ovocytes "prêts à l’emploi" (entourés uniquement de la membrane vitelline) sont 

alors obtenus (figure 12D et E). 
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Figure 12. Obtention d’ovocytes de xénope "défolliculés". A : Xenopus laevis femelle. B : 
Ovocytes de xénope après prélèvement. Les ovocytes sont reliés par du tissu connectif et sont entourés 
d’enveloppes contenant des vaisseaux sanguins. C : Schéma montrant les couches tissulaires qui 
entourent les ovocytes après prélèvement (Snutch, 1988). D et E: Photo et schéma (Snutch, 1988) 
d’ovocytes de xénope après traitement à la collagénase et dégagement manuel des enveloppes 
folliculaires.  
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De l’ARN est injecté dans le cytoplasme des ovocytes, à l’aide d’un 

nanoinjecteur (Nanoject II, Drummond Scientific, Etats-Unis), fixé sur un micromanipulateur. 

En moyenne, près de 20 nl d’ARN à 20 ng/µl sont injectés de façon à obtenir des courants 

GABAergiques compris entre 100 et 1000 nA. Les ovocytes sont incubés 24 heures au 

minimum à température ambiante, pour permettre la traduction ainsi que l'assemblage et 

l'insertion membranaire des protéines synthétisées. Le milieu d'incubation est constitué de 

SOS autoclavé, contenant de la pénicilline (100 U/ml), de la streptomycine (100 mg/ml), de la 

gentamycine (50 mg/ml) et du pyruvate de sodium (2,5 mM). Ce milieu est changé tous les 

deux jours. 

D  Etude des courants GABAergiques en conditions de 
potentiel imposé par la technique de double-
microélectrode 

La technique de TEVC ("two-electrode voltage-clamp") est basée sur le 

principe suivant : une des électrodes permet la mesure du potentiel de membrane de l’ovocyte 

(Vm), et l’autre sert à injecter un courant dans la cellule (Im), afin de maintenir le potentiel 

imposé par l'expérimentateur (figure 13). Cette technique permet l’enregistrement de courants 

d’amplitude pouvant aller de l’échelle du nanoampère à celle de la dizaine de microampères 

(au-delà, le potentiel imposé est difficile à maintenir). Chaque microélectrode est étirée à 

partir d’un capillaire en verre borosilicaté (Clark Electromedical Instruments, Phymep, Paris, 

France) puis remplies de KCl concentré (3 M). Elle est ensuite fixée à un porte-électrode lui 

même relié à une tête d’amplificateur (Axon headstage, Axon instruments, Foster City, Etats-

Unis) que l'on peut déplacer dans les trois dimensions grâce à un micromanipulateur. Les têtes 

sont elles-mêmes connectées à un amplificateur GeneClamp 500 (Axon instruments, Foster 

City, Etats-Unis). La résistance des électrodes, mesurée dans du SOS, doit être comprise entre 

1 et 10 MΩ.  
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Figure 13. Schéma simplifié du principe de la technique de double-microélectrode. Suite à 
l’injection de l’ARN, les ovocytes sont maintenus à température ambiante pendant au moins 24 heures 
puis utilisés pour l’étude des courants GABAergiques. Vm = potentiel de membrane ; FBA = 
amplificateur à circuit de contre-réaction ("feefback amplifier") ; Im = courant injecté via l’électrode 2 
pour maintenir le potentiel imposé constant. Ce courant est mesuré lors de son écoulement vers la 
terre.  

Les ovocytes incubés sont utilisés entre un jour et une semaine après 

l’injection. Ils sont placés entre cinq minuties dans une chambre d’altuglas d’un volume 

d'environ 100 µl. Le SOS, dans lequel les ovocytes sont immergés, est délivré à débit constant 

par une pompe péristaltique (Minipuls 3, Gilson, Villiers Le Bel, France) et évacué par un 

système d’aspiration à vide. Suite à la légère lésion membranaire provoquée par l’empalement 

des électrodes, un temps d’attente d’environ 20 minutes est respecté pour permettre une 

repolarisation et une stabilisation du potentiel de membrane. Le potentiel d'équilibre des ions 

chlorure dans les ovocytes baignant dans du SOS étant compris entre –15 mV et –25 mV, le 

potentiel de membrane est fixé à –60 mV pour tous les enregistrements, ce qui permet 

d'obtenir des courants entrants (correspondant à des flux sortants de chlorure) lors 

d'applications de GABA. Le neurotransmetteur est appliqué à un débit d’environ 4 ml/min et 

le courant mesuré est enregistré sur papier à l’aide d’une table traçante (Gould BS-272, RIL 

instruments, Aldershot, UK).  

Dans le cadre de l’étude des effets de l’édition sur la sensibilité des GABARs 

au fipronil, deux protocoles ont été suivis : 
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� Le premier a servi à réaliser les courbes dose-réponse du GABA pour chaque 

variant. Dans ce cas, les applications de l’agoniste sont séparées de dix minutes. Ce temps est 

suffisant pour permettre une complète récupération de la désensibilisation. Les courants sont 

mesurés au pic (amplitude maximale) puis un rinçage immédiat au SOS est effectué. Le 

GABA est appliqué à des concentrations allant de 3 µM à 3 mM. Les courbes dose-réponse 

du GABA obtenues permettent de déterminer la CE30 (concentration pour obtenir 30% 

d’effet), qui sert de concentration de travail pour l’étude des effets du fipronil. 

� Le second protocole a permis de construire les courbes d’inhibition du 

fipronil (CIL Cluzeau, France). Pour la construction de ces courbes, le fipronil est appliqué à 

des concentrations allant de 1.10-10 à 1.10-6M, et le protocole d’application est présenté figure 

14.  

 

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

 

Dans le cadre de l’étude de la phosphorylation des récepteurs RDL exprimés 

dans des ovocytes de xénope, les produits pharmacologiques utilisés sont : le fipronil, le 

PDBu (phorbol ester, activateur de la PKC) et la chélérythrine (inhibiteur de la PKC). 
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Chapitre II.   Etude des GABARs natifs des 
neurones DUM de la blatte Periplaneta 
americana 

A   Introduction 

L’étude des effets du fipronil sur les GABARs natifs nécessite d'utiliser un 

modèle biologique dont les caractéristiques sont connues. Les neurones DUM ("Dorsal 

Unpaired Median") de la blatte P. americana possèdent à leur surface des GABARs dont les 

propriétés électrophysiologiques et pharmacologiques ont déjà été étudiées au sein du 

laboratoire (Dubreil et coll., 1993 ; Dubreil, 1996 ; Le Corronc et Hue, 1999 ; Grolleau et 

Sattelle, 2000 ; Alix, 2001 ; Alix et coll., 2002 ; Le Corronc et coll., 2002). De plus, il est 

établi que diverses kinases participent à la régulation intracellulaire des récepteurs et canaux 

ioniques membranaires de ces neurones. C’est le cas pour la régulation de l'activité des 

GABARs par la CaMKII (Alix et coll., 2002), des nAChRs résistants à l'α-bungarotoxine par 

des PKCs (Courjaret et coll., 2003) et d'un canal sodique dépendant du potentiel par la PKA 

(Lavialle-Defaix et coll., 2006). De ce fait, les neurones DUM constituent un très bon modèle 

d’étude des modulations de l’efficacité du fipronil par les phénomènes de phosphorylation, et 

notamment par les PKCs. 

A.1   Les neurones DUM 

Les neurones DUM tirent leur nom de leur localisation spatiale dans les 

ganglions nerveux, à savoir le long de la ligne médiane, au niveau dorsal (Hoyle, 1974). Ils 
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ont été décrits chez diverses espèces d’insectes d’ordre différents. Chez la blatte, ils sont 

absents des ganglions sous-œsophagiens et cérébroïdes, sont présents dans tous les ganglions 

de la chaîne nerveuse, et sont plus nombreux dans le dernier ganglion abdominal, qui est issu 

d’une fusion des ganglions 7 à 11 (Braunig et Pfluger, 2001). Il existe trois types de neurones 

DUM, issus des mêmes cellules souches, les neuroblastes médians :  

� les neurones DUM efférents, à large soma (diamètre de 30 à 60 µm), 

présentent une arborisation neuritique dite "en T", sécrètent de l’octopamine, et génèrent 

spontanément des potentiels d’action de grande amplitude,   

� les neurones intersegmentaires sont GABAergiques et possèdent un soma de 

plus petit diamètre (10 à 20 µm). Ils sont caractérisés par leurs prolongements neuritiques "en 

H" qui relient les ganglions, 

� les interneurones locaux sont aussi GABAergiques (10 à 20 µm de diamètre) 

et disposent de prolongements neuritiques restreints au ganglion. 

Les neurones intersegmentaires propagent l’information nerveuse entre les 

ganglions et les interneurones locaux intègrent le signal au sein d’un même ganglion. Les 

neurones DUM efférents sont des cellules sécrétrices d’octopamine, une substance biogène 

comportant un groupement amine qui est reconnue comme ayant un rôle de 

neurotransmetteur, de neurohormone et de neuromodulateur chez l’insecte. Les neurones 

octopaminergiques sont des modulateurs des muscles squelettiques et viscéraux. Des 

marquages par du bleu de toluidine et du cobalt montrent que, chez la blatte, ces neurones 

contrôlent l'activité des muscles de l'appareil reproducteur (Sinakevitch et coll., 1995 ; 

Stevenson et Sporhase-Eichmann, 1995), de muscles viscéraux (comme le cœur) et 

squelettiques (dont les muscles alaires) (Sinakevitch et coll., 1996).  

Les neurones DUM efférents sont les plus étudiés du fait de leur activité 

spontanée et ils sont aujourd’hui bien caractérisés sur le plan électrophysiologique et 

pharmacologique. La présence de plusieurs types de GABARs ionotropes dans ces neurones 

en font une préparation de choix pour étudier l’influence de la phosphorylation sur la 

sensibilité des GABARs aux insecticides. 
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A.2   Les GABARs des neurones DUM efférents 

D’après les études réalisées au laboratoire, les neurones DUM présentent trois 

types de GABARs ionotropes qui diffèrent à la fois par leur localisation et leur  

pharmacologie : deux sont extrasynaptiques (corps cellulaire) et seront nommés GABAR1 et 

GABAR2 pour une meilleure compréhension, et le troisième est synaptique, avec une 

localisation neuritique (Dubreil et coll., 1994). Nos travaux ont été menés sur les corps 

cellulaires des neurones DUM isolés et ont donc porté uniquement sur les GABAR1 et 

GABAR2. Ces derniers sont soumis à une régulation intracellulaire dépendante du calcium 

(Alix et coll., 2002). Des travaux menés sur ces GABAR2 ont permis de suggérer 

l’implication de canaux calciques de type TRPγ (Wicher et coll., 2006) dans l’activation 

d’une CaMKII, elle-même responsable d’une modulation positive des récepteurs. A l’inverse, 

la fonction des GABAR1 n’est pas dépendante du calcium (Alix et coll., 2002) (figure 15).  

 

Figure 15. Représentation schématique de la régulation intracellulaire des GABARs extrasynap-
tiques des neurones DUM de P. americana. 
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Les deux récepteurs extrasynaptiques présentent une pharmacologie 

relativement semblable (tableau 15) mais les GABAR2 sont sélectivement activés par l’acide 

cis-4-aminocrotonique (CACA). 

 GABAR 
synaptique 

GABAR1 
extrasynaptique 

GABAR2 
extrasynaptique 

muscimol ���� 
isoguvacine ���� 

CACA ���� ���� non 
TACA -- ���� 
ZAPA -- ���� 
THIP -- ���� A

go
ni

st
es

 

β-alanine -- ���� 
PTX ���� 

fipronil ���� 
dieldrine -- ���� 

BIDN -- ���� 
EBOB ���� -- 

bicuculline -- non A
nt

ag
on

is
te

s 

SR95531 -- non 

Tableau 15. Pharmacologie de trois sous-types de GABARs présents à la surface des neurones 
DUM de la blatte P. americana (Dubreil et coll., 1993 ; Dubreil et coll., 1994 ; Dubreil, 1996 ; Le 
Corronc et Hue, 1999 ; Alix, 2001). "����" signifie "sensible à" ; "non" signifie "insensible à" ;   "--" 
signifie "non déterminé".  

B  Etude électrophysiologique et pharmacologique 

B.1    Obtention de neurones DUM isolés (figure 16) 

Les blattes américaines sont des insectes cosmopolites de l’ordre des 

blattoptères (autrefois dictyoptères). Les individus étudiés lors de cette thèse proviennent d’un 

élevage de quarante années, et n’ont pas été soumis à des pressions insecticides. Les blattes 
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sont élevées à 29°C, avec une alternance de 12h d'éclairement et 12h d'obscurité. Leur 

nourriture et l’eau sont fournies régulièrement. 

Six blattes mâles adultes sont disséquées pour chaque expérimentation, et les 

neurones DUM sont isolés (Lapied et coll., 1989). Les dissections et dissociations 

ganglionnaires sont réalisées à température ambiante, sous une hotte à flux laminaire 

horizontal désinfectée à l’alcool 70°C, en utilisant des instruments flambés à l’alcool, des 

antibiotiques et des filtres 0,22 µm (Millipore, Billerica, Etats-Unis). La tête, les pattes et les 

ailes sont sectionnées, et la blatte est présentée face ventrale orientée vers le haut. L’accès au 

dernier ganglion abdominal est permis par un dégagement de la cuticule ventrale, et par le 

déplacement de la glande conglobée (ou phallique) du système reproducteur (Feliubadalo et 

coll., 1996). L’extrémité de la chaîne nerveuse est immédiatement recouverte par du liquide 

physiologique de composition 1 (LPC1, cf. tableau 16, p.95), afin d’éviter tout dessèchement 

et de faciliter la dissection. Les troncs trachéaux ventraux de part et d’autre de la chaîne 

nerveuse sont délicatement écartés à l’aide de pinces fines. Le dernier ganglion abdominal 

(DGA) est retiré par section des nerfs cercaux et connectifs, et est placé dans une boîte 

contenant du LPC1. Une fois les six DGA récupérés, ils sont nettoyés des restes trachéens, 

des nerfs périphériques et des connectifs. Les neurones DUM se trouvant exclusivement le 

long de la ligne dorsale, les côtés de chaque ganglion sont délicatement sectionnés à l’aide 

d’aiguilles montées. Les tissus ganglionnaires ainsi rendus accessibles sont ensuite soumis à 

un traitement par la collagénase IA (Worthington Biochemicals, Lakewood, NJ). La 

composition de la solution contenant l’enzyme est présentée dans le tableau 16 (LPC2).  
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Figure 16. Schéma du protocole permettant l’obtention des neurones DUM du DGA de 
Periplaneta americana. A : blatte américaine mâle. B : chaîne nerveuse de la blatte, dont on distingue 
les trois ganglions thoraciques, ainsi que le DGA (entouré en blanc). C : section des parties du DGA 
non nécessaires, afin de ne garder que la ligne médiane. D : traitement enzymatique par la collagénase 
IA. E : dissociation mécanique par aspirations-refoulements. 
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Après une incubation de 35 minutes à 29°C, la collagénase est éliminée par 

rinçage des ganglions par deux fois dans du LPC1, cinq à dix minutes. Les ganglions sont 

ensuite placés dans un tube de 1,5 ml contenant du LPC3 (tableau 16), et sont soumis à une 

dissociation mécanique brève, par passages à travers des pipettes Pasteur dont les diamètres 

sont réduits à la flamme. Le liquide contenant désormais les neurones dissociés est déposé 

délicatement dans des boîtes de culture stériles (35 mm, Falcon, Becton Dickinson Labware, 

Etats-Unis), dont le fond est recouvert de poly-D-lysine (100µg/ml, Sigma, France), afin 

d’assurer l’adhérence des cellules. Les neurones sont incubés à 29°C pendant 24 heures. 

 LPC1 LPC2 LPC3 

NaCl 200 

KCl 3,1 

MgCl 2 5 

CaCl2 4 

HEPES 10 

saccharose 50 

pénicilline (UI/ml) / 

streptomycine (µg/ml) 

100               

100 
- 

50                      

50 

collagénase IA - 150 UI/ml - 

sérum de veau fœtal - - 5 % 

pH (ajusté avec du 

NaOH 1M) 
7,4 

Tableau 16. Composition des solutions utilisées lors de la dissection-dissociation aboutissant à 
l'obtention de neurones DUM isolés. Sauf pour la collagénase, les concentrations sont en mM. 
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B.2   Etude électrophysiologique des GABARs des neurones 

DUM 

B.2.a   Présentation de la technique du patch-clamp en 

configuration cellule-entière et en conditions de potentiel imposé 

Les courants induits par l’activation des GABARs des neurones DUM sont 

étudiés à l’aide de la technique du patch-clamp, mise au point à la fin des années 1970 et 

améliorée dans les années 1980 (Neher et Sakmann, 1976 ; Hamill et coll., 1981). Cette 

technique permet d’étudier des courants ioniques à l’échelle de la cellule entière ou d’un canal 

unique, en isolant électriquement une portion de membrane. Une légère pression négative 

permet de créer un scellement hermétique entre la pipette de patch-clamp et la cellule, avec 

une résistance électrique de plusieurs giga-ohms. Dans cette configuration (cellule-attachée), 

seul(s) le(s) canal (canaux) se trouvant sous la membrane peu(ven)t être étudié(s), en 

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

Afin de travailler sur l’ensemble des canaux ioniques et/ou récepteurs d’une 

cellule, comme dans le cadre de cette thèse, la configuration cellule-entière est employée. 

Dans ce cas, une pression négative supplémentaire est appliquée, de manière à rompre le 

fragment de membrane se trouvant sous la pipette. L’intérieur de la pipette est alors en 

continuité avec le cytoplasme cellulaire. Dans ces conditions, il est possible d’étudier 

l’évolution du potentiel de membrane en mode courant-imposé ("current-clamp") ou d’étudier 

l’évolution du courant selon le potentiel imposé ("voltage-clamp"), tout en contrôlant les 

milieux intracellulaire et extracellulaire (figure 17). 
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Figure 17.  La membrane des neurones DUM du DGA peut être soumise à un courant imposé ou 
à un potentiel imposé. A : DGA de P. americana, contenant des neurones DUM. A l’inverse des 
neurones intersegmentaires et des interneurones locaux (en jaune), les neurones efférents (en rouge) 
sont de grande taille. Modifié d’après Sinakevitch et collaborateurs, 1996. B : neurone DUM isolé, 
avec une forme piriforme caractéristique. C : mesure du courant en mode potentiel imposé (exemple 
représentatif d’un courant GABAergique) ou du potentiel en mode courant imposé (exemple 
représentatif de potentiels d’action). 
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L’étude des GABARs a été réalisée en conditions de potentiel imposé. Le 

courant traversant la membrane plasmique est dû à deux composantes : le courant capacitif et 

le courant ionique (Ii), qui sont reliées par la relation :  

I = Cm . dE/dt + Ii   

(avec I = courant global, Cm=capacité membranaire, E = potentiel de membrane, t=temps  et 
Ii = courant ionique)  

Par conséquent, lorsque le potentiel est imposé, alors dE/dt est nul, et le courant global 

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

macroscopique puisqu’il fait intervenir tous les canaux/récepteurs ouverts à un temps et à un 

potentiel donnés, dépend de plusieurs facteurs, de telle sorte que : 

I = N . Po(t,v) . i  

(avec I = courant macroscopique, N = nombre de canaux, Po = probabilité d’ouverture à un 
instant t et un potentiel V donnés et i = courant élémentaire (unitaire)) 

L’inconvénient principal de la configuration cellule entière du patch-clamp est que les 

composants intracellulaires tels que les seconds messagers sont dilués par la solution 

intrapipette, ce qui peut provoquer une réduction progressive du courant au cours du temps 

(phénomène de "run-down"). Le "run-down" des courants GABAergiques peut être réduit par 

l’inclusion dans la solution intrapipette de composés comme la phosphocréatine ou l’ATP 

(Gyenes et coll., 1988 ; Watson et Salgado, 2001). 

B.2.b   Dispositif expérimental (figure 18) 

Après 24 heures d’incubation, les neurones DUM efférents en culture sont 

placés sur la platine d’un microscope inversé (Olympus CK2, Olympus, France) positionné 

dans une cage de Faraday et posé sur une table anti-vibratoire. Les cellules étudiées, à savoir 

les neurones DUM octopaminergiques, sont distingués des autres cellules par deux critères :  

1) morphologique : ces neurones sont piriformes, et de grande taille (diamètre 

compris entre 30 et 60 µm (Sinakevitch et coll., 1996)), 
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2) électrophysiologique : les neurones DUM présentent une activité électrique 

spontanée (Grolleau et Lapied, 2000), qu’il est aisé de confirmer en conditions de courant 

imposé. 

 

Figure 18. Représentation schématique d’une boîte contenant un neurone DUM, et de la 
disposition du matériel. A : système de perfusion des solutions physiologiques extracellulaires et des 
produits pharmacologiques. B : électrode de référence. C : tête d’amplificateur. D : pipette de patch-
clamp. E : pipette d’éjection du GABA. 

 

Chaque pipette de patch-clamp est étirée à partir d'un capillaire en verre 

borosilicaté (GC 150T-10, Harvard Apparatus, Edenbridge, GB) à l’aide d’une étireuse P-97 

(Sutter instrument, Novato, Etats-Unis) et fixée via un porte-électrode à la partie mobile de 

l’amplificateur opérationnel (tête d’amplificateur). Sa résistance est comprise entre 1 et 1,2 

MΩ, une fois remplie avec du liquide intrapipette (cf. composition tableau 17, p.101). 

L’ensemble est porté par un micromanipulateur piézo-électrique (Burleigh TS-5000-150, 

Burleigh instruments, New-York, Etats-Unis), afin de permettre de très faibles déplacements 

de l’électrode de patch-clamp. Celle-ci est reliée à un amplificateur (Axopatch 200B, Axon 

instruments, Foster City, Etats-Unis), lui-même relié à : 

 1) un oscilloscope (Nicolet 310, Nicolet instruments, Madison, Etats-Unis), 

qui permet de visualiser l’évolution du courant ou du potentiel,  

2) un stimulateur (SMP-310, Biologic, Claix, France), à l’aide duquel des 

stimulations électriques sont appliquées à la préparation,   
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3) un ordinateur par l’intermédiaire d’une interface (Digidata 1322 interface, 

Axon instruments, Foster City, Etats-Unis). 

Le principe de la technique de patch-clamp (figure 19) repose sur les propriétés 

d’un amplificateur opérationnel (AOP) fonctionnant en convertisseur courant-tension. Dans 

des conditions de potentiel imposé, le convertisseur, qui se trouve dans la tête d’amplificateur, 

force le potentiel de pipette (Vpip) à "suivre" le potentiel imposé par l’expérimentateur 

(Vcmd). Les potentiels Vpip et Vcmd sont constamment comparés par l’amplificateur 

différentiel (AD), selon la formule : V2=Vcmd–V1. Dans le cas où les deux potentiels ne sont 

pas équivalents (c’est-à-dire si V2 est différent de 0), l’amplificateur calcule le courant 

nécessaire afin de maintenir Vcmd, selon la loi d’Ohm (V2=RCR.i). Les différences entre ces 

potentiels sont instantanément compensées par injection de courant (i) via la résistance de 

contre-réaction (RCR). Ce courant est proportionnel à la tension d’entrée.  

 

Figure 19. Schéma du principe de la technique du patch-clamp, en conditions de potentiel 
imposé, appliquée aux neurones DUM. "AOP" = amplificateur opérationnel ; "AD" = amplificateur 
différentiel ; "RCR" = résistance de contre-réaction ; "Ref" = potentiel de référence ; "Vcmd" = 
potentiel de commande ; "Vpip" = potentiel de la pipette ; "V1" = potentiel de sortie de l’AOP ; "V2" 
= potentiel de sortie de l’AD ; "i" = courant. 
 

Les signaux électrophysiologiques sont filtrés à 5 kHz par un filtre passe-bas, 

enregistrés à une fréquence d’échantillonnage de 10 kHz, et mesurés à l’aide du logiciel 

pClamp8 (8.0.2., Axon Instruments, Foster City, Etats-Unis).  

 

 

100 µm 
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B.2.c   Enregistrement des courants GABAergiques 

Il a été fait mention de l’existence d’un cotransport potassium/chlorure dans les 

neurones DUM (Dubreil et coll., 1995). Afin d’inactiver ce système, les enregistrements se 

font dans des conditions de concentrations quasi-symétriques en chlorure ([Cl-]extracellulaire= 

188,1 mM ; [Cl-] intracellulaire = 173 mM). D’après l’équation de Nernst, le potentiel d’inversion 

des ions chlorure est alors de -2,1 mV. Diverses compositions de solutions intrapipette ont été 

testées afin de pallier au phénomène de "run-down" signalé plus haut. Le protocole permettant 

de travailler sans réduction significative de IGABA implique l’utilisation de pyruvate de 

sodium dans la solution intrapipette (Ihara et coll., 2005). La composition des solutions 

intrapipette et extracellulaire est présentée dans le tableau 17. 

 

 Solution extracellulaire Solution intrapipette 

NaCl 167 - 

gluconate de sodium 33 - 

KCl 3,1 170 

MgCl2 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 utilisées lors des expériences de patch-clamp. Les 
concentrations sont en mM. 

 

Hormis pour la construction des courbes courant-potentiel, où le potentiel 

imposé est changé manuellement, le potentiel est imposé à –50 mV. Un système de perfusion 

gravimétrique multicanal permet d’irriguer les neurones de manière continue et à débit 

constant avec du liquide extracellulaire (cf. composition tableau 17), et d’appliquer certains 
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produits pharmacologiques (tableau 18). Le renouvellement de ce milieu est effectué par un 

système d’aspiration, qui permet aussi de maintenir un niveau de liquide constant dans la 

boîte de culture. 

 Effet du produit pharmacologique Application 

fipronil insecticide ciblant les GABARs 

PMA 

PDBu 

phorbol esters, activateurs des PKCs 

classiques et nouvelles 

Gö6983 

chélérythrine 
inhibiteurs de PKCs 

via la solution extracellulaire 

KN-62 inhibiteur de la CaMKII via la solution intracellulaire 

Tableau 18. Outils pharmacologiques utilisés lors de l’étude des GABARs des neurones DUM de 
P. americana. 

Le neurotransmetteur GABA (100 µM) est appliqué grâce à une pipette 

d’éjection reliée à un système d’éjection pneumatique (Miniframe model PPS-2, Medical 

system, Greenvale, New-York, Etats-Unis), lui-même relié à une arrivée d’azote. Ce système 

présente l’avantage d’appliquer le GABA par pressions brèves, limitant ainsi la 

désensibilisation des récepteurs. Les pipettes d'éjection sont étirées à partir de capillaires en 

verre borosilicaté (GC 150T-10, Harvard Apparatus, Edenbridge, GB), et leur résistance est 

approximativement de 2 MΩ. Le volume de solution de GABA appliqué est déterminé par 

réglage de la pression d’éjection (15 psig, ce qui équivaut à 1,05 kg.cm-2) et du temps 

d’éjection (100 ms). 

Les constructions de courbes ainsi que les analyses statistiques ont été 

effectuées à l’aide du logiciel Graph Prism 4 (GraphPad Software Inc., San Diego, Etats-

Unis). 
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C  Sous-unité RDL  de Periplaneta americana : identification 
et recherche de sites potentiels de phosphorylation 

L’étude électrophysiologique des GABARs des neurones DUM de                  

P. americana montre que leur fonctionnement est régulé par phosphorylation (Alix et coll., 

2002). Il est possible que l'action des kinases s'exerce sur des protéines accessoires ayant pour 

fonction de réguler les récepteurs, mais une phosphorylation directe des sous-unités des 

récepteurs est également envisageable. En effet, les sous-unités RDL de différentes espèces 

d’insectes (D. melanogaster, M. domestica, C. capitata, A. mellifera, B. germanica) 

présentent des sites potentiels de phosphorylation, notamment dans la boucle intracellulaire 

M3-M41. La présence de la sous-unité RDL dans les neurones DUM de P. americana a été 

recherchée, en vue de la détection de sites potentiels de phosphorylation. La détection 

concomitante des transcrits de cette sous-unité dans le milieu de culture et dans le cytoplasme 

des neurones DUM n’a pas permis d’attester indiscutablement de l’expression exclusive de 

cette sous-unité GABAergique dans les neurones DUM. Suite à une tentative infructueuse 

d’éliminer les acides nucléiques présents dans le milieu de culture, l’expression de cette sous-

unité a été recherchée dans le dernier ganglion abdominal, siège des neurones DUM.  

La démarche expérimentale pour atteindre ces objectifs est la suivante : 

 � clonage de la sous-unité RDL à partir de chaînes nerveuses de P. americana 

(ganglions thoraciques et abdominaux), dans le but de concevoir des amorces spécifiques en 

vue de cibler la sous-unité RDL des neurones DUM de la blatte américaine, 

� obtention des séquences spécifiques de l’ARNm de la sous-unité RDL à partir des 

DGAs contenant les neurones DUM de P. americana, 

                                                 

1 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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� recherche de sites potentiels de phosphorylation dans ces séquences. 

C.1   Identification d’une séquence partielle du transcrit de la 

sous-unité RDL de Periplaneta americana à partir de chaînes 

nerveuses 

Le premier objectif est d’amplifier la séquence du transcrit de la sous-unité 

RDL à l’aide d’amorces dégénérées, à partir d’ADNc issus d’ARN totaux de chaînes 

nerveuses de la blatte américaine.  

C.1.a   Extraction des ARN totaux et transcription inverse 

1)   Extraction des ARN totaux à partir de tissus nerveux de blatte 

La tête, les pattes et les ailes ainsi que la cuticule dorsale, les viscères et les 

glandes génitales sont d'abord retirés. En présence de solution LPC1 (cf. composition tableau 

16, p.95) pour humidifier la préparation, les chaînes nerveuses (c’est-à-dire les trois ganglions 

thoraciques ainsi que les six ganglions abdominaux) sont prélevés après section des connectifs 

et ramifications nerveuses, puis sont placées dans de l’azote liquide, en vue d’être broyées. 

Quatorze chaînes nerveuses, correspondant à 123 mg, sont ainsi conservées dans de l’azote 

liquide dans l’attente de l’extraction des ARN totaux. Cette étape, réalisée à l’aide de Trizol® 

(Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis) (figure 20), a permis d’obtenir 2,75 µg d’ARN totaux, soit 

22 ng/mg de chaîne nerveuse. La pureté de ces acides nucléiques est évaluée par 

spectrophotométrie UV (ND-1000, NanoDrop Technologies, Wilmington, USA) en faisant 

varier la longueur d’onde de 220 à 350 nm. Le rapport des densités optiques (DO) mesurées à 

260 et 280 nm (1,88) indique une faible contamination protéique, tandis que le rapport 

DO260nm/DO230nm (proche de 2) reflète une faible contamination par des résidus 

organiques (phénol et autres composés aromatiques).  
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Figure 20. Protocole d’extraction des ARN totaux à partir de chaînes nerveuses de Periplaneta 
americana, à l’aide du Trizol®. 
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2)   Transcription inverse 

Afin de ne cibler que les ARNm, les oligonucléotides utilisés au cours de la 

transcription inverse sont des oligo(dT)20, qui s’hybrident spécifiquement à la queue poly-A, 

caractéristique des ARNm. La réaction se déroule pendant une heure à 50°C en présence 

d’une transcriptase inverse, la "SuperscriptTM III"  (200 UI/µl) (Europrim, Invitrogen, 

Carlsbad, Etats-Unis), du tampon de réaction "First-Strand" fourni avec l’enzyme, et 

comprenant du MgCl2 (10 mM) et des dNTPs (4 mM), et d’un inhibiteur de RNases ("RNase 

Out®" (40 UI/µl) ; Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis). La réaction est inactivée en portant la 

température à 85°C pendant 5 minutes et l’élimination des ARN appariés à l’ADNc est 

réalisée par la RNase H®  (2 UI/µl) (Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis) pendant 20 minutes à 

37°C. La pureté et la concentration des ADNc sont évaluées de la même manière qu’en 

C.1.a.1. 

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

Les ADNc obtenus sont soumis à deux PCR successives, impliquant des 

amorces dégénérées (tableau 19). Ces dernières sont conçues au niveau des zones les plus 

conservées parmi les séquences protéiques des transcrits de RDL de différentes espèces      

(D. melanogaster (n° accession NP523991), H. virescens (n° accession CAB41615),             

A. mellifera (n° accession XP001120292), L. striatellus (n° accession BAF31884),                

P. xylostella (n° accession ABN13426) et B. germanica (n° accession S76561)). Dans un 

premier temps, la zone conservée comprise entre les domaines N-terminal et 

transmembranaire 3 (fragment "A") a été ciblée, afin d’identifier la sous-unité RDL chez      

P. americana. Dans un second temps, la boucle transmembranaire M3-M4 (fragment "B"), 

peu conservée et où se situent les sites potentiels de phosphorylation, a été amplifiée (figure 

21). 
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 Séquence (5’����3’) Acides aminés 
correspondants 

AS1 GGNGAYGTNAAYATHTCNGC GDVNISA 
AS2=BS1 GAGTAAGRCCNAAYTAYGGWGG RVRPNYGG 

AR1 GGCNAARMGRATHCARATG MAKRIQM 
BS2 GGNGTNGARACNYTNWSNGT GVETLSV 
BR1 CTVATGTACTGGATCATHTABCT LMYWIIYL 

RDL 

BR2 TACTCYCGYATCGTKTTYCC YSRIVFP 

Tableau 19. Séquences nucléotidiques des amorces utilisées pour l’amplification de l’ADNc de 
RDL dans la chaîne nerveuse de P. americana. Pour les séquences des amorces dégénérées, "R" = G 
ou A, "K"= G ou T, "S" = G ou C, "W" = A ou T, "M " = A ou C, "Y" = T ou C, "H" = A ou T ou C, 
"B" = G ou T ou C, "V" = G ou A ou C et "N" = G ou A ou T ou C. 

 

Les zones d’intérêt sont amplifiées par deux PCR successives. Le principe 

consiste en la réalisation d’une première PCR (PCR1), dont le produit est utilisé comme 

matrice pour une seconde PCR (PCR2), appelée PCR nichée ou emboîtée. Les amorces 

utilisées pour la PCR2 sont internes à celles utilisées lors de la PCR1, afin d’accroître la 

spécificité de la réaction (figure 21). Les compositions des milieux réactionnels des PCR sont 

présentées dans le tableau 20.  

 

 

Figure 21. Emplacements relatifs des amorces utilisées pour l’amplification des zones plus 
conservées (fragment "A") et moins conservées (fragment "B") de l’ADNc de la sous-unité RDL 
dans la chaîne nerveuse.  
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 Concentration finale Volume (µl) 

Amplification de la zone conservée (partie N-terminale à domaine M3) (fragment "A") 

PCR1 (ADNc) - 2 

Matrice PCR2 (produit de la 

PCR1, dilué au 1/10e) 
- 2 

PCR1 (AS1/AR1) 
Amorces 

PCR2 (AS2/AR1) 
5 µM / amorce 1 / couple d’amorces 

Tampon de l’enzyme EuroTaq®   

[(NH4)2SO4 (160 mM), Tris/HCl (670 

mM) pH 8,8, 0,1% Tween-20] 

- 2 

MgCl2 (37,5 mM) 1,5 mM 0,8 

dNTPs (10 mM) 0,2 mM 0,4 

EuroTaq® (5 UI/µl) 0,075 UI/µl 0,3 

H20 qsp 20 µl - 12,5 

Amplification de la zone comprenant la boucle M3-M4 (fragment "B") 

PCR1 (ADNc) - 1 

Matrice PCR2 (produit de la 

PCR1, dilué au 1/10e) 
- 1 

PCR1 (BS1/BR1) 
Amorces 

PCR2 (BS2/BR2) 
5 µM / amorce 1 / couple d’amorces 

Tampon de l’enzyme Platinum® KCl   

[(500 mM), Tris/HCl (200 mM) pH 8,4] 
- 2 

MgCl2 (50 mM) 1,5 mM 0,6 

dNTPs (10 mM) 0,2 mM 0,4 

Platinum® (5 UI/µl) 0,075 UI/µl 0,3 

H20 qsp 20 µl - 12,5 

Tableau 20. Constitution des milieux réactionnels des PCR pour l’amplification de l’ADNc de  la 
sous-unité RDL de la chaîne nerveuse de P.  americana. 

Les amplifications sont réalisées dans un thermocycleur Flexigene (Techne, 

Cambridge, UK). L’enzyme utilisée pour la polymérisation est soit l’EuroTaq® (5 U/µl) 

(ATGC, Marne-La-Vallée, France), dont le tampon de réaction est constitué des éléments 

suivants : (NH4)2SO4 (160 mM), Tris/HCl (670 mM) pH 8,8 et 0,1% Tween-20, soit la Taq 
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Platinum® (Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis), dont la composition du tampon de réaction est : 

KCl (500 mM), Tris/HCl (200 mM) pH 8,4.  

Les programmes de PCR utilisés sont les suivants : 

1 – Amplification de la zone comprise entre le domaine N-terminal et le domaine 

transmembranaire M3 (fragment "A"), à l’aide de l’enzyme EuroTaq® : 

PCR1 : 94°C, 2min ; 40 cycles (94°C, 30sec ; 50°C, 30sec ; 72°C, 30sec) ; 72°C, 5min.  

PCR2 : 94°C, 2min ; 40 cycles (94°C, 30sec ; 55°C, 30sec ; 72°C, 30sec) ; 72°C, 5min.  

2 – Amplification de la zone comprise entre les domaines transmembranaires M3 et M4 

(fragment "B"), à l’aide de l’enzyme Platinum® : 

PCR1 et PCR2 : 94°C, 2min ; 35 cycles (94°C, 30sec ; 50°C, 30sec ; 72°C, 1min et 30sec) ; 

72°C, 5min.  

  Une électrophorèse sur gel d’agarose (1 à 1,5%) permet de déterminer les 

amplicons de bonne taille. Les produits de PCR corrects sont ensuite purifiés à l’aide du kit 

"NucleoSpin® Extract II" (Macherey-Nagel Düren, Allemagne), selon les instructions du 

fournisseur. Les rendements obtenus suite à cette purification sont de 25 ng/µl pour 

l’amplification du fragment "A" et de 115 ng/µl pour l’amplification du fragment "B". 

C.1.c   Clonage 

Les produits de PCR purifiés sont sous-clonés dans les vecteur pCR4-TOPO® 

et PCR2.1-TOPO®, respectivement, selon les instructions fournies dans le kit "TOPO TA 

Cloning kit for Sequencing®" (Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis). Le principe est basé sur une 

topoisomérase, fixée de façon covalente au vecteur, qui permet la ligation du produit purifié et 

du plasmide.  

Suite à la topoisomérisation, les plasmides recombinés sont amplifiés par 

transformation  de  bactéries chimiocompétentes de type DH5α (Escherichia coli ; Invitrogen,  
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Carlsbad, Etats-Unis). Ces dernières sont étalées dans des boîtes de Petri contenant du milieu 

gélosé [agar 15 g/l, LB (Luria Broth (20 g/L), extraits de levure (10 g/l) et ampicilline (0,1 

mg/ml)], auquel sont ajoutés du X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galactopyranoside, 

20 mg/ml), un substrat de la β-galactosidase et de l’IPTG (isopropyl-beta-D-

thiogalactopyranoside, 100 mM), un analogue du lactose, qui permet la transcription du gène 

codant pour la β-galactosidase. La présence des inserts dans les vecteurs est vérifiée de deux 

manières.  

1) Coloration translucide due à l’absence d’expression de la β-galactosidase :  

Le site d’insertion du produit de PCR dans le vecteur se situe au milieu du gène codant pour 

la β-galactosidase, ce qui empêche son expression et donc la dégradation du produit X-gal en 

un produit bleu. Après incubation une nuit à 37°C, seules les colonies translucides (c’est-à-

dire celles n’ayant pas dégradé le X-gal, et contenant donc très probablement l’insert) sont 

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

 2) Taille du produit de PCR après amplification à l’aide d’amorces universelles situées 

sur le vecteur : 

Les amorces universelles M13F et M13R, situées de part et d’autre du site d’insertion du 

fragment à cloner, sont utilisées au cours d’une PCR de criblage des colonies translucides 

(94°C, 2min ; 25 cycles (94°C, 30sec ; 55°C, 30sec ; 72°C, 1min) ; 72°C, 5min). Seules les 

colonies possédant un insert de taille attendue, soit la taille du produit de PCR à laquelle 

s’ajoutent 190 pb provenant de la séquence du vecteur, sont remises en culture à 37°C, sous 

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

Après amplification des bactéries possédant l’insert, une minipréparation est 

réalisée à l’aide du kit "NucleoSpin® Plasmid" (Macherey-Nagel Düren, Allemagne), en 

suivant les consignes du fabriquant. Les échantillons obtenus sont séquencés par la société 

Millegen (Lille, France), après ultime vérification de la présence de l’insert par digestion par 

l’enzyme de restriction EcoRI. 
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C.1.d   Analyse des séquences 

Les séquences obtenues sont analysées à l’aide du logiciel BioEdit® (Hall, 

1999). La séquence de l’insert est "isolée" de celle du vecteur, et les séquences des différents 

clones sont alignées par la méthode "ClustalW" (Thompson, J. D. et coll., 1994). Cette étape 

permet d’une part de mettre en évidence les variations de séquences entre les différents clones 

et d’autre part de déterminer une séquence consensus. Celle-ci est ensuite comparée avec celle 

des banques de données à l’aide du programme BLAST ("Basic Local Alignment Search 

Tool")1, afin de déterminer le type de protéine codée par la séquence, et de construire un arbre 

phylogénétique, en appliquant le principe de parcimonie maximale (logiciel Phylip version 

3.66 (Felsenstein, 2001)). Les zones conservées des séquences consensus obtenues permettent 

de concevoir des amorces spécifiques, qui seront utilisées pour l’amplification de la sous-

unité RDL à l’échelle de la cellule, dans les neurones DUM de la blatte américaine. De plus, 

des sites potentiels de phosphorylation sont recherchés dans les fragments de séquences 

codant pour la boucle M3-M4, à l’aide du programme PPSP ("Prediction of PK-Specific 

Phosphorylation Site") (Xue et coll., 2006). 

C.2   Identification d’une séquence partielle du transcrit de la 

sous-unité RDL de P. americana à partir des neurones DUM et 

du dernier ganglion abdominal 

La technique d’amplification de l’ARN d’une protéine d’une cellule unique est 

utilisée chez l’insecte depuis 1995 (O'Dowd et coll., 1995) et son utilisation chez                   

P. americana est récente (Wicher et coll., 2006). Dans le cadre de cette thèse, nous avons 

                                                 

1 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 
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cherché à confirmer la présence de la sous-unité RDL dans les neurones DUM, en ciblant la 

zone conservée en amont de la boucle M3-M4. 

C.2.a   Prélèvement du cytoplasme 

Le prélèvement du cytoplasme s’effectue à partir de neurones DUM isolés et 

mis en culture comme décrit précédemment (B.1 p.93). Après incubation, les cellules sont 

étudiées par patch-clamp, dans le but de vérifier l’activité spontanée caractéristique de ces 

cellules, et de confirmer la présence de GABARs par applications de GABA et obtention de 

courants. Le microscope et le plan de travail sont stérilisés à l’aide d’alcool à 70° et de NaOH 

(0,1M), la manipulation étant réalisée avec des gants stériles afin d’éviter toute contamination 

par les RNases. La solution intrapipette, préparée dans des conditions RNase-free (c’est-à-dire 

en l'absence de RNases), présente la composition suivante (en mM) : Kaspartate (160), 

Kfluoride (10), NaCl (10), MgCl2 (1), CaCl2 (0,5), HEPES (10), EGTA (10) et ATP-Mg (1). 

Le pH est ajusté à 7,4 avec du KOH (1M). Suite à l’enregistrement des courants 

GABAergiques, une forte pression négative est appliquée, afin que le cytoplasme soit aspiré 

dans la pipette. Le contenu est alors immédiatement placé dans un tube BioPur®, exempt de 

RNases (Eppendord France, Le Pecq), contenant 1 µl de tampon Tris 200 mM (pH 8,5) 

(figure 22), puis est soumis, soit directement, soit après congélation à -80°C, à une 

transcription inverse. 
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Figure 22. Protocole d’identification de la sous-unité 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 à un traitement à la DNase I à 

37°C pendant 15 minutes, puis à 95°C pendant 5 minutes afin de dénaturer l’enzyme. S’ensuit 

une transcription inverse, dont le protocole est sensiblement identique à celui décrit en C.1.a.2 

(p.106), excepté pour le tampon de réaction de la transcriptase inverse. Ainsi, la réaction a 

lieu à 50°C pendant 50 minutes en présence de "SuperscriptTM III"  (200 UI/µl) (Europrim, 

Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis), d’un tampon de réaction comprenant du MgCl2 (10 mM) et 

des dNTPs (4 mM), et d’un inhibiteur de RNases ("RNase Out®" (40 UI/µl) ; Invitrogen, 

Carlsbad, Etats-Unis).  

C.2.c   PCR multiplexe et PCR emboîtée 

Les ADNc sont soumis à une PCR multiplexe suivie d’une PCR emboîtée. La 

PCR multiplexe a pour principe l’utilisation de plusieurs couples d’amorces au cours d’une 

même réaction. Dans le cas présent, les amorces spécifiques conçues à l’aide des séquences 

de l’ADNc de RDL des chaînes nerveuses sont utilisées (figure 23 et tableau 21). Elles ciblent 

les ADNc : 1) de la sous-unité RDL, 2) d’un gène ubiquitaire, l’actine, qui permet entre autres 

de confirmer l’absence de contamination par de l’ADN génomique, et 3) de la BTH (β-

tyramine hydroxylase), qui est spécifique des cellules octopaminergiques, et qui a été clonée 

au laboratoire par Q. Coquerel (master M1 2005-2006). Les produits de la PCR multiplexe 

sont utilisés comme matrice pour les PCR emboîtées (ou nichées), dont les amorces ne ciblent 

qu’un type d’ADNc. 
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Figure 23. Emplacement relatif des amorces utilisées pour l’amplification de la zone conservée 
comprise entre le domaine N-terminal et le segment transmembranaire M3 de l’ADNc de la 
sous-unité RDL dans les neurones DUM de la blatte américaine. 

  

 Séquence (5’����3’) 

CS1 CGTCGAGGTGGGAATCACC 

CS2 GGCAAAGAGGATCCAAATGC 

CR1 GGGAGTACTTGTCGATGTCG 
RDL 

CR2 CGTTGATGGTGTTCTCCAACG 

Act S1                 CTGACCCTTAAATACCCCATTG 
PCR1 

Act R1                  CACAATTTCTCGTTCGGCGTG 

Act S2                   CACGGTATCGTGACCAACTG 
Actine 

PCR2 
Act R1                GTAAAGCTGTAACCACGCTCAG 

BTH S1                 CAAGCATCACGTGGTGCAATAC 
PCR1 

BTH R1                 CATCTCTGATGTGTCGTGTGAAC 

BTH S1                 CAAGCATCACGTGGTGCAATAC 
BTH 

PCR2 
BTH R2                     TGAGTATGCCTTCCGTTGGC 

Tableau 21 . Séquences nucléotidiques des amorces utilisées pour l’amplification des ADNc de  
la sous-unité RDL dans les neurones DUM de P. americana. Les amorces utilisées pour 
l’amplification de l’ADNc de RDL sont CS1/CR1 pour la PCR multiplexe et CS2/CR1 pour la PCR 
emboîtée. "S" = sens et "R" = anti-sens. 

La composition des milieux réactionnels des PCR est présentée dans le tableau 

22.  
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 Concentration finale Volume (µl) 

PCR multiplexe 

Matrice - 
9,46 à 11 (selon la 

cellule) 

Amorces RDL (CS1/CR1), actine (S1/R1) 

et BTH (S1/R1) 
5 µM / amorce 3 / couple d’amorces 

Tampon de l’enzyme KOD HiFi®         

[Tris-HCl (1.2M), KCl (100 mM),        

(NH 4)2SO4 (60 mM), 1% Triton X-100, 

0.01% BSA, pH 8.0] 

- 10 

MgSO4 (25 mM) 0,8 mM 3,2 

dNTPs (10 mM) 0,2 mM 2 

KOD HiFi® (1 UI/µl) 0,02 UI/µl 2 

H20 qsp 100 µl - 44,8 

PCR emboîtée 

Matrice = produit de la PCR multiplexe 

dilué au 1/10e 
- 3 

Amorces RDL (CS2/CR2) ou actine 

(S2/R2) ou BTH (S1/R2) 
5 µM / amorce 1 / amorce 

Tampon de l’enzyme EuroTaq®    

[(NH4)2SO4 (160 mM), Tris/HCl (670 

mM) pH 8,8, 0,1% Tween-20] 

- 2 

MgCl2 (37,5 mM) 1,5 mM 0,8 

dNTPs (10 mM) 0,2 mM 0,4 

EuroTaq® (5 UI/µl) 1,5 UI/µl 0,3 

H20 qsp 20 µl - 12,5 

Tableau 22. Constitution des milieux réactionnels des PCR pour l’amplification de l’ADNc de  la 
sous-unité RDL des neurones DUM. 

La PCR multiplexe est réalisée à l’aide de l’ADN polymérase de haute fidélité 

KOD HiFi® (1 U/µl) (Novagen, EMD Biosciences, Darmstadt, Allemagne). Le programme de 

PCR est comme suit :  
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PCR multiplexe : 94°C, 2 minutes ; 40 cycles (94°C, 30 secondes ; 60°C, 30 secondes ; 72°C, 

30 secondes) ; 72°C, 5 minutes. 

  Le programme pour la PCR emboîtée, réalisée à l’aide de l’enzyme EuroTaq® 

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

PCR emboîtée : 94°C, 2 minutes ; 40 cycles (94°C, 30 secondes ; 60°C (actine ou BTH) ou 

64°C (RDL), 30 secondes ; 72°C, 30 secondes) ; 72°C, 5 minutes.  

Déterminée par électrophorèse sur gel d’agarose, la taille des amplicons 

obtenus à partir du cytoplasme de neurones DUM correspondait à celle attendue. Cependant, 

des amplicons supplémentaires de même taille ont également été détectés dans le milieu de 

culture de ces neurones, utilisé en tant que contrôle négatif. La tentative d’élimination des 

acides ribonucléiques dans le milieu de culture par un traitement à la RNAse A (5 mg/mL, 

Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis) pendant 30 min à 29°C n’a pas été fructueuse car des 

amplicons de la taille attendue ont été de nouveau détectés dans les milieux de culture et dans 

le cytoplasme des neurones DUM. Ces données ne permettant pas d’attester de la présence 

exclusive des transcrits de la sous-unité RDL dans les neurones DUM, les transcrits ont été 

recherchés au sein des DGAs. 

C.2.d   Identification des transcrits de la sous-unité RDL dans le 

dernier ganglion abdominal 

Onze derniers ganglions abdominaux ont été prélevés puis congelés dans 

l’azote liquide en vue de l’extraction des ARN totaux via le kit Nucleospin RNA XS® 

(Macherey Nagel, Düren, Allemagne). Ces derniers (0,5µg) ont ensuite été soumis à une 

transcription inverse en présence de Superscript III® et d’oligod(T)20 suivant le protocole 

indiqué au paragraphe C.2.b (First strand synthesis super mix®, Invitrogen, Carlsbad, Etats-

Unis). L’amplification des transcrits de la sous-unité RDL à partir de ces ADN 

complémentaires a été réalisée par PCR en présence de polymérase GoTaq (Promega®, 
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Madison, Etats-Unis), de son tampon ainsi que des amorces spécifiques CS2 et CR2 selon le 

protocole suivant : 94°C, 2min, 40 cycles (30s at 94°C; 30s at 60°C; 30s at 72°C), 72°C, 5 

min. Les amplicons à la taille attendue sont découpés et purifiés à l’aide du kit "NucleoSpin® 

Extract II" (Macherey-Nagel Düren, Allemagne). Le rendement obtenu après purification est 

de l’ordre de 60 ng/µl.  

C.2.e   Clonage et analyse des séquences 

Les inserts obtenus sont ensuite ligués au vecteur pCR2.1-TOPO®, inclus dans 

le kit "TOPO TA Cloning®" (Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis), en suivant les consignes du 

fabriquant. Les plasmides sont soumis à une amplification bactérienne (cellules 

chimiocompétentes DH5α), et sont extraits suivant les mêmes protocoles que ceux décrits 

dans le paragraphe C.1.c (p.109). Après séquençage par la société Millegen (Lille, France), les 

séquences obtenues sont analysées suivant la démarche indiquée dans le paragraphe C.1.d 

(p.111).  
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Chapitre I.   Rôle de l’édition de l’ARNm dans 
la modulation de la sensibilité des GABARs au 
fipronil 

A  Présentation 

Quatre acides aminés de la sous-unité RDL peuvent être édités, conduisant aux 

substitutions suivantes : R122�G, I283�V, N294�D et M360�V (Hoopengardner et coll., 2003). 

La substitution R122�G se trouve dans la partie N-terminale, au niveau de l’exon 4. Du fait de 

sa localisation entre deux boucles (D et A) potentiellement impliquées dans la liaison du 

GABA, il est possible que cette édition puisse avoir un impact sur la sensibilité des récepteurs 

RDL aux agonistes. En effet, l’arginine est un acide aminé de taille importante (174,2 g/mol), 

et est le résidu le plus basique, de par son groupement guanidium. La glycine, résidu neutre, 

est à l’inverse l’acide aminé le plus petit (75,07 g/mol) et le plus simple. L’hypothèse d’une 

modification de la liaison du GABA semble donc envisageable. 

En outre, dans une lignée de Drosophila simulans sélectionnée par du fipronil 

pendant 42 générations (Eyguières 42), la sous-unité RDL montre trois changements par 

rapport à la sous-unité de type sauvage : une double-mutation A301�G/T350�M (toujours 

observée) et l’édition R122�G (retrouvée chez la plupart des clones séquencés) (Le Goff, 

2001). Cependant cette édition a aussi été détectée dans une lignée de Drosophila simulans 

(Gotheron) sensible au fipronil, ce qui semble indiquer qu’elle ne joue pas de rôle dans la 

résistance à cet insecticide, du moins lorsqu’elle apparaît de façon isolée. Par contre, il n’est 

pas à exclure que son association avec la double mutation A301�G/T350�M puisse renforcer la 

résistance au fipronil. C’est pourquoi l’étude des effets de cette association a été entreprise.  
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B   Résultats obtenus 

Les résultats ont été présentés sous forme de poster lors d’un colloque (résumé 

1, cf. Annexe), et ont été publiés (publication 1). 

 

 

Publication 1 

 

RNA editing regulates insect GABA receptor function and insecticide 

sensitivity 

Zeineb Es-Salah, Bruno Lapied, Gaëlle Le Goff, Alain Hamon 

Neuroreport 19(9): 939-43. 
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Les résultats concernant les effets de l’édition R122�G n’ont pas été présentés 

en totalité. Certaines illustrations non incluses dans la publication, mais aussi quelques 

résultats complémentaires sont présentés dans les figures 24 à 30. 

Illustrations complémentaires 

Les tracés de la figure 24 montrent que la substitution R122�G entraîne une 

réduction de la sensibilité au GABA, que cette substitution apparaisse dans des sous-unités 

RDL de type sauvage ou dans des sous-unités présentant la double-mutation A301�G/T350�M.  

 

Figure 24. Exemples représentatifs de courants GABAergiques utilisés pour la construction des 
courbes dose-réponse du GABA. Le GABA est appliqué jusqu’à ce que l’amplitude maximale du 
courant soit atteinte puis est rincé. Les chiffres 1 à 7 représentent les concentrations en GABA 
utilisées. 1 : 3.10-6M ; 2 : 1.10-5M ; 3 : 3.10-5M ; 4 : 1.10-4M ; 5 : 3.10-4M ; 6 : 1.10-3M ; 7 : 3.10-3M. 
Les courbes dose-réponse du GABA obtenues sont présentées dans la publication 1, figure 2. "DM" : 
double mutant A301�G/T350�M 
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Il est à noter (tracés de gauche) que les récepteurs formés de sous-unités 

doublement mutées présentent pratiquement la même sensibilité au GABA que les récepteurs 

sauvages, comme cela avait été observé précédemment (Le Goff et coll., 2005), indiquant que 

les mutations A301�G et T350�M n’ont pas d’impact sur la sensibilité au GABA lorsqu'elles 

sont combinées. La diminution de sensibilité au GABA observée pour les récepteurs 

A301�G/T350�M/R122�G est donc imputable uniquement à la substitution R122�G. 

La publication 1 présente une partie des données obtenues sur les effets du 

fipronil sur les différents types de récepteurs RDL exprimés. Afin de compléter ces résultats, 

la figure 25 montre des tracés représentatifs de l’effet du fipronil sur le courant GABA, et les 

figures 26 à 29 présentent les courbes d’inhibition pour 15 minutes d’application du fipronil, 

et après rinçage de l’insecticide avec du liquide physiologique pendant 15 minutes, en 

fonction du type de sous-unité RDL exprimée. 

Il est à noter (figure 25) que les effets de l’insecticide sont plus marqués après 

la deuxième application de GABA (comparer les effets après 15 et 30 minutes d’application), 

en accord avec une facilitation des effets du fipronil par la répétition des applications de 

GABA (phénomène de "use-dependence"). La comparaison des courants montre aussi que 

l’effet du fipronil est irréversible pour les récepteurs formés de la sous-unité RDL sauvage, 

avec ou sans la modification R122�G. A l’inverse, cet effet est réversible dans le cas des 

récepteurs présentant la double-mutation A301�G/T350�M. En effet, le courant récupère 

partiellement après rinçage, ce qui traduit une diminution de la liaison du fipronil aux 

récepteurs. De plus, suite au rinçage, le courant tend à augmenter pendant l'application de 

GABA, comme cela a déjà été observé précédemment (Le Goff et coll., 2005), ce qui suggère 

que le GABA facilite la libération du fipronil de son site de liaison. 
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Figure 25 . Courants GABAergiques illustrant les effets du fipronil à 15 et 30 minutes 
d’application, et après rinçage pendant 15 minutes par du liquide physiologique, selon la nature 
de la sous-unité exprimée (WT ou WT+R122G ou DM ou DM+R122G). La barre horizontale 
représente l’application du GABA (CE30). Les concentrations de fipronil utilisées sont de 10nM pour 
les tracés du haut et de 100nM pour ceux du bas. "DM" : double mutant A301�G/T350�M. 
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Le tableau 2 de la publication 1 présente les valeurs de CI50 obtenues pour des 

applications de fipronil d’une durée de 15 et 30 minutes et la figure 3, les courbes d’inhibition 

pour 30 minutes d’application de fipronil. Les figures 26 à 29 présentent les courbes dose-

réponse du fipronil pour des applications de 15 minutes et celles obtenues après un rinçage 

par du SOS pendant 15 minutes. Pour rappel, les courants GABAergiques ont été mesurés en 

deux points : 1) à l’amplitude maximale obtenue peu après l’application de l’agoniste 

("courant au pic"), et 2) après quatre minutes d’application du GABA ("courant tardif"). 

La comparaison des CI50 des figures 26A et 26B et des figures 28A et 28B 

montre que les GABARs sont moins sensibles au fipronil pour le courant au pic que pour le 

courant tardif, après 15 minutes d’application. Ces données confirment que la fixation du 

GABA facilite l’effet de l’insecticide. De plus, quelle que soit la composition des GABARs, 

un décalage des courbes d'inhibition vers la droite est observé en présence de la modification 

R122�G. Ce décalage est très faible pour les courants au pic à 15 min et est plus important 

après quatre minutes d’application du GABA, probablement parce que le récepteur est plus 

désensibilisé. Cela est en accord avec les observations selon lesquelles la désensibilisation 

facilite l’effet des antagonistes sur les GABARs (cf. paragraphe "Introduction 

bibliographique" E.1, p.54). Comme indiqué dans la publication 1, l'effet de l'édition R122�G 

sur les CI50 pourrait être expliqué par le fait que cette édition diminue la "puissance" du 

GABA. Par conséquent, le pourcentage de récepteurs ayant lié le ligand est réduit pour une 

concentration donnée de GABA, ce qui se répercute négativement sur la liaison du fipronil. 
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Figure 26. Courbes d’inhibition du fipronil (appliq ué 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 présentant la substitution R122����G. Les CI50 sont 
indiquées entre parenthèses. La concentration de GABA utilisée correspond à la CE30 (valeur obtenue 
d’après les courbes dose-réponse du GABA).   

 

 

Figure 27. Courbes d’inhibition du fipronil après rinçage pendant 15 minutes avec du SOS 
(récepteurs RDL sauvages ou WT+R122����G). A : Courant mesuré au pic. B : courant tardif. Les CI50 
sont indiquées entre parenthèses. La concentration de GABA utilisée correspond à la CE30. 

 



Résultats 
__________________________________________________________________________________________ 

 133 

 

Figure 28. Courbes d’inhibition du fipronil (appliq ué pendant 15 minutes) dans le cas des 
récepteurs RDL double-mutants (A301����G/T350����M) ou A301����G/T350����M/R122����G. A : Courant 
mesuré au pic. B : courant tardif (après 4 minutes d’application de GABA). Les CI50 sont indiquées 
entre parenthèses. La concentration de GABA utilisée correspond à de la CE30. 

 

 

Figure 29. Courbes d’inhibition du fipronil après rinçage pendant 15 minutes avec du SOS 
(récepteurs double-mutants A301����G/T350����M ou A301����G/T350����M/R122����G). A : Courant mesuré au 
pic. B : courant tardif. Les CI50 sont indiquées entre parenthèses. La concentration de GABA utilisée 
correspond à de la CE30. 
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Résultats complémentaires 

Conformément aux résultats obtenus dans la littérature pour les antagonistes 

des GABARs, le fipronil accélère clairement la désensibilisation, quelle que soit la sous-unité 

testée. Le tableau 23 compare la désensibilisation des récepteurs RDL avant et après 

application de fipronil pendant quinze minutes. 

 

Tableau 23. Comparaison de la désensibilisation des récepteurs dans les conditions contrôles et 
après 15 minutes d’application de fipronil (CI50). Le principe du calcul des pourcentages de 
désensibilisation est indiqué sur le tracé de gauche.  

 

La désensibilisation est accélérée suite à l’application de fipronil (15 minutes 

de traitement), et semble moins accentuée dans les conditions contrôles en présence de 

l’édition R122�G. Cependant, ces résultats sont difficilement interprétables car, dans les 

conditions contrôles, la désensibilisation augmente avec l’amplitude des courants, c'est-à-dire 

avec le niveau d’expression des récepteurs dans les ovocytes. Il apparaît en effet que les 

pourcentages de désensibilisation sont très hétérogènes selon l’amplitude du courant 

GABAergique (figure 30). Par conséquent, l’influence de l’édition R122�G sur la 

désensibilisation n’a pu être prise en considération pour la publication 1. 
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Figure 30. Comparaison des degrés de désensibilisation des récepteurs en conditions contrôles. 
Le principe du calcul du pourcentage de désensibilisation est le même que pour le tableau 23.  Pour 
chaque isoforme de récepteur RDL, 4 barres représentent les amplitudes de IGABA comprises entre (de 
gauche à droite) 0-200, 200-500, 500-1000 et 1000-1500 nA, respectivement (pas d’amplitude 
supérieure à 1000 nA pour DM + R122G). Les tests statistiques ont été effectués à l'aide du test One-
way ANOVA. 

C  Discussion des résultats 

Le fait que la substitution R122�G, obtenue par mutagénèse dirigée de RDL, 

entraîne une réduction de la sensibilité non seulement au GABA, mais aussi au fipronil, 

montre que l’édition n’est pas sans conséquences fonctionnelles dans les GABARs 

d’invertébrés.  

Cette modulation de la pharmacologie des GABARs par un mécanisme 

d’édition n’avait jamais été mise en évidence jusqu’alors, pas même pour les GABARs de 

vertébrés. Les sites d'édition de ces récepteurs, localisés sur la sous-unité α3, n'ont en effet été 
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découverts que très récemment (Ohlson et coll., 2007). Une publication récente montre que 

l’édition de la sous-unité α3 augmente au cours du développement embryonnaire et postnatal 

chez la souris, mais aussi qu’elle est tissu-spécifique (Rula et coll., 2008). Les données 

électrophysiologiques obtenues à partir de récepteurs α3β3γ2L recombinants indiquent que 

l'édition de la sous-unité α3 entraîne une diminution significative de l'amplitude des courants 

générés par ces récepteurs. De plus, l’activation du courant est plus lente et la déactivation 

plus rapide que pour les récepteurs sans sous-unité éditée. Les auteurs imputent cela à la 

position du site d’édition (boucle M2-M3), qui a une rôle dans le contrôle de l’ouverture du 

canal (Rula et coll., 2008). 

La recherche des conséquences fonctionnelles de l’édition de l’ARNm des 

GABARs de vertébrés et d’invertébrés constitue un champ d'investigation très large, et permet 

une nouvelle approche dans la compréhension du fonctionnement de ces récepteurs. Dans le 

cas des récepteurs RDL, les éditions qui n'ont pas été abordées au cours de cette étude peuvent 

aussi avoir une influence fonctionnelle, de par leur localisation structurale. L’édition I283�V 

se trouve dans le domaine M1, et il a été vu plus haut (p.55) que tous les domaines 

transmembranaires participent potentiellement à la fixation des antagonistes (Law et 

Lightstone, 2008). N294�D se trouve dans la boucle intracellulaire M1�M2. Un alignement de 

la sous-unité β3 avec RDL montre une aspartate là où se trouve l’asparagine pour RDL. Or, il 

a été montré que ce résidu fait partie d’un groupe de cinq acides aminés impliqués dans la 

sélectivité aux anions dans la sous-unité β3 (Jensen et coll., 2002). Pour finir, l’édition 

M360�V est localisée dans la boucle M3-M4, qui joue un rôle dans la régulation des 

récepteurs de vertébrés, leur pharmacologie, ainsi que leurs interactions avec le cytosquelette 

(Olsen et Tobin, 1990 ; Moss et Smart, 2001).  
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Chapitre II.   Rôle de la phosphorylation dans 
la modulation de la sensibilité des GABARs au 
fipronil 

A  Présentation 

La phosphorylation joue un rôle essentiel dans la modulation de l'activité des 

récepteurs membranaires. Plusieurs enzymes appartenant à la famille des sérine-thréonine 

kinases, comme la PKC, la CaMKII et la PKA, ont ainsi été reconnues comme ayant une 

influence sur le fonctionnement et la pharmacologie des GABARs de vertébrés. Dans le cas 

des GABARs d'insectes, par contre, les connaissances restent très limitées. Il a cependant été 

établi que la CaMKII exerce une régulation positive sur les récepteurs GABAergiques des 

neurones DUM de la blatte P. americana (Alix et coll., 2002). Ces neurones sont également 

dotés de deux types de PKC (conventionnelles et nouvelles) qui régulent un sous-type de 

nAChR (Courjaret et coll., 2003), mais dont l'effet sur les GABARs et leur pharmacologie n’a 

pas encore été déterminé. 

Les neurones DUM possédant des récepteurs GABAergiques sensibles au 

fipronil (Le Corronc et coll., 2002), ce modèle cellulaire a été utilisé pour tester :  

1) la régulation des GABARs d’insectes par la PKC,  

2) les effets de la phosphorylation sur l’efficacité du fipronil,  

3) la présence de la sous-unité RDL en vue de rechercher des sites potentiels de 

phosphorylation par la PKC.  

De plus, nous avons également entrepris d'étudier les effets de la PKC sur des 

récepteurs RDL de drosophile exprimés dans des ovocytes de xénope.  
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B  Résultats obtenus 

Les résultats concernant la modulation de la sensibilité des GABARs au 

fipronil par des phénomènes d’édition et de phosphorylation ont été présentés sous forme de 

poster lors d’un congrès de la Fédération Européenne des NeuroSciences, et le résumé a été 

publié dans un volume de FENS abstracts (résumé 2, cf. Annexe). Les données concernant les 

mécanismes de régulation intracellulaire ont été présentés sous forme de poster lors du 

colloque de Neurobiologie des Invertébrés (Toulouse, titre : "Récepteurs GABAergiques 

ionotropes de neurones d'insecte : régulation intracellulaire et identification moléculaire d'une 

sous-unité", auteurs : ES-SALAH Z., DASSI C., HAMON A., TRICOIRE-LEIGNEL H.). Un 

article scientifique présentant les résultats concernant la modulation de la sensibilité des 

GABARs au fipronil par phosphorylation a été soumis pour publication (publication 2). 
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B.1   Publication 2 

 

 

Regulation of GABA receptor subtypes by protein kinase C alters fipronil 

insecticide effect in insect neurosecretory cells 

 

Zeineb Es-Salah, Hélène Tricoire-Leignel, Laurence Murillo, Valérie Itier, Bruno Lapied, 

Alain Hamon 

Soumis à Journal of Neurochemistry 

(Par souci pratique, les figures ne sont pas présentées à la fin de l’article, comme dans le cas 

du manuscript soumis, mais sont intégrées dans le texte.) 
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Abstract 

Phosphorylation by serine/threonine kinases has been described as a new mechanism for 

regulating the effects of insecticides on insect neuronal receptors and channels. While insect 

GABA receptors are commercially important targets for insecticides (e.g. fipronil), their 

modulation by kinases is poorly understood and the influence of phosphorylation on 

insecticide sensitivity is unknown. Using the whole-cell patch-clamp technique, we 

investigated the effects of PKC isozymes (PKC1 and PKC2) on two ionotropic GABA 

receptors (GABAR1 and GABAR2) in DUM neurons isolated from the terminal abdominal 

ganglion (TAG) of Periplaneta americana. Chloride currents through GABAR2 were 

completely abolished by 0.3µM PMA, whereas inhibition of GABAR1-induced currents 

required higher concentrations. Blocking PKC1 activity with Gö6983 showed that the 

potentiating effect of CaMKII on GABA-induced currents occurred via inhibition of PKC1 

basal activity. PCR cloning revealed potential PKC and CaMKII phosphorylation sites in the 

RDL GABAR subunit expressed in the TAG. GABAR1 and GABAR2 were differently 

sensitive to fipronil as demonstrated by the biphasic dose-response curve. The fipronil-

induced inhibition of GABAR2 was affected by cross-interaction between PKC1 and 

CaMKII, indicating that GABAR2 was more sensitive to fipronil than GABAR1. Our results 

show the key role of PKC in modulating fipronil sensitivity of neuronal GABARs. 

 

Keywords: GABA, PKC, CaMKII, fipronil, RDL, DUM neurons  

Running title: GABAR phosphorylation and sensitivity to fipronil 
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Introduction 

In insects, as in vertebrates, ionotropic GABA receptors (GABARs) mediate fast inhibitory 

transmission in the central nervous system. They are targeted by several important classes of 

insecticides, including cyclodienes (e.g. dieldrin) and phenylpyrazoles (e.g. fipronil). These 

compounds induce neuronal hyperexcitation and convulsions by reducing the flow of chloride 

ions through the receptor channel complex (Raymond-Delpech et al., 2005; Law and 

Lightstone, 2008). Unfortunately, their wide use has led to the development of resistance 

mechanisms in many pest species. In most field populations studied to date, 

cyclodiene/fipronil resistance is associated with a point substitution (A301S/G) in a GABAR 

subunit, named RDL (for resistance to dieldrin), that is widespread in the central nervous 

system of insects (ffrench-Constant et al., 2000). In addition, a recent study has revealed that 

sensitivity of insect GABARs to insecticides is altered by posttranscriptional modifications, 

such as RNA editing (Es-Salah et al., 2008).  

During the past decade, it has also been reported that the insecticide sensitivity of 

insect membrane receptors and ion channels is affected by phosphorylation and/or 

dephosphorylation processes (Courjaret and Lapied, 2001; Lapied et al., 2009). To date, 

however, the influence of kinases and phosphatases on the sensitivity of insect GABARs to 

cyclodienes or phenylpyrazoles has never been investigated, probably because little 

information is available about the functional regulation of these receptors by phosphorylation. 

Until now, it has only been shown that (i) PKA participates in the maintenance of GABAR 

function in cockroach unidentified neurons (Watson and Salgado, 2001) and (ii) calcium 

potentiates GABA-induced currents via an unidentified kinase pathway in the mushroom 

body Kenyon cells of the honey bee (Grünewald and Wersing, 2008). In addition, one of the 

two GABAR subtypes expressed in cockroach DUM neuron cell bodies (here referred as 

GABAR2) is also positively regulated by calcium entry through a channel incorporating a 

TRPγ protein (Wicher et al., 2006), which thereby activates a calmodulin-CaMKII pathway 

(Alix  et al., 2002).  
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Because it is not known if insect GABARs are affected by other members of the 

serine/threonine kinase family, such as PKC, we have investigated (i) the effects of PKC 

activation or inhibition on GABA-induced chloride currents in cockroach DUM neurons 

isolated from the terminal abdominal ganglion (TAG) and (ii) the influence of PKC 

phosphorylation on fipronil sensitivity. In addition, to determine whether the effects of 

kinases might involve a direct phosphorylation of GABAR subunits, we have assessed the 

presence of GABAR Rdl transcripts in the TAG and searched for potential phosphorylation 

sites in the amino-acid sequences deduced from these transcripts. 

Methods 

Cell isolation. DUM neuron cell bodies from the TAG of adult male cockroaches were 

prepared under sterile conditions, using enzymatic digestion and mechanical dissociation, as 

previously described (Lapied et al. 1989). Isolated cell bodies were maintained at 29°C for 24 

hours before experiments were carried out.  

Electrophysiology. GABA-induced chloride currents were recorded using the whole-cell 

patch-clamp technique, under voltage-clamp mode. Ionic currents were evoked by applying 

GABA through a glass micropipette connected to a pneumatic pressure ejection system (15 

psig, 100ms in duration, Miniframe Medical Systems Corporation, Greenvale, NY, USA). 

The tip of this pipette (resistance 2MΩ, when filled with GABA solution) was positioned 

within 50µm from the examined cell body. GABA-induced currents were recorded using an 

Axopatch 200B amplifier (Axon Instruments, Foster City, CA, USA) and filtered at 5 kHz. 

Data were stored on-line on the hard disk of a PC computer (sampling frequency: 10 kHz) 

connected to a 16-bit A/D converter (Digidata 1322A, Axon Instruments). The pClamp 

package (pClamp 8.0.2., Axon Instruments) was used for data acquisition and off-line 

analysis. Patch pipettes were pulled from borosilicate glass capillary tubes (GC 150T-10; 

Clark Electromedical Instruments, Harvard Apparatus, Edenbridge, UK) using a P-97 puller 

(Sutter instruments, Novato, CA, USA) and displayed resistances ranging from 1 to 1.2 MΩ 

when filled with internal solution (see composition below). The liquid junction potential 

between bath and internal pipette solution was always corrected before the formation of a 

gigaohm seal (> 2 GΩ). DUM neuron cell bodies were voltage-clamped at a holding potential 

of −50 mV (except when otherwise stated). Patch-clamp experiments were conducted at room 

temperature (20°C). 
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[ ] ]    Eq. 1 

Solutions and chemicals. The cells were continuously superfused by a gravity perfusion 

system with a chloride-isotonic solution containing (in mM): 167 NaCl, 33 D-gluconic acid, 

3.1 KCl, 4 MgCl2, 5 CaCl2 and 10 HEPES; pH was adjusted to 7.4 with NaOH. The internal 

pipette solution contained (in mM): 170 KCl, 1 MgCl2, 0.5 CaCl2, 15 pyruvic acid sodium 

salt, 10 EGTA, 20 HEPES and 10 phosphocreatine-di-Tris; pH was adjusted to 7.4 with KOH. 

All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich Chemicals (l’Isles d’Abeau Chenes, 

France). Pyruvic acid (sodium salt, Research organics Inc, Cleveland, USA) was used to 

prevent rundown of GABA currents. Fipronil (CIL Cluzeau, France) was first dissolved in 

dimethylsulphoxide (DMSO) at 10-2M and then diluted in bath solution to the final required 

concentration. Stock solutions containing the PKC activators (PMA, PDBu) and inhibitors 

(Gö6983, chelerythrine) were dissolved in the bath solution, just before use. The CaMKII 

inhibitor KN-62, first dissolved in DMSO, was finally diluted in internal pipette solution. 

Statistical analysis. When quantified, data were expressed as mean ± S.E.M, where n is the 

number of experiments. Differences between means were tested for statistical significance by 

Student’s t test. Curves were fitted using the software Prism 2 (GraphPad Software Inc., San 

Diego, USA). The equation used to fit the fipronil inhibition curve through the mean data 

points is shown below.  

Y = Bottom + (Top – Bottom)       +   

Statistical analysis was performed using unpaired t-test and differences were expressed as non 

significant (ns : p>0.05) or significant (*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001). 

Cloning of partial cDNA sequence encoding the GABA receptor RDL subunit. Total RNA 

(2.5µg) was isolated from ventral nerve cords of 14 adult cockroaches using Trizol® reagent 

(Invitrogen, Carlsbad, USA) and reverse-transcribed using the Superscript III TM First Strand 

Synthesis Supermix in the presence of 5µM oligodT20
® (Invitrogen, Carlsbad, USA). Four 

degenerated primers were designed in accordance with amino-acid sequence homologies 

between RDL sequences from six insect species (accession numbers indicated in brackets): 

Drosophila melanogaster (NP523991), Heliothis virescens (CAB41615), Apis mellifera 

(XP001120292), Laodelphax striatella (BAF31884), Plutella xylostella (ABN13426) and 

Blatella germanica (S76561). These primers, which amino-acid motifs are RVRPNYGG (5’-

gagtaagrccnaaytayggwgg-3’: DS1 primer), GVETLSV (5’-ggngtngaracnytnwsn-3’: DS2 

primer), LMYWIIYL (5’-agvtadatgatccagtacatbag-3’: DR1 primer) and YSRIVFP (5’-

Fraction_1 

1 + 10X-LogEC50_1 1 + 10X-LogEC50_2 

1 - Fraction_1 
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ggraamacgatrcgrgagta-3’: DR2 primer) were successively used in embedded PCRs (DS1-DR1 

/ DS2-DR2) in order to amplify the major part of the Rdl coding sequence, from the end of 

exon 3 to the beginning of exon 9 (4th transmembrane domain). Both PCRs were performed in 

the presence of Taq Platinum® polymerase (Invitrogen, Carlsbad, USA) during 35 cycles (30s 

at 94°C, 30s at 60°C, 30s at 72°C), preceded by 2min at 94°C and followed by 5min at 72°C. 

The PCR products were purified using Nucleospin® Extract II kit (Macherey Nagel, Düren, 

Germany) and cloned into the pCR2.1TOPO® plasmid (Invitrogen, Carlsbad, USA) for 

sequencing.  

Detection of the GABAR Rdl transcript in the terminal abdominal ganglion. Eleven TAGs, 

containing each 60-70 DUM neurons (Sinakevitch et al., 1994), were isolated to check the 

presence of the Rdl transcript. Briefly, total RNA (0.5µg) was extracted using the high 

efficiency total RNA extraction kit (Nucleospin RNA XS, Macherey Nagel, Düren, 

Germany), before being reverse transcribed as described above. Designed from the Rdl partial 

mRNA sequence identified as above, one pair of primers (Sense: 5’-ggcaaagaggatccaaatgc-3’; 

Reverse: 5’-cgttgatggtgttctccaacg-3’) was included in an amplification mixture containing 

GoTaq® DNA polymerase (Promega, Madison, USA). This PCR was performed during 40 

cycles (30s at 94°C; 30s at 60°C; 30s at 72°C), preceded by 2min at 94°C and followed by 

5min at 72°C, leading to DNA fragments of 200 and 260bp, which were cloned for 

sequencing. 

Sequence analysis. Identity of the sequences obtained from the ventral nerve cord and TAGs 

was checked using BLASTn program. Alignment of the protein sequences encoded by Rdl 

orthologues in four insect species was obtained using ClustalW, version 1.83 (Thompson et 

al., 1994) and visualized using Bioedit, version 7.0 (Hall, 1999). A phylogenetic analysis was 

performed under the maximum parsimony method with PHYLIP Package, version 3.66 

(Felsenstein, 2001). An equally-weighted maximum parsimony search was run with 1000 

random addition replicates (bootstrap). The Drosophila melanogaster nicotinic acetylcholine 

receptor α1 subunit was used as an outgroup. The best tree was visualized by Tree View, 

version 1.6.6 (Page, 1996). Putative phosphorylation sites on the RDL variants found in 

TAGs were checked using PPSP ("prediction of protein kinase-specific phosphorylation site") 

(Xue et al., 2006). 
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Results  

Pressure application of 100µM GABA onto the voltage-clamped DUM neuron cell body 

induced a transient inward current (IGABA) that reversed at +1.6mV, a value close to the 

calculated Nernstian equilibrium potential for chloride ions (-2.1mV; Fig.1a). The current-

voltage (I-V) relationship was linear between -70 and -30mV but deviated from this linearity 

for potentials above -30mV (Fig.1b). The best linear fit through the mean data points gave a 

slope conductance of 115.0±12.6 nS (n=11) and 57.4±7.5nS (n=11) between -70 and -30mV 

and -30 and 0mV respectively. As previously reported (Alix et al., 2002), the biphasic shape 

of the I-V curve reflected the presence of two distinct GABAR subtypes (here referred as 

GABAR1 and GABAR2) in DUM neuron somata.  

Effect of PKC activation on the inward chloride current mediated by GABARs.  

In DUM cells pretreated with 300nM PMA for 4h, IGABA amplitude was not significantly 

modified by PMA at a holding potential of -30mV, but was reduced by 38.8±4.6% at -70mV 

(control: n=10; PMA: n=5; p<0.05) (Fig.1c,d). In this conditions, the current-voltage 

relationship became linear between -70mV and 0mV, with a slope conductance of 49.8±3.7nS 

(n=5), a value which was close to the conductance determined between -30 mV and 0mV in 

control experiments (Fig.1d). This indicates that 300nM PMA did not affect the inward 

current through GABAR1 but fully blocked the current mediated by GABAR2. However, at 

higher concentrations (1µM in Fig.1d), PMA also reduced IGABA amplitude at potentials 

more positive than -30mV, thus demonstrating that GABAR1, like GABAR2, was affected by 

PMA, depending on the concentration used. 
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Figure 1. Effects of the PKC activator PMA on GABA-induced chloride current in DUM neuron cell 
bodies. (a) Representative whole cell current traces obtained at different steady-state holding 
potentials, in response to pressure ejection applications of 100µM GABA. (b) Current-voltage 
relationship of GABA-induced currents. The I-V curve displayed a biphasic aspect resulting from the 
activation of two GABAR subtypes in DUM neuron somata. The reversal potential (+1.6mV) was 
very close to the calculated Nernstian equilibrium potential for chloride ions (-2.1mV) with 
symmetrical chloride ion concentration inside and outside the cell. (c) Effect of PMA on GABA-
induced currents recorded at two holding potentials (-70mV and –30mV). Cells were incubated in the 
presence of 300nM PMA for 4 hours before experiments were carried out. (d) Superimposed voltage 
dependence of GABA-induced chloride currents in control (open squares; n=5) and in the presence of 
300nM PMA (filled circles; n=5) and 1µM PMA (filled triangles; n=5).Note that low concentration of 
PMA affected only one component of the biphasic I-V curve whereas the two components were 
reduced by higher concentration of PMA. Data are means + S.E.M. 

 

In addition, the time course of current inhibition by PKC was studied at a holding 

potential of -50mV (i.e. the physiological membrane potential of DUM neurons) by exposing 

the cells to GABA pulses every 2 min during continuous superfusion of 2µM PDBu, another 

PKC activator (Fig.2). IGABA amplitude was decreased by 90.7±3.8% (n=3, p<0.0001) after 

20min of treatment (Fig.2a) and full inhibition occurred within 20-30 min, thus confirming 

that both GABAR1- and GABAR2-induced currents were sensitive to PKC activators. It is 
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noteworthy that the blocking effect of PDBu was not observed after pre-incubation of the 

cells with the broad spectrum PKC inhibitor, Gö6983 (100nM) (not illustrated).  

To ascertain that the reduction of IGABA did not result from receptor internalization, as 

previously observed in mammalian neuronal preparations (Song and Messing, 2005), we 

measured membrane capacitance every 2min, in the presence and absence of 2µM PDBu. 

Figure 2b shows that PDBu did not induce any significant change in membrane capacitance 

during the time course of experiments (p>0.05), indicating that the total number of GABARs 

in the neuronal membrane was not reduced by endocytosis.    

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In order to evaluate a possible influence of PKC basal activity on GABA responses, 

IGABA was recorded every 2min at -50mV in the presence of 100nM Gö6983. Surprisingly, 

current amplitude gradually declined to a steady value that was 31±5.1% lower than before 

treatment (n=3, p<0.0001). This reduction was not significantly different (p>0.05) from that 

observed in the presence of 300nM PMA (33.6±7.8%, n=5) (Fig.3). This suggests that 

Gö6983, like 300nM PMA, selectively blocked GABAR2 activity. Similar effects were 

Figure 2. Effects of PDBu on GABA-induced chloride 
currents and membrane capacitance.  

(a) Time-course of PDBu-mediated inhibition of GABA-
induced chloride currents in control (open squares; n=21) 
and in the presence of 2µM PDBu (filled triangles; n=3). 
Bath-application of 2µM PDBu started at time 0 (vertical 
dotted line). Cell membrane was maintained at a holding 
potential of -50mV.  

(b) Membrane capacitance plotted versus time, in the 
presence (grey bars) or absence (black bars) of 2µM PDBu. 
Membrane capacitance was expressed as percentage of 
initial value. Data are means + S.E.M. and ns indicates that 
the difference is not significantly different (p>0.05). 

 



Résultats 
__________________________________________________________________________________________ 

 149 

obtained with the well-known PKC inhibitor, chelerythrine (not illustrated). These results 

indicate that PKC inhibition unmasked an additional intracellular pathway that negatively 

regulates GABAR2 currents. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Effects of PKC effectors on the GABA-induced chloride currents.  

(a) Typical example of steady-state recordings of the GABA-induced chloride currents obtained at a 
holding potential of -50mV in the presence of 300nM PMA (PKC activator) and 100nM Gö6983 
(PKC inhibitor).  

(b) Histogram summarizing the effect of Gö6983 (n=3) and PMA (n=5) on the GABA-induced 
chloride current amplitudes. Values are means + S.E.M. ns indicates that the difference is not 
significantly different (p>0.05) and *** indicates that the results are statistically different (p<0.001).  

 

Since GABAR2 activity is known to be both regulated by CaMKII (Alix  et al., 2002) 

and PKC (this study), the question arises as to whether the two kinase pathways operate 

independently or interact with each other. To address this issue, we compared the effects of 

blocking CaMKII with KN-62 and PKC with Gö6983, separately and in combination (Fig.4). 

As already indicated above, when CaMKII was not blocked, Gö6983 (100nM) reduced 

IGABA amplitude by 31±5.1%. By contrast, in the absence of PKC blocker, the intracellular 

application of KN-62 (10µM) through the patch pipette reduced the peak current amplitude by 

49.9±5.5% (n=3). These results underlined the key role of CaMKII in the maintenance of 

GABAR2 activity, as reported previously by Alix et al. (2002). Interestingly, when the cell 

bodies were pre-treated with Gö6983 (100nM), addition of KN-62 potentiated IGABA by 

56.0±6.8% (n=3). The fact that KN62 decreased IGABA while PKC was maintained active 

but increased the current when PKC was blocked indicated that CaMKII could regulate 

positively or negatively GABAR2 activity. These data also showed that the potentiating effect 

of CaMKII on IGABA occurred via an inhibition of the basal activity of PKC. 
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Identification of a partial cDNA sequence encoding the GABA receptor RDL subunit in 

Periplaneta americana nerve cord and its detection in TAG.  

The effects of PKC and CaMKII might occur either by direct phosphorylation of GABAR 

subunits or indirectly by phosphorylation of receptor-associated proteins. To substantiate the 

former hypothesis, we assessed the presence of Rdl transcripts in both nerve cord and TAG 

and searched for potential phosphorylation sites in the amino-acid sequences deduced from 

these transcripts. Two partial transcripts, named Pame-short (994-bp) and Pame-long (1051-

bp), were identified in the nerve cord (respective accession numbers in Genbank: FJ61245O 

and FJ612451). These transcripts encode two variants of the RDL subunit, as confirmed by 

BLAST search, multiple alignments (Fig.5a) and phylogenetic analyses (Fig.5b). The longer 

transcript share 76% identity with the Drosophila melanogaster Rdl orthologue, whereas 

sequence identity is 86%, 77% and 77% with the orthologous Blatella germanica, Apis 

mellifera and Laodelphax striatellus Rdl cDNA sequences, respectively. The shorter variant 

encodes a protein that lacked 19 amino-acids within the TM3-TM4 loop (Fig.5a). A length 

variation in the same region is also present in Drosophila melanogaster (Fig.5a,c). Sequence 

analysis of the Rdl gene and transcripts in Drosophila indicated that exon 8 in the longer 

variant corresponds to exons 8 and 9 in the shorter variant and that exon 8 truncation causes 

deletion of 63bp, without any frameshift (Fig.5c). Furthermore, Periplaneta americana 

displays the alternatively spliced exon 6d within the extracellular N-terminal domain, as in 

many other insect species (ffrench-Constant and Rocheleau, 1993; Le Goff et al., 2005; 

Figure 4. Comparative histogram illustrating the 
isolated and combined effects of KN-62 (CaMKII 
inhibitor) and Gö6983 (PKC inhibitor) on the 
amplitude of GABA-induced currents. KN-62 
(10µM) and Gö6983 (100nM) were applied via the 
internal solution and the external bath medium, 
respectively. Current potentiation by KN-62 (right 
bar) was obtained in cells pre-treated with 
Gö6983 for 30min. The cell membrane was 
maintained at a holding potential of -50mV. 
Data are means + S.E.M. (n=3) 
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Eguchi et al., 2006; Narusuye et al., 2007). The absence of the A301S/G mutation (ffrench-

Constant et al., 1993) in TM2 indicates that the two transcripts variants encode wild-type 

(fipronil-sensitive) RDL subunits. 

Using nested primers to amplify only the TM3-TM4 loop, both Rdl transcript variants 

were identified in the TAG, suggesting that the GABARs expressed on the cells present in 

this ganglion might incorporate the Pame-short- and/or the Pame-long RDL subunit. Putative 

phosphorylation sites for both PKC and CaMKII were found in the two variants at a well-

conserved residue of the TM3-TM4 loop (within the KAHSKGG motif). The 19-residue 

insertion of Pame-long displays another serine in the QTVSVAN motif, which lead to an 

additional potential phosphorylation site for PKC and CaMKII. 
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Figure 5. Partial cloning of Rdl transcripts in Periplaneta americana. (a) Protein sequence alignment 
of GABAR RDL subunits from Periplaneta americana (Pame-short, Pame-long: this study), 
Drosophila melanogaster (Dmel-ac: NP_729462; Dmel-bd: NP_523991), Blatella germanica (Bger-d: 
AAB33734), Apis mellifera (Amel-bd: ABG75734) and Laodelphax striatellus (Lstr-bd: BAF31884). 
Conserved amino-acids appear on grey back, while putative phosphorylation sites are highlighted by 
black shading. Black bars indicate the transmembrane domains TM3 and TM4. The boxed segment in 
the TM3-TM4 intracellular loop shows length variations between cDNA variants in Periplaneta 
americana and Drosophila melanogaster. (b) Phylogenetic analysis of RDL, GRD and LCCH3 
GABAR subunits, based on the amino-acid sequence of seven insect species, using maximum 
parsimony in 1000 replicates. Accession numbers: RDL (Dmel: NP_523991, Amel: ABG75734, Lstr: 
BAF31884, Sexi: ABQ45398, Tcas: ABU63595, Hvir: AAB62563, Pxyl: ABL86443), GRD (Dmel: 
Q24352, Amel: ABG75735, Tcas: ABU63597) and LCCH3 (Dmel: AAB270090, Amel: ABG75739, 
Tcas: ABU63598). Drosophila melanogaster α1 subunit of nicotinic acetylcholine receptor (Dmel α1 
nAChR) was used as an outgroup. Bootstrap values greater than 50% are shown. (c) Differential 
splicing mechanisms occurring in exon 8 of the long and short Rdl subunit transcripts in Drosophila 
melanogaster. 
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Effect of PKC on fipronil sensitivity of GABARs  

Isolated DUM neuron cell bodies were exposed to various concentrations of fipronil.  The 

mean relative amplitude of the residual current was plotted against the logarithm of the non-

cumulative concentration of fipronil (Fig.6a). The lowest fipronil concentration that elicited 

an unambiguous current inhibition was 10-10M. Total current inhibition required a 

concentration of 10-5M. Data were best fitted with a two-site competition curve (Eq.1), 

providing evidence that the two GABAR subtypes were differently sensitive to fipronil. 

Following blockade of GABAR2 activity by 100nM Gö6983, the current inhibition observed 

with 10-8M or 10-6M fipronil was significantly less pronounced than in the absence of PKC 

blocker (24.4±6.1% versus 41±2.6%, n=4, p<0.05, 62.8±3.8% versus 87.4±4%, n=4, p<0.01, 

respectively) (Fig.6b).  

 

 

 

 

 

 

Figure 6. Differential sensitivity of GABAR1 and GABAR2 subtypes to fipronil. (a) Biphasic dose-
response curve for the inhibitory effect of fipronil on GABA-induced chloride current amplitude. 
Fipronil was bath-applied for 10min and currents induced by pressure ejection applications of 100µM 
GABA were measured at a holding potential of -50mV. Peak current amplitude was normalized to the 
maximal current. The smooth curve corresponded to the best fit through the mean data point according 
to Equation 1 (see text for details). (b,c) Reduced inhibitory effect of fipronil on peak current 
amplitude following incubation of the cells with Gö6983 (100nM, 30min) or CdCl2 (1mM, 20min). 
Pre-treatment with these compounds blocked GABAR2-mediated current and fipronil was applied 
thereafter to examine its effect on GABAR1. Data are means + S.E.M (n = 4). 

 

Moreover, following blockade of Ca2+ entry by 1mM CdCl2 (in order to prevent 

GABAR2 activation at potentials more negative than –30mV), the inhibitory effect produced 

by 10-8M fipronil (22±5.1% versus 41±2.6% in control, n=4, p<0.05; Fig.6c) was very similar 

to that observed in the presence of Gö6983 (Fig.6b). Taken together, these data clearly show 
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that (i) GABAR1 is less sensitive to fipronil than GABAR2 and (ii) fipronil sensitivity is 

affected by intracellular signalling pathways involving calcium-dependent PKC and CaMKII. 

Discussion 

The effects of PKC activation or inhibition on ionotropic GABA receptor function have been 

extensively studied in mammalian neuronal preparations. These studies have shown that the 

actions of PKC are generally inhibitory, although potentiating effects have been observed in a 

few preparations (for review see Brandon et al., 2002; Song and Messing, 2005). The present 

study is the first demonstration that insect GABARs are negatively regulated by PKC 

isozymes and CaMKII. The potential phosphorylation sites identified in the two RDL variants 

of the TAG suggest that the functional effects of PKC and CaMKII might involve a direct 

phosphorylation of GABAR subunits. Furthermore, our study clearly shows that 

pharmacological manipulation of the PKC pathway alters the sensitivity of GABAR-directed 

insecticides in cockroach DUM neurons.  

PKC and CaMKII regulation of GABAR function in DUM neurons  

The strong reduction of the global GABA-induced current produced by PKC activation 

indicates that both GABAR1 and GABAR2 subtypes are negatively regulated by PKC, as 

illustrated in Fig.7. In insects as well as in vertebrates, three subclasses of PKC isozymes have 

been characterized: classical PKCs, which are dependent on both intracellular calcium and 

DAG, novel PKCs, insensitive to intracellular calcium and atypical PKCs known to be 

insensitive to both intracellular calcium and DAG (Shieh et al., 2002). Pharmacological 

experiments have previously provided evidence that cockroach DUM neurons express 

classical and novel PKCs, named PKC1 and PKC2 respectively (Courjaret et al., 2003). These 

PKCs differ from each other on the basis of their sensitivity to PMA, PKC1 being more 

sensitive to this phorbol ester than PKC2 (Courjaret et al., 2003). According to the results 

presented in Fig.1d, GABAR2 appears to be regulated by PKC1. Indeed, a low concentration 

of PMA is sufficient to completely block GABAR2-mediated chloride current, indicating that 

the PKC involved in the regulation is very sensitive to this phorbol ester. Moreover, 

GABAR2 is activated at potentials more negative than -30 mV, a potential range 

corresponding to the activation of TRPγ channels which generate calcium flux into the cells, 

resulting in the activation of the classical PKC1. By contrast, GABAR1, activated in a more 
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positive voltage range, seems to be regulated by PKC2, known to be relatively insensitive to 

PMA and calcium-independent (Courjaret et al., 2003) (Fig.7a).  

  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Proposed model for the regulation of GABAR1 and GABAR2 by three distinct kinases 
(PKC1, PKC2 and CaMKII) distinguished on the basis of their pharmacological profile (see 
Discussion for details). +, stimulatory pathway; – inhibitory pathway. 

 

According to our results, we propose a model in which GABAR1 and GABAR2 are 

differentially regulated by PKC isozymes and CaMKII (Fig.7). If the regulation of GABAR1 

seems to involve only PKC2 (Fig. 7a), the intracellular pathway which modulates GABAR2 

activity appears to be more complex. Following activation of the TRPγ channel, increased 

intracellular calcium concentration potentiates CaMKII activity through the calcium/CaM 

complex, as previously reported (Courjaret and Lapied 2001; Alix et al., 2002; Fig.7b-1). 

CaMKII then inhibits PKC1, which thereby renders GABAR2 functional (Fig.7b-2a). In other 

words, the observed positive effect of CaMKII occurs through an inhibition of PKC1 activity 

(Fig.7b-3). This effect can be counteracted by direct PKC1 activation with PMA, which 

maintains the functional properties of GABAR2 down-regulated (Figs.1c, 7b-3).  

Unexpectedly, the PKC blocker Gö6983 does not increase IGABA but, on the contrary, 

reduces it to an amplitude which is not statistically different from that observed with a low 

concentration of PMA. This strongly supports the idea that Gö6983, at the concentration used, 
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does not affect the PKC2-GABAR1 pathway but inhibits PKC1, involved in the regulation of 

GABAR2 (Fig.7a,b). In addition, these results suggest that Gö6983 unmasks another 

signalling pathway that negatively regulates GABAR2 (Fig. 7b-2b). The participation of 

CaMKII in this down-regulation appears very likely, since KN62 potentiates IGABA in DUM 

neurons pre-treated with Gö6983.  

In summary, under physiological conditions, CaMKII potentiates GABAR2 activity 

via the inhibition of PKC1, whereas it directly reduces GABAR2 activity when PKC1 is 

inhibited. The most likely explanation for these findings is that PKC1 binds at a specific 

phosphorylation site which might prevent CaMKII binding. Such hypothesis is in accordance 

with our results reporting that the negative control produced by CaMKII on GABAR2 

function is only observed when PKC1 is inhibited. Very similar mechanisms have already 

been reported in vertebrates, in which two residues (Ser408/409) of the GABAAR β3 subunit 

are phosphorylated by PKC in basal conditions, whereas PKA phosphorylation at the same 

sites occurs only in the presence of PKC inhibitors (Brandon et al., 2000, 2002).  

Identification of Rdl transcripts in Periplaneta americana nerve cord and TAG.  

Since the effects of kinases might involve direct phosphorylation of GABAR subunits, we 

have assessed the presence of GABAR Rdl transcripts in the nerve cord and TAG of 

Periplaneta americana. This subunit has been chosen because of (i) its high expression in 

many distinct parts of the insect nervous system, including cockroach thoracic ganglion 

neurons (Zhao and Salgado 2009) and (ii) its unique capacity to bind cyclodiene and 

phenylpyrazole insecticides. In Periplaneta americana TAG, we have identified two 

transcripts, Pame-long and Pame-short, by RT-PCR. They differ in size by a 57bp fragment 

within the TM3-TM4 intracellular loop, a region that is known to be crucial for receptor 

modulation by phosphorylation. Both Pame-short and Pame-long transcripts display potential 

PKC and CaMKII phosphorylation sites that might be relevant to our electrophysiological 

data. It should be noted that one of these sites is only present in the longer transcript, as in the 

longer Rdl transcript of Drosophila melanogaster (Fig. 6a), which leads to the hypothesis that 

the sensitivity of GABAR subtypes to phosphorylation can be controlled by splicing 

mechanisms. In agreement with our findings, previous studies have reported that mammalian 

γ2 GABAAR subunit displays alternative splicing, resulting in two splice variants, γ2S (short) 

and γ2L (long) that differ by the presence of a short insert (8 amino-acids) containing an 

additional PKC phosphorylation site (Machu et al., 1993; Krishek et al., 1994). Similarly, the 
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longest splice variant of the human β2 subunit exhibits a 38-amino acid insert that contains a 

possible site for phosphorylation by CaMKII (McKinley et al., 1995).  

Effect of intracellular regulation on fipronil sensitivity.  

It is well established that the sensitivity of GABARs and other receptor channels to 

neuroactive insecticides is affected by several factors like subunit composition or mutations at 

key amino-acid residues (review in Raymond-Delpech et al., 2005). The idea that intracellular 

processes like phosphorylation and dephosphorylation might also regulate insecticide 

sensitivity has emerged recently (Lapied et al., 2009). In cockroach DUM neuron cell body, 

an okadaic acid-sensitive phosphatase strongly reduces the agonist effect of the neonicotinoid 

insecticide, imidacloprid on α-bungarotoxin-insensitive nicotinic acetylcholine receptors 

(Courjaret and Lapied, 2001). Furthermore, it has been shown in the same preparation that 

CaMKII activation increases by ∼1000-fold the sensitivity of sodium channels to oxadiazine 

insecticides (Lapied et al., 2009). The present study extends these findings by showing that 

fipronil sensitivity can be affected by PKC and CaMKII phosphorylation. Blockade of PKC1 

by Gö6983, which leads to inhibition of GABAR2 activity by CaMKII (Fig.7-2b), reveals the 

effect of fipronil on GABAR1, here reported to be less sensitive to this insecticide. The lack 

of effect of fipronil on GABAR2 can be correlated with previous findings reporting that 

fipronil blocks insect GABARs in a state-dependent manner. For example, in cockroach 

thoracic ganglion neurons, it has been demonstrated that fipronil binds to activated receptors 

41 times faster than to resting receptors (Zhao et al., 2003). Furthermore, single channel 

recordings obtained from a Drosophila S2 cell line stably expressing the homo-oligomeric 

RDL receptor have brought additional insights on the mode of action of fipronil. This 

insecticide reduces the channel open probability via a shortening of the slower open time 

without any effect on the fast open time (Grolleau and Sattelle, 2000). These results are 

consistent with the idea that fipronil interacts preferentially with GABARs in the open-state. 

From these findings, it is tempting to suggest that PKC-mediated inhibition of GABAR2 

induces a conformational change towards closed-state, which thereby reduces sensitivity to 

fipronil. 

In conclusion, whereas classical insecticide resistance is based on irreversible point 

mutations, the variation in fipronil sensitivity observed in our preparation is a gradable and 

reversible physiological process. It should be noted that the RDL-mediated resistance to 

cyclodienes and fipronil is associated with permanent channel dysfunction, which may lead to 
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fitness costs in the absence of insecticide (ffrench-Constant et al., 2000). By contrast, the 

regulatory process described here allows complete recovery of receptor function upon 

cessation of PKC regulation. Current knowledge of regulatory intracellular pathways in 

insects shows that phosphorylation and dephosphorylation events can strongly affect the 

sensitivity of insect ion channels and receptors that are targeted by commonly used 

insecticides. These new data allow us to consider the development of novel strategies for 

controlling insect pests.  
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B.2   Effets de la PKC sur des ovocytes exprimant la sous-unité 

RDL de drosophile 

Des études portant sur la régulation des GABARs de vertébrés ont été 

effectuées par expression de sous-unités dans des systèmes d’expression hétérologue, comme 

l’ovocyte de xénope. Il a ainsi été montré que l’activation de la PKC dans ces cellules est à 

l’origine d'une endocytose des GABARs de mammifères. La même hypothèse pouvait être 

émise pour ce qui est des GABARs d’invertébrés. Par conséquent, des récepteurs 

homomériques RDL de drosophile, obtenus par expression dans l’ovocyte de xénope, ont été 

étudiés. Afin de vérifier si les GABARs d’insecte sont aussi soumis à une endocytose due à la 

PKC, la capacité membranaire a été mesurée toutes les dix minutes. Le PDBu et le GABA 

sont appliqués par le bain. La chélérythrine est utilisée en prétraitement pendant trois heures, 

puis est co-appliquée avec le PDBu (figure 31). 

 

Figure 31. Evolution en fonction du temps de la capacité membranaire d’ovocytes de xénope 
exprimant des récepteurs RDL, après une application de PDBu précédée ou non d’un 
prétraitement à la chélérythrine. La barre verticale indique le début de l'application du PDBu par le 
bain. 
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En présence de PDBu, la capacité membranaire décroît régulièrement, mis à 

part une légère augmentation de la capacité au cours des 10 premières minutes d’application 

du PDBu. La décroissance est significative après une heure d’application de l’activateur 

(paired t-test, p<0.0001, 41,45 ± 2%, n=7). Elle est significativement moins importante à t=60 

minutes lorsque l’application du PDBu est précédée par un traitement à la chélérythrine 

(unpaired t-test, p<0.001, PDBu : 41,45 ± 2% ; chélérythrine+PDBu : 17,25 ± 1,3%). Le fait 

que la décroissance de la capacité membranaire (qui traduit une réduction progressive de la 

surface membranaire) soit moins importante en présence de chélérythrine indique que ce 

phénomène est spécifiquement dépendant de la PKC.   

Afin de déterminer si la réduction de la capacité membranaire est liée à une 

internalisation spécifique des GABARs, des expériences contrôles (avec le même protocole 

d’application du PDBu) ont été effectuées sur des ovocytes n’ayant pas reçu d’injections 

d’ARNm de la sous-unité RDL. Les résultats sont présentés dans la figure 32. 

 

Figure 32. Evolution en fonction du temps de la capacité membranaire d’ovocytes contrôles 
(points noirs) ou exprimant la sous-unité RDL (points gris), après activation de la PKC par le 
PDBu. Points blancs : capacité membranaire d'ovocytes contrôles, en l'absence de PDBu.  
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La comparaison d’ovocytes exposés ou non à du PDBu montre une réduction 

significativement plus importante 60 minutes après activation de la kinase (unpaired t-test, 

p<0.01, contrôle : 5,11 ± 1,9%, n=4 ; PDBu : 32,29 ± 7,8 %, n=3). De plus, la comparaison 

d'ovocytes exposés au PDBu et exprimant ou non la sous-unité RDL montre une diminution 

de la capacité membranaire qui ne diffère pas significativement entre les deux lots (p>0.5, 

sans RDL : 32,29 ± 7,8%, n=3 ; avec RDL : 41,45 ± 2%, n=7). Ces résultats démontrent de 

manière évidente que la réduction de surface membranaire induite par la PKC n'est pas liée à 

la présence de GABARs dans la membrane ovocytaire.  

Les courants GABAeriques ont été mesurés en présence de PDBu ou de PDBu 

et chélérythrine (figure 33). Le protocole d’application des produits pharmacologiques est le 

même que celui utilisé pour la mesure de la capacité membranaire. Les résultats montrent une 

décroissance des courants GABAergiques dépendante de la PKC. L’activation de la kinase 

par le PDBu entraîne une réduction significative (unpaired t-test, p<0,01) de IGABA après 40 

minutes (61,8 ± 2,2%, n=7), moins importante après prétraitement par la chélérythrine (37,9 ± 

5,7%, n=3).  

 

Figure 33. Evolution du courant GABAergique après activation de la PKC par le PDBu, 
précédée ou non par une inhibition de la kinase par la chélérythrine. 
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Une comparaison de la cinétique de décroissance de IGABA et de la capacité 

membranaire (figure 34) montre que la réduction de IGABA commence dès l’application du 

PDBu, alors que la réduction de la capacité membranaire débute à t=20 minutes environ. Or la 

diminution du courant après 20 minutes d’application est déjà significative (p<0.01, paired t-

test). Cela suggère qu'une partie de la diminution de IGABA causée par la PKC est 

indépendante de l’internalisation membranaire. Cette réduction est ensuite accentuée par 

l’endocytose aspécifique, elle aussi causée par la PKC. 

 

 

Figure 34. Comparaison de l’évolution de IGABA  et de la capacité membranaire en fonction du 
temps, dans le cas d'ovocytes exprimant la sous-unité RDL. 

B.3   Clonage de la sous-unité RDL du DGA de P. americana 

Les résultats présentés dans la publication 2 démontrent la présence de la sous-

unité RDL dans le DGA de P. americana. Afin de compléter cette information, la figure 35 
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présente une partie de la séquence de cette protéine (depuis l’exon 3 jusqu’au domaine 

transmembranaire M3).  

 

 

Figure 35. Comparaison de séquences protéiques des sous-unités RDL de différentes espèces 
d'insectes avec celle obtenue dans le DGA de Periplaneta americana ("Pame"). "Dmel" = 
Drosophila melanogaster (AAF50311) ; "Lstr" = Laodelphax striatellus (BAF31884) ; "Amel" = Apis 
mellifera (XP_001120292) ; "Tcas" = Tribolium castaneum (ABU63595). Les numéros d’accession 
(banque NCBI1) sont indiqués entre parenthèses. Les acides aminés qui ne sont pas identiques pour 
toutes les séquences sont surmontés d’un astérisque. Les acides aminés codés par les exons 3 et 6 sont 
encadrés. Des traits gras indiquent les positions des domaines transmembranaires 1, 2 et 3. 

La sous-unité RDL identifiée dans le DGA est de type "bd". La comparaison de 

cette séquence avec celle des sous-unités RDLbd d’autres espèces montre une forte identité 

protéique dans cette région (98 à 99,2%). 

                                                 

1 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=Protein&itool=toolbar 

*  *  *  

*  

*  *  

*  
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C  Discussion des résultats 

C.1   Résultats concernant les GABARs des neurones DUM de         

P. americana 

La publication 2 montre que, comme chez les vertébrés, les GABARs 

d'insectes sont régulés par la PKC, et que cette régulation aboutit à une inhibition de l'activité 

des récepteurs. Elle révèle également que les deux sous-types de GABARs présents dans les 

neurones DUM de la blatte P. americana ne sont pas régulés de la même manière, puisqu'une 

PKC nouvelle semble réguler négativement les GABAR1, alors que la régulation des 

GABAR2 dépend à la fois de la CaMKII et de la PKC. De plus, ces deux kinases n'agissent 

pas de façon indépendante sur les GABAR2 puisque la PKC est régulée négativement par la 

CaMKII. Les effets de la CaMKII sont eux-mêmes complexes, puisque cette enzyme 

influence l'activité des GABAR2 par deux voies différentes : une voie potentialisatrice passant 

par la PKC et une voie inhibitrice qui n'apparaît que lorsque la voie précédente est bloquée. La 

mise en jeu d'une kinase lorsqu'une autre a été bloquée est un phénomène qui a déjà été décrit 

chez les mammifères, notamment dans le cas des GABAARs, dont certaines sous-unités 

présentent des sérines pouvant être phosphorylées par plusieurs kinases. Par exemple les 

sérines conservées 409 (β1 et β3) et 410 (β2) sont susceptibles d'être phosphorylées à la fois 

par la PKA, la PKC, la PKG et la CaMKII, et les sérines 327 et 343 des sous-unités γ2 sont 

ciblées à la fois par la PKC et la CaMKII (Brandon et coll., 2002a). Dans des neurones de 

cortex cérébral de rat, les sérines 408 et 409 de β3 sont phosphorylées de façon basale par la 

PKC, alors que la phosphorylation de ces résidus par la PKA ne se produit que si la PKC est 

inhibée (Brandon et coll., 2000).  Il existe donc une "priorité" dans la phosphorylation, qui 

semble s'exercer dans ce cas au profit de la PKC. Cette même priorité de la PKC est constatée 

dans les neurones DUM, puisque pour observer l'effet inhibiteur de la CaMKII, il est 

nécessaire de bloquer la PKC.  
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En outre, notre travail montre que les deux GABARs des neurones DUM ne 

présentent pas la même sensibilité à l'insecticide fipronil. Cette différence de sensibilité 

pourrait s'expliquer par une composition différente en sous-unités. La PKC rend les neurones 

DUM nettement moins sensibles au fipronil, par un mécanisme faisant intervenir une 

inhibition de l'activité du récepteur le plus sensible, à savoir le GABAR2.   

Enfin, la sous-unité RDL a été clonée pour la première fois chez la blatte 

américaine, à partir de la chaîne nerveuse. Tous les transcrits détectés correspondent à 

l’isoforme d’épissage RDLbd, ne possèdent pas de sites édités, et sont de type sauvage 

puisqu’ils ne contiennent pas les mutations en A301 et en T350. Ces caractéristiques 

permettent aux récepteurs contenant cette sous-unité d'être dépourvus de résistance au fipronil. 

De plus, des transcrits de RDL ont aussi été identifiés dans le DGA, ce qui rend possible une 

implication de cette sous-unité dans la composition d'un ou de plusieurs sous-types de 

GABAR des neurones DUM. Les sites potentiels de phosphorylation par la PKC et la 

CaMKII, qui ont été identifiés dans la boucle M3-M4 de cette sous-unité, pourraient 

contribuer aux effets complexes de la PKC et de la CaMKII observés dans les neurones DUM. 

Enfin, il est à noter, dans certains cas, l'insertion d'une séquence de dix-neuf résidus qui 

possède un site potentiel de phosphorylation par la PKC et la CaMKII. Un parallèle peut être 

fait avec la sous-unité γ2 des GABARs de vertébrés, qui subit l’épissage alternatif d'un exon 

codant pour huit acides aminés. L'isoforme longue obtenue (γ2L) possède un site 

supplémentaire de phosphorylation par la PKC et la CaMKII (Machu et coll., 1993).  

C.2   Résultats concernant les récepteurs RDL de drosophile 

exprimés dans des ovocytes de xénope 

Une étude des effets de la PKC sur des récepteurs RDL de drosophile, exprimés 

dans des ovocytes de xénope, pouvait sembler séduisante dans la mesure où les sous-unités de 

ces récepteurs recombinants peuvent être modifiées par mutagénèse dirigée. Cela aurait pu 

permettre de déterminer quels résidus précis sont impliqués dans les effets de la PKC et de 

vérifier si ces résidus modulent la sensibilité au fipronil. Malheureusement, il est apparu qu'en 

présence d'activateurs de la PKC, les ovocytes de xénope sont sujets à une endocytose 
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membranaire aspécifique, qui entraîne une réduction des courants GABAergiques, gênant 

considérablement l'analyse des effets directs de la PKC sur les récepteurs exprimés. 

De tels effets aspécifiques de la PKC ont également été signalés par d'autres 

auteurs, suite à l'expression de divers récepteurs et canaux dans des ovocytes. Ainsi, lorsque 

des ovocytes exprimant des canaux sodiques épithéliaux sont traités par du PMA, la capacité 

membranaire augmente transitoirement, puis diminue. Comme le PMA exerce des effets 

semblables sur des ovocytes non injectés, il apparaît qu'il s'agit d'effets non spécifiques 

(Awayda, 2000). Une autre étude portant sur des récepteurs GABAA de souris montre que 

l'augmentation de conductance induite par le GABA est brièvement potentialisée puis inhibée 

en présence de PMA. Bien que l’inhibition soit clairement réduite après mutation de tous les 

sites connus de phosphorylation par la PKC, la potentialisation est toujours observée, 

indiquant un effet GABAR-aspécifique de la PKC (Krishek et coll., 1994). Une étude récente 

montre que ce type d'effets n'est pas limité aux ovocytes, puisque dans des cellules HEK293, 

l’activation de la PKC par le PMA est à l’origine d’une internalisation et d’une séquestration 

non seulement des protéines membranaires, mais aussi des lipides membranaires (Idkowiak-

Baldys et coll., 2006). 

Une interprétation possible des variations de la capacité membranaire des 

ovocytes en présence de PMA a été apportée par des études au microscope électronique de 

l'évolution du cortex ovocytaire après stimulation de la PKC. Suite à cette stimulation, les 

granules corticaux (vésicules de sécrétion localisées sous la membrane plasmique), subissent 

une exocytose (Bement et Capco, 1989). Cela peut expliquer l’augmentation de la capacité 

membranaire. Après libération de leur contenu, ces granules se referment et forment de larges 

endosomes (de taille identique ou supérieure à celle des granules corticaux) (Bement et coll., 

2000), ce qui pourrait expliquer la diminution de la capacité membranaire. Ces variations 

induites par la PKC sont dues au fait que la kinase est directement impliquée dans la 

maturation des ovocytes (Laurent et coll., 1988).  

Les études consacrées à la régulation par la PKC de GABARs exprimés dans 

des ovocytes de xénope n’ont pas toujours été accompagnées de contrôles permettant de 

vérifier la spécificité des effets de la PKC sur les récepteurs étudiés (Chapell et coll., 1998 ; 

Kusama et coll., 2000). Des effets spécifiques ont toutefois été montrés par différents auteurs. 

Ainsi, dans l'étude de Krishek et coll. (1994), la mutation de toutes les sérines susceptibles 

d'être phosphorylées par la PKC empêche cette kinase de réduire les réponses au GABA. De 
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plus, l'internalisation des GABARs induite par la PKC semble spécifique de ces récepteurs. 

En effet, l’utilisation de récepteurs GABAergiques fusionnés à la GFP ("green fluorescent 

protein") montre une internalisation des GABARs membranaires, associée à une diminution 

du courant. Or, dans des ovocytes exprimant des nAChRs, l’amplitude des courants induits 

par la carbamylcholine n'est pas réduite après application de PMA (Filippova et coll., 2000), 

indiquant que les nAChRs ne sont pas internalisés. Aucune explication satisfaisante ne peut 

actuellement rendre compte des contradictions apparentes entre ces résultats et ceux, comme 

les nôtres, qui mettent en évidence une internalisation non spécifique en présence de phorbol 

esters. Ces contradictions, ainsi que l'absence d'internalisation des GABARs natifs par la PKC 

((Brandon et coll., 2000) et figure 2b de la publication 2) nous ont conduit à délaisser les 

études de phosphorylation de GABARs recombinants et à focaliser nos efforts sur la 

phosphorylation des GABARs natifs. 

Pour pouvoir reprendre les études sur la régulation des récepteurs 

homomériques RDL par la PKC, il sera nécessaire d'utiliser d’autres systèmes d’expression, 

comme les cellules S2 de drosophile (Millar et coll., 1994 ; Buckingham et coll., 1996 ; 

Grolleau et Sattelle, 2000). 
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Conclusion 

Les travaux réalisés au cours de cette thèse ont permis de montrer l’importance 

de facteurs pouvant moduler les effets des insecticides, autres que les mutations ponctuelles 

des récepteurs cibles ou les résistances métaboliques. Ils mettent en évidence : 

 � l’implication de l’édition R122�G de l’ARNm de la sous-unité RDL comme 

modulateur de la sensibilité au GABA, au même titre que l’épissage alternatif, 

 � l’implication de cette édition dans la réduction de la sensibilité des récepteurs RDL 

au fipronil, 

 � une régulation complexe par phosphorylation des deux GABARs présents sur le 

soma des neurones DUM de la blatte P. americana. Dans le cas des GABAR2, cette 

régulation implique les sérine-thréonine kinases PKC et CaMKII. Le récepteur GABAR1 est 

inhibé par une PKC, mais cette inhibition semble indépendante du calcium, 

 � une différence de sensibilité au fipronil entre les récepteurs GABAR1 et GABAR2,  

 � la présence du transcrit de la sous-unité RDL dans le système nerveux de 

Periplaneta americana, notamment dans le dernier ganglion abdominal. Cette sous-unité 

pourrait donc participer à la composition des GABAR1 et/ou GABAR2 des neurones DUM. 

La présence dans cette sous-unité de sites potentiels de phosphorylation par la PKC et la 

CaMKII est d’un grand intérêt, si l’on se réfère aux études électrophysiologiques, 

 � l’insertion d’une séquence protéique de dix-neuf acides aminés, dans la boucle M3-

M4 de l’un des deux isoformes de la sous-unité RDL, possédant un site potentiel de 

phosphorylation pour la PKC et la CaMKII. 

Le fait que l’édition puisse modifier la sensibilité des GABARs aux 

insecticides est un élément nouveau. Les éditions de type U�C sont à l’origine de résistance 

aux pyrethrinoïdes  des canaux sodium des insectes (Xu et coll., 2006a, 2006b). L’édition 

R122�G est de type A�I, et par conséquent, tous les types d’édition de l’ARN peuvent 

potentiellement être impliqués dans la modulation de la sensibilité aux insecticides. 

Concernant la régulation des GABARs d’invertébrés, elle implique à la fois la 

PKC (ces travaux), la CaMKII (Alix et coll., 2002 et ces travaux), la PKA (Watson, 2001 ; 
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Watson et Salgado, 2001) mais aussi une autre kinase encore indéterminée (Grunewald et 

Wersing, 2008). Les travaux réalisés au cours de cette thèse permettent de confirmer la 

complexité de ces régulations chez les insectes, au même titre que chez les mammifères, où il 

est fait mention de compétition entre plusieurs kinases pour phosphoryler un même site 

(Brandon et coll., 2002a).  

L’implication des phénomènes de phosphorylation dans la modulation d’effets 

d’insecticides a déjà été rapportée pour l’imidaclopride qui cible un sous-type de nAChRs de 

blatte (Courjaret et Lapied, 2001), et pour l’indoxacarbe qui agit sur les canaux sodiques 

(Lavialle-Defaix, 2005). En ce qui concerne les travaux présentés dans ce manuscrit, la 

réduction des effets du fipronil est liée au fait que sous l’influence de la PKC, le récepteur le 

plus sensible à l’insecticide (GABAR2) devient non fonctionnel. La composition en sous-

unités des GABARs d'insectes étant encore très imprécise, il est difficile pour le moment de 

comprendre l’origine de sensibilité différente des GABAR1 et des GABAR2 aux insecticides. 

Perspectives 

Nos résultats pourront être complétés de plusieurs manières. Par mutagénèse 

dirigée, il sera possible de déterminer les effets des autres éditions de l’ARNm de la sous-

unité RDL I283�V, N294�D et M360�V, à la fois sur la sensibilité des récepteurs aux agonistes 

et sur leurs réponses aux insecticides. En combinant ces éditions entre elles ou avec les 

mutations A301�S/G et/ou T350�M, d’éventuels effets synergiques pourront également être 

détectés. De même, ces éditions (et notamment l’édition R122�G) peuvent être associées à 

différentes isoformes épissées de RDL, puisque l’épissage alternatif peut moduler la 

sensibilité des récepteurs RDL aux agonistes (Hosie et Sattelle, 1996a ; Hosie et coll., 2001). 

Cela permettrait d’évaluer quel type d’isoforme de la sous-unité RDL est le moins sensible 

aux agonistes et aux antagonistes 

Les données concernant la phosphorylation des GABARs peuvent être 

complétées par l’utilisation d’inhibiteurs de phosphatases, afin d’améliorer les connaissances 

concernant la régulation intracellulaire de ces récepteurs. Qui plus est, des inhibiteurs 

spécifiques d’isotypes de PKC permettraient de vérifier la nature des PKC (classiques, 

nouvelles ou atyiques) impliquées dans la régulation du fonctionnement des GABARs des 

neurones DUM. De plus, cela permettrait de bloquer les GABAR1 de manière spécifique et 

de confirmer que les GABAR2 sont plus sensibles à l’insecticide. A plus long terme, le 
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clonage des sous-unités constituant ces récepteurs sera d’un apport certain pour une meilleure 

connaissance des phénomènes de régulation des GABARs des neurones DUM. Il sera en effet 

possible, par mutagénèse dirigée et expression hétérologue des sous-unités, seules ou en 

combinaison, de déterminer si la phosphorylation par la PKC et la CaMKII sont directes ou 

font intervenir des protéines accessoires. De plus, si la phosphorylation est directe, les sous-

unités impliquées seraient caractérisées. Dans ce cas, l’outil d’expression ne devra pas être 

l’ovocyte de xénope, du fait des effets aspécifiques de la PKC sur ces cellules (cf. chapitre 

"Résultats"), mais peut être par exemple les cellules S2 (lignée Schneider) de drosophile 

(Millar et coll., 1994 ; Buckingham et coll., 1996 ; Grolleau et Sattelle, 2000) ou les cellules 

Sf21 de Spodoptera frugiperda (Lee, H. J. et coll., 1993), qui ont déjà été utilisées pour 

l’expression fonctionnelle de la sous-unité RDL.  

Les travaux menés au cours de cette thèse laissent supposer que les régulations 

intracellulaires peuvent contribuer à l’adaptation des insectes aux insecticides, comme cela 

avait été suggéré précédemment (Courjaret et Lapied, 2001 ; Thany et coll., 2007). Il serait 

intéressant de comparer les résultats obtenus sur neurones isolés avec ceux issus 

d’expérimentations in situ. Cela est envisageable pour les neurones DUM, puisque des 

travaux ont déjà été effectuées dans ces conditions sur ces cellules dans le dernier ganglion 

abdominal de la blatte (Le Corronc et Hue, 1999). De plus, des applications à long terme 

peuvent être envisagées. Les baculovirus sont des virus à ADN qui peuvent infecter de 

nombreuses espèces d’insectes, comme les moustiques. Un projet mené au laboratoire a pour 

objectif l’insertion dans le génome viral d’un gène codant pour des kinases (ou phosphatases). 

Tenant compte des résultats de cette thèse, une telle approche serait envisageable pour 

suractiver des récepteurs plus sensibles à un insecticide donné, au détriment de récepteurs 

moins sensibles.  

La détermination de la présence de la sous-unité RDL dans les neurones DUM 

(cf. chapitre "Résultats") laisse supposer son implication dans la constitution des GABAR1 

et/ou GABAR2. Pour tester cette hypothèse, il est envisageable d’empêcher l’expression du 

gène Rdl ("gene silencing"), soit par modification génique soit par dégradation des transcrits 

(en utilisant les techniques de l’ARN interférent ou ARN anti-sens, par exemple). Ces 

techniques se sont déjà révélées efficaces pour le blocage d’expression de sous-unités de 

GABAARs de vertébrés (Burt, 2003) ou de GABABRs de drosophiles (Dzitoyeva et coll., 

2003).  
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Résumé 1 : Colloque Physiologie de l’insecte, Rennes, 2007 
 
 
L’édition de l’ARNm des récepteurs du GABA, nouveau suspect 

dans le dossier "résistance des insectes au fipronil" 
 

 
ES-SALAH Zeineb, HAMON Alain, LAPIED Bruno 

 
La lutte contre les insectes nuisibles en zones urbaines concerne majoritairement les 

dictyoptères et plus précisément les blattoptères. Des CaMpagnes régulières de 
désinsectisation sont menées afin de limiter la prolifération de ces insectes. Parmi les 
insecticides neurotoxiques, le fipronil, par sa formulation en gel concentré, est  l’un des plus 
utilisés. La cible principale du fipronil est le récepteur ionotrope du GABA (GABAR). Des 
marquages immunocytochimiques associés à des études électrophysiologiques ont montré 
l’existence de GABAR synaptiques et extra-synaptiques. Par exemple, les neurones DUM de 
la blatte Periplaneta americana, identifiés comme étant des cellules neurosécrétrices 
octopaminergiques, possèdent des GABAR synaptiques et extra-synaptiques, localisés au 
niveau de leur corps cellulaire. Cependant, à l’heure actuelle, les caractéristiques structurales 
et fonctionnelles des GABAR d’insectes sont mal connues. Néanmoins, un ADNc codant 
pour une sous-unité (RDL) de GABAR a été cloné chez la drosophile puis chez d’autres 
insectes dont les dictyoptères. Cette sous-unité sert de modèle pour étudier le rôle des 
déterminants moléculaires du GABAR impliqués dans l’efficacité du fipronil. Une résistance 
au fipronil apparaît lorsqu’une alanine est changée en sérine ou en glycine dans le domaine 
M2 de la sous-unité RDL (modifications A301S et A301G). Deux modifications 
supplémentaires de cette sous unité (T350M et R122G) ont été mises en évidence en 
laboratoire par sélection de drosophiles résistantes au fipronil. La substitution R122G est due 
à une édition de l’ARN messager et affecte la partie N-terminale du récepteur, où se fixe le 
GABA chez les vertébrés. Chez l’insecte, l’implication  de l’édition de l’ARNm dans la 
résistance aux insecticides n’a été rapportée que pour les canaux sodiques dépendants du 
potentiel. Cependant, bien que des éditions de l’ARNm des GABAR d’insectes soient 
connues, il n’a jamais été établi de liens entre cette modification post-transcriptionnelle et la 
résistance aux insecticides.  

Afin de déterminer si l’édition R122G intervient dans la résistance au fipronil, des 
ADNc sauvages ou doublement mutés (A301G/T350M) codant pour la sous-unité RDL de 
drosophile ont été modifiés par mutagénèse dirigée pour mimer cette édition. Les ARNc 
obtenus à partir de ces ADNc par transcription in vitro ont été exprimés dans des ovocytes de 
xénope, en vue de tests pharmacologiques par la technique de double-microélectrode en 
potentiel imposé. Les résultats obtenus montrent que l’édition R122G conduit à une 
diminution de la sensibilité des récepteurs RDL : 

1) au GABA : les CE50 sont significativement différentes lorsque la mutation 
correspondant à la substitution R122G est incluse, 

2) au fipronil :  
• IC50 (A301G/T350M) – (A301G/T350M) + R122G : 72,3 nM et 119,2 nM 
respectivement, après 30 min d’application de l’insecticide. Les IC50 sont 
significativement différents. 

Nos résultats démontrent pour la première fois que l’édition de l’ARNm est impliquée 
dans le développement de la résistance des GABAR d’insectes au fipronil.  
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Résumé 2 : Congrès de la FENS, Genève 2008. Références 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.1, TRICOIRE-LEIGNEL H.  1, LE GOFF G. 2, LAPIED B.  1, HAMON A.  1 

1Laboratoire Récepteurs et Canaux Ioniques Membranaires, UPRES EA 2647 / USC INRA, 
UFR Sciences, Université d’Angers, 2 Bd Lavoisier, F-49045 Angers Cedex 01, France 

2INRA, UMR 1112, Réponses des Organismes aux Stress Environnementaux,  
400 Route des Chappes, B.P. 167 06903 Sophia-Antipolis Cedex, France 

 

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

In whole cell patch-clamp studies performed on Dorsal Unpaired Median (DUM) neurons 
isolated from the central nervous system of the cockroach Periplaneta americana, we 
reported that PKC activated by a phorbol ester, PDBu, induced a 94 % reduction of the 
GABA-induced inward current amplitude. Comparison of I/V curves with or without PKC 
activator showed that the two distinct GABA receptors (GABARs) of DUM neurons (1) are 
differentially regulated by at least two PKC isozymes. In addition, GABA-induced current 
amplitudes were less reduced by fipronil when PKCs were activated by PDBu prior to 
insecticide application.  

Recently, it was reported that the molecular diversity of the GABAR RDL subunit of 
Drosophila melanogaster can be enhanced by pre-mRNA A-to-I editing at several sites, 
including the R122 residue (2). We mimicked RNA editing at the latter site by replacing R122 
with a glycine and assessed the functional consequences of this modification by expressing 
RDL homomeric receptors in Xenopus oocytes. These experiments showed that editing at the 
R122 position induced a reduction of GABA and fipronil potencies. These effects were 
observed on both fipronil-sensitive and -resistant receptors (obtained by two mutations 
A301G/ T350M).  

Moreover, we have cloned for the first time a partial sequence of the RDL subunit in DUM 
neurons of Periplaneta americana. To find out whether the R122G editing exists in this 
cellular subtype of this species, we are currently cloning the N-terminal region of the RDL 
subunit including this mutation. 

(1) Alix et al., 2002, J.Neurophysiol. 87: 2972-2982. 

(2) Hoopengardner et al., 2003, Science 301: 832-836. 
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Les récepteurs ionotropes du GABA (GABARs) sont inhibés par des insecticides tels 
que les phénylpyrazoles (fipronil). Deux facteurs susceptibles de modifier leur sensibilité 
au fipronil ont été examinés : 1) l'édition de l'ARNm d'une sous-unité de GABAR (RDL) et 
2) la phosphorylation par la PKC. La sous-unité RDL de drosophile présente des mutations 
(A301�S/G et/ou T350�M) induisant une résistance aux insecticides, ainsi que des sites 
d'édition dont un dans le domaine N-terminal (R122�G). Les effets fonctionnels de l'édition 
R122�G ont été testés par expression de divers isoformes de la sous-unité RDL (mutés ou 
non, édités ou non) dans des ovocytes de xénope. Les résultats montrent que l’édition 
R122�G entraîne une réduction de la sensibilité des récepteurs RDL au GABA et au 
fipronil.  

Deux types de récepteurs (GABAR1 et GABAR2) sont exprimés à la surface des 
neurones DUM isolés de Periplaneta americana, les GABAR2 étant régulés positivement 
par la CaMKII. Ce modèle cellulaire a été utilisé pour étudier, par la technique du patch-
clamp, la régulation des GABARs par la PKC et ses conséquences sur les effets du fipronil. 
Les GABAR2 apparaissent  plus sensibles à l'inhibition par des PKC que les GABAR1, et 
la potentialisation de l'activité des GABAR2 par la CaMKII s'exerce via l'inhibition d'une 
PKC. Les GABAR2 étant plus sensibles au fipronil que les GABAR1, leur blocage sélectif 
par une PKC entraîne une réduction importante de l’inhibition exercée par le fipronil.  
Le clonage de la sous-unité RDL dans la chaîne nerveuse de la blatte et dans le dernier 
ganglion abdominal révèle la présence de sites potentiels de phosphorylation par la PKC et 
la CaMKII ainsi que l’existence de deux variants différant par vingt résidus dans la boucle 
M3-M4.  
 
Mots-clés :  
récepteurs du GABA, fipronil, RDL, édition de l’ARNm, phosphorylation, neurones DUM, 
Drosophila melanogaster, Periplaneta americana, ovocytes de xénope, patch-clamp, 
clonage.  
 
 

Ionotropic GABA receptors (GABARs) are inhibited by insecticides such as 
phenylpyrazoles (fipronil). Two factors that might alter their sensitivity to fipronil were 
examined: 1) mRNA editing of a GABAR subunit, RDL and 2) PKC phosphorylation. 
Drosophila RDL subunit presents mutations (A301�S/G or T350�M) that result in 
insecticide resistance, as well as an editing site (R122�G) in the N-terminal domain. 
Functional effects of the R122�G editing were assessed by expressing several isoforms of 
the RDL subunit (mutated or not, edited or not) in Xenopus oocytes. The results show that 
R122�G editing leads to a decrease of RDL receptors to both GABA and fipronil. 

Two GABARs subtypes (GABAR1 and GABAR2) are expressed at the surface of 
Periplaneta americana isolated DUM neurons, GABAR2 being positively modulated by 
the CaMKII. This cellular model has been used to study, by the patch-clamp technique, 
GABARs regulation by PKC and its consequences on fipronil effects. GABAR2 appear to 
be more sensitive to PKC inhibition than GABAR1, and CaMKII potentiation occurs 
through PKC inhibition. GABAR2 being more sensitive to fipronil than GABAR1, its 
selective blockade by PKC induces an important decrease in the inhibition exerted by 
fipronil. 
The cloning of the RDL subunit in Periplaneta americana nerve cord and in the last 
abdominal ganglion reveals the presence of potential phosphorylation sites by PKC and 
CaMKII, as well as the existence of two RDL variants that differ by a twenty residues 
insertion in the M3-M4 loop. 
 
Keywords: 
GABA receptors, fipronil, RDL, RNA editing, phosphorylation, DUM neurons, Drosophila 
melanogaster, Periplaneta americana, Xenopus oocytes, patch-clamp, cloning. 
 
 


