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HBPITRE I: Introduction générale

[.1-Utilité des produits phytosanitaires.

Les produits phytosanitaires permettent de luttamtre des organismes considérés
comme nuisibles. lls sont actuellement utiliséssdd@ nombreux domaines comme I’hygiéne
vétérinaire (élimination des puces chez les chiginkes chats), la protection des denrées
alimentaires, les usages domestiques (jardinagdujis ménagers) et I'entretien des espaces
publics (espaces verts, routes, voies ferrées). gt@duits phytosanitaires sont également
employés dans le domaine de la santé publique Iptter contre les vecteurs de maladies
humaines (le paludisme, la fievre jaune, la denguePar exemple, le paludisme est
responsable de la mort de 655 000 personnes daneride en 2010 (OMS, rapport 2011),
d’ou I'importance de I'utilisation des produits ghganitaires pour lutter contre ces maladies.
Cependant, ces produits restent principalemensésgildans le domaine agricole. En effet, ce
domaine doit faire face a une demande croissante l[fdimentation. On estime que les
besoins alimentaires mondiaux vont s’accroitre @% ’ici 2030 alors que la surface des
terres cultivables reste limitée (rapport d’acéviIPP 2011/2012). Pour répondre a ces
besoins, 'augmentation de la productivité agricesét devenue une priorité et la protection
des cultures, essentielle. L'usage des produitsoghypitaires apparait comme une des
solutions possibles. En effet, en absence de cekiips, on estime que 30 a 40% des récoltes
seraient détruites par les maladies, les inseetesgeurs etc..., a travers le monde (rapport
d’activité UIPP 2011/2012).

Les produits phytosanitaires regroupent plusielasses dont les trois principales sont: les

fongicides, les herbicides et les insecticides.tfeoles virus et les parasites responsables de



certaines maladies humaines (paludisme, fiévregjadaengue...), le moyen actuel reste de

lutter contre les vecteurs de ces maladies soiingsctes (cicadelles, moustiques...). Les

insecticides permettent donc de lutter contre hsgdtes mais aussi contre les pathogenes
gu'ils véhiculent.

|.2-Marché mondial des produits phytosanitaires.

Le marché mondial des produits phytosanitairesiestviron 44 milliards de dollars
en 2011 (figure 1A) ce qui correspond a une augatient de 44% en 5 ans. Les herbicides
représentent presque la moitié du marché mondidt 4%,2%. Les insecticides constituent
26,1% du marché et les fongicides 25,9% en 204 1B). Ces trois classes de produits
phytosanitaires représentent a elles-seules prdaquetalité du marché mondial (97%). La
France est le premier consommateur de produitopagttaires en Europe et se place 4 3
rang mondial derriére les Etats-Unis et I'Inde.

B

Evolution du chiffre d’affaires
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Figure 1: Marché mondial des produits phytosanitas. (A) Evolution du marché mondial
des produits phytosanitaires depuis 2006. (B) Ri#jgar du marché mondial des produits
phytosanitaires en 2010 (rapport d’activité UIPP1202012).



|.3-Risques liés a l'utilisation des produits phsdaitaires.

La seconde moitié du XX® siecle a été le témoin d’une utilisation progresset
massive des produits phytosanitaires dans le moBdeeffet, la consommation de ces
produits a doublé tous les dix ans de 1945 a 1@&pendant l'utilisation de ces produits
phytosanitaires n’est pas sans conséquences suéctes/stemes. Apres application en
champs, ces substances vont étre disséminées efas®ls et dans les airs. Les éléments
comme la pluie et le vent vont favoriser cette disjp& provoquant la contamination des
sols, des lacs, des fleuves... parfois trés loirsitki d’épandage de ces produits chimiques.
Ces substances ont par exemple été retrouvéedataembruns océaniques ou dans la neige
de I'Arctique (Van der Werf, 1997).

La publication en 1962 du livre ""Silent Springgfintemps silencieux en francgais, écrit par
la biologiste Rachel Carson, a suscité une prissodscience des problemes liés aux produits
phytosanitaires sur I'environnement. Elle fut l@&mprére a dénoncer les effets nocifs de ces
produits chimiques sur les organismes non cibleshoeies oiseaux. Cet ouvrage a entraine
I'interdiction du DDT aux Etats-Unis en 1972. Emugld’avoir un impact sur les organismes
non cibles, l'usage intensif des produits phytosams favorise I'apparition de résistance
chez les insectes ravageurs. Une mauvaise utiirsde ces produits peut donc entrainer leur
propre inefficacité sur les nuisibles.

Aujourd’hui, lI'impact des produits phytosanitairear I'environnement et les organismes
vivants est reconnu et devient une préoccupatioétsde. Une réglementation est donc
apparue pour encadrer 'utilisation de ces produits

|.4-Réqglementation des produits phytosanitaires.

Les autorités ont mis en place l'autorisation dsersur le marché (AMM) pour
'usage des produits phytosanitaires. Une AMM &ivdée pour un produit phytosanitaire et
pour un ou plusieurs usage(s) précis. Un usagespcéoespond a une culture, un mode de
traitement, un ravageur, une dose a employer etdeditions d’application. Les AMMs de
ces produits sont encadrées au niveau européemetesau national.

La législation européenne est régie par le reglerh&@7/2009/CE, qui s’applique depuis le
14 juin 2011. Il permet 'harmonisation des réglatadons dans I'Union Européenne et la
mise en place d’'une procédure stricte sur I'évadnales risques des produits phytosanitaires.

Le but de ce reglement est de garantir une protedievée vis-a-vis de la santé humaine,



animale et de l'environnement tout en préservantcdmpétitivité agricole de ['union
européenne. Avant d’obtenir une AMM, I'entreprisetdournir un dossier d’évaluation des
risques toxicologiques et écotoxicologiques a lage européenne de sécurité alimentaire
(EFSA). Ce dossier doit comporter une évaluatianrasgues pour les utilisateurs du produit
phytosanitaire avec la dose journaliere admisgiDI) obtenue a partir de la dose nommeée
NOAEL (no observable adverse effect level) correslamt a la quantité de produits qui peut
étre consommeée chaque jour sans consequences samtéahumaine, le niveau acceptable
d’exposition de l'opérateur (NAEO) et la dose aigie référence (DART). Si le produit
phytosanitaire est destiné a la conservation deédsralimentaires, une limite maximale de
résidus du produit (LMR) est a fournir. Le dosgdeit contenir la preuve de l'efficacité du
produit phytosanitaire en conformité avec les ctowls réelles d'utilisation. Le dossier doit
eégalement faire figurer les risques liés aux métmsoldu produit phytosanitaire, la
composition exacte du produit, I'incidence sur ¢énté humaine (effets indésirables) et le
devenir du produit dans I'environnement (persistanbioaccumulation, capacité a se
propager dans I'environnement). Apres une expestsntifique du dossier, 'EFSA rend un
avis favorable seulement si I'expertise concllt Ba substance ne présente pas d’effet nocif
inacceptable pour la santé humaine et I'environmgihe_a commission européenne procéde
ensuite a I'examen du dossier et autorise (ou lomnjise sur le marché pour une période de
dix ans. Le produit phytosanitaire est ensuiterinsur la liste des substances ayant une
AMM (540/2011/UE).

Au niveau national, 'AMM est délivrée par le mitdse de I'Agriculture aprés examen du
dossier par l'agence nationale de sécurité samitéhkNSES). Cependant un produit
phytosanitaire ne peut pas recevoir une AMM en é&asi celui-ci n’a pas recu au préalable
une AMM au niveau européen.

De plus, les normes actuelles visent a réduireofs@mmation de produits phytosanitaires
pour ““parvenir a une utilisation des pesticidangatible avec le développement durable™ en
Europe (128/2009/CE). En France, un plan a ététadppis mis en place en 2008 pour
réduire l'utilisation des produits phytosanitairés, plan Ecophyto 2018”". Il envisage de
réduire I'utilisation de ces produits de 50% sigibke d’ici 2018. Ce plan s’organise selon 8
axes visant principalement a favoriser les culté@momes en produits phytosanitaires pour

réduire leur utilisation et évaluer les risques Bé’'usage de ces produits.



Mon travail de thése s’inscrit dans ce cadre et pbjectif d’étudier les conséquences liées
a l'utilisation de deux insecticides, I'imidacloge et la dieldrine chez un organisme modéle
la drosophile Drosophila melanogaster Je vais donc me focaliser par la suite sur cette

classe de produits phytosanitaires, les insecgcide

Les insecticides sont des substances qui permé#dntination des arthropodes. lls
peuvent étre utilisés contre les larves et/ou lefs @arvicides) ou encore contre les adultes.
lIs doivent étre nocifs vis a vis des insectes gavas mais aussi relativement inoffensifs pour

les organismes non cibles.

[1.1-Historique.

La lutte contre ces organismes existe depuis d#énaires. L’'usage du soufre est
apparu chez les Sumériens vers 2000 ans avantQésiss et I'arsenic était recommandé par
Pline (naturaliste romain) en tant qu’insecticié® 1690, Jean de la Quintinie a décrit les
propriétés insecticides du tabac (nicotine). Ceprhdce n'est quau XIXe siécle que
I'utilisation des pesticides a connu un développaimenportant. Différents éléments ont
favorisé ce développement: l'accroissement démdgmap de la population humaine
(obligation d’augmenter la productivité agricold)affaiblissement des terres agricoles
(épidémies dans les cultures), I'apparition du masme agricole ainsi que les progrés
considérables dans le domaine de la chimie organdg synthese. Les traitements des
cultures par les insecticides apparaissent alags butilisation de I'arsenic pour lutter contre
les insectes ravageurs (ex: arséniate de plombecbiBudémis de la vigne).

Néanmoins, le véritable essor des pesticides dihésm débute au XXe siecle. On assiste a
un développement considérable des insecticidesnopges qui sont majoritairement des
composés organochlorés. Le DDT (dichlorodiphérofitdroéthane) a été synthétisé en 1874
par Othman et Zeidler et ses propriétés insecscideent découvertes en 1939 par Miller et
Weissman. Il fut trés efficace dans la lutte conles insectes ravageurs comme les
moustiques vecteurs du paludisme. D’autres orgaopehlfurent utilisés comme le HCH

(hexachlorocyclohexane), 'endosulfan, I'aldrinelaulieldrine.



Au cours de la seconde moitié du XXe siécle, de bremses découvertes ont permis
d’enrichir la famille des pesticides dans le domaageicole notamment par les recherches
menées sur les gaz de combat durant la secondeegmendiale. Des insecticides tres
efficaces apparaissent alors. Tout d’abord, la lfamiles organophosphorés dont les
propriétés ont été mises en évidence en 1936 eteqdéveloppent a partir de 1944 avec le
malathion, le dichlorvos ou encore le parathion. 1867, le premier insecticide appartenant a
une nouvelle famille, les carbamates, est déeritakbaryl qui sera suivi par le carbosulfan ou
encore l'aldicarbe. Dans les années 1970-1980, auee famille d'insecticides est
découverte: les pyréthrinoides, analogues de symtbés pyréthrines, substances présentes
dans les fleurs de chrysanthéme. Certaines mok@dat encore utilisées actuellement
comme la perméthrine, la cyperméthrine et la dedthnme. Les benzoylurées apparaissent en
1972 avec le diflubenzuron puis les phénylpyrazele4993 avec le fipronil. Dans les années
1970s puis 1980s, des recherches basées sur tHustrude la nicotine ont permis le
développement d’'une nouvelle famille d’insecticides néonicotinoides (Jeschke et Nauen,
2008). La commercialisation de I'imidaclopride dében 1994 et il sera suivi par d’autres
substances comme le thiaclopride, le nitenpyrame eogore le clothianidine. Les

néonicotinoides dominent actuellement le marchérdesticides.

[1.2-Les différentes familles d’insecticides etrlemodes d’action.

Au cours de ces derniéres années de nombreus#iesadfinsecticides sont apparues.
Elles peuvent étre classées par groupe selonheadss d’action et la cible visée (Insecticide
mode of action classification, IRAC 2012). Ces esbkont variées et correspondent a des
enzymes, des protéines, des canaux, des récepteGestaines familles agissent sur la
croissance en perturbant la mue des insectes lgadebs diacylhydrazines), d’autres comme
les benzoylurées perturbent leurs développemeaibtdeéiu 1). Les insecticides interviennent
également dans la respiration cellulaire ou enaaraiveau des muscles pour une toute petite
partie d’entre eux. Certaines bactéries comBaeillus thuringiensispeuvent étre aussi
utilisées car elles produisent des endotoxinegté@s pour l'insecte (tableau 1).



CIBLE ACTION FAMILLES EXEMPLES DE MOLECULES

chlorfluazuron, diflubenzuron,
Infénuron. novaluron
chromafénozide, halofénozide,

tebufénozide
ATP synthase mitochondriale azocyclotine, cvhexatine, diafenthinron
eyt T transport des électrons dans la acequinocyl, pyridabéne,
spiratio air : 1 :
espiration cellulaire mitochondrie phosphine
N spirodicloféene. spiromeésiféne.
acetvl CoA carboxvlase - ]
- - sprotetramate

Bacillus thuringiensis

organochlores DDT. méthoxychlore

canal sodinm voltage-déeépendant cyperméthrine, deltaméthrine,
pvréthrine, téfluthrine

chlorpyrifos, diazinon, malathion,

pvréthrinoides

organophosphores

ctvIcholinesté parathion
acetvlcholmesterase - D
- aldicarbe, carbarvl, carbosulfan,
carbamates . =
thiocarbe
L _ - onicotinoides acétamipride, imidaclopride,
Systéme nerveux recepteur nicofinique a HEOIICOHIONIES 1 tenpyrame. thiaméthoxam
l'acetvlcholine . . -
. Sl.)Lll{Ilf\"\'ll{.‘:‘? Sl)l.lletOl"EllllE. SlJ].IlOSZ'l(l

phénylpvrazoles | éthiprole, fipronil

recepteurs GAB Aergiques

organochlorés chlordane, endosulfan
récepteur a l'octopamine amitraze
récepteur a la rvanodine diamines flubendiamide. chlorantraniliprole

Tableau 1. Liste des principales classes d'insediés utilisées a ce jourD’aprés la

classification de I'lRAC (Insecticide Resistanceidrc Committee) (février 2012).

Cependant une classe reste largement majoritaipartison efficacité élevée, elle correspond
aux neurotoxiques. lls agissent au niveau du systarveux et renferment plusieurs familles
d’insecticides comme les organochlorés ou les métinbides (Tableau 1). D’autres

insecticides sont également utilisés mais la cdilée mode d’action restent incertains ou
méconnus comme le bifénazate (Casida, 2009). Tagedamilles d’insecticides agissent
donc au niveau de cibles bien distinctes que je défailler par la suite.

Ces insecticides ayant un role sur la croissante développement de I'insecte sont souvent
utilisés en cas d’échec d’autres familles d’'inggdéis. Chez le moustique en particulier, apres
I'apparition de résistance aux pyréthrinoides et aganophosphates, des insecticides de ce

type ont été utilisés (Belinato et al., 2013).d{fissent en tant que régulateurs de croissance



des insectes (IGR, Insect Growth Regulators). I@Rsl ont été classés en 2 groupes, le
premier correspond aux inhibiteurs de la synthéselad chitine qui intervient dans la
formation de la cuticule et le deuxieme correspandies substances qui perturbent I'action
des hormones spécifiques des insectes (hormonesilps/@t ecdysone) (Tunaz et Uygun,
2004).

[1.2.1.1. Les inhibiteurs de la synthese de la chiite.

La chitine est un biopolymere trés répandu danmsatare qui est produit par les insectes en
particulier. Elle est le composant majeur de lacalg qui constitue I'exosquelette chez les
insectes. La chitine est également présente damatidce péritrophique, couche protectrice
de l'intestin moyen des insectes contre I'attaqeeadthogenes ou de toxines (Merzendorfer
et Zimoch, 2003). La chitine est un polymeére liné@iomposé de N-acétyl-glucosamines. La
biosynthése de ce polymere fait intervenir plusenzymes pour convertir différents sucres
(glucose, trehalose) en UPD-N-acétyl-glucosaminer@éndorfer, 2011). La derniere étape

est synthétisée par une enzyme trés importantgjtiae synthase (Figure 2).
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Figure 2: Synthese de la chitine a partir de 'UPN-acétyl-glucosamine par la chitine

synthase.

Ce mécanisme requiert le UPD-N-acétyl-glucosamiomme substrat et la présence de
cations divalents comme le Kfg(Merzendorfer 2006). La chitine est transportémagers la
membrane plasmique dans le domaine extracellujadre un processus meéconnu. Deux
hypotheses ont été proposées (Merzendorfer et ApkAN3). Dans la premiere hypothése,
des vésicules endoplasmiques transportent la eh#fymthase au niveau de la membrane
plasmique. Suite a la fusion des vésicules averdimbrane, la chitine synthase est activée et
produit les polymeres de chitine dans le domairteaegllulaire (Figure 3A). La deuxieme
hypothése propose que la chitine est synthétiséac@imulée a lintérieur des vésicules

endoplasmiques par la chitine synthase. Les vésicdiisionnent avec la membrane



plasmique pour libérer les polymeéres de chitinendueela est nécessaire (Figure 3B). Une

fois dans le domaine extracellulaire, les polyme&tassemblent ensuite de maniére spontanée

pour former des microfibrilles de diametre et degleeur variables.
ol

A

UDP-GleNAc  pp

Figure 3: Modeles pour le transport de la chitinaianiveau de la membrane plasmiqu@)
Apres transport des vésicules contenant la chiipethase a la membrane plasmique, la
membrane des vésicules fusionne avec la membrasnigue. La chitine synthase est
activée par les enzymes protéolytiques contenues d#& domaine extracellulaire pour
produire la chitine. (B) La synthese de la chitidébute dans les vésicules durant leurs
transports au niveau de la membrane plasmique. $\fugion des vésicules, la chitine est
libérée dans le domaine extracellulaire. L'étoilelnd indique le site catalytique de la chitine

synthase. (d’aprés Merzendorfer et Zimoch, 2003).

La synthése de la chitine est un processus crpoial la croissance et le développement de
'insecte. En effet, elle est le constituant mdgre de la cuticule que l'insecte remplace
régulierement a travers le phénomene de mue. bitibin de la synthese de la chitine induit
des perturbations dans la formation de la cuti@ilda mue avorte. C’est pourquoi des
inhibiteurs de la synthése de la chitine ont étéeldppés en tant qu’insecticides comme les
benzoylurées (Figure 4). Cependant, le mécanisaxidh de ces insecticides reste inconnu.
lIs n'agiraient pas sur la chitine synthase dineeet mais plutbt sur le transport de la chitine
via les veésicules endoplasmiques ou le transportramers la membrane plasmique
(Merzendorfer, 2006). Ces insecticides ont unelégiersistance dans I'environnement et ils
sont presque sans danger pour les organismes lnles.dCes insecticides restent utilisés dans
le domaine de l'arboriculture, la sylviculture et $anté publique pour I'élimination des
moustiques vecteurs de maladies humaines. Les yenzes représentent 3% du marché
mondial (Sparks, 2013).
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Figure 4: Formules chimiques de plusieurs insectigis appartenant a la famille des

benzoylurées.

[1.2.1.2. Les perturbateurs hormonaux.

Chez les insectes, le développement est rythmég@marprocessus de mues. Les mues de
croissance permettent a la larve d’augmenter #la tdors que les mues de métamorphose
induisent de nombreux changements morphologiquestiabant a I'imago. Ces différentes
étapes sont régulées par deux hormones principa@edysone, hormone stéroidienne de mue
(active sous forme de 20-hydroxyecdysone, 20Egshbrmones juvéniles (JH) (Dhadialla et
al., 1998).

Au niveau moléculaire, la cible de la 20E est unepteur nucléaire, un hétérodimeére
composé de EcR (ecdysteroid receptor) et de USRagpiracle). Ces deux protéines font
partie de la famille des récepteurs aux hormon&®isliennes et présentent un domaine de
liaison a 'ADN. Le complexe 20E-récepteur va etswse lier a ’ADN au niveau de sites
spécifiques et jouer le réle de facteur de trapsion pour des génes cibles impliqués dans les
processus de mues (Dubrovsky, 2005). Ce processusrce avec l'augmentation de la
qguantité de la 20E. Chez la drosophile, cette haemest sécrétée par les glandes
prothoraciques au niveau du cerveau de la larvite &u’augmentation de la 20E, la larve
arréte de se nourrir. L’ancienne cuticule se détaldsecellules de I'épiderme (I'apolyse) et
crée un espace qui se remplit de liquide exuvialtemmant des enzymes chitinolytiques
inactives. Sous l'influence de la 20E, les celluliesl’épiderme s’organisent pour produire
massivement les constituants de la nouvelle catiduhe fois que la quantité de 20E diminue,
les enzymes chitinolytiques sont activées pourrdigégne partie de I'ancienne cuticule. Le

liquide exuvial est ensuite réabsorbé suivi d'urlgerbtion de I'hormone d’éclosion
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permettant I'exuviation. Le déclenchement des nastslonc di & une augmentation de 20E.
Si cette hormone agit en synergie avec les horm@maniles, une mue larvaire sera

déclenchée (Figure 5).

e - »
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croissance larvaire métamorphose
' ‘ =_—

éclosion 18 mue  28Me mue pupe éclosion

guantité de JH et 20E au cours

du développement

3 jours

Figure 5: Variation du titre de la 20-hydroxyecdyse (20E) et des hormones juvéniles

(JHs) durant le développement de Drosophila melaastgr. 20E, ligne pleine et JHs ligne

en pointillés (d'aprés Dubrovsky, 2005).

Durant le dernier stade larvaire, une action d@d& en absence d’hormones juvéniles va
permettre linduction non plus de mues larvairesismde mue de métamorphose. Ces
processus de croissance et de développement eésriién coordonnés principalement par la
20E et les hormones juvéniles. Une perturbation dlanméostasie d'une de ces hormones
peut avoir des conséquences dramatiques pourdtise

Ainsi des analogues d’hormones spécifiques destesent été utilisés comme insecticides
pour le contrble des nuisibles en agriculture. amifle la plus importante correspond aux

diacylhydrazines, agonistes d’ecdystéroides (Figlure

chromafenonde halofénozide tébufénozide ecdysone

CHj H OH OH
\\ T 1 |
NH, CHy~C——C—CH,;—CH,—C—CH,
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/ \ /CHs

H3C \ HO
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Figure 6: Formules chimiques de plusieurs insectieis appartenant a la famille des

diacylhydrazines et de I'ecdysone.
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Découverts par Rohm et Haas dans les années 1889spomposants provoquent une mue
prématurée chez les insectes cibles, qui condaitndort de la larve. Ces produits sont donc
désignés comme acceélérateurs de mues (Fahrbak2@12). L’avantage de ces insecticides
réside dans leur spécificité d’action. Par exempdetebufénozide est toxique pour les
|épidoptéres mais trés faiblement toxique pouraleses espéces comme les coléopteres, les
diptéres, les pollinisateurs comme l'abeille aimpsé les mammiferes (Dhadialla et al., 1998).
lIs ont également une faible rémanence dans I'enmement. D’autres études ont permis le
développement de nouveaux insecticides comme leahg&troquinoline pour lutter
spécifiguement contre les moustiques (Fahrbach let2@12). Ces insecticides sont
principalement utilisés dans I'arboriculture etviticulture. Cependant ces insecticides ont
une action plus lente que les neurotoxiques, cemioque des pertes plus importantes dans
les cultures utilisant ces insecticides. Les diaygtazines représentent 1% du marcheé

mondial des insecticides (Sparks, 2013).

La respiration cellulaire fournit I'énergie nécassaa la cellule pour fonctionner et est
apparue comme une cible possible pour lutter cdasrerganismes nuisibles en agriculture.
La mitochondrie est le centre énergétique de laleelL’énergie produite provient d’une voie
métabolique appelée chaine respiratoire mitochalariElle a pour but de phosphoryler
'ADP (adénosine diphosphate) en ATP (adénosinghdsphate) fournisseur énergétique
universel. Les enzymes de cette voie, situées damembrane interne de la mitochondrie,
sont impliqguées dans 5 complexes difféerents (I-Mgs complexes | a IV permettent le
passage de protons dans I'espace intermembraridgard 7). Ces protons sont ensuite
captés par I'ATPase (complexe V) pour phosphoryfDP en ATP dans la matrice de la
mitochondrie (Figure 7). D’autres enzymes aurontckarge le transport de I'ATP dans
I'espace intermembranaire ('ATP/ADP translocasasmlans le cytoplasme de la cellule (la
porine). Certains insecticides ont la propriétéhiber les difféerents complexes de la chaine
respiratoire mitochondriale (Figure 8). lls vontiragn perturbant soit les réactions
d’oxydation soit le gradient de protons. Il en téswne perturbation dans la synthése de
'ATP. Ces insecticides sont principalement utsis#ans les cultures arboricoles en France.
En général, ils présentent une faible toxicité angs des mammiferes ainsi qu’une faible
persistance dans I'environnement. Par exempleyridabéne est utilisé pour lutter contre les

mites et les insectes comme les pucerons en inhibaiomplexe | de la chaine respiratoire
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mitochondriale. L’acequinocyl est surtout efficazmtre les mites et inhibe le complexe Il
au niveau du site d’oxydation de I'ubiquinone (Dgdex, 2005).

espace intermembranaire @ @ @

membrane
interne de la retabrenst o |

mitochondrie

MNADH @

NAD'+@ FADH: Fap’ +%
@
e » -
@ 7 .t — Hut>x2 ....a
® 5 .
PO,? vV
matrice de la mitochondrie @

Figure 7: Schéma de la chaine respiratoire mitochdnale. Elle est composée de 4
complexes I, 11, lll, IV (en rouge) et de coface(NADH, FADH) qui permettent le passage
des protons dans l'espace intermembranaire. Cedopso sont captés par 'ATPase ou
complexe V (en bleu) pour permettre la phosphoatde 'ADP en ATP, fournisseur
énergétique universel. (Cyt c: cytochrome c; Rénaine).

Contrairement aux autres insecticides de cettellama roténone qui est un insecticide
naturel, produit par des plantes tropicales confideeris elliptica et Lonchocarpus nicou,
présente un danger pour les mammiferes. En eH&pdsition a cet insecticide est un facteur
de risque dans I'étiologie la maladie de Parkin€camner et al., 2011). La roténone agit en
inhibant le complexe | de la chaine respiratoiréoationdriale. Cet insecticide naturel fut
utilisé en agriculture et plus particulierementagmiculture biologique pour lutter contre les
insectes ravageurs comme le doryphore, les puceoondes chenilles. Cependant, la
commission européene du 10 avril 2008 (2008/31/€Ehterdit 'usage de la roténone.
Récemment, une dérogation a été mise en placeisautof utilisation de cet insecticide en
agriculture biologique (arboriculture et viticule)rjusqu’au 30 avril 2011.

acequinocyl pyridabéne phosphine roténone
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Figure 8: Formules chimiques d’'insecticides pertuaht la respiration cellulaire.
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Certaines bactéries, en particuliacillus thuringiensigBt), sont pathogénes pour certaines
catégories d’'insectes (coléoptéres, diptéres, dfpeadtes principalement) surtout durant les
stades larvaires (Bravo et al., 201B).a la capacité de synthétiser des inclusions thma
associées aux spores ayant des propriétés ingesti¢tlles sont formées de protéines variées
appelées toxines Cry (Bravo et al., 2011). Une fioggrées (inclusions cristallines-spores)
par les larves des insectes, les protoxines coesedans les inclusions sont solubilisées par
les protéases de l'intestin moyen, libérant aiesdlendotoxines. Ces protéines toxiques vont
ensuite se lier aux récepteurs cadherin-like sifulsssurface des microvillosités des cellules
épithéliales et subir une protéolyse. Cette étappermettre I'oligomérisation des protéines
toxiques puis la liaison avec d'autres types deptaurs (GPIl anchored receptor) et enfin
I'insertion dans la membrane des cellules épitledigour former des pores (Figure 9). Cette
étape va induire un choc osmotique au niveau deettin moyen et favoriser la germination

des sporesBt va alors se multiplier et se répandre dans I'osgari provoquant la mort de

I'insecte par septicémie (Nielsen-LeRoux et al.,201

’ Inclusions cristallines
g Protoxines

Toxines Cry
Es :%‘%ﬂ:—‘

Oligomeres

== Récepteurs cadherin-like

é GPI anchored receptors

Figure 9: Modéle probable du mode d’action des to@s Cry.Solubilisation (1) et activation
des toxines Cry par les protéases de l'intestinandy2), liaison aux récepteurs cadherin like
et clivage de I'hélicexl des toxines (3), oligomérisation des toxines Qryliaison aux
récepteurs du type GPI anchored receptors (5) pgsrtion dans la membrane pour former
un pore (6). (d’aprés Bravo et Soberon, 2008).

Malgré un grand nombre d’études qui mettent en é@celda formation de pores dans le
mécanisme d’action des toxines Cry, un autre modé&kcemment été proposé qui pourrait
également intervenir dans ce processus chez lesctgss (Soberon et Bravo, 2009).

L’interaction entre les protéines toxiques et lésepteurs cadherin-like va activer une
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cascade de transductions impliquant une protéina@nylate cyclase et la protéine kinase
A et conduire a la mort cellulaire.

Grace a ses propriétés insecticides, Bt est wijisir lutter contre les insectes nuisibles dans
certaines cultures (vignes, arbres fruitiers), dardomaine de la sylviculture, le stockage de
graines et contre les moustiques, vecteurs de nesldmimaines. Les insecticides contenant
Bt représentent environ 2% du marché mondial adBielvo et al., 2011). Ces insecticides
sont principalement commercialisés sous forme deesisson de spores mais l'usage
commercial est limité. En effet le traitement dedtures doit étre fréquent car les
d-endotoxines sont sensibles aux radiations sol@tregeviennent inactives rapidement. Le
probleme a été contourné par I'utilisation de a@sutransgéniques (principalement coton et
mais) capables d’exprimer les toxines Cry (Jam@89R Cependant, I'utilisation et I'impact
sur I'environnement de ces cultures restent conts@ge(Vain, 2007; Michaud, 2005).

Les neurotoxiques restent la classe la plus imptatgui correspond a plus de 75% du
marché mondial des insecticides (Casida, 2009)dlssent au niveau du systeme nerveux
des insectes en perturbant la transmission synegptlaes neurotoxiques ont I'avantage d’agir
rapidement et efficacement pour stopper les dég@gendrés dans les cultures. lls agissent
également sur les insectes vecteurs de maladiesihesncomme le moustique (Casida et
Durkin, 2013). Ces neurotoxiques ont pour ciblegeoras: (1) les récepteurs canaux de
I'acide y-aminobutyrique (GABA), cibles des phénylpyrazogtésde certains organochloreés,
(2) les canaux sodium voltage-dépendant, cibles pgthrinoides et de certains
organochlorés, (3) I'acétylcholinestérase, cibls dejanophosphorés et des carbamates et (4)
le récepteur nicotinique a lacétylcholine (nAChRgjble des spinosynes et des

néonicotinoides.

[1.2.4.1. Le récepteur canal de I'acides-aminobutyrique (GABA).

Le récepteur canal du GABA est la cible des phémglpoles et de certains organochlorés
(cyclodiénes). Le GABA est le principal neurotraes$teur inhibiteur et il joue un réle
critigue dans la régulation de l'activité neuronétgperpolarisation membranaire) chez les
vertébrés et les invertébrés. Son récepteur, kptéar canal GABAergique est un récepteur

pentamérique faisant partie de la superfamille d&septeurs —Cys-loop™™ comme les

15



récepteurs nicotiniquesa l'acétylcholine (nAChRs)emaore les récepteurs de type 3 de la
sérotonine (5-HJ). Chaque sous-unité du récepteur possede un dereaimacellulaire N-

terminal contenant les sites de liaison au neumstreetteur suivi de quatre domaines
transmembranaires (M1-M4) (Figure 10). Le domairzddntient les résidus responsables de

la formation du canal qui permet le passage desdblosure (Buckingham et al., 2005).

Figure 10: Schéma de la structure d’'une sous-unii&in récepteur canal au GABAUne
sous-unité possede 4 domaines transmembranair@srésidus cystéine dans le domaine

extracellulaire N-terminal (ronds noirs) .

Chez les vertébreés, il existe deux types de reaep®ABA ionotropes en fonction de leurs
propriétés pharmacologiques et de leurs compos#iosous-unités: les récepteurs GAB&

les récepteurs GABA Les récepteurs GABA(composés des sous-unitds, Bi-s Y1-3 O, €,

0, m1-3) sont sensibles aux modulateurs allostériques aembenzodiazépines et également
sensibles a la bicuculline. A l'inverse, les réeeps GABA: (Composés des sous-unites)

sont insensibles a la bicuculline et a la plupad chodulateurs allostériques des récepteurs
GABA (Buckingham et al., 2005).

Les récepteurs GABA des insectes ne peuvent pasléassés dans I'un des deux groupes vus
précédemment car ils présentent une sensibilité-vis des modulateurs allostériques des
récepteurs GABA mais ils présentent aussi une insensibilité aidacolline (Hosie et al.,
1997). La composition en sous-unités des réceptel@s insectes reste méconnue.
Actuellement trois sous-unités ont été clonées Ehezophila melanogastegqui se nomment
RDL (resistance to dieldrin), GRD (GABA and glyciliee receptor ofDrosophilg et
LCCH3 (ligand-gated chloride channel homologueRjymond-Delpech et al., 2005).

RDL est la sous-unité qui a été la plus étudiéesaa découverte par ffrench-Constant

comme responsable de la résistance aux cycloda@ezrosophila melanogasteffrench-
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Constant et al.,, 1991). Cette sous-unité du réoepée pu étre exprimée de maniére
hétérologue dans des ovocytes de xénd@mdgpus laev)spour former un récepteur homo-
oligomérique fonctionnel (Hosie et al., 1997). ué¢ pharmacologique de ces récepteurs a
montré une insensibilité a la bicuculline compagald la majorité des récepteurs
GABAergiques natifs des insectes (Buckingham et 2005). Les homomeéres de RDL
mimant I'action des récepteurs natifs, ils ont atéisés comme modeéle pour I'étude de
I'action des insecticides sur les récepteurs GARA iisectes (Grolleau et Sattelle, 2000).

Il a été montré qu’une mutation, induisant le reampment d’une alanine par une sérine en
position 302 dans le domaine M2 (Figure 11), canfier résistance aux cyclodiénes et au
fipronil chez la drosophile (ffrench-Constant et &004). Le remplacement de l'alanine en
position 302 est retrouvé dans d’autres especesedim moustique ou le puceron du pécher,
suggérant un réle crucial de cet acide aminé das#id de liaison aux insecticides. D’autres
études basées sur le déplacement de radio-ligandsant que les insecticides agissent de
maniere similaire a la picrotoxinine, antagonistsru des récepteurs GABA (Casida et
Durkin, 2013).

Figure 11: Schéma de la structure du domaine transmbranaire M2 de la sous-unité
RDL (resistance to dieldrin) du récepteur GABA alanine en position 302 est noté en

rouge.

Actuellement les organochlorés (Figure 12) quienbles récepteurs GABA des insectes sont
interdits car ils présentent une forte persistagenes I'environnement, une bioaccumulation
dans la chaine alimentaire ainsi qu'une faiblec#iée insectes/mammiferes. Mais d’autres
insecticides sont apparus sur le marché mondiaheoie fipronil, appartenant a la classe des

phénylpyrazoles (Figure 12). Il présente une maidesélectivité vis-a-vis des insectes et une
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rémanence dans l'environnement plus faible queolgmnochlorés. Les phénylpyrazoles
représentent 5% du marché mondial des insecti¢®learks, 2013).
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Figure 12: Formules chimiques de plusieurs insecgtles agissant sur le récepteur GABA.

(A) insecticides appartenant a la famille des phgynazoles. (B) insecticides appartenant a

la famille des organochlorés.

Le fipronil reste actuellement utilisé dans le doreavétérinaire comme traitement anti-
puces, ou comme traitement des semences pour nesrtaiultures (mais, tournesol).
Cependant, le fipronil a été interdit en raisor’idepact de cet insecticide sur les abeilles. Le
traitement des semences (mais et tournesol) egersths pour une période de deux ans a

compter du 31 décembre 2013 dans I'union européenne

[1.2.4.2. Le récepteur canal sodium voltage-dépend

Le canal sodium voltage-dépendant est la cible @ggethrinoides et de certains

organochlorés en particulier le DDT. Ce canal jongdle important dans la propagation des
potentiels d’action dans les cellules neuronalexz dbg vertébrés comme les invertébres.
Chez les mammiféres, ce canal est formé par ure seus-unité (Figure 13). Il correspond

a un polypeptide composé de quatre domaines hommeofJ-1V) comprenant chacun six

hélices transmembranaires (S1-S6). Les hélicest &b gpermettent la formation du canal
alors que les hélices S1 a S4 sont responsablés sEnsibilité au potentiel de membrane
(Figure 13). Apres une dépolarisation de la mendyrées hélices S4 (des domaines | et Il)
chargées positivement se déplacent, induisant angegment conformationnel du récepteur ce
qui permet le passage sélectif des ion$ (Catterall, 2000). Par la suite, la perméabilitg a

ions Nd diminue et le récepteur devient inactif (état imédiaire) ne permettant plus le
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passage des ions. La repolarisation de la membrahit une désactivation du récepteur

(Davies et al., 2007).
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Figure 13: Schéma de la structure du canal sodiumitage-dépendantlLa sous-unitex est
formée par un polypeptide unique avec 4 domainesologues (I-IV) composés eux-mémes
de 6 hélices transmembranaires (S1-S6). Les 4 dmwdiomologues s’assemblent au niveau
des hélices S5, S6 et des boucles S5-S6 (P-loops¥grmer un pore (PD) permettant le
passage d’ions Na Les autres hélices (S1 a S4) sont responsablels densibilité au
potentiel de membrane du récepteur en formant 4adtees senseurs (VSD). (d’aprés Davies
et al., 2007).

Chez les insectes, la sous-unitést codée par le gepara et présente une forte homologie
structurelle et fonctionnelle avec la sous-unitdes mammiféres (Bourdin et al., 2013). Il a
été cloné chez la drosophile d’ou son nom (situénaeau du locusparalysis sur le
chromosome X) (Davies et al., 2007).

Chez les insectes, le DDT et les pyréthrinoideygiuent des mouvements convulsifs, la
paralysie puis la mort. Au niveau moléculaire, isecticides se fixent préférentiellement sur
le canal sodium ouvert. Cette liaison ralentitdenfeture du canal conservant ainsi le passage
d’ions Na a travers la membrane. (Davies et al., 2007) eGdtipe engendre la mise en place
d’un état stable hyperexcité de la cellule qui pibdn effet paralysant chez I'insecte appelé
“knock down”". Les pyréthrinoides sont classéederrx groupes (type | et 1l) en fonction de
leurs effets chez I'insecte et de la présence (tj)peu non (type I) d’'un groupe cyano en
positiona de la partie alcool benzyle. Les pyréthrinoidesyge | entrainent la paralysie de
l'insecte alors que les pyréthrinoides de typegllj sont plus efficaces, entrainent des

mouvements convulsifs. Cette différence s’expligae le fait que les pyréthrinoides de type
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Il prolongent I'ouverture du canal sodium plus ltergps que les pyréthrinoides de type |.
Les courants sodiques sont perturbés pendant aértamillisecondes pour les pyréthrinoides
de type | alors que cette perturbation est de gesigecondes pour les pyréthrinoides de type
Il (Davies et al., 2007).

Les études expérimentales sur la résistance a@thpyroides et au DDT ont mis en évidence
I'implication de régions particuliéeres. Dans la @updes cas, la boucle entre les hélices S4 et
S5, I'hélice S5 et I'hélice S6 du domaine Il sanpliquées . Par exemple, la mutatlar qui
correspond au remplacement d’'une leucine par uneyfdiénine en position 1014 (hélice S6
du domaine 1l) est retrouvée dans de nombreusesespgeémme la mouche domestique, le
moustique commun, le doryphore ou encore le pucgugpécher (Davies et al., 2007). En se
basant sur ces données expérimentales, O'Reilgegtcollaborateurs ont pu suggérer un
modéle d'interaction des insecticides avec le candlum (Figure 14). L'étude a été menée
sur un modele homologue du canal sodium de la neoddmestique, le canal potassium
Kv1.2 chez le rat. Le modéle permet d’inclure démsavité hydrophobe, la plupart des
résidus associés a la résistance aux pyréthrin@idas DDT chez les insectes (O'Reilly et
al., 2006).

Figure 14: Prédictions des sites de liaisons d'unr@rinoide, le fenvalérate (A) et du

DDT (B) au niveau du canal sodium voltage dépendahe modéle prévoit une cavité
hydrophobe entre la boucle S4-S5 (en jaune), EeéB5(en bleu clair) et I'hnélice S6 (en bleu
foncé) du domaine Il du récepteur. Les résidusver) impliqués dans la résistance aux

pyréthrinoides et au DDT sont positionnés a laaefde la cavité hydrophobe suggérant

une interaction possible avec les insecticides.
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Le DDT est actuellement interdit en agriculture ause de sa persistance dans
I'environnement et de sa bioaccumulation a tral@rshaine alimentaire. Il reste cependant
utilisé contre les moustiques vecteurs du paludisiaes de nombreux pays car aucune
alternative efficace n’a été trouvée a ce jour. p@ethrinoides quant a eux restent utilisés en
agriculture car ils présentent une forte séledivitsectes/mammiféres, une forte toxicité
contre les nuisibles et une persistance dans fenwement plus faible que les composés
organochlorés comme le DDT (Figure 15). Les pymétfides représentent actuellement 17%

du marché mondial des insecticides (Sparks, 2013).
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Figure 15: Formules chimiques de plusieurs insedtles agissant sur le canal sodium
voltage-dépendant(haut) insecticides appartenant a la famille degéghrinoides. (bas)

insecticides appartenant a la famille des organooés.

[1.2.4.3. L'acétylcholinestérase

L’acétylcholinestérase est la cible des organophmgshet des carbamates. Cette enzyme
hydrolyse I'acétylcholine pour stopper la transmoisssynaptique et réguler la concentration
de ce neurotransmetteur dans la synapse cholinetgiqu

L’acétylcholine réagit avec les sites actifs dedtylcholinestérase (site anionique et la triade
catalytique: Ser-His-Glu) et subit une hydrolysea kholine est ainsi libérée et un
intermédiaire acétyl-enzyme” est formé (SoredSeidman, 2001). Une deuxiéme étape

N s

d’hydrolyse permet la libération d’acétate et ra&gér’acétylcholinestérase (Figure 16).
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Figure 16: Réaction enzymatique de I'acétylcholinésase.Réaction de I'acétylcholine avec
les sites actifs (site anionique et site estéragigleel’acétylcholinestérase. L’hydrolyse de
I'acétylcholine permet ensuite la libération dedholine et la formation de I'acétyl-enzyme.

Une deuxiéme hydrolyse permet la libération dedtate et régénére I'acétylcholinestérase.

Ce meécanisme est perturbé par les organophospheréses carbamates. Certains
organophosphorés comme le parathion ou le chldgsygontiennent un atome de soufre
attaché a un atome de phosphore par une doulderiéFigure 17). Pour que ces composés
deviennent actifs, une étape de bioactivation nodilie est nécessaire, réalisée par des

monooxygénases via une désulfuration oxydativeufEid.7) (Costa, 2006).

§ B—H—CH, % O—CH,—CH,
CYP450
O,N 0 — oM 0

O—CH,—CH, 0—CH,—CHs

Figure 17: Réaction de désulfuration oxydative pane cytochrome P450 monooxygénase
(CYP).La CYP agit au niveau de I'atome de soufre attahi@tome de phosphore par une

double liaison (cercle rouge). La réaction permetrdétaboliser le parathion en paraoxon.

Une fois actif, les composés vont interagir avecé@du sérine du site actif estérasique de
I'acétylcholinestérase et une forme phosphoryléetive de 'enzyme apparait (Figure 18).
Cependant la liaison entre I'atome de phosphole site estérasique de I'enzyme étant trés
stable, elle empéche I'hydrolyse spontanée qui m&ge I'enzyme (Figure 16). Cette
inhibition est souvent irréversible et entraine woeumulation de l'acétylcholine dans la
synapse cholinergique conduisant a une hyperexxtitaies neurones. Ces insecticides

provoguent une paralysie qui conduit a la mortidedcte.
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organophosphorés carbamates

Figure 18: Schéma de l'action d'un organophosphoog d’'un carbamate sur le site actif
de l'acétylcholinestérase (AChEJR et R’) groupements basiques, (X) groupemenleatia
liaison entre I'insecticide et I'acétylcholinesté&m conduit a une forme inactive de I'enzyme

trés stable.

Le mode d’action des carbamates sur le site actifadétylcholinestérase est similaire. Dans
ce cas, la réaction sur le résidu sérine est urmceylation qui libére une forme carbaryl-
enzyme inactive (Figure 18). Il empéche I'hydrolgeel’acétylcholinestérase mais cette étape
est réversible. L'inhibition de l'acétylcholinessde est donc plus faible dans le cas des
carbamates. La structure de I'acétylcholinestéchse la drosophile a été résolue par Harel et
ses collaborateurs en 2000. Cette étude met enn&eédene structure tridimensionnelle
proche de la structure de l'acétylcholinestéraseladeorpille (Torpedo californica en
particulier au niveau des sites actifs de I'enzyme.

Les carbamates et les organophosphorés sont teujtilisés a ce jour contre les moustiques
vecteurs de maladies humaines, en agriculture réithibure (Figure 19). Des études sont en
cours pour améliorer la sélectivité insectes/marmaras. Actuellement, les organophosphorés

représentent 13% et les carbamates 6% du marchdiah@@parks, 2013).
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Figure 19: Formules chimiques de plusieurs insedtles agissant sur
I'acétylcholinestérase(haut) insecticides appartenant a la famille degamophosphoreés.

(bas) insecticides appartenant a la famille desbeanates

23



[1.2.4.4. Le récepteur nicotinique a I'acétylcholire

Le récepteur nicotinique a l'acétylcholine (nACh&3t la cible des néonicotinoides et des
spynosynes. L’acétylcholine est le principal netamasmetteur excitateur du systéme nerveux
central des insectes permettant une neurotrangmisapide. Les récepteurs nicotiniques a
I'acétylcholine font partie de la superfamille désepteurs ~"Cys loop”” comme les récepteurs
GABA que nous avons détaillés précédemment. Comurgles nAChRs sont des récepteurs
pentamériques. Les sous-unités du récepteurs swniéés d'un domaine N-terminal
extracellulaire qui contient six régions distinc{esucles A a F impliquées dans le site de
liaison a l'acétylcholine) puis de quatre domaimesismembranaires et d’'un domaine C-

terminal extracellulaire (Figure 20).

domaine extracellulaire

N

> domaine intracellulaire

Figure 20: Structure du récepteur nicotinique a Itylcholine.(A) récepteur pentamérique
formant un pore sélectif aux ions N&&*, K* & travers la membrane plasmique. (B) chaque
sous-unité est composée de 4 domaines transmenn@mn@M1-TM4). La boucle
intracellulaire entre le domaine TM3 et TM4 présenn site potentiel de phosphorylation.
(d’aprés Thany et al., 2007).

Une fois libérée dans la fente synaptique, I'acftyline va se fixer sur le nAChR au niveau
du site de liaison. Cette fixation va induire un raf@ment conformationnel du récepteur
permettant 'ouverture du canal et le passage tétkions (un courant entrant d’'ions Kat
Cd* et un courant sortant 'K Ces courants vont perturber I'équilibre du pdegnte

membrane et induire une dépolarisation membrapain@ettant la neurotransmission.
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Chez les vertébrés, il existe différents types dessunitésa (al-10), B (B1-4), vy, d qui
permettent la formation de multiples récepteurs.nfugau de la région neuromusculaire, on
trouve principalement le sous typex2)31yd. Au niveau du systeme nerveux, les nAChRs
sont composeés par les sous-unié@2-10) et (B2-4). Ces sous types de récepteurs sont
classés en deux groupes en fonction de leur sétésibi I’ a-bungarotoxine (toxine qui
provient d’'un serpentBungarus multicinctys Les sous-unitési7 a al0 forment des
récepteurs sensibles a-bungarotoxine alors que les sous-unités a o6 et B2 a 4
s’'assemblent pour former des récepteurs insensiblég-bungarotoxine. Les sous types
majeurs du systeme nerveux des vertébrés sont dphemiamerea7 (sensible a &-
bungarotoxine) et I'hétéropentamereto(B2); (insensible a ti-bungarotoxine) (Vo et al.,
2010). Ces différents sous types de récepteursrerdrégalement une sensibilité différente a
I'acétylcholine. La composition en sous-unités andane influence sur les propriétés

pharmacologiques du récepteur (Figure 21).

MAMMIFERES INSECTES

muscles systéme nerveux systéme nerveux

Figure 21: Assemblage des différentes sous-unitésurpformer les nAChRs chez les

mammiféres et les insectes.

Chez les insectes, la composition des nAChRs es-soites reste mal connue. Cependant,
des études de comportement chez I'abeille perntetiersupposer la présence de plusieurs
sous types de récepteurs, deux en particulierprectibn de la sensibilité asfbungarotoxine
(Thany et al., 2007). Chez les insectes, il existiex types de sous-unités du nAChRet 3.

La famille des genes qui codent les sous-unitésAIDhR a été décrite: chez la drosophile
(Drosophila melanogastgravec dix sous-unités dont sepal-7) et troisp (B1-3), chez le
moustique vecteur du paludismEnppheles gambid@vec dix sous-unités dont neufal-9)

et une sous-unit@l et chez I'abeilleApis melliferd avec onze sous-unités dont neuf1-9)

et deuxp (B1-2) (Jones et al., 2007). Ce nombre relativemaibid de sous-unités chez les
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insectes comparé aux mammiféres est compensé paathdaomeénes d’'édition et d’épissage
alternatif permettant la formation de plusieurs asofes pour chaque sous-unité (Sattelle et
al., 2005).

L’expression hétérologue des nAChRs d’insectes emnet pas d’obtenir des récepteurs
fonctionnels. Des études utilisant I'expressionréleepteurs hydrides contenant des sous-
unités d’'insectes et de mammiféres, ou des récepttumeériques contenant le domaine N-
terminal de la sous-unité d’intérét couplé avecdeshaines transmembranaires et C-terminal
du récepteur a la sérotonine (5-HDnt été réalisées (Millar, 2009). Ces études paant
d’apporter des informations sur les sites de lmisbagonistes du nAChR comme les
insecticides (néonicotinoides et spinosynes).

La fixation des néonicotinoides sur le nAChR engalouverture du canal qui permet
I'entrée d'ions Na et C&" et la sortie d’'ions K Ces courants ioniques perturbent le potentiel
de membrane qui conduit au phénoméne de dépolaris@les insecticides ne peuvent étre
dégradés par I'acétylcholinestérase dans la fgmapsique, leurs actions se prolongent donc
au niveau du nAChR et conduit a une dépolarisghermanente de la membrane, ce qui
provoque chez l'insecte la paralysie puis la marexpression de récepteurs hybrides
drosophile-poulet B2-G32 et Dul-Gg32 dans les ovocytes de xénope met en évidence
I'activation du récepteur &2-G¢32 par des analogues de néonicotinoides alors gsie ce
analogues sont inefficaces sur le récepteut-Bg32 (Thany et al., 2007). Ces résultats
montrent que les sous-unités chez l'insecte, contribuent a la sélectivité daepteur aux
néonicotinoides. De plus, les récepteurs hybridesoghile-rat @332 et Du3-34 montrent
une différence d’affinité pour I'imidaclopride qeist supérieure dans le cas du récepteur
hybride Dn3-2 (Vo et al.,, 2010) ce qui impligue également lesissunitésf3 dans la
sensibilité aux néonicotinoides.

Pour les spinosynes, des études ont égalemendadigces pour déterminer le site de liaison
du spinosad sur le nAChR. Plusieurs études ontifadela sous-unitéw6 comme la cible du
spinosad cheBProsophila melanogastest Plutella xylostella(Watson et al., 2010; Rinkevich
et al., 2010). De plus, une mutation nulle de lassanitéa6 confere la résistance au spinosad
chezDrosophila melanogastdiPerry et al., 2007).Ces études suggerent quécla@siliaison
des néonicotinoides et du spinosad sur le NAChRdmpdes sous-unités différentes.

Ces deux classes d'insecticides (Figure 22) présenine forte sélectivité vis-a-vis des
insectes comparés aux mammiferes (Tomizawa et Ga¥d@8, 2005). Les spinosynes sont

utilisées en agriculture car ils sont particulieemnefficaces contre les Iépidoptéeres et ont
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I'avantage d’étre rapidement dégradés dans I'enmgorent. Ces insecticides sont également
utilisés dans le domaine vétérinaire et représen@¥t du marché mondial. Les

néonicotinoides sont utilisés comme agents syst@migcontre de nombreux ravageurs
(pucerons, cicadelles.....) dans la majorité desucedt Ils représentent 26% du marché
mondial ce qui correspond a la classe la plus itapte des insecticides (Jeschke et al.,
2011). Cependant, certains néonicotinoides sontemicause dans la forte mortalité des
abeilles ces dernieres années. En 2013, la conumissiropéenne a interdit 'usage de trois
néonicotinoides (clothianidine, imidaclopride, thitoxame) pour les traitements de
semences, au sol et foliaires et concerne plusdrilfures. Cette interdiction prend effet au

1*" décembre 2013 pour une période de deux ans.
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Figure 22: Formules chimiques de plusieurs insecgtles agissant sur le nAChRhaut)
insecticides appartenant a la famille des néoniumtie. (bas) insecticides appartenant a la

famille des spinosynes.
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nombre d’

L'utilisation massive d’insecticides a des conséges néfastes sur les écosystemes,
en particulier I'apparition de la résistance chezihsectes ravageurs et des effets indésirables
chez les especes non cibles comme les insectesdiéfiques et ’'homme.

[11.1-La résistance chez les insectes.

Ce phénomeéene compromet le contréle a long terrmseirdectes ravageurs d’'autant
plus que le nombre d’espéces résistantes est estand® augmentation (Figure 23). De plus,
ces phénomeénes de résistance apparaissent teggaétl’application des insecticides comme
chez la mouche domestique (Lindquist et al., 194&st donc nécessaire de comprendre les

bases moléculaires de la résistance pour améletatte contre les insectes nuisibles dans le

futur.
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Figure 23: Augmentation du nombre d’espéces résigts aux insecticides au cours du
temps. La ligne bleue correspond au nombre d’espéces teddiss, les bandes jaunes
signifient depuis quand la classe d’insecticidesusifisée et la date entre parenthese I'année

ou la résistance a été documentée pour la prenigsgDenholm et al., 2002).
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I11.2-Les mécanismes de résistances aux insecsicide

Il existe plusieurs types de mécanismes impliglass la résistance aux insecticides.
Ces mécanismes peuvent étre comportementaux (ctenpont différent de linsecte en
présence de linsecticide), physiologiques (modifims au niveau de la cuticule ou
modifications du métabolisme) ou encore par madiiftms au niveau des cibles de

I'insecticide.

La résistance comportementale correspond a un ehsg de comportement suite a une
exposition aux insecticides. Ce mécanisme permeédi@re ou d’éviter le contact avec ces
produits toxiques et donc d’améliorer la surviel'desecte. Une étude menée sur la blatte
(Blattella germanicamontre que certains individus présentent unelsépuvis-a-vis du gel
contenu dans les appats pour insectes. Ces inseztemngent trés peu voire pas ce gel et
sont beaucoup plus tolérants a linsecticide wtilis fipronil (37,5% de mortalité pour la
souche résistante contre 100% pour la souche $ergbes 7 jours) (Wang et al., 2004). Le
capucin des grains montre une réduction importal#eson activité locomotrice suite a
I'exposition a la phosphine par fumigation (organmggphoreés). Cette diminution de l'activité
locomotrice est percu comme un comportement prdedar il permet une diminution de la
respiration et donc une diminution de la prise skicticides (Pimentel et al., 2012).
Cependant, ces mécanismes ont été peu étudiésncelnamgement de comportement est
difficilement quantifiable (Haubruge et Amichot, B)9

Ce mécanisme correspond a un ralentissement denédrgion d’un insecticide a travers la
cuticule de l'insecte grace a une modification hiodque de celle-ci. Cette cuticule qui joue
le réle de protection de I'organisme vis-a-vis dilien extérieur est riche en lipides. Les
insecticides lipophiles comme les pyréthrinoidesesworganophosphorés vont pouvoir passer
cette barriere biologique par diffusion puis étransportés via I'hémolymphe jusqu’aux
organes cibles. Dans une étude menée chez le moaiginopheles funestysdes mesures
de I'épaisseur de la cuticule ont été réalisées. ddnehe résistante a la perméthrine présente
une cuticule plus épaisse de 9,5 a 10% qui permetaux d’'absorption plus faible de
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I'insecticide (Wood et al., 2010). D’autres études mis en évidence ce mode de résistance
chez la mouche domestiquilfsca domestida la teigne Plutella xylostelld ou encore la
noctuelle de la tomatdH€licoverpa armigera Une mesure de la quantité de deltaméthrine
radiomarquée a I'extérieur de l'insecte apres ungehd’exposition montre une pénétration
significativement plus faible chez les souchesstéstes que chez la souche sensible de la
noctuelle (Ahmad et al., 2006). Ces mécanismes ggraent de ralentir la pénétration de
I'insecticide dans l'organisme et pourraient renéor I'effet d’autres mécanismes de

résistance.

Un changement conformationnel de la protéine cd#el’insecticide peut provoquer une

diminution de la capacité de liaison de I'insect&ciet donc une diminution de son effet. Dans
la plupart des cas, ce type de résistance s’expliqu la présence d’une mutation qui entraine
une substitution d’'un ou plusieurs acides aminéss da séquence protéique de la cible de
l'insecticide (ffrench-Constant et al., 2004). Adtement le marché des insecticides est
largement dominé par les neurotoxiques (Sparks3)2Mous avons vu précédemment que
les cibles majeures de ces neurotoxiques étaigatépteur GABA, le canal sodium voltage-

dépendant, I'acétylcholinestérase et le NAChR. Nalasis donc nous focaliser sur ces quatre

cibles pour décrire la résistance due aux moditinatdes cibles de l'insecticide.

[11.2.3.1. Modifications du récepteur canal de I'aéde y-aminobutyrique (GABA).

Ces récepteurs sont la cible de certains organashl@momme la dieldrine et des
phénylpyrazoles comme le fipronil. Ces insecticidedixent sur le récepteur et bloquent le
passage d’ions chlorure. Une mutation dans le segi2 de la sous-unité du récepteur RDL
a été mise en évidence pour la premiére fois cinezsouche de drosophile résistance a la
dieldrine (ffrench-Constant et al., 1991). Cetteation entraine la substitution d’'une alanine
par une sérine ou une glycine en position 302 (ABBRG-igure 24) (ffrench-Constant et al.,
1994, 2000). Cette mutation a été retrouvée dafiérelites especes comme la mouche
domestique Nlusca domestida la blatte Blattella germanicg le vers de farineT{ibolium
castaneumou encore chez différentes especes de moust{ffumsch-Constant et al., 2004;
Asih et al., 2012). Cette mutation provoquerait w&ération du site de liaison des

insecticides sur le récepteur et stabiliseraitgaht I'état ouvert du récepteur (Zhang et al.,
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1994). De plus, une autre étude réalisée sur uneheadeDrosophila simulangnontre une
possible implication d’'une substitution d’'une thrim@npar une méthionine en position 350
(T350M) dans la résistance aux phénylpyrazolesufEig4) (Le Goff et al., 2005).

NH,
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Figure 24: Schéma topologique d'une sous-unité dwecepteur canal au GABA.

Localisation des mutations impliquées dans la tésise aux insecticides.

[11.2.3.2. Modifications du récepteur canal sodium wltage-dépendant.

Les pyréthrinoides et le DDT se fixent sur le réeeptcanal sodium voltage-dépendant et
retardent sa fermeture ce qui perturbe la transomissynaptique. Le plus souvent la
résistance a ces insecticides est due a une muthdius le gene nomnikélr. La résistance a
été mise en évidence pour la premiére fois chendache domestique exposée au DDT
(Busvine , 1951). Elle correspond a une substitutiame leucine par une phénylalanine en
position 1014 (L1014F) dans le segment 6 du domBig€igure 25) (Burton et al., 2011).
Cette mutation est retrouvée chez le moustiiidgx pipieny et le doryphorel(eptinotarsa
decemlineatp D’autres substitutions ont été découvertes amenécus: L1014H chez le
puceron du pécheMyzus persicdeet L1014S chez le moustiquarnopheles gambidgar
exemple (Davies et al., 2007). Il existe égalemam substitution d’'une méthionine par une
thréonine en position 918 (M918T) dans la boucleeeles segments 4 et 5 du domaine I
(Figure 25). Elle confere une résistance plus irtgmbe aux pyréthrinoides d’ou son nom
super-kdr D’autres mutations ont également été identifiedez différentes espéces
d’'insectes comme T929V chez I'aleurode du talien(isia tabagdiou F1538I chez la tique
du bovin Boophilus microplus(Davies et al., 2007).
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Figure 25: Schéma topologique du récepteur canal smd voltage-dépendantocalisation
des mutations impliquées dans la résistance awctitsdes.

Ces mutations peuvent induire un changement comfitonmel qui induit une diminution de
I'affinité des insecticides pour le canal sodiumtage-dépendant. D’'aprés le modeéle tri-
dimensionnel du canal sodium voltage-dépendaniséephr O’'Reilly et ses collaborateurs en
2006, les résidus M918 et T929 seraient impliqusdinteraction avec les insecticides. La
mutation de ces résidus (M918T, T929V) perturbdimteraction entre ces résidus et les
insecticides et donc induirait la résistance (Dsvé¢ al., 2008). Pour les résidus L932 et
F1538 qui n'interagissent pas directement avemigscticides, une mutation provoquerait un
changement conformationnel au niveau du site deohades insecticides et donc une
perturbation de linteraction des insecticides aleaécepteur (Davies et al., 2008). Ces
mutations peuvent également altérer la cinétiquendrture et fermeture du canal sodium
voltage-dépendant. La substitution d’'une leucineyre phénylalanine ou par une histidine
en position 1014 (mutatiokdr) conduit a I'apparition de canaux moins sensitdesa
dépolarisation de la membrane et I'ouverture decaesaux est moins fréquente. Sachant que
les insecticides se fixent préférentiellement g ¢anaux ouverts, I'effet de ces composés
chimiques est donc moins important (Burton et 2011). Basés sur le modele du canal
sodium voltage-dépendant de la mouche domestiqiReiy et ses collaborateurs ont
suggéré le mécanisme possible impliqué dans ceopi&me (O’Reilly et al., 2006). Suite a la
dépolarisation de la membrane, la boucle entrd34 &t le 11IS5 se déplace permettant la
pliure du 1IS6 et I'ouverture du canal. Un résidycine en position 1012 permettrait cette
pliure. La substitution L1014F ou L1014H imposenaite contrainte au niveau du résidu

G1012 et empécherait la pliure du 11S6 et doncvarture du canal.
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[11.2.3.3. Modifications de I'acétylcholinestérase.

Les carbamates et les organophosphorés se fixehasétylcholinestérase et 'empéchent de
dégrader l'acétylcholine au niveau des synapsedinegiques conduisant a un état
hyperexcité. De nombreuses mutations ont été it provoquant la résistance aux
organophosphorés et aux carbamates qui sont réged@ar Fournier (2005). Par exemple,
plusieurs substitutions ont été découvertes chifgreintes souches de drosophiles: F115S,
[199V/T, G303A et F368Y (Mutero et al., 1994). Games de ces substitutions sont
eégalement retrouvées chez la mouche domestiqueakiKetral., 2001). Une autre substitution
d’'une glycine en sérine en position 119 (G119SY)etsouvée chez plusieurs populations de
moustiques d’Afrique et d’Europe. Ce résidu muté ®81€é au niveau du site actif de
'enzyme et confere une forte résistance vis-aeds organophosphorés et des carbamates
(Weill et al., 2003). Un autre résidu, F290, préstms le site actif de I'enzyme est muté chez
différentes especes comme la drosophile (F290Ydache domestique (F290Y) ou encore
chez le moustique (F290V) (Fournier, 2005; Aloualet2007).

[11.2.3.4. Modifications du récepteur nicotinique al’acétylcholine.

Les spinosynes et les néonicotinoides sont desisigendu nAChR et provoquent une
activation continuelle de ce récepteur. Une étudméa chez la cicadellNi{aparvata
lugeng a mis en évidence une mutation qui conduit aulasstution d’une tyrosine par une
sérine en position 151 (Y151S) dans deux sousanifiérentes Ni1 et N3 chez une
souche résistance a I'imidaclopride (Figure 26)(&i al., 2005). L'expression hétérologue de
ces sous-unités dans des cellules S2 de drosomhileonfirmé I'implication de cette
substitution Y151S dans la résistance aux néomigimtes. Une seconde étude réalisée chez le
puceron du pécheMyzus persicaea comparé la séquence nucléotidique de six soitisun
du nAChR entre une souche sensible et une sousis¢ariie aux néonicotinoides. Cette étude
a permis de mettre en évidence une substitutionedarginine par une thréonine en position
81 (R81T) au niveau de la boucle D de la sous-gfitélu NAChR (Figure 26) (Bass et al.,
2011b). La boucle D pourrait jouer un réle importdans l'interaction entre le nAChR et
'imidaclopride (Liu et al.,, 2010). Chez la drosdph quatre souches résistantes au
nitenrypam (néonicotinoides) on été générées ptaganese (EMS comme agent mutagéene).
L’analyse a mis en évidence l'implication des sangées il et 32 dans la résistance aux

néonicotinoides (Perry et al., 2008).
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Figure 26: Schéma topologique d’'une sous-unité décepteur nAChR Localisation des
mutations impliquées dans la résistance aux incielets.

Pour la résistance aux spinosynes, l'implicationlalsous-unitéa6 a été montrée chez la
drosophile (Perry et al., 2007; Watson et al., 2Qil0s chez une souche Bautella xylostella
collectée a Hawaii en 2001 (Baxter et al., 201@urPcette souche delutella xylostella
résistante au spinosad, une mutation est retroavégveau d’'un site d’épissage (G en A)
dans l'intron 9. Cette mutation entraine la pedeside d’épissage apres I'exon 9 et I'ajout de
40pb dans la séquence de 'ARNm. Ce phénomeéne tantlapparition d’'un codon stop, et
a la production d’une protéine tronquée au nivealadoucle intracellulaire entre le domaine
M3 et M4. La sous-unité6 serait non fonctionnelle et entrainerait a efleles la résistance au
spinosad. Ces études supposent que les sitesistnlgur le NAChR pour les spinosynes et

les néonicotinoides sont différents.

Les insecticides doivent atteindre leurs ciblesrmxercer leurs effets toxiques. Avant de les
atteindre, ils sont transportés a travers l'orgamisou ils subissent un processus de
biotransformation comme de nombreux composés eérarng 'organisme (xénobiotiques).

Ce processus biochimique implique des enzymes @e lapectre de substrats appelées
enzymes de détoxication. Elles permettent de toamsfr des composés lipophiles comme les
insecticides en composés hydrophiles non toxiqaekement excrétables par I'insecte. Ces
enzymes de détoxication, qui sont retrouvées obexeértébrés comme chez les invertébreés,

peuvent intervenir au cours de la phase | ou dedae |l du métabolisme.
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La phase | ou phase de fonctionnalisation a pourdboactiver les xénobiotiques présents
dans I'organisme comme les insecticides. Les @astenzymatiques de cette phase sont des
réactions d’oxydation, d’hydrolyse ou encore deuodidn qui permettent de greffer un
groupement fonctionnel sur le xénobiotique pouilitac I'action des enzymes de la phase I
(Figure 27). La majorité des enzymes de la phasappartient & la famille des
monooxygénases a cytochromes P450 qui catalysentéaction d’oxydation (Chung et al.,
2009). Cependant il existe d’autres classes d’eesyqui interviennent durant cette phase
comme les déshydrogénases ou les estérases quicapables d’hydrolyser certains
insecticides comme les organophosphorés (Jacksdn 2013).

La phase Il permet de conjuguer des substrats ysphiles endogénes avec les métabolites
issus de la phase | ou les xénobiotiques pour isetoteur élimination par excrétion. Cette
phase de conjugaison fait intervenir differentessés d’enzymes ayant chacun un cofacteur
spécifigue. Par exemple les UDP-glucuronyl trarmsfés ont pour substrat I'acide
glucuronique, les N-acyltransférases les acidesmésriandis que les glutathion S-tranférases
conjugue les xénobiotiques ou les métabolites &gtutathion. Certaines de ces glutathion
S-transférases ont la capacité de métaboliserigitesecticides comme le DDT (Low et al.,
2010).

Cependant un xénobiotique n’est pas obligatoiremegtabolisé par les enzymes des deux
phases. Il peut étre directement éliminé ou pristerge par une seule des deux phases avant
d’étre éliminé par I'organisme (Figure 27). De plua xénobiotique peut étre métabolisé par
des enzymes de la phase Il et ensuite par des eszgm la phase I. Ces réactions
enzymatiques peuvent également générer des inteximedires réactifs avec une toxicité
plus importante que le xénobiotique de départ. @Ecanismes peuvent entrainer la
formation d’espéces réactives de I'oxygene (RO8} intermédiaires peuvent également se
lier a des macromolécules comme I'’ADN, les protgiedou les lipides et ainsi conduire a
une toxicite.

Les enzymes de détoxication peuvent également jomerble dans la résistance aux
insecticides. En effet, une augmentation de la boditsation de ces composés entraine une
diminution de la quantité d’insecticides dans lamggme et donc une diminution de la
guantité qui atteindra la cible. L'insecte devidalérant a l'insecticide. Cette résistance
métabolique résulte de différents mécanismes prasatgsoit une production plus importante
d’enzymes de détoxication soit une meilleure effitgade 'enzyme pour son substrat (Perry

et al.,, 2011). Chez les insectes, les enzymes qguot snpliquées dans la résistance

35



métabolique appartiennent a trois grandes classegynes, les carboxylestérases (COES),
les monooxygénases a cytochromes P450 (CYPs) glulethion S-transférases (GSTS).

xénobiotiques

.....................................................................................................
4 .

@ PHASEI @
| |
I

Liaison ADN,
protéines, lipides...
P% \‘" H'/v
. p "'(.4 v:

Métabolites réactifs

Métabolites hydrosolubles

Figure 27: Les différentes étapes possibles du rhéteme des xénobiotiqued.es
xénobiotiques®) peuvent étre métabolisés ou non par les enzymés phase | (vert clair)
et de la phase Il (vet foncé). Ce métabolisme perlaeformation de métabolites

hydrosolubles mais également des métabolites féq@®j ®) ayant une toxicité importante.

[11.2.4.1. Les carboxylestérases (COES).

Les carboxylestérases sont impliguées dans la ifiéadion de phase I. Ces enzymes
hydrolysent les liaisons esters permettant la éitién d’un alcool et d’'un acide carboxylique
(Figure 28). Elles sont capables de métabolisesigus molécules car elles présentent une
faible spécificité de substrat. Les carboxyles&sasont des enzymes ubiquitaires impliquées

dans le métabolisme de nombreux composés endogearsgenes (Montella et al., 2012).
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carboxylestérases

R1\O/“\R2 /—* » Ri—OoH + OH/l(J)\Rz

H-O—-H
Figure 28: Réaction d’hydrolyse d’'un substrat paed carboxylestérase&l’apres Montella
etal., 2012).

Chez Drosophila melanogaster35 COEs ont été identifiees, 51 COEs chez le tigues

(Anopleles gambigeet 24 COEs chez l'abeilleApis mellifera (Ranson et al., 2002;
Claudianos et al., 2006).

111.2.4.1.1. Carboxylestérases et résistances r@spcticides.

De nombreux insecticides comme les organophosphmrdss carbamates contiennent des
liaisons esters susceptibles d’étre hydrolyséesepararboxylestérases. En effet, ces enzymes
ont été identifiees chez plusieurs insectes comesponsables de la résistance aux
insecticides (Li et al., 2007). Cette résistancat pésulter de trois mécanismes distincts:
I'amplification de génes, la surexpression de géaeates mutations dans la séquence codante
des génes.

L’amplification de genes permet d’augmenter le nantbe copies d’'un ou plusieurs géenes.
Ce phénoméne a été décrit chez différentes espénesctes comme le puceron, la cicadelle
ou le moustique (Li et al.,, 2007). Ché#yzus persicaedeux genes sont issus d'une
duplication récente et présentent une forte honielag séquenceE4 et FE4. Chez les
souches reésistantes aux organophosphorés, unecatigii est observée mais d’'un gene
seulementE4 ou FE4). De plus, une corrélation a été observée entnivkau de résistance

et le nombre de duplication du géne (Field etl#99). La résistance aux organophosphorés
chezCulex pipiengeut également provenir d’une amplification génigqbleez le moustique,

il s’agit principalement de coamplification comrasui2-esi32 ou esti4-esf (Bass et Field,
2011a).

La surexpression est également impliquée danssistaéce aux organophosphorés chez ces
insectes. Les cytosines des flots CpG contenu targeneE4 peuvent étre méthylées
(expression du gene) ou déméthylées (absencexged&sion du géene) chékyzus persicae

Ces mécanismes semblent étre réversibles, une lidat&in spontanée du gee! serait
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associée a une absence d’'insecticides (Field,et%9, 2000). Une surexpression de certains
génes commest:l induirait une résistance ch€ulex pipiengLi et al., 2007).

Enfin, une mutation dans la séquence codante cBme gonduisant a une modification de la
séquence protéique de I'enzyme peut provoquer a@sistance aux insecticides. Plusieurs
études ont permis de mettre en évidence qu’unendiion de I'activité carboxylestérase est
associée a une augmentation de [Iactivité hydrolaseinduit une résistance aux
organophosphorés. Chez la mouche vettaci(ia cupring, la résistance au diazinon
(insecticide organophosphoré) est associée a uissebd’activité carboxylestérase d’une
enzyme spécifique E3. Cette perte d'activité est aule substitution d’une glycine par une
asparagine en position 137 (G137D) au niveau duagtif de 'enzyme. Cependant cette
baisse d’activité carboxylestérase est associ€appadrition d’'une activité hydrolase qui
permet de métaboliser les organophosphorés (Newcetmdd., 1997). Cette substitution
induirait un changement de l'orientation du résgfiine du site actif de I'enzyme E3 qui
faciliterait I'hydrolyse du diazinon (Newcomb et.,all997). Cette méme substitution est
également retrouvée chez la mouche domestique Iuggén mécanisme similaire pour la
résistance aux organophosphorés (Claudianos é080). Une autre substitution a également
été découverte chdaicilia cuprina Le remplacement d’'un tryptophane par une leueime
position 251 (W251L) est responsable de la résistan malathion (Campbell et al., 1998).

[11.2.4.2. Les monooxygénases a cytochromes P450Y(es).

Les monooxygénases a cytochromes P450 appartieangntlasses d’enzymes intervenant
pendant la phase | de métabolisation. Ces enzyroes mésentes chez les vertébrés
(mammiferes, oiseaux...) mais également chez lesteset les plantes (Scott, 1999). Les
CYPs sont tres importants pour I'organisme carsdat impliqués dans le métabolisme de
composés endogenes (hormones, acides gras, s8roids également dans le métabolisme
des xénobiotiques (médicaments, pesticides....).

111.2.4.2.1. Mode d’action des CYPs.
Les CYPs ont été découverts en 1958 dans les mmes de foie de rat et identifiés comme

pigments qui avaient la propriété d’absorber fogatra 450nm une fois réduits et complexés
avec le monoxyde de carbone (Klingenberg, 19583. Gegments™” seront ensuite reconnus

comme hémoprotéines et appelés cytochrome P450aréOeh Sato, 1962). Les CYPs sont
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présents dans le réticulum endoplasmique et dansittchondrie chez les eucaryotes. Par
exemple, chez les vertébrés les CYPs de la mitatrf@sont uniguement impliqués dans le
métabolisme des stéroides et de la vitamine D (E&sen, 2006).

Ces hémoprotéines catalysent des réactions d’axydatyn atome d’oxygene va étre
incorporé au substrat a partir d’'oxygéne molécealdiour catalyser cette réaction, les CYPs
ont besoin de cofacteurs, le NADPH/He FAD (flavine adénine dinucléotide), le FMN
(flavine mononucléotide) et de partenaires, la NAD&tochrome P450 réductase. Cette
enzyme va permettre le transfert d’électrons auanivau CYP qui pourra oxyder le substrat

et libérer une molécule d’eau (Figure 29).

Flavoprotéine

NADPH+H" oxydée
l&iso réductase Cyiochrome P-450
NADP* Flavoprotéine
réduite

Figure 29: Schéma simplifié de la réaction d’oxydan d’'un xénobiotique (RH) par les

CYPs.FMN (flavoprotéine réduite) et FAD (flavoprotéineydée).

Ces enzymes sont capables de catalyser des ré&adiiarsifiées et donc de métaboliser de
nombreux substrats. Certains CYPs vont catalysegrand nombre de substrats comme
CYP1A1l chez 'lhomme (20 substrats) alors que dé&sutront qu’un substrat connu comme
CYP7AL (Scott, 1999). De plus, certains xénobiagpeuvent étre catalysés par différents
CYPs et différents CYPs produisent le méme métahdl ces caractéristiques s’ajoute le fait
gu'un changement d’'un seul acide aminé dans laes@gud’'un CYP peut modifier la

spécificité du substrat. Tous ces mécanismes cqoit I'étude du réle de chaque CYP dans

le métabolisme des xénobiotique (Scott, 1999).

111.2.4.2.2. Nomenclature des CYPs.

Depuis leur découverte en 1958, le nombre de C\dPactérisés n'a cessé d’augmenter.

Actuellement, 18500 molécules correspondant aux SCdtiez une centaine d’espéces sont
connues (Nelson, 2013). Une nomenclature propas&9@6 par Nelson et ses collaborateurs
permet donc de classer les différents CYPs en ifimcte la similitude entre les séquences

protéiques (Figure 30). Le préfixgp définit les génes qui codent pour les CYPs. llsaiti
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d’'un chiffre correspondant a la famille puis d'ule¢tre correspondant a la sous-famille et
enfin d’un chiffre pour le gene (Feyereisen, 20@6)ec cette nomenclature, les séquences en
acides aminés des CYPs faisant partie d’'une mémiidgprésentent une identité de plus de
40% d’identité et plus de 55% d’identité au seinn# méme sous-famille (Bergé et al.,

1998).
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Figure 30: Arbre phylogénétique permettant de clasdes différentes familles de CYPs

d’'insectes et les relations avec les familles deP&¥Yes vertébréd.es familles de CYPs
d’'insectes sont soulignées en jaune et chaque [ CYPs porte un numéro. (d’'apres

Feyereisen, 2006).

111.2.4.2.3. Les CYPs chez les insectes.
Le nombre de génes codant des CYPs varie en fondés espéces d’'insectes. Par exemple,

chez la drosophile 89 génes ont été identifiés,chiek le moustiqueAhopheles gambidest
seulement 46 génes ont été identifies chez I'abglpis melliferd (Ranson et al., 2002;
Claudianos et al., 2006). Chez les insectes, lastifins physiologiques des CYPs restent
moins bien définies que chez les vertébrés. Cemgndla sont impliqués dans divers
processus biologiques notamment le développeméamtieBrs CYPs jouent un role dans la
voie de biosynthese des hormones stéroidiennegigpés des insectes. Chez la drosophile,

il existe quatre genes qui codent des CYPs apparteh la famille des génesalloween
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(Cyp302al Cyp306al Cyp31l5alet Cyp307a2 qui interviennent dans la biosynthése de
I’'hormone de mue permettant la conversion du chédesen ecdysone (Gilbert, 2004; Ono et
al., 2006). Le gene€yp306alest également retrouvé chez le ver a s8iembyx moli
(Warren et al., 2004). Ces CYPs sont exprimés tmglandes prothoraciques durant les
derniers stades embryonnaires et les stades lesvdie gene€yp3l4alest plutdt exprimé
dans l'intestin, les corps gras et les tubes depldhis permettant de catalyser la derniére
étape de la voie de biosynthése de I'ecdysoneralibda forme active de I'hormone la 20E
(Gilbert, 2004). Chez la blattdiploptera punctaty une étude a montré I'implication du
CYP15A1 dans la biosynthése des hormones juvéltilas niveau des corps allates (Helvig
et al., 2004). Ces études soulignent I'importance@¥Ps dans le développement via la voie
de biosynthése des hormones stéroidiennes chieséestes.

Les CYPs sont également impliqués dans d’autrexepsus biologiques comme le
développement des organes sensoriels externes|' exaession du gen€yp303aldans les
soies cheDrosophila melanogastefWillingham et Keil, 2004). Certains CYPs sont sius
associés au comportement comme CYP6A20 dans le atenment agressif et CYP4D21
dans le comportement sexuel chez le male de lapihds (Chung et al., 2009).

Les CYPs jouent un rdle important dans le métabmise nombreux composés pour protéger
I'insecte contre les xénobiotiques présents dams estvironnement. Plusieurs CYPs sont
eégalement impliqués dans la résistance aux inggesichez de nombreuses especes (Li et al.,
2007).

111.2.4.2.4. CYPs et résistance aux insecticides.

Les CYPs ont été impliqués dans la résistance rokdgale pour plusieurs classes
d’insecticides dont les pyréthrinoides, les org&msphorés, les néonicotinoides chez
différents insectes ravageurs. Cette résistancd pae induite par trois mécanismes
différents: I'amplification, la surexpression ougeésence de mutations dans la séquence des
genes qui codent les CYPs.

La résistance aux insecticides peut étre due plifioation de géenes qui codent les CYPs.
Ce phénomene a été décrit chez quelques espéeces.DEbsophila melanogasterune
duplication du gen€yp6gla été mise en évidence chez une souche résistad®T. Les
deux copies nommedsyp6glaet Cyp6glbcontiendraient un élément transposabéeord
mais un deuxieme élément transposable serait égatepnésentiMS-beagleen amont de

Cyp6gla(Schmidt et al.,, 2010). Chez le moustique, la idagibn d’'un géne qui code
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Cyp9m1l0Qest en partie responsable de la résistance aéxhpyroides (Bass et Field, 2011a).
Un autre exemple d’amplification de genes a étéuert chez une souche de puceron
(Myzus persicaeprovenant de Grece. Un test de synergie aveahihiieur des CYPs a mis
en évidence le réle des CYPs dans la résistancéfénediis néonicotinoides. Des analyses
complémentaires (puces et PCR quantitative) oneemigvidence une surexpression d’un seul
Cyp Cypbcey3et la surexpression était due en partie a uneificagibn du géne de 2 a 18
copies chez la souche résistante (Bass et Field,a&d0

La surexpression est également un mécanisme inépliqns la résistance aux insecticides.
Celle-ci est la cause principale de la résistariaelas CYPs. Les génes qui subissent ce
phénomene sont retrouvés dans quatre familgp4 Cypg Cyp9 et Cypld suggérant un
réle important de ces familles dans le métaboliseeomposés exogenes. Clapsophila
melanogaster le taux d’expression de deux gen€yp6a2 et Cyp6a8 situes sur le
chromosome |l a été mesuré pour différentes soudleegjuantité dARNm est trés faible
chez les souches sensibles au malathion et au R@Fésant une faible expression de
Cyp6a2et Cyp6a8 Cependant pour la souche résistante 91-R, ueg@@ssion de ces genes
a été détectée (Maitra et al., 2000). Des analgapplémentaires ont permis de mettre en
évidence l'implication d’éléments régulateurs présesur le chromosome Ill. En temps
normal, ces éléments réprimeraient I'expressiorCgp6a2et Cyp6a8 Une mutation dans
I'élément régulateur serait a I'origine de la suresggion de ces deux genes chez la souche
91-R (Maitra et al., 2000). De maniere similaiee résistance aux pyréthrinoides est induite
par une surexpression @gpbalet Cyp6dlichezMusca domesticaCe phénomeéne serait dd a
une mutation perte de fonction sur le chromosonmilke situent les éléments qui régulent
négativement ces deux genes (Li et al., 2007).ukexpression de certains CYPs a également
été montrée dans la résistance aux néonicotinaides plusieurs especes. Chgemisia
tabaci la résistance a l'imidaclopride est due a laquression d€€yp6cml(Karunker et al.,
2008). La résistance aux néonicotinoides est dlaesairexpression d€yp6al Cyp6dlet
Cyp6d3 chez une souche dMusca domesticarécoltée au Danemark (Markussen et
Kristensen, 2010b). La résistance au DDT chez daaphile a été localisée dans une région
particuliere sur le chromosome Il nommRé(2)DDT qui comporte six génes codant pour les
CYPs: Cyp6gl Cyp6g2 Cyp6t3 Cypl2dl Cyp30lal Cyp9hl (Brandt et al., 2002). La
surexpression d@yp6glest corrélée a la résistance au DDT chez des ssudltes champs”™
de drosophile comme la souche Hikone R (Daborn.e2@02). Un élément transposable
Accordest inséré dans la région 5 du géne ce qui @ trsd surexpression et probablement

la résistance (Daborn et al., 2001, 2002). Cepéandautres études montrent que la
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corrélation entre la résistance au DDT et la suesgion duCyp6gln’est pas si évidente
(Kuruganti et al., 2007). La souche Hikone R qunin® une surexpression tres importante du
Cyp6glest plus sensible au DDT que les souches 91-Ristdhsin qui présentent une
surexpression plus faible diyp6g1(Festucci-Buselli et al., 2005). Apres exposit#@nDDT,
I'expression duCypl2dlest induite chez ces trois souches de drosopliiigsife R, 91-R et
Wisconsin), impliquant au moins I€yp6gl et le Cypl2dldans la résistance au DDT
(Festucci-Buselli et al., 2005pe plus, les geneSypl2dlet Cyp6a8sont surexprimés dans
différentes souches de drosophiles résistantesay W/isconsin et WIS1llab (Le Goff et al.,
2003). Une étude récente a mis en évidence quéerdxmession dCyp6glétait corrélée a
100% avec la présence de I'éléméArtord mais pas avec la résistance au DDT. En effet, la
souche de drosophile CM2 contient I'élémextcord et présente une surexpression du
Cyp6glmais est sensible vis-a-vis du DDT (Li et al., 20X2ependant, cette étude montre
une forte relation entre la résistance a la nieogihla surexpression dyp6gl Des analyses
de liaisons entre génotypes et résistance a léimécpermettraient de mettre en évidence une
forte corrélation entre la surexpression @gp6glet la résistance a la nicotine (Li et al.,
2012). Hors certaines souches qui présentent le&dénmiccord sont résistantes aux
néonicotinoides (insecticides dérivés de la niejtiest CYP6G1 est capable de métabolisé
I'imidaclopride (Daborn et al., 2002; Joussen et2008). Ce résultat suggére que la fixation
de l'alléle contenant l'insertion de I'élémeftcorddans les populations de drosophiles des
champs a pu étre sélectionnée par la nicotine.o@gasé naturel aux propriétés insecticides
est en effet présent chez de nombreuses plante®t@#es mettent en évidence la complexité
du phénomeéne de résistance et I'implication possie différents cytochromes pour la
résistance a un composé chimique comme le DDT éRstchl., 2004).

Enfin, une mutation dans la séquence codante cBme gonduisant a une modification de la
séquence protéiqgue du CYP peut entrainer a unstadse aux insecticides. Certaines
mutations présentent dans la séquenc€ygga2sont associées a la résistance au DDT chez
la drosophile. Ces substitutions (R335S, L336V 476L) sont trés proches du site actif et

provoquent une augmentation du métabolisme du DIidi¢hot et al., 2004).

[11.2.4.3. Les glutathion S-transférases (GSTs).
Les glutathion S-transférarses représentent unefauople d’enzymes multifonctionnelles
activent durant la phase Il du métabolisme des xétigbes. Ces protéines sont retrouvées

chez les vertébrés comme les invertébrés et somtipalement localisées au niveau du
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cytosol. Elles sont impliquées dans le transporaadilulaire, la biosynthese d’hormones et
jouent un rble protecteur contre le stress oxydEtifayati et al., 2005)

[11.2.4.3.1. Mode d’action des GSTs.
Les GSTs catalysent principalement une réactiortaigugaison qui permet d’associer le

substrat au groupement thiol de la molécule deatilign réduit (GSH) (Figure 31). Cette
conjugaison neutralise les sites électrophiles si@sstrats pour protéger les différents
composés de la cellule (Enayati et al., 2005). Edled également le substrat hydrosoluble
facilitant ainsi son excrétion.
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Figure 31: Schéma de conjugaison d’un substrat ave@lutathion réalisée par une GST.

La faible spécificité de substrat des GSTs leumg¢rde métaboliser un grand nombre de
xénobiotiques comme les insecticides mais aussi aesposés endogenes comme les
époxides, les hydroperoxydes organiques, les podlé péroxidation des lipides et les

carbonyles insaturés (Li et al., 2007). Certain€3 &ont la capacité de catalyser une réaction

de dehydrochlorination en utilisant cette fois BH5comme un cofacteur.

111.2.4.3.2. Nomenclature des GSTSs.

Les GSTs sont classées en deux groupes en foragideur localisation dans la cellule, les
GSTs cytosoliques et les GSTs microsomales. Usiémie groupe, la classe Kappa, présent
dans la mitochondrie n’est retrouvé que chez lesnmieres. Il existe une seule GST
microsomale cheBrosophila melanogastdiEnayati et al., 2005). La majorité des GSTs sont
donc cytosoliques. Elles étaient regroupées aurtématrois classes I, Il et Ill. Avec
'annotation des génomes d’insectes, de nombre@83s ont été identifiées et la

classification a due évoluer. La nomenclature d83sde mammiferes a ensuite été utilisée.
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Chez les mammiferes, il existe neuf classes: Alpiia, Pi, Theta, Omega, Sigma, Zeta,
Kappa et une classe pour les GSTs microsomalesGIS¥s qui présentent plus de 40%
d’identité entre les séquences en acides aminestament généralement a la méme classe
(Chelvanayagam et al., 2001). La comparaison pkylétiqgue des GSTs d’insectes et de
mammiféres ont mis en évidence une orthologie da&r&STs du groupe Il des insectes et la
classe Sigma des mammiféres. Plusieurs classegténrouvées comme spécifiques des
insectes, le groupe | initial renommé en classetaDet le groupe Il renommé en classe
Epsilon. L’évolution indépendante de ces deux elmssle GSTs chedDrosophila
melanogasteret Anopheles gambiaesuggere un rdle important de ces enzymes dans
'adaptation de l'organisme a l'environnement (Ranset al., 2002). Les autres GSTs

appartiennent aux classes Zeta, Theta et Omegar€F3Q).
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Figure 32: Arbre phylogénétique permettant de classes différentes GSTs d’insectes (en

jaune). Alignement des séquences protéiques des GSTsadepbila melanogaster et de
Anopheles gambiae avec les GSTs de mammiferes,ladeesp et de nématodes. Dm
(Drosophila melanogaster), Ag (Anopheles gambiats),(Homo sapiens), At (Arabidopsis
thaliana) et Ce (Caenorhabditis elegans). (d’apegmyati et al., 2005).
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Les noms des génes qui codent les différentes Gi8iisectes correspondent donc a la
nouvelle nomenclature. Le nom de chaque géne cogenger les initiales de I'espéce dans
laquelle il a été isolé, ensuite de I'acronyme GfUis de la lettre qui désigne la classe et
enfin d’'un chiffre correspondant au géne. Par exemiPmGSTEL correspond au gene qui
code la GST 1 de la classe Epsilon cBeasophila melanogasteChez cet insecte, 31 GSTs
ont été identifiées, 39 chez le moustigd@dpheles gambiaet seulement 10 chez I'abeille
(Apis melliferd (Ranson et al., 2002; Claudianos et al., 2006).

111.2.4.3.3. GSTs et résistance aux insecticides.

Les GSTs ont été impliquées dans la résistancdfératits insecticides appartenant aux
organochlorés, aux organophosphoreés et aux pyméiles (Li et al., 2007).

L’amplification de genes codant des GSTs a été dédmmpour deux genes différents chez
deux espéeces différentes. Chbhlsca domesticaune souche Cornell-R résistante aux
organophosphorés contient dans son genome 12 apigene qui code MdGSTD3 au lieu
de 3 copies chez la souche sensible (Syvanen et98l6). Chez une souche résistante aux
pyréthrinoides deNilaparvata lugensun gene codant pour NIGSTD1 est surexprimé par
rapport a une souche sensible. Une analyse pah&aua permis de mettre en évidence la
présence d’'un nombre plus important de copies e ggii code NIGSTD1 indiquant une
amplification de ce gene, provoquant la résistamce pyréthrinoides (Vontas et al., 2002).
Cependant, les GSTs ne seraient pas capables dealetr directement les pyréthrinoides
mais elles seraient plutbét impliquées dans la ssicateon de ces insecticides et la
métabolisation des produits de péroxidation desldgp induits par ces mémes insecticides
(Vontas et al., 2001; Kostaropoulos et al., 2001).

Certaines GSTs sont capables de catalyser uneoreaet dehydrochlorination en particulier
la déhydrochlorination du DDT en un métabolite seleime, le DDE en utilisant le GSH en

cofacteur (Figure 33).
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Figure 33: Modele de la réaction de déhydrochloritian du DDT par une GST(d’apres
Enayati et al., 2005).
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Cette propriété de certaines GSTs a été assotaéesistance au DDT chez plusieurs espéces
comme le moustique ou la drosophile. Chez le mgustAnopheles gambiaaune GST
AgGSTE2st surexprimée chez une souche résistante au Bp&s expression de cette GST
chezE. coli, des mesures de son activité de déhydrochlormalioDDT ont montré une forte
activité de cette enzyme (Ranson et al., 2001).thadogue deAgGSTEZhez une espéce de
moustique Anopheles aegypthomméAaGSTE?2est surexprimé chez une souche PMD-R
résistante au DDT et aux pyréthrinoides (Lumjuaal €2005). L'expression hétérologue de
cetteAaGSTEZa permis de mettre en évidence une activité dgdiébhlorination du DDT
mais également une activité glutathion péroxidasen{uan et al., 2005). Chez une troisieme
espéece de moustiqugulex pipiensdeux GSTELpGSTD1et CpGSTD2sont surexprimées et
conduisent a la résistance aux pyréthrinoides. &fticplier, CpGSTD1 qui présente une
activité pérodixase et une activité¢ déhydrochl@amgdSamra et al., 2012). Des résultats
similaires ont été démontrés chez la drosophilec alee surexpression d®mGSTD1
impliquée dans la résistance au DDT (Low et all®@QchezNilaparvata lugenset chez
Plutella xylostella(Vontas et al., 2001; Sonoda et Tsumuki, 2005).

I11.3-L’'impact des insecticides sur les organismes cibles.

L'utilisation intensive des insecticides dansdatiures depuis plus de 50 ans a amené
a une contamination progressive de I'environneméatuellement, des résidus de ces
pesticides sont retrouvés dans les sols, dans deauacs, des rivieres, dans les eaux de pluie
mais aussi dans l'air. De plus, la nourriture pdrégalement d’apporter a I'organisme une
dose importante de ces résidus (fruits, légume®s brganismes vivants sont donc
continuellement en présence de trés faibles dosassl pesticides. Ces derniéres, appelées
doses sublétales, ne provoquent pas la mort dgahisme mais peuvent cependant
déclencher des effets indésirables ou effets segesd&®endant longtemps ces effets ont été
négligés surtout au niveau des insectes dits lgrediet chez ’lhomme en particulier pour les
populations a risque comme les agriculteurs, lesgmmes travaillant dans l'industrie des
insecticides et les personnes qui désinsectiserttdéments (Desneux et al., 2007; Damalas
et Eleftherohorinos., 2011).
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Les insectes dits bénéfiques peuvent étre clagséleuex groupes, les insectes pollinisateurs
comme les abeilles ou les bourdons et les prédatdas insectes nuisibles comme la
coccinelle ou la chrysope verte. Du fait de leupamiance économique en particulier pour les
pollinisateurs, plusieurs études se sont intéressiex effets & des doses sublétales
d’insecticides (doses qui n’induisent pas la ma) niveau du comportement et de la

physiologie chez ces insectes.

[11.3.1.1. Effets sur le comportement des insectes.

L’exposition aux insecticides a des doses subketpkut conduire a des défauts dans le
comportement des insectes. Différents comportenpntgent étre altérés comme la mobilité,
la recherche de nourriture ou d’hb6tes mais ause@portement alimentaire.

L’exposition aux insecticides peut provoquer unmidution de la mobilité chez différents
insectes. Par exemple, chéelipona quadrifasciata(abeille originaire du Mexique),
I'exposition des larves a des doses sublétalesidbictopride (0,0056 a 0,112ug/abeille)
provoque une diminution de I'activité locomotricesdadultes agés de quatre jours ou plus
(Tomé et al., 2012). La guépeissolcus basaligparasite de la punaise veNezara viridulg
présente une réduction importante de l'activitéoinotrice chez des femelles deux heures
aprés une exposition a la deltaméthrine (pyréthalimoi Cependant, cette diminution de
I'activité locomotrice n’est pas permanente et fesielles retrouvent leurs capacités 24
heures aprés I'exposition a l'insecticide (Saleeh@l., 2002). Cette réduction de la mobilité
peut avoir un impact sur les capacités des insectseme une efficacité plus faible du
parasitisme, un risque plus important vis-a-vidalprédation ou encore une diminution de
I'acces a la nourriture.

Dans la nature, les insectes consacrent une grpadie de leur vie a la recherche de
nourriture, de proies ou d’hotes. Ce processusifuel différents mécanismes comme la
reconnaissance de multiples signaux chimiques ososels, la mémoire, I'apprentissage.
Pour les especes qui vivent en groupe, la commiimicast également un mécanisme
important (Desneux et al., 2007). Chez le prédatmanthaspis pedestri§exposition a la
cyperméthrine (pyréthrinoide) a des doses semlslableelles retrouvées dans la nature,
induit une forte diminution de la prédation (Claetral., 2003). La libération de kairomones
par I'hGte provoque chez la guépeissolcus basalisin changement de comportement en

particulier une augmentation du temps passé dangote contaminée (présence de

48



kairomones). L'exposition a la deltaméthrine demdles Trissolcus basalingendre une
diminution du temps dans la zone contaminée comgax&emelles non exposées suggérant
une capacité de parasitisme plus faible pour |épgsiexposees a la deltaméthrine (Salerno et
al., 2002). Les pollinisateurs sont eégalement &ffecDes abeilles ont été exposées a des
doses sublétales d’'imidaclopride pendant leur ag@pament (0,04ng/larve). Cette exposition
n'affecte pas le développement des larves maisadiedtes présentent des défauts dans le
comportement associé a l'olfaction. Ce défaut dapmtement suggere une diminution de la
mémorisation et de I'apprentissage des adultenguseraient plus capables de localiser la
nourriture et la direction de la ruche entrainane uwéduction importante du nombre
d’individus de la colonie (Yang et al., 2012). Unatre étude menée chez le bourdon
(Bombus terrestrisa permis de mieux appréhender ce processus.dlesie€s de bourdons
sont placées en laboratoire, mais un systeme Iledieolonies a I'environnement extérieur
permettant aux butineuses de rechercher la nowgrdans le milieu naturel pendant que les
travailleuses entretiennent la colonie. Ce proaesstivital pour la survie de la colonie car les
travailleuses nourrissent les larves qui donneiest futurs adultes (Gill et al., 2012).
L’exposition a différents insecticides (doses sahlas a celles retrouvées dans la nature) a
été testée pendant quatre semaines. L'imidaclop(igéonicotinoide) provoque une
diminution de I'efficacité du butinage. En effegsl butineuses sont absentes de la ruche
pendant une période plus longue et rapportent uastigg@ moindre de pollen par rapport aux
butineuses non exposées (Gill et al., 2012). Lantiggade nourriture n’est plus suffisante
pour la colonie et plusieurs travailleuses sontregae a sortir de la ruche pour rechercher de
la nourriture. Il y a donc moins de travailleuseéspntes dans la ruche pour I'entretenir et
pour nourrir les larves ce qui affecterait le dépglement et entrainerait une diminution du
nombre de naissance. Pour les colonies exposéegs@yalothrine (pyréthrinoide), une forte
mortalité des travailleuses est observée, 36% lgsurolonies exposées contre seulement 9%
pour les colonies non exposées mais cet insectical@as d'effets sur les butineuses. Une
exposition aux deux insecticides (imidacloprideietyalothrine) a été testée. Des effets
cumulatifs, plus importants sont observés conduiadat perte de deux colonies (Gill et al.,
2012). D’autres insecticides comme les carbamatéss eorganophosphorés provoquent une
incapacité des abeilles a communiquer le lieu deolarriture par une danse trés spécifique
(Thompson, 2003).

Les insecticides peuvent également avoir un edfetlsif sur les insectes dit bénéfiques. Chez
la coccinelle Coccinella septempunctgtdes adultes et les larves consomment une gaantit

plus faible de pucerons s’ils ont été traités agnlable au diméthoate, un organophosphoré
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(Singh et al., 2004). Les larves de coccinellese@tiégalement les zones traitées de la plante
provoguant une restriction du prédateur (la codlghe@u niveau de zones non traitées. Le
spinosad (spynosyne) présente un effet répulsif ois prédateurs du thrips des petits fruits
(Frankliniella occidentali¥ Cet effet répulsif est présent durant les deexnpers jours de la
vie des prédateurs qui évitent les zones traitéespinosad (Rahman et al., 2011). Ces
dernieres seront donc dépourvues de plusieurstergdadd-rankliniella occidentalis

[11.3.1.2. Effets physiologiques.

Le développement chez les insectes peut étre pérpar différents insecticides, se traduisant
généralement par un rallongement de la durée deela®ement, I'apparition de
malformations morphologiques ou par une augmemai® la mortalité larvaire ou pupale.
Le développement de la coccinelle asiatiqdarmonia axyridis (prédateur naturel des
ravageurs des cultures de mais) est retardé eengeisdle doses sublétales de certains
neurotoxiques comme le spinosad et I'indoxacarkev@ et al., 2005). Le fénoxycarbe, un
analogue d’hormone juvénile, allonge égalementuetel de développement au cours des
stades larvaires chez le prédateQhrysoperla rufilabris (Liu et Chen, 2001). Un
neurotoxique, la.-cyalothrine provoque un allongement de la duréel@eloppement aux
stades larvaire (10,30,06 comparé au contrble 9:0606) et prépupal (10,&808,05 comparé
au contréle 9,380,06) chez le parasiferichogramma pretiosurConsoli et al., 1998). Chez
I'abeille (Apis melliferg, les ceufs et les larves sont exposés a difféqgedticides via la
nourriture et la composition du nid induisant ulemissement du développement a partir du
quatrieme jour (Wu et al., 2011).

Les insecticides peuvent également induire desugpations au cours du développement
conduisant a des malformations a la naissancedBsss sublétales d’'organophosphorés sont
a l'origine de plusieurs malformations au niveaws testicules, des ovaires et de l'intestin
chez le prédatelRhynocoris kumarfDesneux et al., 2007). L’exposition a une doseé&tale

de spinosad (0,046ug/larve) chez la larve de lapgu@arasite Hyposoter didymatQr
provoque une forte mortalité durant le stade pyjpal0%). Ce neurotoxique induirait des
mouvements involontaires ce qui entrainerait I'paxEté chez la larve a former le cocon
(Schneider et al.,, 2004). Chez les prédateurs dssctes nuisibles, ces malformations
entrainent une diminution de I'efficacité du patiasie ou de la prédation. Le fénoxycarbe
provoque des malformations de la larve et de la pcipez l'abeille Apis melliferg
conduisant a la mort directement dans la rucher{@®eset al., 2007). Chez les abeilles, le
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volume des corps pédonculés augmente avec l'ageer@ant, I'exposition a des doses
sublétales d’'imidaclopride des larves Melipona quadrifasciatadurant le développement,
perturbe 'augmentation du volume des corps péedérdstructures spécifiques du cerveau)
chez I'adulte (Tomé et al., 2012). Une réduction36&6 du volume est observée pour une
dose de 0,11ug/larve chez des abeilles agées a8 Lette réduction est probablement a
I'origine des défauts dans le comportement cheinsestes (Tomé et al., 2012).

L’effet des doses sublétales sur la réduction derigévité des insectes a été rapporté pour
différentes especes. Cependant, I'effet sur unellptpn reste difficile a évaluer car la durée
de vie dépend de nombreux paramétres comme |'abd#ssa la nourriture, la reproduction,
la communication et le contact entre les différensectes de la méme colonie (Desneux et
al., 2007). Une étude a été menée chez la chrysepe Chrysoperla carnega pour
déterminer I'impact de différents types de cultuess Espagne. La longévité est la plus
importante pour les individus dont les parents &sus des cultures sans insecticide comparé
aux cultures qui recoivent trois traitements insed#s par an (Corrales et Campos, 2004).
Chez le parasitoideretmocerus warrad’exposition des ceufs ou des larves a I'azadiraeh
conduit & une réduction de la longévité chez ledtesluL’exposition au spinosad ou a
I'abamectine des ceufs, des larves ou des pupexirentine forte réduction de la durée de vie
de ce parasitoide (Kumar et al., 2008). Le spinesagndre également une diminution de la
longévité chez la guépdyposoter didymato(Schneider et al., 2004). Ce phénomeéne est
aussi retrouvé chez les pollinisateurs. L'expositian divers pesticides durant le
développement entraine une réduction de la duréeedie quatre jours chez les abeilles (Wu
et al., 2011).

Certains insecticides peuvent avoir un effet suietandité ou la fertilité chez les femelles
exposees, provoquant une diminution du nombre deethelants pour la génération suivante.
Tuta absolutaest un insecte ravageur originaire d’Ameérique da §ui peut engendrer de
nombreux dégats dans les cultures de tomates. Pr&aateurs de cet insectddcrolophus
pygmaeuset Nesidiocoris tenujs pourraient étre utilisés dans les cultures deates en
complément d’insecticides. Il est donc importantdégeerminer I'impact de ces insecticides
sur ces deux espéces de prédateurs (Arno et GaBaha). L'exposition des femelles au
spinosad ou a l'azadirachtine induit une réductionnombre de descendants par femelle.
Cependant, les deux insecticides n'ont pas le n&ffeesur les prédateurs, le spinosad réduit
fortement le nombre de descendant chierolophus pygmaeuslors que I'azadirachtine a

un effet plus important chégesidiocoris tenuigArno et Gabarra, 2011).
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L'effet de trois insecticides (régulateurs de aigce: chlorfluazuron, flufenoxuron,
teflubenzuron) sur le parasitisme de la guépetdsia plutellag a été testé. Des femelles
ageées d’'une journée sont exposées (insecticidegrastdans la nourriture) pendant une
période de deux jours puis transférées une padans des cages permettant le parasitisme
(présence d’hétes). L'efficacité du parasitisme stghificativement réduite pour les guépes
exposées aux trois insecticides comparées aux gugpeexposées. Cette réduction pourrait
étre due a une baisse de la fécondité chez ledlésmapres exposition aux régulateurs de
croissance (Haseeb et Amano, 2002). Chez le bouBlmmbus terrestrjs une étude a éte
menée sur 75 colonies exposées ou non a l'imided®p(doses semblables a celles
retrouvées dans la nature) pendant deux semainésberatoire puis les colonies ont été
placées pendant 6 semaines en plein champ. Le eaebreines produites est réduit de 85%
pour les colonies exposées a I'imidaclopride (Beg) comparées aux colonies non exposées
(13,72 reines). Ces résultats suggerent que lichiggide pourrait avoir un impact trés
important sur les colonies de bourdons car duthiver seules les nouvelles reines survivent
et reforment de nouvelles colonies au printempgasui(Whitehorn et al., 2012).

Méme a des doses tres faibles, les insecticidesepewavoir des effets négatifs sur le
comportement ou la physiologie des insectes ditgfigues qui participent a I'élimination

des ravageurs et a la pollinisation de nombreugtatry.

L’'usage des insecticides par 'lhomme et leur digsation via les éléments comme le vent ou
la pluie a conduit a une contamination importaneg Ig@nvironnement. De ce fait, de
nombreux organismes non cibles sont exposés a @egposés chimiques comme les
poissons, les amphibiens, les reptiles, les oiseaurncore les mammiféres. L’exposition
méme a des doses faibles d'insecticides peut pr@&roghez les espéces touchées des
changements comportementaux et physiologiques powesduire a une baisse de la survie
et de la reproduction (Kegley et al., 1999).

Chezles poissongar exemple, I'exposition aux produits phytosares peut engendrer des
malformations, une diminution de la fertilité, urégluction de la capacité de nage, ou encore
perturber le systeme immunitaire. Les poissons slamic plus vulnérables vis-a-vis des
prédateurs et des maladies (Kegley et al., 199BzCe saumon de I'AtlantiqueSéimo
salar), pour se reproduire, les femelles liberent une@héne (PGE,) dans leur urine qui est

reconnue par des récepteurs olfactifs de I'épitinélchez les méles et provoquent chez ces
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individus une augmentation de la concentration emboes sexuelles dans le plasma et dans
la laitance. Chez des males exposés a des doskdates de carbofuran (carbamate), on
observe une diminution de la détection de la phéranfemelle et une diminution des
hormones sexuelles dans le plasma des males. bprsgoes étapes dans le processus de la
reproduction sont donc perturbées par une expostiocarbofuran (Waring et Moore, 1997).
Ce processus est également perturbé chez ce pgasone exposition a des doses sublétales
de cyperméthrine, un pyréthrinoide (Moore et Wariag01). Chez le poisson arc-en-ciel
australien felanotenia fluviatiliy, I'exposition a I'esfenvalérate (pyréthrinoidejlés doses
sublétales induit une diminution du nombre d’cewfsdus par femelle ainsi qu’une réduction
du taux d’éclosion (Barry et al., 1995).

Les amphibienssont plus sensibles aux variations de I'environexncar ils doivent faire
face aux perturbations du milieu aquatique et dliemiterrestre. De plus, la peau des
amphibiens est tres perméable et joue un role plogégue important dans les échanges (gaz,
eau, électrolytes) avec le milieu extérieur. Cj@stirquoi ces organismes présentent une forte
sensibilité vis-a-vis des produits phytosanitai(Bgihl et al., 2011). Par exemple, chez la
grenouille oxyrhine Rana arvali3, I'exposition a la cyperméthrine (pyréthrinoid&)des
doses retrouvées dans la nature (0,1 et lug/l)opguey des effets néfastes comme une
augmentation de la mortalité des tétards, des nmadfions physiques, des perturbations du
comportement, un allongement de la durée de lamu#fEhose et une réduction de la masse
chez I'adulte (Greulich et Pflugmacher, 2003).

L'impact des insecticides chdes oiseauxest reconnu depuis la publication de "Silent
spring”” dans les années 1960s, dénoncant I'didisantensive du DDT aux Etats-Unis et qui
avait conduit a une forte mortalité des oiseaux déonom de printemps silencieux (absence
de chants d’oiseaux). En Europe entre 1980 et 2@0pppulation d’oiseaux a diminué de
10% dans les zones forestieres et de 48% dan®hes agricoles. On estime que la cause
principale du déclin des populations d'oiseaux legilisation de composés chimiques en
agriculture (Mitra et al., 2011). Les rapaces conitaigle, le faucon pelerin ou encore le
hibou grand-duc se trouvent en haut de la chaineataire et ils sont tres vulnérables vis-a-
vis de certains insecticides. En effet, les orghtwés sont stockés dans les tissus et vont
s’accumuler le long de la chaine alimentaire. L@saux appartenant au niveau le plus haut
de cette chaine sont donc exposés a de fortes gasgsces composes chimiques. Les
organochlorés en particulier le DDT ont joué urergiajeur dans le déclin des populations
d’oiseaux. Un des métabolites du DDT, le p,p’DDE @&sl'origine de la réduction de

I'épaisseur de la coquille des ceufs des oiseaux.eRemple, les ceufs du faucon pélerin
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collectés dans l'arctique canadien avaient une tleculus fine de 15% par rapport aux ceufs
collectés avant la mise sur le marché du DDT (Luhdhd997). Ce phénomene représente
I'un des principaux effets indésirables due a l@sipon des insecticides chez les oiseaux et il
a été retrouvé chez de nombreuses especes (Lundhé®T). Les ceufs présentent une
coquille plus fine et beaucoup plus fragile quitpse briser plus facilement. Cette fragilité
conduit a une réduction du nombre d'ceufs qui éalose donc une diminution du nombre
d’individus pour l'espece considérée. Les insedéisi peuvent également provoquer des
malformations chez les poussins, une diminutiontalix d’éclosion ou une réduction du
nombre d’ceufs pondus (Mitra et al., 2011). L’exfiosi aux insecticides peut également
perturber la reproduction chez les oiseaux. L'ekfmysau parathion (organophosphoré) des
perruches a collierRsittacula kramedi induit une perturbation des fonctions testicesir
(diminution du poids des testicules, diminutiondiamétre des tubes séminiferes...) chez les
males (Maitra et Mitra, 2008). Le comportement daglement est perturbé chez la
tourterelle rieuse Streptopelia risoria apres une exposition a des doses sublétales de
p,p'DDE (Walker, 2003). Des goélands argentésys argentatusexposées a de nombreux
polluants dans la région du lac Ontario parteniderpent du nid en laissant leur progéniture
sans surveillance conduisant a une diminution dabre d’'individus (Peakall, 1996). Chez le
bruant a gorge blanch&dnotrichia albicollig, certains métabolites du DDT entrainent une
perturbation de son activité nocturne (Walker, 2008 plus, l'usage d’insecticides induit
une forte diminution du nombre d’insectes soit dimainution de la quantité de nourriture
pour certaines espéces. Chez les oiseaux les ofgaréx et les organophosphorés sont les
insecticides les plus néfastes. L’interdiction denbceux organochlorés aux Etats-Unis et en
Europe a permis de limiter le déclin des populatidiaéseaux mais de nombreuses especes
restent menaceées.

Chez les reptiles la détermination du sexe est dépendante de |péeture a travers
I'activité d’hormones stéroidiennes. En effet, pesition a certaines de ces hormones peut
conduire & une inversion de la détermination dues@e Solla et al., 1998). Certains
insecticides sont des perturbateurs endocriniengoatraient perturber ce processus. Par
exemple, une forte baisse dune population daliga d’Amérique Alligator
mississippiens)sa été mise en évidence au niveau du lac Apopkilaide, lac fortement
contaminé par le DDT et le dicofol (insecticidegamochlorés). Les jeunes alligators de cette
population présentaient des concentrations anosmdleormones sexuelles (estradiol et
testostérone) ainsi que des défauts morphologiquesiveau des ovaires et des testicules

pouvant perturber la reproduction chez ces indwiffBuillette et al., 1994). On observe une
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féminisation des males chez des populations deiderserpentinesChelydra serpentina
serpentina présentes au niveau de sites contaminés par dbraormproduits chimiques en

particulier des insecticides comme le DDT ou ldditiee (De Solla et al., 1998).

L’homme est également exposé aux insecticides degraenvironnement, son alimentation

et ses activités professionnelles ou privées. Limenest donc en contact avec de nombreux
composés chimiques au cours de sa vie. |l est moportant d’évaluer les risques liés a cette
exposition et I'impact sur la santé humaine. Le t#fymement de certaines maladies a pu étre
associé a une exposition aux insecticides, commeééleloppement de certains cancers,
I'apparition d’allergies, de troubles neurologiquesencore la perturbation de la reproduction

sont les effets les plus courants (Mnif et al., 2011

[11.3.3.1. Effets sur le systeme endocrinien et laeproduction.

Certains insecticides (DDT, métoxychlore, cypernig#hrdieldrine, endosulfan) sont des
perturbateurs endocriniens et peuvent étre a liwrigl'effets délétéres chez 'homme en
particulier sur la reproduction. De nombreux pdyaeurs endocriniens agissent via les
récepteurs aux oestrogenes et les récepteurs auxgands provoquant une perturbation de
’'homéostasie oestrogenes/androgénes importantg poufonctionnement normal des
processus impliqués dans la reproduction (Marque®-Ret Carvalho, 2013). Des études
épidémiologiques ont mis en évidence une corrélaidre I'exposition aux pesticides et une
incidence plus importante de certaines anomaliesydteme reproducteur masculin comme
une réduction de la qualité du sperme (spermategeai®ectée), une cryptochidie (incapacité
d’'un testicule d’atteindre le scrotum), une hypakadouverture de l'urétre au niveau de la
face inférieure du pénis) et du cancer des testic(Mordkap et al., 2012). Une étude menée
en Inde sur 117 adolescents agés de 10 a 19 agersugue I'exposition a I'endosulfan
(organochloré) induit un retard de la maturité sdeuet une perturbation de la synthese des
hormones sexuelles (Saiyed et al., 2003). L'incidemies malformations du systeme
reproducteur masculin (hypospadia et cryptochididd naissance est plus importante dans
des zones d’agriculture intensive (Carbone et28l06). Le foetus, le nourrisson et I'enfant
sont particulierement sensibles aux perturbateurdoainiens (Mnif et al., 2011).

L’exposition de la mére a ces composés durantdasgsse et I'allaitement peut induire chez
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'enfant des effets sur les fonctions de reproductiet du systéeme nerveux et des
malformations congénitales (Ribas-Fito et al., 200&)if et al 2011). Par exemple,
'exposition prénatale au DDT et a ses métaboligss associée a un retard dans le

développement neuronal chez le nourrisson (Esketai, 2006).

[11.3.3.2. Effets cancérigenes.

L’exposition aux pesticides peut jouer un role dbaggparition des cancers chez 'lhomme en
particulier chez des populations exposées de meinigportante comme les agriculteurs
(Bassil et al., 2007; Alavanja et al., 2013). Riuss études épidémiologiques ont mis en
évidence une association positive entre I'exposiior pesticides et certains cancers comme
les cancers du sein, de la prostate, des reinspalgmons, du cerveau mais également des
leucémies, des myélomes et des lymphomes non hadgki(Bassil et al., 2007; Cohn et al.,
2007; Band et al., 2011; Alavanja et al., 2013 eRran et al., 2005; McDuffie et al., 2001).
Certaines études montrent une corrélation possblee I'exposition aux pesticides et
'augmentation du risque de développer un cancea geostate (Mullins et Loeb, 2012). Une
étude épidémiologique a été menée sur des indiatiamts d’'un cancer de la prostate ou des
individus atteints d’un autre type de cancer. lI$ s en évidence une association entre le
risque de développer un cancer de la prostate eexpwsition a certains insecticides comme
le DDT, le lindane (organochlorés) mais aussi léathéon, le diazinon (organophosphorés) et
le carbaryl (carbamate) (Band et al., 2011).Uneeaétude épidémiologiqgue a montré une
incidence plus élevée du cancer de la prostate lelseagriculteurs comparé a la population
générale. De plus, une exposition aux pesticidesluib a une augmentation importante du
risque de développer un cancer de la prostate dbszindividus ayant des antécédents
familiaux pour ce cancer. Ces données ont amerautesirs a suggerer un lien probable entre
susceptibilité génétique, exposition aux pesticetagsque de développement du cancer de la
prostate (Alavanja et al., 2013). Des études @ntnées pour déterminer si I'exposition aux
pesticides en particulier aux insecticides orgararélsl pouvait avoir un role dans I'étiologie
du cancer du sein (Alavanja et al., 2013). L'exposi au DDT augmente le risque de
développer un cancer du sein si les femmes orgxgtésées avant I'age de 14 ans suggérant
un effet sur le long terme de cet insecticide (Cehal., 2007). Une étude menée en lowa et
en Californie, a mis en évidence une associatidre diexposition au diazinon et le cancer
des poumons ainsi que les leucémies chez des gimiesls utilisant des pesticides (Freeman

et al., 2005). L'exposition aux insecticides peridéanfance peut également augmenter le
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risque de développer des leucémies chez I'enfantnér et al., 2011). L'exposition aux
organophosphorés et aux carbamates augmente |e degdévelopper des lymphomes non
hodgkiniens. Une étude menée au Canada chez desd®exposés aux pesticides a mis en
évidence une association entre I'exposition a oertansecticides (aldrine, malathion,
carbaryl) et une augmentation du risque de dévetope lymphome non hodgkinien
(McDuffie et al., 2001).

[11.3.3.3. Effets sur le systeme immunitaire.

Les pesticides sont aussi capables de perturlssgsteme immunitaire. Cependant, les études
épidémiologiques concernent I'exposition aux pedis surtout chez les enfants (exposition
durant, la grossesse, l'allaitement et I'enfan€gagcon et al., 2013). Une étude menée sur
584 femmes enceintes en Espagne a mis en évidareeassociation entre I'exposition
prénatale au DDE (métabolite du DDT) et le dévelopga d’infections respiratoires chez le
nourrisson durant la premiere année de sa vie @uey al., 2010). Glynn et ses
collaborateurs ont suggéré qu'une exposition ptsimaau DDE pouvait également
augmenter le risque d’infections respiratoires cleemourrisson (Glynn et al., 2008). Chez
I'adulte, I'exposition chronique aux pesticides pétre impliquée dans le développement de
maladies respiratoires comme la bronchite chronefukasthme en particulier dans le cas
d’'une exposition professionnelle aux pesticidedai8ah et al., 2006a, 2006b). Une autre
étude épidémiologique réalisée chez les Inuits reambe corrélation entre I'exposition aux
insecticides organochlorés et I'augmentation distichez le nourrisson (Dewalilly et al.,
2000). D’autre part, des études ont permis de eetirévidence une réponse humorale apres
I'exposition aux pesticides. L’'augmentation des Idgns le cordon ombilical est associé a
une augmentation de la quantité de pesticides eicydeer les organochlorés dans le placenta
de nouveaux-nés, ce qui suggere une sensibilisalliengique chez les individus exposés aux
pesticides (Reichrtova et al., 1999). Chez desnémfagés de 7 a 10 ans, une augmentation
des IgE dans les basophiles, des IgA et IgG eskerdgat associée aux pesticides en

particulier le DDE (Karmaus et al., 2005).
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[11.3.3.4. Effets neurologiques et comportementaux.

Actuellement, la majorité des insecticides présentsle marché sont des neurotoxiques et
une exposition chronique a certains de ces compmmétsconduire a I'apparition de troubles
neurologiques (Burns et al., 2013). Le développendensystéme nerveux est sensible aux
toxines présentes dans I'environnement. L'expositlonant les stades précocés (terg
chez le nourrisson et I'enfant) peut conduire gpaition de certaines pathologies comme
'autisme, la dyslexie, un retard mental, une peltela concentration, une hyperactivité
(Hass, 2006). L'exposition prénatale aux organophoeges induirait un retard de
développement neuronal chez le nourrisson. De phes,enzyme (paraoxonase 1) impliquée
dans le métabolisme de ces pesticides serait ti@ufade risque important dans I'apparition
de ces troubles neurologiques (Engel et al., 2014¢. autre étude épidémiologique suggere
un lien possible entre I'expositiom(uterg aux organophosphorés en particulier le malathion
et une réduction de la durée de la gestation (Eghkext al., 2004). Raulh et ses collaborateurs
suggerent que I'exposition au chlorpyrifos (insgdé organophosphoré) durant la période
prénatale pourrait induire un déficit intellect@tlune perturbation de la mémoire de travail
chez des enfants agés de 7 ans (Rauh et al., 2D0%&Xposition prénatal au DDT peut
également perturber les fonctions cognitives eriqudier chez les filles agées de 4 ans
(Ribas-Fito et al., 2006). Chez I'adulte I'expamitichronique aux pesticides peut également
conduire a des désordres neurologiques en paeiaidis troubles neurodégénératifs comme
la maladie de Parkinson ou la maladie d’Alzheiniarfon et al., 2011; Thany et al., 2013).
Une étude menée en France (Bordeaux) met en éeidkasceffets neuropsychologiques chez
des ouvriers viticoles exposés de maniere chroraqies faibles doses de pesticides (Baldi et
al., 2001). Plusieurs études épidémiologiques astan évidence une association probable
entre la maladie de Parkinson et I'exposition awstipeles en particulier avec la roténone, la
dieldrine et le paraquat (Tanner et al., 2011;rEret Koifman, 2012; Weisskopf et al., 2010).
Par exemple, une étude menée sur une populatidesiedu Texas a mis en évidence une
association entre I'exposition aux pesticides orgaes comme la roténone et le risque de
développer la maladie de Parkinson (OR=10,9) (Dhilet al., 2008). Une autre étude
éepidémiologique réalisée en Espagne entre 19990& 20nis en évidence une augmentation
significative du risque de la maladie de Parkingten|]a maladie d’Alzheimer, de la sclérose
en plaques et du suicide chez des populations wigtans des zones ou l'utilisation de
pesticides est importante. De plus, le risque lest ijmportant chez les hommes pour certains
troubles neurologiques comme les neuropathies pEriqles, la dépression ou le suicide

(Parron et al., 2011). En effet, un taux import@atsuicides est également retrouvé chez les
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agriculteurs comparés a la population générale. @aedes épidémiologiques ont mis en
évidence une corrélation avec une exposition agaraphosphorés soit par empoisonnement
ou par exposition chronique avec des désordresctdsfe(dépression, anxiété) pouvant
conduire au suicide (London et al., 2012). Uneeagtude a mis en évidence une association
entre I'exposition aux pesticides et le développande la dépression chez des agriculteurs et
leurs épouses dans le Colorado (Stallones et Bes#d@2). Par conséquent, ces études
suggerent une perturbation du systeme nerveuxatemtparticulier apres une exposition aux

organophosphorés pouvant conduire au suicide awemndividus.

L’exposition aux pesticides peut donc conduire a efets néfastes sur la santé humaine.
Cependant, il reste difficile de déterminer I'impae chaque pesticide car I’'homme est en
contact avec de nombreux composés qui peuvenagitezntre eux et I'effet de synergie peut
étre a l'origine de I'effet indésirable. De plukest difficile de quantifier une exposition aux
pesticides chez 'homme (produits utilisés, temfexmbsition, chronique ou aigué) et les

études épidémiologiques sont realisées dans dittgpes d’environnement.
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L'utilisation intensive des insecticides durans &) dernieres années a provoqué une
contamination importante de I'environnement. Malgie prise de conscience des effets
néfastes de ces produits phytosanitaires, ils mestetuellement tres utilisés en particulier
dans le domaine agricole. Par conséquent, cesticides continuent a étre disséminés dans
la nature et a polluer I'environnement. De ce faliisieurs problemes se posent face a cette
utilisation constante: (i) I'apparition de résistaraux insecticides chez les insectes ravageurs,
(ii) 'impact d’'une exposition aux insecticides particulier une exposition chronique a des
doses faibles sur les organismes comme I'homme.oA@p des réponses face a ces
problemes reste essentiel pour mieux appréhensl@ffiets des insecticides et se tourner vers
une "utilisation intelligente™ de ces produitaiglde futur. Le travail de thése que je présente

ici s'inscrit dans ce cadre et se découpe en dattiep distinctes:

La premiere partie concerne I'effet d’'un néonicoitley I'imidaclopride sur un insecte non
cible, la drosophile. Deux modes d’exposition dstdilisés: en intoxication chronique a des
doses faibles et en intoxication aigué a des désmsgees. Ces deux modes d’exposition
permettaient de modéliser les différentes situatimncontrées dans la nature. Lorsque jai
débuté ma these, cette étude avait déja été ipaédsaél Charpentier (étudiant master 2).
Dans un premier temps, mon travail a consisté got&er les résultats obtenus. Au cours de
cette étude, nous avons observé qu’'une soucheaf@jl&apturée dans la nature dans les
années 2000 présentait une résistance accrue iddtéhapride par rapport a une souche de
laboratoire (Oregon-R). Pour comprendre les méoasspotentiellement impliqués dans la
résistance chez la souche Orléans, des analyselsirbiques et transcriptionnelles ont été
réalisées. Ces expériences ont mis en évidencerdéoanismes différents pouvant jouer un

réle dans la résistance a I'imidaclopride de lacbeuOrléans.

Dans la seconde partie de ma these, les résutintabmient a montrer I'intérét d'utiliser la
drosophile pour modéliser I'impact d'insecticidaapliqués dans I'étiologie de maladies
neurodégénératives chez I'homme. Pour cela, nowmsachoisi d'étudier I'effet d'un
organochloré, la dieldrine, chez la drosophile & digses semblables a celles retrouvées dans
la nature. Au cours de cette étude, de nouvellethadés originales ont été utilisées
permettant de visualiser la morphologie du cervdaula drosophile (IRM, Imagerie par
Résonance Magnétique) et d’étudier le métaboligtRMAS, High Resolution Magic Angle
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Spinning) sur des drosophiles vivantes. Des eétueaplémentaires ont également été
réalisées sur le comportement des drosophiles ret'épigénome. Les résultats obtenus
montrent tout 'intérét de la drosophile pour carged’étude et ouvrent de nombreuses pistes

pour mieux comprendre I'effet d’'une exposition aonganochloré comme la dieldrine.
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CHAPITRE II: Etude de

I'effet d’'un néonicotinoide, I'imidaclopride chez la drosophile

|.1-L’imidaclopride, un néonicotinoide.

L'imidaclopride est un insecticide neurotoxique dait partie de la famille des
néonicotinoides (Figure 34). Il fut le premier n@mtinoide commercialisé dans le monde en
1991 par le groupe Bayer CropScience. Le succé®ite classe d’insecticides est dU a une
faible persistance de ces insecticides dans I'enaement qui s’accompagne d’'une bonne
efficacité a des dosages faibles en particulies damlomaine des enrobages de semences. De
plus, ces insecticides présentent une forte seictvis-a-vis des insectes comparés aux
mammiféres (Tomizawa et Casida, 2003). Les nédnmioles dominent actuellement le
marché des insecticides dans le monde (Sparks,).2048idaclopride est le néonicotinoide
le plus commercialisé (41,5% du marché des néanwmioes) ce qui fait de lui l'insecticide le
plus utilisé dans le monde (Jeschke et al., 2011).

Y
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Figure 34: Formule chimique de I'imidaclopride, irecticide appartenant a la famille des

Cl”

néonicotinoides.

L'imidaclopride est actuellement utilisé dans le dame vétérinaire comme traitement anti-

puces (Advantage®) et contre les tiques, dans Imadte du jardinage ou en usage
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domestique pour I'élimination des termites (Merit®) des cafards. Il est également utilisé
dans le domaine agricole (plus de 140 culturesjredas cochenilles, les thrips, les insectes
suceurs en arboriculture (Confidor®) et dans leduce$s de céréales (Gaucho®). Les
insecticides peuvent étre utilisés selon trois modi@pplication différents: traitement des
parties aériennes, traitement du sol ou enrobagemences (agent systémique). Le succes de
I'imidaclopride réside aussi dans le fait qu’il s@ommercialisé selon les trois modes

d’application connus.

|.2-La cible de I'imidaclopride: le récepteur nidoigue a I'acétylcholine.

L'imidaclopride est un neurotoxique qui agit spéciement sur les récepteurs
nicotiniques a I'acétylcholine (nNAChRs) situés damssystéme nerveux des insectes. Ces
récepteurs sont composés de cing sous-unités guiefarun canal permettant le passage
sélectif d’ions N& C&* et K'. Chaque sous-unité est composée d'un domainenGrzir
extracellulaire, de quatre domaines transmembmre®a(TM1-TM4) et d'un domaine
N-terminal extracellulaire qui contient 6 régionstitictes (boucle A-F) importantes dans le
site de liaison a I'acétylcholine. Chez la drostmhil existe 10 sous-unités différentesu(d
Da7, DB1-DB3). Les génes qui codent les sous-unités8 @t Du7 sont localisés sur le
chromosome |, les génes qui codent les sous-ubitbsDu6 et 033 sur le chromosome |1l et
les génes qui codent les sous-unitésl DDa2, Dod4, DB1 et B2 sont localisés sur le
chromosome Ill. La composition en sous-unités @egpteurs est en revanche mal connue
car I'expression de ces nAChRs dans des systemémlogues conduit a la formation de
récepteurs non fonctionnels. Une cause possibleetie incapacité a former des récepteurs
fonctionnels serait la nécessité de protéines ebapes pour I'assemblage des récepteurs
(Thany et al., 2007). Le site de liaison de l'intligoride sur le récepteur nAChR a donc été
étudié en utilisant I'expression de réecepteurs idgsr avec des sous-unités de mammiferes.
L’expression dans les ovocytes de xénope de réaospteybrides drosophile-pouletaD-
GgB2 ou Du2-G32 permet de mettre en évidence l'activation du ptag Dn2-G(f32 et
I'inactivation du récepteur id-G¢32 par des analogues de I'imidaclopride (Ihara.€2@03).
Cette expérience montre la contribution de certaiseus-unités. dans la sélectivité du
NAChR a l'imidaclopride. De plus, une expériencenge sur ce méme récepteur hybride
Da2-G¢32, montre I'implication de deux régions (la bou€leet la région entre les boucles B

et C) dans la sensibilité du récepteur a I'imidagtbgp Une substitution d’'une proline par
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I'acide glutamique en position 242 (P242E) danbdacle C induit une forte diminution de
I'activation du récepteur. Le remplacement de ¢aa® entre la boucle B et C de la sous-unité
Da2 par la région équivalente de &ginduit également une diminution de I'activation d
récepteur (Shimomura et al., 2004). D’autres étungsmis en évidence l'implication de la
boucle D des sous-unit@sdans la sélectivité des nAChRs a lI'imidaclopri@@itnomura et
al., 2006;Yao et al., 2008). Ces résultats mettan#vidence I'implication possible de la
région contenant la boucle B et C des sous-unitisde la boucle D des sous-unifédans la
sélectivité des nAChRs a I'imidaclopride.

Aucun nAChR d’insecte n’a été cristallisé permdtwdidentifier de maniére plus précise les
sites possibles de liaison de I'imidaclopride alGmR. Cependant, un homologue du nAChR,
I'acetylcholine binding protein (AChBP) a été caitisée en complexe avec I'imidaclopride
chez les mollusqueaplysia californica(Talley et al., 2008) dtymnea stagnaliglhara et al.,
2008). Aplysia AChBP a une affinité plus importante pour les néotioides que les
nicotinoides alors que c’est l'inverse pouymnea AChBP. Ces données définissent
préférentiellemeniplysia AChBP comme modele pour les nAChRs d’insectekyetnea
AChBP pour les nAChRs de vertébrés (Tomizawa etidaa009). Celles-ci permettent
également de définir les résidus probablement onpk dans le site de liaison de

I'imidaclopride aux nAChRs d’insectes (Figure 35).

Qg’* § C190-191
W147 g;!’f}oz/’
Y1% St

Figure 35: Site de liaison de l'imidaclopride sutAchBP (acetylcholine binding protein).

Interaction entre I'imidaclopride, le résidu de leucle B (W147) et les résidus de la boucle
C (Y188, S189, C190, C191). (d'apres Tomizawa stdaz2009).

|.3-L effet de I'imidaclopride chez la drosophile.

L'utilisation des insecticides comme des prodpitg/tosanitaires en général est de
plus en plus surveillée. En effet, l'utilisationagdissante de ces produits a provoqué une

contamination des sols, des lacs, des rivieresmplact de ces produits sur I'environnement
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n'est pas négligeable et la compréhension et Ecténisation de cet impact reste une question
tres importante. L’imidaclopride est un insecticident I'utilisation est tres répandue a
I'heure actuelle. 1l est donc important de caraségrles effets Iétaux et sublétaux induits par
cet insecticide. Cependant, la relation entre |éfetse induits par une exposition a
I'imidaclopride et les mécanismes impliqués resticde a définir. La drosophile a donc été
utilisée comme modeéle car elle offre de nombrewantages. Plusieurs outils génétiques sont
disponibles, son cycle de vie est relativement tceuson génome a été séquencé (Adams et
al., 2000). Ces outils nous ont donc permis d'@udlimpact de I'imidaclopride chez un

insecte modéle, la drosophile.

[1.1-Introduction a l'article |.

Dans la nature, les insectes comme les drosops$iles confrontés a une exposition
aux insecticides. Ces insecticides peuvent avos effets indésirables plus ou moins
importants en fonction de leur concentration damavironnement et du mode de
dissémination. Au cours de cette étude, nous aporterminer les effets d’'une exposition a
I'imidaclopride chez une souche de drosophile nom@ééans capturée dans la nature en
2000. Deux modes d’intoxication ont été utiliséa: iatoxication chronique a des doses
faibles (situation souvent rencontrée dans la eatat une intoxication aigué a des doses
fortes (ce qui peut modéliser une exposition ennptdamp juste aprés I'épandage d’'un
insecticide). L'exposition a I'imidaclopride a ddsses sublétales en intoxication chronique
induit des effets sur I'accouplement et la fécandiés drosophiles. Méme a doses tres faibles,
I'imidaclopride peut donc avoir un effet néfaste kg organismes, qui dans la nature n’est
sans doute pas restreint a la drosophile. En éffapact d’insecticides a des doses sublétales
a également été mis en évidence chez d’autresesspgemme le bourdon (Whitehorn et al.,
2012), ou chez deux prédateurs d'un ravageur desiresl de tomates qui présentent
également une baisse de la fécondité (Arno et Gababll). Ces résultats sont présentés

dans l'article I qui sera publié dans le journBh¥ironmental Science & Technology
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ABSTRACT: Neonicotinoids are subjected to vigilance because of environmental
contaminations and deleterious effects on bees. Imidacloprid (IMI) is one of the most
representative insecticides of this family. At chronic exposure, concentration-effect
relationships are non linear. An insect model should allow a better description of this
toxicity. We compared the lethal concentration 50% (LCS0) of IMI for a Drosophila-field
strain, after acute and chronic exposure. Relative to the acute LC50, the chronic LC50 was
lowered by a factor of 29 for males (1.3 mM /45 uM), 52 for larvae (157 ¢M/3 uM) and
more than 172 for females (>3.1 mM/18 ¢M). Chronic exposure also revealed significant
lethal and sublethal effects, at concentrations 3—35 orders of magnitude lower than the
chronic LCS0. Mean mortalities reached 28% (at 3.91 nM) and 27% (at 39.1 nM) for
females and males, respectively. Fecundity decreased of 16% at 1.96 nM. Mating increased
of 30% at 0.391 nM. The LOEC (lowest observed effect concentration: 0.391 nM) was
46000 times lower than the chronic LC30 for males; it was 115 000 times lower than the

chronic LC30 for females. This study illuminates effects that neonicotinoids can induce at very low concentrations. This is of
particular interest for nontarget insects and for insect dependent species.

B INTRODUCTION

Most of chemical pesticides are herbicides, fungicides, or
insecticides. There is increasing interest to reduce their impacts
on the environment, especially on nontarget species. Since the
mid 90s, the class of neonicotinoids has become the most
widely used and fastest growing family of insecticides
worldwide," ™ This neonicotinoid family includes imidacloprid,
thiamethoxam, clothianidin, thiacloprid, acetamiprid, dinotefur-
an, and imidaclothiz.® Neonicotinoid insecticides interact with
the nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) of the central
nervous system. They target and bind to postsynaptic nAChRs
of insects and to their body cell nAChRs.*® They induce a
neuronal hyper-excitation and accumulation of acetylcholine,
leading to the insect’s death within minutes.' Generally, lethal
doses induce to tetanic contractions, with intense trembling
(legs), body convulsions and paralysis. This is accompanied by
nerve and muscle destruction.” They are significantly more
selective toward insects than toward vertebrates.®” As a general
fact, flying insects were found to be the most vulnerable species
to neonicotinoid pesticides.

Imidacloprid (IMI), [ 1-(6-chloronicotinyl)-2-nitroimino-imi-
dazolidine], is one of the most representative chemical of the
neonicotinoid insecticide family.® IMI has a very high activity
against insects and lethal doses 50% (LD50) or lethal
concentrations 50% (LCS0) are very low, by topical and oral
exposures. The chemical structure of IMI ensures its diffusion
within treated plants, by xylemic and phloemic transport.'® This
systemic property gives IMI the advantage as a soil treatment

< ACS Publications @ %0 American Chemical Society
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and for treatment of seeds, with doses ranging from 50 to 100
g/ha, to protect the whole field.

The sublethal effects of IMI have already been studied in |
nontarget insects;"" mainly those of economic importance such
However, relationships between effects and
mechanisms of action are complex and difficult to establish. In 55
order to better understand the effects of IMI, we used the .
drosophila model for which all parameters can be managed with ¢
confidence. The advantages of drosophila indude a short life ;
cycle as well as the efficiency and extensivity of tools about its ;

12-16
as honey bees.

genetics and genomics. Drosophila has already been used to
investigate the genotoxic effects of pesticides such as IMI and
acetochlor.'”

Qur main goal was to identify and to differentiate
concentration ranges where sublethal and lethal effects occur.
The LCS50 was first determined from acute exposure for larvae
and adults (females and males) of a fruit fly strain fully
managed in our laboratory. Chronic exposure over 8 days
defined chronic LC30 for females and males. By investigating
lower concentrations, additional effects on the survival, mating,

and fecundity were characterized.
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B EXPERIMENTAL SECTION

All experiments were conducted at 22 °C + 1 °C. Test
experiments (all tested concentrations of IMI) and controls
were done in parallel (synchronicity). All experiments were
performed over a LS5 month period (March—April). All
experiments were repeated at least six times. The number of
flies tested for each data point is defined as N.

Strain and Medium. A wild type stock of flies, named
Orleans, derived from spedmens caught in fields near Orléans
(France) in 2000 and maintained in the laboratory by
inbreeding, was used in this study. The stock of flies was
maintained in our laboratory by mass culture at 22 °C on a

3 standard medium. The composition for 4 L of standard

medium was as follows: 362 g of cornmeal, 200 g of dry yeast

5 (inactive and not hydrolyzed), 60 g of agar and 150 mL of a

10% solution of methyl-4-hydroxybenzoate (CAS number: 99—

7 76—3) in ethanol. All experiments were done with the same

batch of cornmeal and yeast (Dominique Dutcher, Brumath,
France).

Solvents, Reagents, and Chemicals. All solvents
(acetone CAS number: 67—64—1, acetonitrile CAS number:

2 75—-05—8, dimethyl sulfoxide CAS number: 67—68-5,

methanol CAS number: 67—56—1, ethanol CAS number
CAS number: 64—17-5, and water CAS number: 7732—18—
5) were purchased from VWR (Fontenay-Sous-Bois, France)
and are at least HPLC grade (ACS grade for DMSO). IMI
(MW: 255.66 g/mol, Purity 99.5%) was obtained from CIL
Cluzeau (Sainte-Foy-la-Grande, France). The starting solution
(100 g/L) of IMI was prepared in DMSO as this solvent is a
component of the commercal formulation'® and because
solubility of IMI in water is relatively low.'”” Other IMI

2 solutions were obtained by dilution in distilled water. Test
3 solutions of IMI were obtained by diluting this starting solution

in water. DMSO was always present in test solutions and

s controls, at the same concentration, always lower than 1% (v/

v). Other reagents, such as salt compounds (KH,PQ,), were

7 analytical grade and obtained from Aldrich (Saint-Quentin

Fallavier, France).

Acute Toxicity. Males and females of three to four days old,
in groups of about 20 flies, were transferred to vials without
food for 6 h, and then to vials containing a blotting paper
moistened with a 5% sucrose (CAS number: 57—50—1)
solution with the tested concentration of IML Flies were left in
these conditions for 18 h. The control groups were fed with 5%
sucrose or 5% sucrose containing the same concentration of
DMSO. For instance, DMSO was 1% (v/v) for IMI = 3.91
mM; DMSO was 107 % (v/v) for IMI = 3.91 4M and DMSO
was 107% % (v/v) for IMI = 3.91 nM. After 18 h, all flies were
transferred into vials containing a standard medium. After §
days, the flies still alive were counted. Series of ten
concentrations, ranging from 7.8 4M to 3.1 mM, were used
for adults. Because we limited the DMSO content at less than
1% (v/v), tests at higher concentrations were precluded.

To obtain the third-instar larvae, eggs were collected during a
3 h period and kept at 22 °C. Four days later, groups of 20
larvae were transferred into individnal Petri dishes containing
agar 2% and some yeast paste prepared with a solution of IMI
at the tested concentration. The larvae were transferred 18 h
later into vials containing the standard medium. Larvae were
kept on this medium and the surviving adults were counted.
Control experiments were done with the same protocol but the
yeast paste was prepared without IMI and with a solution
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where DMSO was at the same concentration as in the test
solutions. Seven concentrations, ranging from 11.7 uM to 0.5
mM, were used for larvae.

Chronic Toxicity. Males and females were tested separately.
Groups of 20 flies, 3-to-4 days old, were transferred into vials
containing a fresh drosophila Instant Medium (DIM; Carolina
Biological Supply, Burlington NC) prepared with distilled water
containing the test IMI concentration (1.5 g rehydrated with
4.5 mL of test solution). Flies were kept in these vials
continually. Flies, still alive 8 days later, were scored.

For larvae, the eggs were collected during a 3 h period.
Immediately after hatching, larvae were transferred into vials
containing fresh DIM rehydrated with the test solutions. Larvae
were maintained on this medium, and the adults which
emerged were counted. Control experiments for adults and
larvae were done by using solutions at the same concentration
of DMSO as the test solutions.

Mating Tests. Sets of five virgin males and sets of five virgin
females (all flies <6 h old) were randomly recovered from the
stock in presence of IML They were placed into vials
containing the fresh DIM with IMI. After 5 days, five females
and five males were transferred without anesthesia into empty
vials. These vials were observed for 20 min to determine how
many females, in each vial, had mated. Note that this is the total
duration of mating for drosophila. Because males and females
used in this test were exposed to IMI during their rearing, we
chose concentrations which allowed their larval development,
far below the chronic LC30. Control experiments, using DMSO
at the same concentration, were run in parallel. For consistency,
N represents the number of females for mating tests.

Fecundity Tests. virgin males and virgin females (<6 h old)
were randomly selected from the stock in presence of IMI and
transferred in vials containing the fresh DIM with IML Males
were raised individually and females were raised in groups of
five flies per vial. After 5 days, one female and one male were
transferred into a vial containing the standard medium. The
vials were observed until the pair copulated, after which the
male was removed. Each female could lay eggs for 24 h in this
vial. Then the female was transferred into a new vial for 24 h
where it could lay further eggs. This transfer was repeated five
times. At the end, the female was transferred into a new vial

where it could lay eggs until day 15. Adult emergence was 1

scored for all vials. We only used data from females that
produced offspring. We checked that the number of females
producing offspring were as numerous in test as in controls. As
for the mating tests, we chose low concentrations. Control
experiments, using DMSO at the same concentration, were run
in parallel.

Analytical Measurements. Adult flies (4-to-5 days old)
were starved for 6 h and were placed in a vial containing
blotting paper moistened with the IMI test solutions.
Immediately after the knockout effect, flies were frozen at
—80 °C by batches of 20. Batches of flies (directly taken from
the freezer) were ground in a glass test tube containing 1 mL
acetonitrile with a Turrax 5G (IKA) for 2 min (twice). After
evaporation of the solvents, the residue was transferred with
acetone in order to proceed to a further purification step by
SPE on Bond Elut 500 mg/3 mL, purchased from Varian Inc.
and conditioned with acetone (2 mL). The first five fractions
were collected (5 X § mL), evaporated and solubilized in 200
pL methanol. 50 uL of this solution was then injected in a
HPLC column through a rheodyne type valve. HPLC/UV
analyses were performed, according to Obana et al.,m with a

dx.dolorg/10.1021/es405331¢ | Environ. Sci. Technol, XXKX, XXX, XXX—XXX
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196 Merck apparatus (L-6200A Intelligent Pump; L-4000 UV
197 detector; D-2500 Chromato Integrator) coupled with a C18
198 HPLC column, 3 gm diameter (250 X 4.6 mm i.d.) purchased
199 from VWR. IMI was detected at 270 nm with a retention time
200 of 18.4 min. The calibration curve was calculated from 5 points
(1, 10, 100, 400, and 800 mg/L), with R* = 0.9988.

Statistical Analyses. Data were statistically analyzed with
the R software from R Core team (2013), R Foundation for
statistical Computing, Vienna, Austria (http://www.R-project.
205 org/). A general linear model (GLM) was used with a logistic
206 link function (logit). The model has investigated main effects of
(i) the IMI concentration, (i) the sex of flies, and (iii)
concentration—sex interactions, for survival data after chronic
exposure. The model has investigated only the effect of IMI
concentration for mating data. Additionally, comparison tests of
independent proportions were used to identify significant
differences between each experimental and control groups. For
213 fecundity data, Mann—Whitney tests were used for compar-
isons, All these comparison tests were considered bilaterally,
215 that is, considering the possibility of positive or negative effects.
216 The statistical significance for all comparisons was set at p <
0.05 (*), p < 0.01 (**), and at p < 0.001 (*#*),

We also used Stat Graphics XV (15.2.14) from SIGMA
PLUS (Levallois-Perret, France) to estimate the LC30 values
20 and their 95% confidence interval (CI95). This was done by
using the probit method developed by Fir‘mey.ZL
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B RESULTS

Acute Exposure. Survival. Insecticidal effects of IMI on
larvae and adult drosophila were tested after acute treatment
(18 h). In the control experiment (DMSO control), the average
survival rate was 93% for adults and 82.5% for larvae. For adult
females, a LCS50 value was not determined, because only 31% of
them died at the highest concentration used (3.1 mM). This
indicates the high resistance of the drosophila strain used in this
study. In contrast, at the same concentration (3.1 mM), 91% of
adult males were killed, allowing us to determine the
corresponding LCS0 value at 1304 + 92 uM (Table 1).
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Table 1. Lethal Concentrations 50% (LCS50 in gM) of
Imidacloprid for Drosophila melanogaster (Orléans Wild
Strain)

LCqy (uM)*
adult females

>3100"
18+ 1.5

adult males

1304 + 92 1574 25
455 30+ 03
“LCS0 were calculated from sigmoid mortality curves. Mortalities were
counted after 8 days following an acute exposure (18 h) or chronic
exposure (8 days). The LCS0 for adult flies (males and females) and
for larvae were obtained with the same experimental conditions. The
LC50 and their corresponding 95% confidence intervals (CI95) were
determined by probit analysis (see the Experimental Section).
"Estimated value because of the limited solubility of imidacloprid
with respect to the experimental protocol.

mode of exposure larvae

acute

chronic

For larvae, we did not discriminate between males and
234 females. The number and gender of adults emerging were
235 scored. No bias concerning female versus male was observed in
the offspring, suggesting that the two sexes were equally killed
237 by IMI at this larval stage. It should be noted that mortality
238 induced by IMI occurred during the larval stages, as no lethality
239 was observed in pupae stages. When compared to LC30 for
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adult males (1.3 + 0.1 mM), the LC30 for larvae is 8 times
lower (157 + 25 uM), suggesting a higher acute toxicity of IMI 241
for larvae. 242

Analyses of Flies. To estimate the residual amounts of IMI 243
in insects, we performed measurements after intoxication of 244
adults (of both sexes) at two IMI concentration levels (Table
2). Results were normalized with respect to mass ratio between

240

245

Table 2. Amounts of imidacloprid (in ng) per adult
drosophila, measured by chemical analysis

imidacloprid content (ng) per adult
dmsnp]:i]agg

feeding concentration (mg/L) males females
800 452 £ 142
333 184 £ 24

“Chemical analyses were done following an acute exposure and after

the knockout effect. "Confidence intervals at 95% (CI195), issued from

statistical analysis, are reported.

475+ 111
163 + 36

%

male and female (1:1.4). We found the same amount of IMI in
adult males and females, 452 + 142 ng/male and 475 + 111
ng/female, respectively, this when feeding was done on
solutions at 3.1 mM (800 mg/L). Values were 184 + 24 ng/
male and 163 + 36 ng/female when feeding was done on
solutions at 1.3 mM (333 mg/L). Thus, masses of IMI in males
and in females were statistically equivalent and were propor-
tional to the exposure levels.

Chronic Exposure. Survival. We first determined LC50
values. The control experiments (with DMSO) always
displayed a survival rate over 94% for adults and it was over
83% for larvae. For the highest concentrations, results revealed 258
typical sigmoid curves for which mortality increased sharply 250
with concentrations (Figure 1). Table 1 shows LC50 values for 260
adults and larvae. A distinction between sexes was made for 261
adults. For adult males, the LC30 is 45 + 5 M instead of 18 + 262
1.5 uM for adult females. These data indicate that females seem 263
slightly more sensitive than males, after chronic exposure to 264
IMI. The chronic LC50 was determined at 3 + 0.3 M for 265
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Figure 1. Average ratios of surviving drosophila after chronic exposure.
Data are reported for adult flies: males (M) and females (A).
Concentrations of imidacloprid ranged from 0.391 nM to 0.391 mM.
Ratios are given from the number of flies stll alive, after chronic
exposure to imidacloprid (8 days), over the number of flies exposed
(see the Experimental Section). N: number of flies. Bars
corresponding to 95% confidence intervals (CI95) are reported for
each data point. Ratios for controls are indicated on the vertical axis:
males ([]) and females (/). Significant differences are indicated in the
low concentration range only (*** when p < 0.001).
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larvae (Table 1). IMI is then more toxic (from 6 to 15 times)
for larvae than for adults, after chronic exposure.

For adults we observed a particular shape of the survival
curve, this shape seemed to be conserved between males and
females but shifted with respect to the concentration scale
(Figure 1). Statistical analysis (GLM) confirmed that there are
significant effects of (i) the IMI concentration, (ii) the sex of
flies, and (iii) the concentration—sex interactions. The shape
(in form of V), showed a highly significant increase in mortality
for females at 3.91 nM and 39.1 nM, and for males at 39.1 nM
(p < 0.001). At these concentrations, the maximum value of
mortality was 28% and 27% for females and males, respectively.

Mating. We studied the mating rate (during 20 min) of sets
of five couples after chronic exposure of flies during their whole
life (larvae and adult). This was done between 0.0196 nM and
391 nM of IMI (Figure 2). Data suggested that IMI could

100+
N=145
ERE N=118
Na217 - N=74
N=213 H=:!1 Negg  NETO
- N=224 I + i i 5
£ +
-
-] L
@
g 50
=
o
2
&
0 0 0019 00391 0196 0391 196 391 391 381
o fon of imidacloprid (nM)

Figure 2. Average percentage of mating, depending on imidacloprid
concentration. Mating was counted during a period of 20 min, after
chronic exposure to imidacloprid (see the Experimental Section).
Concentrations of imidacloprid were between 0.196 nM and 391 nM.
For clarity, the horizontal axis has a non linear scale. Result for
controls are given on the left (controls: white; tests: gray). N: number
of females tested. Bars corresponding to 95% confidence intervals
(C195) are reported for each data point. Significant differences are
indicated (*** when p < 0.001 and ** when p < 0.01).

induce an increase of the mating rate at 0.391 nM. At this
concentration, the mean number of females which had mated
within 20 min was 4.1, instead of 3.1 in the control experiment.
However, statistical analysis (GLM) of all data points did not
indicate any effect of IMI within this large concentration range.
But, when comparing each data point with respect to the
control, significant differences (30%) were confirmed at 0391
nM (p < 0.001) and at 1.96 nM (p < 0.01).

Fecundity. We counted the number of offspring per female
after chronic exposure of flies during their whole life (larvae and
adult). This was done for various concentrations of IMI: from
0.391 nM to 391 nM. A first set of experiments included both
males and females exposed to IMI (Figure 3A). Here we
observed a significant decrease in fecundity at 1.96 nM,
3.91nM, and 39.1 nM (p < 0.05) when compared to controls.
At a lower concentration (0.391 nM) or at a higher
concentration (39.1 nM or 391 nM), there was no significant
statistical difference between controls and exposed flies. To
assess the origin of this decrease in fecundity (effects on males
or on females), we also exposed to IMI (3.91 nM) only males,

70
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Figure 3. Average number of offsprings per female. Offsprings were
counted after chronic exposure to imidacloprid (see the Experimental
Section). Concentrations of imidacloprid were between 0.391 nM and
391 oM. N: number of females tested. Bars corresponding to 95%
confidence intervals (CI95) are reported for each data point
Significant differences are indicated (** when p < 0.01 and * when
p < 005). In (A), both male and female flies were exposed (controls:
white; tests: gray). In (B), only one gender was exposed at a
concentration of 3.91 nM (controls: white; tests: gray; d: males; @:
females).

or only females. The result showed that the decrease in 3
fecundity can be attributed to the exposure of female flies only 30:
(p < 0.01), whereas there is no difference with control when :

only males were exposed (Figure 3B).

In order to better understand this decrease in fecundity, we :
compared the rate of hatching of embryos laid by control 307
females, to that of exposed females. No significant difference 3
was observed and about 95% of embryos had hatched into :
larvae in both cases. We also checked the possible lethality :
during larval or pupal stages. As matter of fact, no significant 3

lethality was observed during these two developmental stages
(data not shown).

B DISCUSSION
Effects of IMI and LC50 (Acute and Chronic). We

observed that the LCS0 after chronic exposure was 29 times 3
lower for adults and 43 times lower for larvae, when compared 317
to an acute treatment (Table 1). In a previous paper which :
studied the genotoxic effects of IMI and of acetochlor in 3
Drosophila melanogaster, the LCS0 for IMI was determined after :
acute and chronic treatment on a mutant strain kept in 3

laboratory.'” When comparing adults, the Orléans strain is

more resistant to IMI than the mutant one, Here, the acute :

dx.dolorg/10.1021/es405331¢ | Environ. Sci Technol, X300, 300X, 00030
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LC50 (adults) is 10 times higher than the value from Frantzios
et al. In contrast, the chronic LCS50 for adults of the Orléans
strain is slightly lower than the chronic LCS0 determined by
the same authors (Orléans: 17.6 uM for @ and 44.9 uM for &
versus 60 yM for the mutant strain). Note that Frantzios et al.
did not distinguish between males and females. Concerning
larvae, the Orléans strain also appears more resistant after acute
treatment (LCS0 157 + 25 uM versus 75.5 uM), but less
resistant after chronic treatment (LC50 3 uM versus 26.7 uM).
The discrepancies observed between the two studies are
probably explained by differences in the genetic background of
each strain of flies. However, the Orléans strain appeared more
resistant to mortality than the Oregon-R strain (data not
shown) and as resistant as the Hikone-R strain, the latter one
known to be resistant to DDT and IMI** It cannot be excluded
that the Orléans strain could be issued from wild type flies
selected for resistance from 1994 (introduction of IMI on the
local market) to 2000.

Note that our study was performed in spring. It would be
interesting to compare results obtained in various seasons and
for various drosophila strains.

The analysis of the survival curves after chronic exposure
revealed that, above 3.91 M, mortality was directly related to
the logarithm of concentrations (Figure 1). In this case, data
have typical representations with sigmoid shapes and LCS50
values were determined as mentioned above. However, it can
be observed that more than one-fourth of flies died at 3.91 nM
(females) and 39.1 nM (males). Three hypotheses can be
mentioned related to these results. First, the processes of
detoxification of IMI (for instance by cytochrome P450) would
not be initiated so efficiently (concentration threshold) so a

s much larger fraction of the consumed IMI could reach the

nAChRs. Second, IMI could bind to different receptors with
different affinities (low and high affinity). Third, it cannot be
excluded that a synergistic effect between DMSO and IMI
could have occurred, but is unlikely because such a synergy (i)
has little chance to only occur for very low amount of DMSO
and (ii) has little chance to differ between males and females.
However, data are still lacking to validate these hypotheses.
Differences of LC50 Depending on Fly Sex. In our
experiments, females appeared more resistant than males after
acute treatment. We tested the hypothesis that females could
take less IMI than males. For this, we have determined the mass
of IMI in the body of females and males. Therefore, we showed
that the two sexes contained the same mass of IMI per insect
(Table 2). Thus, we can make the reasonable assumption that
both sexes have taken about the same quantity of IMI, although
differences (amount, frequency) in food intake between the
two sexes cannot be excluded. It is interesting to note that,
when exposure was chronic, females are less resistant than
males. Such a difference between sexes was also observed for

. oo A I
5 various xenobiotics, as for example, caffeine, c:yclcfhem.n'1.1de,24

endosulfan, and malathion™ or cypermethrin and fenvalerate.”®

Differences of LC50 between Larvae and Adults. In
larvae the LCS0 was about 10-fold lower than the
corresponding ones for adults, for both modes of intoxication,
demonstrating a higher sensitivity of larvae to IMI (Table 1).
An explanation is that larvae are in continuous contact with IMI
during the experiment. Therefore, IMI could also diffuse
through the integument and the digestive tract, leading to both
topical and oral exposure. In contrast, IMI enters mainly
through the digestive tract of adults. According to this
hypothesis, a higher amount of IMI should be found in the
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larval body than in the adult body. Analyses were done, and we 387
quantified IMI after acute exposure of larvae. The results ass
suggested that the amounts of IMI were similar in larvae and 389
adults. However, if results are normalized according to the body a0
weight, for an identical feeding concentration, larvae were 301
submitted to higher doses of IMI than the adults. Such a 3@
difference of exposure could account for the difference of LCS0 393
between larvae and adults. 394

Sublethal Effects. Chronic exposure at very low concen- 195
trations of IMI showed significant effects on mating, with a 39
maximum of +30% at 0.391 nM (Figure 2). It has been shown 397
that the drosophila courtship is a behavior affected by 39
experience during the first days of adult life. Moreover, 39
nAChRs are exclusively neuronal in drt:usophﬂa\.l—"28 Therefore, 400
we can expect that exposure to very low doses, which affects 4m
neuronal plasticity during the early life, can result in alteration 40
of the mating behavior. A similar effect has already been 403
observed in drosophila after exposure to lead.” 404

Significant effects were also revealed when studying the 405
fecundity after chronic treatment of both genders with IMI 406
(Figure 3A). This decrease of fecundity (maximum 16%) also 407
displayed a shape in form of V and was linked to exposure of 408
females only (Figure 3B). Several hypotheses can be proposed 40
to explain this result. First, chronic exposure to IMI could affect 410
oogenesis, as it is the case for cocaine.”” However, a first 411
inspection of ovaries has not revealed evident anomalies of egg 412
chambers. Second, exposure to IMI could indirectly induce 413
some paralysis of the musde fibers of the reproductive tract. 414
However, Middleton et al. have demonstrated that the 413
contraction in the drosophila ovary is under octopaminergic 416
neuromodulation.*" Third, the continuous presence of IMI in 417
the medium could alter the hormonal status of females and 413
could affect egg production. For instance an increase of 419
ecdysone reduces egg production.” 420

Finally, IMI induced sublethal effects and mortalities on this 421
drosophila strain far below the LCS0. This was substantiated 422
when the exposure mode for larvae, or adults, was chronic. The 423
lowest observed effect concentration (LOEC) was 0391 nM 424
and concerned mating. LOEC was 4 orders of magnitude lower 425
than the chronic LC50 for females. It was 5 orders of 426
magnitude lower than the chronic LC50 for males. Such effects 427
of IMI are certainly not restricted to our drosophila strain. For 425
instance, there is also 5 orders of magnitude between the acute 42¢
LCS50 and significant mortalities after chronic exposure of bees 430
over 10 days.”® Such effects are also consistent with the 431
reduction of colony growth and the drastic reduction of queen 432
production for bumble bees exposed to field-realistic 433
concentrations of IMIL** 434

Implications and Perspectives. Drosophila melanogaster 435
may be a convenient model for toxicity studies of chemicals 436
such as IML It is convenient for determining chronic LC30 437
which is a relevant parameter for realistic exposure of non 43s
target species. It also allows time-to-effect studies which have 43¢
been exemplified by Tennekes and Sanchez-Bayo for 440
neonicotinoids™ in the cases of aquatic invertebrates and 441
other arthropods. These latter studies are of particular 442
importance because IMI can have direct effects on pollinators 443
and birds™ or indirect effects on insectivorous species.””>" In 444
this view, two recent studies focused on adverse effects of 445
neonicotinoids on large ecoszrgstems including pollinators, 446
aquatic species, and mammals.”*® New works for studying 447
other nicotinoids and other systemic insecticides should be 44s
performed by using drosophila as a laboratory model. 449
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[l.2-Résultat complémentaire: Effet «knock-down» ldeidaclopride sur la

drosophile.
Lors de l'intoxication aigué des drosophiles anlilaclopride, nous avons constaté un

effet «knock-down» comme il avait déja été décrimpd’autres insectes. Quelques minutes
aprés une simple prise d'imidaclopride a la dos@X29uM, les drosophiles sont prises de
tremblements et trés rapidement tombent tétanidBeaucoup montrent aussi des ailes
redressées. Certaines seront capables de récigdérenobilité progressivement en quelques
jours. Cependant le phénotype ailes redresséestpenséme aprés 8 jours de récupération
sur un milieu normal sans imidaclopride. Ce phépetgiles redressées correspond a une
hypercontraction au niveau des muscles du thoraxpérsistance de ce phénotype peut
signifier que I'hypercontraction a engendré uneémégescence au niveau des muscles du
thorax. Nous avons donc essayé de visualiser lsgleaidu thorax des drosophiles exposées
a I'imidaclopride par la technique d’'imagerie p@saonance magnétique (IRM).

Cette technique est particulierement adaptée psualiser les tissus mous, elle est basée sur
le phénomeéne physique de Résonance Magnétique aihecl&MN). Il s’agit d’observer la
résonance magnétique de certains noyaux atomicqueséfo atomique impair comme les
noyaux d’hydrogénes) contenus dans un organisnesf & dire la réponse de ces noyaux
atomiques soumis a un champ magnétigue extérieensat B et a une excitation
électromagnétique. Les noyaux se comportent almrsre de petits aimants et vont s’aligner
dans la direction du champ.B?our obtenir un signal, il faut exciter ces noyaDeci permet

au systeme d’étre en résonance et un transfert rgiénentre I'onde radiofréquence et les
noyaux est possible: c’est le phénomene d’excitabas I'arrét de I'onde radiofréquence, les
noyaux reviennent a I'équilibre: c’est le phénomédeeelaxation qui produit un signal RMN
(FID: free induction decay). A partir de ce signate transformée de Fourier a 2 dimensions
est utilisée pour I'obtention d’'images. En IRM, otilise surtout les protons de I'eau pour
faire de I'imagerie car I'organisme en est compa$9%. La séquence d’'impulsions choisie
pour notre étude permet d'utiliser les protons @&ad pour réaliser I'imagerie sur la
drosophile. Cependant, la drosophile est un anidealtres petite taille et une séquence
d’'impulsions adaptée a cet organisme a di étre eispoint au laboratoire (Méme et al.,
2013).
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-111.2.1.1. L'imagerie par résonance magnétique (IRM).

Les drosophiles sont placées dans des capillaiiamétre interne 1.6mm, diameétre externe
2mm) remplis d’huile fluorocarbonée {CIF53), (huile 10S voltatef, VWR) pour diminuer les
artéfacts de susceptibilitt magnétique (Null et 2008). Les expériences sont réalisées a
l'aide d'un spectrométre 9,4T (Bruker Biospec). Wsgguence de type écho de gradient
(FLASH: Fast Low Angle Shot) a été utilisée (TE/TR/230 ms). La résolution des images
2D est de 10.10.80n (taille de matrice= 5%512, champ de vue= 0.83.53cm, a=60°,
épaisseur de coupe 80um) pour une durée d’acguigie 2 heures. Les images sont ensuite

reconstruites avec le Maximum Intensity Projec(ighP).

-111.2.1.2. Protocole d’exposition a I'imidaclopride.

Des drosophiles femelles ou males agées de 3 arS gont placées dans un tube vide
pendant 6 heures a 22°C. Les drosophiles sonttertsansférées dans un tube contenant un
papier absorbant humecté avec une solution sus¥éedontenant I'imidaclopride & 3129uM.
Dés la premiére prise d'imidaclopride, les drostgshisont tétanisées et présentent un
phénotype ailes redressées en quelques minutess Etint alors placées dans un tube
contenant un milieu standard. Au bout de 8 jougs, drosophiles qui ont récupérées leur

mobilité sont imagées.
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Les drosophiles qui montraient des ailes redress@eEs une exposition a I'imidaclopride et
qui avaient récupéré leur activité locomotrice étdt imagées. Les images obtenues avec une

résolution de 10.10.80um sont présentées surueefigo.

Adult = woin muscin groups
leg musclos
diract flight muscissiothar muscies
cloge to bodywall

Figure 36 Images IRM des muscles du thorax de drosophileg@ve phénotype ailes
redressees apres exposition a lI'imidacloprid@) Schéma des muscles chez I'adulte. (B)
Image des muscles du thorax d’'une drosophile naymain exposée a I'imidaclopride. (C,D)
Images des muscles du thorax des drosophiles agamdiles redressées suite a I'exposition a

I'imidaclopride. T: téte, Th: thorax, A: abdomen.

On distingue bien sur I'image obtenue pour une ajsbde normale, non exposée, les
différents muscles longitudinaux (Figure 36B). Aantraire les images obtenues a partir des
drosophiles exposées a l'imidaclopride (3129uM) maritdes altérations importantes des
muscles longitudinaux caractéristiques d’'une hyparaction dégénérative. En effet, ces
images IRM (Figure 36C et D) sont trés semblablesli&s obtenues dans I'équipe pour un

mutant up*®*

(géne upheld codant pour la troponine T) connu pour développer

I'hnypercontraction dégénérative des muscles duathdMéme et al., 2013). Ces résultats
montrent bien l'effet de I'imidaclopride sur l'irgété des muscles, et qu’une simple prise
d’'imidaclopride a forte dose suffit a engendrer dégénérescence musculaire qui finira par

tuer l'insecte.
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Les résultats décrits dans l'article précédendean a montrer que la souche Orléans
utilisée dans cette étude présente un comportepaetitulier vis-a-vis de I'imidaclopride. En
effet elle montre une résistance a l'imidacloprelgérieure aux souches de laboratoire
utilisées par Frantzios et ses collaborateurs (2008us avons donc voulu déterminer les

mécanismes pouvant jouer un rdle dans la résistaficeidaclopride chez la souche Orléans.

[11.1-La souche Orléans est plus résistante qusoache Oregon R.

Nous avons comparé la sensibilité des souchesa®@rlét Oregon-R en mode
d’intoxication aigué. La souche Oregon-R est ungcBe de laboratoire établie depuis les
années 1930. Le protocole expérimental utiliséleeshéme que celui décrit dans l'article
précédent. Les résultats sont présentés sur leefigi. On peut constater que plus de 75%
(76,7%) des femelles Oregon-R meurent pour la des@129uM d’imidaclopride, alors que

seulement 30% des femelles Orléans sont morteslponéme dose.

100
-+ Femelles Orléans

a0+ -~ Femelles Oregon R

60

404

Al

Fourcentage de survie

0 I Rl Bl A R e | LR |
1 10 100 1000 10000

concentration (umol/L)

Figure 37: Survie des femelles Orléans et OregonaRres une intoxication aigué a
I'imidaclopride. Les drosophiles sont assoiffées pendant 6 heurées Bont ensuite
introduites dans des tubes contenant un papier dlasdr imbibé d'une solution
d’'imidaclopride a différentes concentrations pend24 heures. Les drosophiles sont ensuite
placées sur un milieu standard pendant 8 jours @28t le nombre de survivantes est noté.

Les barres d’erreurs correspondent a I'erreur starla la moyenne.
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Nous avons ensuite voulu savoir si le phénotypeédistance de la souche Orléans était ou
non dominant. Pour cela nous avons étudié la sétésia I'imidaclopride de femelles F1
issues des croisemerifsOregon-R x3 Orléans oup Orléans %3 Oregon-R. Dans les deux
cas nous avons constaté que les femelles F1 avaigtiénotype vis-a-vis de I'imidaclopride
comparable a celui des femelles Orléans (résutiasprésentés). En conclusion, la souche
Orléans est donc bien plus résistante que la sodehaboratoire Oregon-R, et la résistance

est un caractére dominant.

[11.2-Introduction a I'article II.

L'objectif de l'étude était donc de déterminer meecanisme impliqué dans le
phénomene de résistance chez les femelles de EhesaDrléans. Pour cela, nous nous
sommes tout d’'abord intéressés a la résistanceboiigpae. Ce type de résistance fait
intervenir des enzymes de détoxication. Plusiedtsles ont montré I'implication des
cytochromes P450 dans la résistance a l'imidadepriPar exemple, chez la drosophile, la
résistance a l'imidaclopride peut étre corréléa présence d’'un élément transposaeord
dans la région 5’ du géne cod&yp6glconduisant a une surexpression de ce géene (Daborn
et al., 2001, 2002). Cet élement est absent cheauehe Orléans. En utilisant des inhibiteurs
des CYPs ou des GSTs, nous avons mis en évidemg#itation des GSTs dans la résistance
a I'imidaclopride chez les femelles de la souch&ns. Ensuite, I'étude des nAChRs, cibles
de l'imidaclopride a mis en évidence l'implicatide la sous-unité 1. Cette sous-unité est
sous exprimée chez les femelles de la souche Orleangsistance a I'imidaclopride chez la
souche Orléans est donc un mécanisme faisant iniediéérents acteurs. Ces résultats sont
présentés dans l'article 1l qui sera soumis a pabbn en 2014 soit dans le journal

«Ecotoxicology»soit dans le journatinsect Biochemistry and Molecular Biology»
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Abstract

Neonicotinoids are the most used insecticides, andng them imidacloprid is the most
representative. They were extensively used becthesewere toxic against pests that were
resistant to other classes of insecticides. Howewsistance to neonicotinoids appeared in
various field populations of insects. Resistanceaiscomplex phenomenon, involving
metabolic processes and/or modifications of thgetar of the insecticide. Understanding the
mechanisms involved in resistance is of crucial irtgpe in particular for agriculture.

We have used a nelrosophila melanogastestrain, collected in field near Orléans in France
in the 2000s. Previous studies have revealed ltiestrain was more resistant to imidacloprid
than the laboratory strain Oregon-R. We have studlee effect of inhibitors of two
detoxification classes of enzymes: CYP450s and Gfiflsthe sequence and expression level
of genes encodingt and B nAchRs subunits which are the targets of imidadtbpr
Comparison of the expression level of genes encoBiab, Do2, DB1 and B2 nAchRs
subunits in the Orléans and Oregon-R strains hasaled a lower expression level in the
resistant strain for the [ subunit. However, no mutations have been deteictegenes
encoding these subunits in the resistant strainsdhesults suggest that imidacloprid
resistance in the Orléans strain may involve reduerpression of its nAchRs targets
containing 1. In addition studies on synergist effects of P@ibitor of CYP450s) and
DEM (inhibitor of GSTs) suggest that GSTs may haweimportant role in imidacloprid

detoxification.
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1.Introduction

Neonicotinoids, synthetic analogues of nicotire, the most used insecticides. They
act on post synaptic nAchRs, which are presentiénnervous system of insects (Matsuda et
al. 2001). They induce opening of the channel,ifeptb continuous depolarization of post
synaptic neurons which results in paralysis andhdédeonicotinoids target selectively insect
NAChRs because of their low-binding affinity andity on vertebrate nAChRs (Tomizawa
et al., 2003). The nAChRs are pentameric transmamebcomplexes made up @subunits
and none-subunits ) in insects. The variety of the functional nAChBwerges from a
combination ofa subunits or a combination afand3 subunits. The number of subunits is
relatively fewer in insects than in mammals, foample 12 genes iBombyx moriBmal-
Bma9, BnB31-BmB3 (Shao et al., 2007), 11 genesApis mellifera(Amol-Ama9, AmB1-
AmB2 (Jones et al., 2006), and 10 geneBiiasophila melanogastgDmal-Dma7, DmB31-
DmB3 (Sattelle et al., 2005). Moreover, the small nambf nAChRs is offset by post-
transcriptional modifications such as alternatipliclng and RNA editing (Sattelle et al.,
2005).

The neonicotinoid family includes thiamethoxam, lelabidin, thiacloprid, acetamiprid,
dinotefuran, imidaclothiz, and imidacloprid (IMIYMood A., 1995-2010) which is the most
representative chemical of this family. IMI was dider the first time in the early 1990s and
was extensively used because of its high efficieany long-lasting effect. In addition,
neonicotinoids are toxic against pests that haweldped resistance to other classes of
insecticides (Casida et al., 1998). However restgao neonicotinoids become to appear in
2005, in particular in field populations of insectéd in some species the resistance was
present prior to commercial introduction. Thus, ustinding the development of insecticide

resistance is a challenge to control agriculturatpction.

82



Several studies have related resistance to neamods, with cytochromes P450, known to
metabolize a broad range of compounds. In whit@Blgmisia tabagi over-expression of a
single P450 gen€YP6CM1was strongly associated with imidacloprid resistaimcB and Q
biotypes (Karunker et al., 2008). Moreover, resiséato neonicotinoids is also associated
with P450s activity in two Danish resistant stramisthe house fly NMlusca domestica
Indeed, feeding bioassays with piperonyl butoxalé450s inhibitor, suppress significantly
imidacloprid resistance in these strains. Markusssth Kristensen (2010a) have also shown
that resistance is associated with over-expressidhree P450s genes. For exampleDin
melanogasterthe presence of a retrotranspogaecord inserted in the 5’ end dfyp6gl
which induces its over-expression has been linkedDT and imidacloprid resistance
(Daborn et al., 2001; Daborn et al. 2002). Mutationg-subunits of NAChRs have also been
related to IMI resistance. For example, a Y151Satrt on two nAChRs subunits @Il and
Nla3) is highly correlated with insensitivity againstidacloprid in a laboratory selected field
strain of the brown plant hoppeXilaparvata lugengLiu et al., 2005; Zhang et al., 2009).
Moreover, a single point mutation leading to R81ibitution in the nAChR31 subunit
confers resistance to neonicotinoids Myzus persicag(Bass et al., 2011). The same
mechanism is found iDrosophila melanogastewhere mutations in @ or D32 confer
resistance to neonicotinoids probably by interfenimgh subunit assembly (Perry et al.,
2008). In addition, resistance to IMI was also etated with an alteration in gene profiling
expression. For example, Musca domesticahe expression of the nicotinic acetylcholine
receptor Md2 of two resistant strains is significantly lowédrah in the susceptible strain
(Markussen and Kristensen, 2010b).

A recent study, performed in the author’'s labomgt@n a newDrosophila melanogaster
strain collected in field in 2000 near Orléans rariee, indicated that this new strain was less

susceptible to IMI than the old laboratory straime@bn-R. In order to understand the
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mechanisms involved in the IMI resistance in theléans strain, involvement of

detoxification enzymes and of nAChRs subunits wadeutaken. Effect of diethyl maleate
(DEM) or piperonyl butoxide (PBO), inhibitors of &S or P450s respectively, was studied
after acute exposition to IMI. The sequence ancettpgession level of genes encodingnd

B NnAChRs subunits were also determined. Our resutgest a correlation between the
expression level of the nAChR subunits and theiseityg to IMI. In addition, it appears that

GSTs, if not directly involved in IMI resistanceagnhave an important role in detoxification.

2.Materials and methods

D. melanogaster strains and medium.

Oregon-R was obtained from the Bloomington Stocknt®e (Indiana University
Bloomington, IN). Orléans strain derived from a captmade in fields near Orléans (France)
in 2000 and maintained in the laboratory by inbnegdThe fly stocks were maintained in our
laboratory by mass culture at 22°C on a standadiume(for 4 liters: 3629 of cornmeal,

200g of dry yeast, 60g of agar and 150mL of a 18%t®n of methyl-4-hydroxybenzoate in

alcohaol).

Chemicals.

All solvents (dimethyl sulfoxide, ethanol) were pliased from VWR and are at least HPLC
grade (ACS grade for DMSO). Imidacloprid or IMI (MVEZ55.66g/mol, Purity 99.5%) was
obtained from CIL Cluzeau (France). Diethyl malea@EM) (purity 97%) and

piperonylbutoxide (PBO) (purity 97,5%) were obtalnigom Sigma (St Louis, MO). The
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starting solution (391mM) of IMI was set in DMSO ¥ehDEM and PBO were dissolved in

ethanol.

Acute toxicity and synergist tests.

Females of three to four days old, by groups ofn&fre transferred to vials without food for 6
hours at 22°C, and then to vials containing a inigtippaper moistened with a 5% sugar
solution with the desired concentration of IMI. Toentrol groups were fed with 5% sugar
solution containing DMSO (2,5%) and ethanol (1,1%9r inhibitor of P450s, the test group
was fed with 5% sugar solution with IMI only at ®eM, PBO only at 1mM or a
combination of imidacloprid (3129uM) and PBO (1mNfor inhibitor of GSTs, the tests
groups were fed with 5% sugar solution with IMI prdt the desired concentration or a
combination of IMI at the desired concentration &M at 10mM. After exposure during
24 hours, the flies were transferred into vialstaonng a standard medium. After 8 days at
22°C, the flies still alive were counted. For tlantols (DMSO and ethanol), we used n=59
flies for Orléans strain and n=80 for Oregon-R istr&or tests groups with imidacloprid
(3129uM) only, we used n=115 flies for Orléansisti@nd n=154 for Oregon-R strain. For
tests groups with PBO (1mM) only, we used n=36sflier Orléans strain and n=60 for
Oregon-R strain. For tests groups with imidaclod8d29uM) and PBO (1mM), we used
n=80 flies for Orléans strain and n=100 for Ore@ostrain. Then, for synergist tests with
GST inhibitors, groups with imidacloprid only wedene for Orléans strain at 117uM with
n=330 flies; 234uM with n=333; 391uM with n=312;2{8 with n=113; 3129uM with
n=115 and for Oregon R strain at 117uM with n=1E&f 234puM with n=198; 508uM with
n=159; 977uM with n=156; 3129uM with n=154. Synstdiests with DEM 10mM and
imidacloprid were done for Orléans strain at 117with n=99 flies; 234uM with n=100;

391uM with n=120; 782uM with n=100; 3129uM with ®8land for Oregon-R strain at
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117uM with n=100 flies; 234uM with n=100; 391uM Win=89, 782uM with n=100;

3129uM with n=100.

Glutathione S-transferases assays

These assays were performed on flies non exposiéiéexposed to IMI (782uM) after 24h
of acute toxicity. Fifty adult females were frozen liquid nitrogen and homogenized in
500uL of assay buffer (component C of the Sens®ly@@ST Activity Assay Kit
*Fluorimetric*, Anaspec, Inc). Homogenates wereuinated for 10 min at 4°C and then
centrifuged for 15 min at 10000 g at 4°C. The soptmts were used for enzyme analysis.
Protein concentrations were determined using thedf®rd method. BSA was used as a
standard. GST activity was measured by using thes@ge® GST Activity Assay Kit
*Fluorimetric* (Anaspec, Inc). To determine glutathe-S-transferase activity, the reaction
was performed in microtiter plates, in 100uL totalume with 0,2mg of proteins, 25uL of
reduced glutathione and 25uL of GST substrate. Measurement was performed at a
wavelength of 495nm. A fluorescent plate readect¢vBV, Perkin Elmer) was used to
monitor the activity at 25°C during 30 min with nseeements taken every 1min. Inhibitor of
GSTs was DEM. DEM was added to enzyme homogenatal oncentration 1mM) and
allowed to incubate at 37°C during 10 min before dlddition of GST substrate solution. Two

independent experiments were performed.

DNA extraction and PCR experiment.

Genomic DNA was isolated from adult flies of eattais using a modification of the single
fly DNA extraction protocol (Jowett, 1986). Insteafione fly, 10 flies were used for each
DNA extraction and the volumes of buffers used waaalified accordingly. To analyze the

presence oAccordelement upstream of tlig&yp6glgene, DNA was amplified via PCR using
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primers described in Kuruganti et aR007. PCR was performed by using Master Mix.
Thirty PCR cycles were run using the following aygl parameter: 94°C for 30s, 50°C for
45s, 72°C for 1 min. The amplified DNA was electiopesed on 1,5% agarose gel for size

determination.

Total RNA extraction and cDNA synthetis.

Thirty females were crushed in liquid nitrogen wahmortar and pestle (RNase free). Total
RNA was extracted using the SV total RNA isolatioh(Promega). Two total RNA extract
were performed. Crushed drosophilae were homogenizel,5mL RNase-free Eppendorf
tubes containing 175pL of RNA lysis buffer. Samplee mixed by reversal and 350 pL of
RNA dilution buffer was added. Then, samples wereubated for 3 min at 70°C and
centrifuged for 10 min at 12,000 xg at room tempem The supernatant was transferred to a
fresh tube and 200pL of 95% ethanol was added.r Afeving mixed by pipetting, the
mixture was transferred to a Spin column Assemhly purification of RNA was performed
according to the manufacturer’s protocol. Samplesevithen stored at -80°C before further
processing. Gel electrophoresis and spectrophotgm(@D absorption at 260nm with
NanoDrop® ND-1000 spectrophotometer) were perforrteedassess the integrity and the
concentration of each RNA sample. First-Strand cDMWAs synthesized by using the
SuperScript” Ill First-Strand Synthesis SuperMix for gRT-PCR Kinvitrogen) in 20uL
total volume using 1pg of total RNA, following theanufacturer’s protocol. cDNA was

stored at -20°C until used.
Primers design
The specific forward and reverse primers (tabldot)target genes and for reference gene

were designed using QuantPrime software (S. Aroilss al., 2008).
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Quantitative real-time PCR.

gPCR assays were set up using epMotion® 5070 atkdnmpetting system (Eppendorf).
Amplification reaction was performed in 12uL totalume with 2uL of first-strand cDNA,
obtained from 2ug of total RNA (diluted 1:2 for det genes and 1:8 for reference gene),
200nM of each primer and 6uL of Platinum® SYBR® &regPCR SuperMix-UDG kit
(Invitrogen). Each sample was performed in techHntcplicate using a Mastercycler®
Realplex (Eppendorf) in 96-well optical plates (iviec real-time PCR plates semi-skirted,
Eppendorf). The cycling conditions were: 50°C fomth, 95°C for 2 min followed by 40
cycles of 95°C for 15 s and 60°C for 30 s. A fidadsociation step was always performed to
generate a melting curve which corresponds to temype increasing level of 0.1°C from
60°C to 95°C during 20 min. This step was addedewfication of amplification product

specificity. Two independent experiments were pentx.

Data analysis

Unpaired 2-tailed Student’s t tests were used topaove difference between experimental
groups for synergist tests and glutathion-S traasts assays with Prism (version 5,
GraphPad). For RT-gPCR data, fold change relatitae expression of the sample genes and
reference gene was calculated using the Rieu méRied et Powers, 2009). These data are
presented as the mean of fold change relative sgime + standard error of two biological
replicates. Unpaired 2-tailed Student’s t test waed to test the statistical significance of

normalized gene expression in different compariswitts Prism (version 5, GraphPad).
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3.Results

The Orléans strain has been used in a previouy studublethal effects of IMI (Charpentier
et al., submitted). During this work, it appearst tBaléans strain was more resistant to IMI
than Oregon-R after acute intoxication, and watat more similar to Hikone-R, a known
resistant strain to DDT and IMI (Daborn et al., 2D(data not shown). We were interested to

determine the biological functions involved in tMd resistance of Orléans strain.

3.1 Orléans strain does not contain the Accord trasposable element at th€yp6gllocus.

It has been suggested that, in drosophila, resistemdDT or IMI was the result of the
insertion of the transposable elemédcord upstream ofCyp6glwhich encodes a P450
(Daborn et al., 2002). In order to test the presenicthis transposable element upstream of
Cyp6glin Orléans strain, we have performed a PCR expetirasing primers located on
both sides of the insertion site #iccord as described in Daborn et al. (2002); the PCR
product will be longer if théccordelement is present at this locus. As a negatinwerah we
used Oregon-R and as a positive control Hikoneti® fesult showed th&ccord element is

absent in Orléans strain, as the PCR product leesatime size than that of Oregon-R (Fig. 1).

3.2 Synergism of P450s inhibitor

In order to evaluate the contribution of P450shie tMI resistance of Orléans flies, we used
an inhibitor of P450s, the piperonyl butoxide (PB@)hen given alone at 1mM, PBO does
not show any effect, all flies (Orléans or Oregonwiere still alive 8 days after exposition.

When flies were exposed to IMI alone at 3129umadi.7+6.2% Orléans flies survived, but
only 23.3+9.8% Oregon-R flies survived (Fig. 2). &hflies were treated with both IMI and

PBO, the Orléans and the Oregon-R strains showeddme survival rate than with IMI

alone (Fig. 2).Intoxication with IMI and PBO led to 70+11.7% ofrsival for the Orléans
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strain, versus 68.7+6.2% with IMI alone, indicatitigat P450s are not involved in Orléans
resistance (P>0.05). IMI with PBO decreased theigairrate of Oregon-R from 23.3£9.1%

to 12+5.1%, but this decrease was not significBr0(05).

3.3 Synergism of GSTs inhibitor.

Another class of detoxification enzymes could baived in resistance to IMI: the GSTs. To
inhibit GST activity we used diethyl maleate (DElsl) a concentration of 10mM. At this
concentration, no fly died after acute expositiothwDEM alone. When Orléans flies were
simultaneously treated with DEM (10mM) and IMI,teosg decrease of the survival rate was
observed for greatest concentrations (Fig. 3). #aldiof both IMI at 3129umol/L and DEM
at 10mM led to 17+6.0% of survival for the resistsinain, versus 68.7+6.2% with IMI alone.
This treatment decreased significantly the survibamore than 3-fold (P<0.001), leading to
a survival rate similar to that of Oregon-R. Thevstal rate of Oregon-R was also affected
by treatment with both DEM and IMI (P>0.05), butddesser extend. This result suggests

that GSTs have a role in resistance of Orléangstra

3.3 Comparison of GST activity between Orléans an@regon-R strains.

If GSTs are involved in resistance in Orléans sirdhe GST activity might be higher in
Orléans strain than in Oregon-R strain. GlutathiSrteansferases activities were examiired
vitro using non-fluorescent component which upon conjagawith reduced glutathione
(GSH) bring fluorescence as the GST substrate elPr@xtracts were also treated with the
GST inhibitor DEM, to examine the suppression ofTG&tivity. We have first compared
GST activity between Orléans and Oregon-R straiitowt treatment with IMI. The two
strains demonstrate the same rate of GST actiFity @). The baseline of GST activity in the

Oregon-R strain was 657+22.64. Orléans strain 187d2330.47 baseline activity, which was
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not significantly different compared with OregonsRain (P>0.05). Inhibitor treatment also
significantly suppressed activities in both strahi®% for Orléans strain (P<0.001) and 44%
for Oregon-R strain (P<0.001).

Then, the same experiment was performed after é@gogo IMI (3129umol/L). GST
activity was not different between Orléans and OreR flies (399.5£14.61 for Oregon-R,
versus 380.8+9.95 for Orléans) (Fig. 4). In additi@ST activity was not induced after
exposition to IMI of the two strains. The baselioie GST activity in Orléans strain was

614+27.91 after IMI exposition, versus 587.2+30.4thaut IMI (P>0.05).

3.4. Dul, Da2, D1 and D2 nAChR subunits sequence analysis and comparisons.

It has already been reported that neonicotinoicsteesce could implicate multiple NnAChR
subunits. We focused our attention on four nAChBusits Dnl, Do2, D1 and 32 which
corresponded potentially to the subunits the mgblved in imidacloprid resistance. We
have performed sequencing of each exon of the gemazding these subunits from Orléans
and Oregon-R DNA. When comparing the two sequemeesSNP correlating with IMI
resistance in Orléans strain were revealed. Thgnpmiphisms detected did not result in
amino acid substitutions. Some SNPs were deteot@atrions of Orléans strain, but they do

not create new splicing sites.

3.5. Dul, Da2, DB1 and D2 nAChR subunits expression

In order to investigate if the resistance of Orkfiies was correlated with a difference in the
rate of expression of a NAChR subunit, whole-boxyression of @1, Do2, D31 and B2
was established in pool of adult females from Orééand Oregon-R strains. TheD Do2
and B2 expression levels did not vary between Orléans@ragjon-R strains (Fig. 5). In

contrast [B1 expression level was lower in Orléans females payed with Oregon-R
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females. (P<0.05). Orleans females showed 260kaldr expression of BL nAChR subunit

than Oregon-R females.

4.Discussion

We were interested by understanding the mechansmivied in resistance to IMI in the
drosophila strain Orléans. This strain was capturethe early 2000s and maintained in
laboratory by inbreeding. Previous experiments oblethal effects of IMI on drosophila
revealed that this strain, and more particularipdées, was more resistant to IMI than the
common used Oregon-R strain. We have shown that¢ gepression of the nAChRpD
subunit was lower, by a factor of 260, in Orléamdles than in Oregon-R females. Orléans
males, which are less resistant to IMI than femateewed a higher nAChRR subunit
expression than the Orléans females, and are mimigarsto Oregon-R males (data not
shown). Therefore, this reduced expression of nA@R subunit appeared specific to
females. Reduced expression of this subunit cash iea reduced expression of IMI target
sites and then to a lower sensibility to IMI. If INargets are lower, the effect of IMI binding
will be lower, that is excitatory post synaptic @atial. However, we have not shown that the
decrease of the nAChRpD mRNA have an impact on the protein level. Thusthier
experiments are needed to mMRNA level and proteialldNevertheless, our results strongly
suggest that a lower expression @fl0s involved in IMI resistance in Orléans strafinis is
consistent with findings of Markussen and Kristeng2010b), which have found that a
decrease in MeR expression was involved in the resistance ofiggistant strains iMusca
domestica

Changes affecting neonicotinoid target proteind fcnAChR have already been involved in

insensitivity. (ffrench-Constant et al., 2004). AA51S mutation on two nAChRs subunits
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(Nlal and N&3) is highly correlated with target-site insensitivagainst imidacloprid in a
laboratory selected field strain of the brown planpper,Nilaparvata lugens(Liu et al.,
2005, Zhang et al., 2009). INlyzus persicaea single point mutation leading to R81T
substitution in the nAChIR1 subunit confers resistance to neonicotinoids §gasl., 2011).

In Drosophila melanogastenutations in three nAChR subunitee) Da2 or D32 have been
correlated with resistance to neonicotinoids propddyl interfering with subunits assembly
(Shimomura et al., 2005; Perry et al., 2008). Hamvewno mutations have been detected in

Dal, Da2, D31 and B2 genes in Orleans strain as compared to OregonR.

Many cases of insecticides resistance have beewnsho be correlated with higher
expression of detoxification enzymes such as esteralutathione S-transferases (GSTs) and
cytochromes P450 monooxygenases (P450s) (Li €2G0.7). However, P450s appears to be
the primary mechanism of neonicotinoid resistarloewhitefly (Bemisia tabagi over-
expression of a single P450 ger@YP6CM1 was strongly associated with imidacloprid
resistance in B and Q biotypes (Karunker et alD8¥0Moreover, resistance to neonicotinoids
is also associated with P450s activity in two Dlarmissistant strains of the house fWusca
domestica Indeed, feeding bioassays with piperonyl butexid P450s inhibitor, suppress
significantly imidacloprid resistance in these stsa Markussen and Kristensen (2010a) have
also shown that resistance is associated with expression of three P450s genesDin
melanogasterDDT and imidacloprid resistance has also beeacé&t®d with overexpression
of P450s, in particular overexpression@jp6glgene (Daborn et al., 2001, Daborn et al.
2002). Recently, involvement of GSTs in neonicaiihesistance has been suggested for the
first time by Yang et al. (2013) iBermisia tabaci

Insecticide resistance is in fact a complex medmnwhich can be the result of both

detoxification and target site alteration. Thus ave investigated the effect of PBO and
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DEM, two inhibitors of P450s and GSTs respectivéiyp synergism has been detected
between IMI and PBO, suggesting that P450s areénvotved in IMI resistance in Orléans
strain. In contrast, we have observed a strongeffeDEM. Treatment with IMI and DEM
significantly increased susceptibility to imidacl@prin particular Orléans strain demonstrates
the same IMI sensitivity than Oregon-R in preseoicBEM, suggesting that GSTs could be
involved in IMI resistance in Orléans strain. Ho@gwvhen measuring GST activity vitro
before and after intoxication with imidacloprid, ddference was observed between the two
strains. At first sight, these two results appeaocestradictory. Nevertheless, we can
hypothesize that GSTs are involved in detoxificabdhMI in our exposure conditions (short
time, high dose), and that when GSTs activity isdmd, IMI metabolites accumulate and
induce mortality in the same manner in Oregon-R @rdans strains. Metabolism of IMI has
been studied in various animals (mammals, sometispecies such as honeybees) as well as
in plants and soil. In mammals, the main metabglitbtained by oxidative cleavage, are 6-
chloronicotinic acid and its glycine conjugate. Dlecination of 6-chloronicotinic can be
done through a glutathione conjugate and lead toyddexy nicotinic acid and to a
methylmercapto nicotinic acid derivative. In inggdMI metabolism is less known. Kpis
mellifera, Suchail et al. (2004) have proposed a metaboliowsy involving only phase |
enzymes. They found five metabolites: 4/5-hydraxydiacloprid, 4,5-dihydroxy-
imidacloprid, 6-chloronicotinic acid, and olefincanrea derivatives. Among these, some are
also neurotoxic, in particular 4,5-dihydroxy-imid@arid, and olefin. In addition, it was
proposed that IMI and IMI metabolites bind to difeat nAChRs with different affinities
(Guez et al.,, 2001 ; 2003). If GSTs are inhibit¢kde level of some metabolites, 6-
chloronicotinic or upstream metabolites, may insee@and then activate specific NAChRs

(without 31 subunit) which do not bind IMI, and finally kilhé insect.
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To conclude, we have shown that a lower expressiadhe nAChR B1 subunit is correlated
with tolerance to imidacloprid in Orléans straindahat GSTs are probably involved in IMI
metabolism inDrosophila melanogasterAnalysis of the different metabolites produced by
this insect will provide useful informations to werdtand the function of GSTs in IMI
detoxification. It also will be of interest to euate the sensitivity of Orléans strain to other

neonicotinoids.
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Table 1. Sequence of primers used in the gPCR analg.

Gene Primer sequence F/R

RP49 5'-ATCGTGAAGAAGCGCACCAAGC-3
5-TTGCGCCATTTGTGCGACAG-3'

nAcRalpha-1 5-ACCTACGATGGTTACATGGTGGAC-3'
5-ATGTCCCACTCCACGGAGATGTAG-3'

nAcRalpha-2 5-CAGGACGAGTTCAATGCGGAAG-3'
5'-CACAAATGTGCCCACCAAGGATG-3

nAcRbeta-1 5-CCTGCAAATCCTGGCTGTTGTG-3'
S-TCTTCATCTTCGGATGCACTGACC-3

nAcRbeta-2 5-GCGTGCGGTCAGATTTATTGCG-3'
5-ACTTCCAGTCCTCCACAATCTCG-3'

100




Figure legends.

Fig. 1. The Orléans strain does not carry ezordtransposable element at the 5" end of the
Cyp6gllocus. Survey of fly strains with a PCR-based dasjic to detect the presence or
absence of thédccord element in the 5 end of theyp6gl Hikon-R contains théccord
element at the 5’end @yp6gl(band of higher molecular weight), but not Orlé&@3 and

Oregon-R (OR) (band of lower molecular weight).

Fig. 2 Synergism of P450s inhibitor. (A) Survival of @ahs females exposed to
imidacloprid only (3129uM), to piperonyl butoxiden (PBO) only or to the combination
of imidacloprid 3129uM and PBO 1mM. (B) Survival @fregon-R females exposed to
imidacloprid only (3129uM), to piperonyl butoxiden (PBO) only or to the combination

of imidacloprid 3129uM and PBO 1mM. Data are me&&M (bars).

Fig. 3. Synergism of GSTs inhibitor. Survival of Orléadsosophila females®() and

Oregon-R females®(,®) after exposure to imidacloprid alori@,®), or to the combination of
imidacloprid and diethyl maleate 10mM (DEMK,®). Concentrations of imidacloprid
ranged from 117 to 3129uM. Survivals are given frili@ number of flies still alive 8 days

after exposition (see Materials and Methods). Ra¢gamean £ SEM (bars). IMI, imidacloprid.
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Fig. 4. GSTs activities. (A) Comparison of glutathioneir&isferases activities between
Orléans and Oregon-R females without exposition anpgpression of the activities by
glutathione S-transferases inhibitor, diethyl madg®EM). (B) Comparison of glutathione S-
transferases activities between Orléans and Or&gtmales after exposition to imidacloprid
(3129uM) and suppression of the activities by ghitme S-transferases inhibitor, diethyl
maleate (DEM) . Data are mean = SEM (bars). Starthe top of bars indicate significant

difference (P<0.001) between treatments.

Fig. 5. Whole-body gene expression of nAChR subunitgl(Da2, D31 and B2) in adult
females from Orléans and Oregon-R strains, measwregiantitative real-time PCR. Stars of
the top of bars indicate significant difference Q%) of expression between Orléans and

Oregon-R strains. Data are mean + SE (bars).
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Le but de cette étude était d’évaluer la toxidién insecticide, I'imidaclopride, chez
un insecte modele, la drosophile. Pour cela, deade®s d’intoxication ont été utilisés: un
mode d’intoxication chronique a faibles doses emae d’intoxication aigué a fortes doses.
Ces expériences ont permis de mettre en évidemsge points majeurs qui sont: une
difféerence de sensibilité a l'imidaclopride entres Imales et les femelles, I'impact de
I'imidaclopride chez la drosophile a des dosesé&alds et la résistance a cet insecticide chez

les femelles Orléans apres une intoxication aigué.

IV.1-Différence de sensibilité a I'imidaclopridetenles males et les femelles.

Tout d’abord, quel que soit le mode d’intoxicatiatilisé, la réponse aux insecticides
est difféerente entre les méles et les femelles alesduche Orléans. La sensibilité a
I'imidaclopride est donc variable en fonction duxesede l'individu. En effet, en mode
d’intoxication chronique, la CL50 (concentration raimant la mort de 50% des individus
exposes) est de 44,9uM chez les méles alors quelehéemelles la CL50 est seulement de
17,9uM. A l'inverse, en mode d’intoxication aigl& CL50 des males est de 1304uM et chez
les femelles, elle n’a pas pu étre déterminée (68M) car les femelles Orléans sont trop
résistantes a l'imidaclopride. Cette difféerence tderance est également retrouvée pour
d’autres insecticides comme I'endosulfan, le matathila cyperméthrine ou encore le
fenvalérate (Creus et al., 1983; Batiste-Alentdrale 1987).
Certaines enzymes comme les P450s ou les GSTamspliqués dans le métabolisme des
produits phytosanitaires et ils sont exprimés deiara différente chez les males et chez les
femelles. En effet, une étude a montré que le mgeimait 81 fois plus I€yp312alque la
femelle alors que les géend3yp3l5al et Cyp302al (cytochromes impliqués dans la
biosynthese de I'ecdysone) étaient exprimés de aramlus importante chez les femelles
(Kasai et Tomita, 2003). Une autre étude a montit&pges traitement a I'atrazine (herbicide)
ou au phénobarbital (médicament), les génes de PdbOle GSTs induits n’étaient pas
exactement les mémes chez les femelles que chemdks. De plus pour 4 de ces genes
(Cyp6az2, Cyp6a8, Cyp6d5, Cypl2dilexpression constitutive de ceux-ci est plupartante
chez les males que chez les femelles (Le Goff.et2806). Le niveau d’'induction de ces
genes apres exposition est cependant plus impoctaet les femelles pour atteindre un

niveau d’expression semblable chez les males & eslles (Le Goff et al., 2006).
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Ces informations pourraient expliquer nos résulbdtenus aprés une intoxication chronique
a l'imidaclopride chez la souche Orléans. L’hypsth@roposée est la suivante: si les males
expriment de maniére plus importante certains ¢ytmoes par rapport aux femelles, ils
métabolisent donc une quantité plus importante’ideekticide qui pourrait conduire a la
sensibilité plus faible a l'imidaclopride chez leséles. La différence de sensibilité a
I'imidaclopride entre les males et les femelles paitiétre due a une expression différente
des P450s et des GSTs, enzymes capables de me&talediinsecticides.

IV.2-Impact de I'imidaclopride chez la drosophilel@s doses sublétales.

Nous avons montré eégalement qu'une exposition & deses sublétales
d’'imidaclopride perturbe le comportement sexuelc¢aplement) et la fécondité chez la
drosophile. On observe une baisse de la féconditér pes femelles exposées a
I'imidaclopride pour des doses sublétales. Ce phénenest retrouvé chez d’'autres especes
commeBemisia tabaciou Bombus Terrestrisexposées a I'imidaclopride (He et al., 2013;
Whitehorn et al., 2012).

L’environnement peut avoir un effet sur le comporat de ponte chez les insectes. Certains
pesticides peuvent étre répulsifs pour les insgategoquant une diminution du nombreux
d’ceufs pondus. L'effet répulsif des insecticidesitpégalement induire une diéte ou une
baisse de I'alimentation chez l'insecte pouvantdeire & une réduction de la fécondité (Li et
al., 2007). L'effet de doses sublétales d'insedési peut donc avoir un impact sur la survie
des insectes. En effet, une diminution de la fétérapres exposition a I'imidaclopride peut
entrainer une diminution de la population de I'cteeconsidéré. Sachant qu’une intoxication
chronique a faibles doses est un mode d’intoxicagioinse rapproche le plus des situations
gue I'on retrouve dans la nature, il est donc intgodrde considérer les effets de ces doses
sublétales chez les différentes populations d’ilesecLa drosophile s’est révélée étre un

modele intéressant pour ces études de toxicité.
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IV.3-Résistance a l'imidaclopride chez les femalei@ans (intoxication aigué).

L’étude a mis en évidence la résistance a l'imMmaide des femelles de la souche
Orléans en intoxication aigué. Ces derniéres anleeesmbre d’especes résistantes est en
constante augmentation ce qui pourrait compromeitreerme I'utilisation massive des
insecticides pour le contrdle des insectes ravagdans les cultures. Il est donc important
d’utiliser de maniere “intelligente”™ les inseates (quantité plus faible, période spécifique)
et détudier la résistance chez [linsecte pour miecxmprendre les mécanismes
physiologiques induits par une exposition aux itisges.

Au laboratoire, les femelles de la souche Orléaasgntent une résistance a I'imidaclopride
en mode d’intoxication aigué. L'étude de ce phénmngous a permis de mettre en évidence
deux mécanismes impliqués. Tout d’abord, une fdmenution de I'expression de la sous-
unité DB1 est retrouvée uniquement chez les femelles etcpaz les males de la méme
souche, qui eux sont sensibles a I'imidaclopridetteCsous-unité est également impliquée
dans la résistance a I'imidaclopride chez le putéfgzus persica¢Bass et al., 2011b). Cette
réduction d’expression de la sous-unit@1Dpourrait induire une diminution des sites de
liaisons a l'imidaclopride. Il y aurait donc moime cibles pour l'insecticide ce qui se
traduirait par un effet physiologique moins impattal’ou I'apparente résistance. Ce type de
résistance est également retrouvé chez la mouahnedimueMusca domesticgui présente
une diminution de I'expression de la sous-unitéaRIicchez une souche résistante aux
néonicotinoides (Markussen et Kristensen, 2010a).

Nous avons également mis en évidence l'implicattes GSTs dans la sensibilité¢ a
I'imidaclopride. En effet, nous avons montré partest de synergie avec le diéthyl maléate
que la résistance de la souche Orléans était abloie GSTs sont connues pour étre
impliquées dans la résistance aux organophosphauggyyréthrinoides ou au DDT mais pas
dans la résistance aux néonicotinoides. Une prendiiide a montré le réle probable d’'une
GST (famille Sigma) dans la résistance au thianstokyang et al., 2013). Cependant, nous
n'avons pas pu montrer une différence d'activitéTGfans la souche Orléans. Comment
expliquer alors, que l'inhibition des GSTs condudséa perte de la résistance de la souche
Orléans?

On peut proposer qu’une inhibition de I'activitésdeSTs puisse induire une accumulation de
certains métabolites de I'imidaclopride qui sontsasexiques pour l'insecte. Il a été montré
que certains métabolites de I'imidaclopride commesthydroxyimidaclopride et I'oléfine

avaient également des propriétés insecticides (Natueal., 1998). De plus, ces métabolites
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seraient responsables de la mort de I'insecte tpué I'imidaclopride, insecticide dégradé
tres rapidement et en grande quantité (Suchall,e2@04). Chez I'abeille, des études ont été
menées pour déterminer l'effet de I'imidaclopride d& ses métabolites sur le réflexe
d’extension du probocsis (PER). Guez et ses calbors ont mis en évidence que le 5-
hydroxyimidaclopride et I'oléfine avaient des effatpposés sur le PER et que ces effets
variaient en fonction de I'age de l'abeille (Gudzak, 2001; 2003). Ces résultats suggéerent
gu’il existerait différents types de nAChRs (nAChRL nAChR2) ayant des affinités
différentes pour le 5-hydroxyimidaclopride et I'bke. lIs ont proposé le modele suivant
(Guez et al.,, 2003) (Figure 38). L'oléfine agiraibmme agoniste sur le nAChR1.
L'imidaclopride agirait comme agoniste sur le nAGh& le NnAChR2 mais avec une affinité
plus forte pour le nAChR2. Enfin, le 5-hydroxyimaligoride agirait comme agoniste du
nAChR2. Chez I'abeille, le NAChR?2 serait expriméquiment & partir du®8%jour de la vie

de l'insecte, date a laquelle I'abeille commenagedhercher de la nourriture en dehors de la
ruche (Guez et al., 2001).

HO
M\ =\
YT N NH )_\ =r"N_ _NH
| —_— NN T |
o~ I o
o1 N NNO, Y cI” N NNO;
I NT NNO,
imidaclopride 5-hydroxyimidaclopride oléfine

R e

nAChR2 nAChR1

Figure 38: Interaction possible entre I'imidaclopdie, le 5-hydroxyimidaclopride et I'oléfine
avec les nAChRs chez l'abeill@eAChR1, nAChR2: difféerents types de nAChRs (réoept

nicotiniques a I'acétylcholine) (d’aprés Guez et ab03).

A partir de ces résultats, nous pouvons poser ypethese concernant I'implication des
GSTs dans le métabolisme de l'imidaclopride etdle dans la résistance a I'imidaclopride
chez les femelles de la souche Orléans. Limidadeprserait métabolisé en 5-
hydroxyimidaclopride puis en partie en acide 6-abhacotinique qui pourrait étre

partiellement pris en charge par les GSTs pour éorfacide 6-hydroxynicotinique (Figure

39).
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Figure 39: Voie métabolique hypothétique de I'imidapride chez la drosophile, d’aprés le
schéma de la voie métabolique de 'imidacloprideposée chez le raL’'imidaclopride est
métabolisé en plusieurs métabolites. Les glutattBemansférases (GSTS) interviendraient

pour la métabolisation en acide 6-hydroxynicotiraqu

En absence de GSTs, l'acide 6-chloronicotiniqudest métabolites en amont pourraient
augmenter en quantité. S’ils se fixent sur un reep(NAChR1) qui ne possede pas la
sous-unité P1, alors leur toxicité serait identiqgue chez la $mu©regon-R et la souche
Orléans (Figure 39). La toxicité de I'imidaclopridede ses métabolites agirait donc via des
récepteurs différents. Si la sous-unitBl1Dest présente uniquement au niveau du nAChR2,
chez les femelles Orléans, la sous-expressionttie smus-unité affecterait la composition du
NAChR2 et donc limiterait la toxicité due a I'imidapride conduisant a la résistance a
I'imidaclopride chez ces femelles. En présence didurs de GSTs, ces femelles ne
seraient plus résistantes a l'imidaclopride cartdaicité serait liée aux métabolites qui
agiraient via le récepteur nAChR1. La baisse d'eggion de la sous-unité3D ne serait donc

plus impliquée dans la résistance a I'imidaclopride
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CHAPITRE Ill: Etude de

I'effet d’'un organochloré, la di@lrine chez la drosophile

|.1-La dieldrine, un organochloré.

La dieldrine est un neurotoxique qui est un insiE cyclodiéne appartenant a la
famille des organochlorés (Figure 40). Il fut sytibé pour la premiere fois en 1946 a Denver
par le laboratoire Julius Hyman & Company. Sa concraBsation en tant qu’insecticide
débute ensuite en 1950. La dieldrine est un ingdetitres utilisé dans les années 1970s
principalement contre les insectes du sol comméelesites, les sauterelles, les coléopteres
dans le domaine agricole pour le traitement des sbldes semences. Il fut commercialisé
pour lutter contre certains vecteurs de maladiesdies comme le paludisme, la fiévre jaune
ou encore la maladie de Carrion ainsi que dansreathe vétérinaire (INERIS, 2011). Il était
également utilisé dans l'industrie pour protéger flendations, les charpentes mais aussi les

cables électriques et téléphoniques (Kanthasaraly, &005).

Cl Cl

Cl cl

O Cl Cl

Figure 40: Formule chimique de la dieldrine, insactide appartenant a la famille des

organochlorés.
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La persistance importante de la dieldrine dans/ifennement et sa bioaccumulation dans les
organismes vivants ont conduit & son interdicti@amsd de nombreux pays. En effet, le
programme pour I'environnement des nations uni@$EHB) en 1994 classe la dieldrine parmi
les 12 substances les plus persistantes dans rbemament (POPs: persistent organic
pollutants), appelée la “dirty dozen™, et la coriia de Stockholm de 2001 prévoit leur
interdiction totale dans la plupart des pays. Cdpeh certains pays comme I'ltalie et les
Etats-Unis n’ont pas ratifié cette convention. €atbnvention prévoit 'interdiction de la
production de dieldrine mais autorise l'utilisatidas stocks existants. La dieldrine est donc
utilisée dans certains pays en voie de développeroemme agent termicide (Népal,
Ethiopie....). Les stocks de dieldrine ont égalen&étutilisés en Finlande pour le traitement
du bois. En France, la dieldrine est interdite de@d®72 (arrété du 4 octobre 1972) dans le
domaine agricole et depuis 1992 (arrété du 2 oet@BB2) dans la protection des charpentes
et fondation des immeubles. En 1994, linterdictidevient totale avec I'élimination des
stocks contenant ce composé chimique (France).

La dieldrine est un insecticide tres persistantauee demi-vie qui peut atteindre 25 ans dans
I'environnement (Kanthasamy et al., 2005). De plus,autre insecticide classé parmi les
POPs l'aldrine, est dégradé en dieldrine dans Iltemviement conduisant a une accumulation
d’autant plus importante de la dieldrine. Actuelat cet insecticide est retrouvé dans les
sédiments, dans I'eau des rivieres et dans l'atn@spthans différentes régions du monde, il
est donc toujours présent dans I'environnementgBetsal., 2013; Garrison et al., 2013; Lee
et al.,, 2013; El Nemr et al.,, 2012). Il est retrowdans les tissus de certains organismes
vivants comme la loutre ou le caiman en AmériquéNdrd (Carpenter et al., 2013; Grant et
al., 2013). Il faut également noter que parmi lestigides détectés chez ces especes, la
dieldrine arrive en téte. Malgré une interdictioea dommercialiser cet insecticide depuis
plusieurs années, les organismes vivants comme iff@sont donc toujours exposeés via la
nourriture, I'eau de boisson et I'environnement. |es, la dieldrine est un composé tres
lipophile qui a tendance a s’accumuler dans lesusisadipeux et est capable de passer la
barriere hémato-encéphalique. Cet insecticide mkrtc étre présent dans l'organisme
pendant une durée relativement longue, par exeamgle ’lhomme le temps de demi-vie de la

dieldrine est d’environ 300 jours (Kanthasamy et2005).
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|.2-La cible de la dieldrine: le récepteur canal Kcide y-aminobutyrique.

La dieldrine est un neurotoxique qui agit spéceiaent sur les récepteurs canaux a
I'acide y-aminobutyrique (GABAR). Ces récepteurs pentamésgpermettent le passage
d’ions chlorures. Chaque sous-unité est composé@eabmaine C-terminal extracellulaire, de
4 domaines transmembraniares (M1-M4) et d'un domdirerminal extracellulaire qui
contient 6 régions distinctes (boucle A-F) imporsntlans le site de liaison au GABA.
Actuellement, trois sous-unités ont été identifiébez la drosophile: RDL (resistance to
dieldrin), LCCHS3 (ligand-gated chloride channel ladague 3) et GRD (GABA and glycine-
like receptor oDrosophilg. Les genes codant les sous-unités RDL et GRD studés sur le
chromosome Il alors que le gene codant la soug W@ CH3 est situé sur le chromosome |.
Cependant, la composition en sous-unités du GAB#&gRrmeéconnue. La sous-unité RDL est
présente au niveau des GABARs du systeme nerveisaeti@a serait absente au niveau des
GABARs des cellules musculaires chez la blatte. r€sultat suggéere une localisation
spécifiqgue de la sous-unité RDL au niveau du systeerveux (Buckingham et al., 2005).
L’expression hétérologue de la sous-unité RDL dexssovocytes de xénope permet la
formation d’'un récepteur homo-oligomérique fonctiehsensible a la dieldrine (Hosie et al.,
1996). Cependant, I'expression hétérologue des-soitdss GRD et LCHH3 dans les
ovocytes de xénope permet la formation de réceptemctionnels insensibles a la dieldrine
(Gisselman et al., 2004). La fixation de la dieldrisur le GABAR semble spécifique a la
sous-unité RDL. La sous-unité LCCH3 est localisémcipalement au niveau du corps
cellulaire du neurone alors que la sous-unité RBtLl@calisée au niveau des prolongements

neuronaux (axones, dendrites) (Hosie et al., 1997).

|.3-La dieldrine et la maladie de Parkinson.

La maladie de Parkinson est une maladie neurodégf@re2qui survient généralement entre
45 et 70 ans. Elle correspond a la maladie neuéougtive la plus fréquente apres la
maladie d’Alzheimer. Cette pathologie se traduit papparition de troubles locomoteurs

(rigidité musculaire, tremblements, bradykinésienetuvements involontaires) et de troubles
cognitifs (dépression, altération de I'odorat, tdeuthu sommeil). La cause principale est une
dégénérescence progressive des neurones dopamuesgde la substance noire pars

compacta (SNpc) qui joue un rdle important danscdatrole de la locomotion. Cette
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neurodégénérescence entraine une diminution depanmdoe dans la voie nigro-striee. On
observe des inclusions cytoplasmiques dans leonesirappelées corps de Lewy constituées
en partie di-synucléine. Le dysfonctionnement de la mitochamétile stress oxydatif jouent
également un réle important dans la maladie de Rsoki (Lin et Beal, 2006; Jenner, 2003;
Mounsey et Teismann, 2010). Dans la plupart desl@asuse de la maladie de Parkinson est
méconnue et elle apparait de plus en plus commenafeie multifactorielle impliquant des
facteurs de risques génétiques et environnememtamxne I'exposition aux pesticides (Freire
et Koifman, 2012; Moretto et Colosio, 2011).

Des études épidémiologiques ont mis en évidenceasseciation possible entre I'exposition
aux insecticides, comme par exemple la dieldrinelaemaladie de Parkinson (Freire et
Koifman, 2012). Les personnes qui travaillent entact avec ces substances comme les
agriculteurs sont les premiers exposés. Une étugleeensur 22341 hommes utilisant des
insecticides, suggere une augmentation du risggta-vis de la maladie de Parkinson suite a
I'exposition a différents composés en particuleedleldrine (Kamel et al., 2007). Une autre
étude épidémiologique a été réalisée en Finlandenatysant la concentration de différents
insecticides dans des échantillons de sérum céflede 1966 a 1972. Les individus ayant
développé la maladie de Parkinson apres la colldete échantillons ont été répertoriés
(apparition de la maladie entre 1972 et 1994). thraparaison fut ensuite réalisée entre les
individus ayant développé cette maladie (n=101¢®individus sains (n=349). Les résultats
ont mis en évidence une association entre I'exjposif la dieldrine et la maladie de
Parkinson en particulier sur la population non fum@dd ratio: 1,95; intervalle de confiance
1,26-3,02; p=0,003) (Weisskopf et al., 2010). Drastétudes ont également été realisées sur
des échantillons de cerveaux post-mortem provedamdividus atteints de la maladie de
Parkinson, de la maladie d’Alzheimer ainsi que delvidus contrbéles. Fleming et ses
collaborateurs (1994) ont détecté la dieldrine damles 20 cerveaux provenant des patients
atteints de la maladie de Parkinson, dans 1 desvé&ux provenant des patients atteints de la
maladie d’Alzheimer et dans aucun des 14 cerveaoepant des individus contrdles. Cette
étude met en évidence une corrélation significaiviee la présence de dieldrine et la maladie
de Parkinson (p=0,031). Deux autres études realis@eAngleterre mettent également en
relation la concentration de dieldrine dans desagtfons de cerveaux et la maladie de

Parkinson. La quantité de dieldrine esignificativement plus importante dans des
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échantillons de cerveaux (au niveau du noyau catd& la substance noire) provenant des
patients atteints de la maladie de Parkinson gee t&s individus controles (Corrigan et al.,
1998, 2000). Ces études épidémiologiques suggearethien probable entre I'exposition des
individus a la dieldrine et le développement dmdadie de Parkinson. Cependant la relation
entre la toxicité de la dieldrine et 'augmentatido risque vis-a-vis de la maladie de
Parkinson reste indéterminée. De plus, dans laem#homme est souvent exposé a des doses
tres faibles durant une période relativement longfues effets de cette exposition chronique

restent mal connus (Kamel, 2013).

Des modeles de la maladie de Parkinson ont étdapiés chez la drosophile. lls sont de 2
types: des modeles génétiques et des modeéles «@twogiques».

Les modéles génétiques sont basés sur I'exprediior protéine humaine mutée conduisant
a la maladie de Parkinson chez 'homme commesynucléine et la parkine (Whitworth,
2011). Le premier modele développé induisait I'esgion de b-synucléine humaine dans
tout le cerveau de la drosophile. Ce modele présene dégénérescence des cellules
dopaminergiques, la formation d’inclusions ainsiuwju'déficit locomoteur, caractéristiques
importantes de la maladie de Parkinson chez I'hortireany et Bender, 2000). Une autre
étude a permis de mettre en évidence l'effet pteteade la protéine Hsp70 dans un modele
exprimant lo-synucléine humaine dans les neurones dopaminermyigtieles neurones
sérotoninergiques chez la drosophile (Auluck et aD02). D’autres modeles ont été
développés permettant I'expression de la parkin@die mutée chez la drosophile. Par
exemple, Sang et ses collaborateurs (2007) ontréngae I'expression de la parkine humaine
mutée (parkinB*°® parkin@**") induisait une dégénérecence des neurones dopaijines
ainsi qu’un déficit locomoteur en fonction de I'ad@’autres études ont également permis
d’associer la perte de neurones dopaminergiquedéfirit locomoteur ou une réduction de la
durée de vie chez des drosophiles exprimant ume farime mutée de la parkine humaine ou
chez des mutants nul pour l'orthologue de la parkimez la drosophile (Wang et al., 2007;
Whitworth et al., 2005; Greene et al., 2003).

Les modeles «pharmacologiques» correspondent atelap@ement d'un syndrome
parkinsonien aprés une exposition a un produipagticulier apres exposition aux pesticides.
Par exemple, un modele a été realisé chez la dribsopar exposition au paraquat, un

herbicide. Ce modéle présente un déficit locomotair une perte de neurones
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dopaminergiques. Dans ce modeéle, la modulatiom gedduction de dopamine provoque une
susceptibilité variable chez les drosophiles expestl paraquat suggérant un réle important
de la dopamine dans la neurotoxicité au paraquiaay@huri et al., 2007). La drosophile a
eégalement été utilisée pour modéliser un syndromnd&ifsonien suite a I'exposition a la
roténone. Cet insecticide est un inhibiteur du cexpll de la mitochondrie et provoque un
dysfonctionnement de celle-ci puis un stress oxfyd&dcteurs importants associés a la
maladie de Parkinson (Lin et Beal, 2006). Une éetdéddisée en 2004 a permis de mettre en
évidence pour la premiéere fois que I'expositionaarbténone provoquait une perte de
neurones dopaminergiques et un déficit locomotehezcla drosophile, caractéristiques
principales de la maladie de Parkinson (Coulomish&, 2004). Ce modeéle a ensuite été
utilisé pour étudier les mécanismes potentiellemeliqués dans la mise en place d'un
syndrome parkinsonien chez les drosophiles exp@séesoténone. Par exemple, une étude a
permis de mettre en évidence le rdle neuroprotecteme protéine mitochondriale humaine,
hUCP2. Cette protéine perturbe le gradient de psotoduit par la chaine respiratoire de la
mitochondrie conduisant a une diminution de la pobidn d’espéces réactives a I'oxygene
(ROS). L'expression de cette protéine dans lesamsas dopaminergiques chez la drosophile
protege des effets néfastes d'une exposition a d&énone (perte de neurones
dopaminergiques, diminution de la dopamine, ali@natiu comportement locomoteur) ainsi
gu’'une augmentation de I'activité du complexe lalenitochondrie (Islam et al., 2012). Une
autre étude montre I'effet protecteur de la cr&afaerivé d’acide aminé ayant des propriétés
énergisante, antioxidante). L'ajout de créatinesdammilieu d’élevage permet de diminuer la
mortalité des drosophiles exposées a la roténong aasi de restaurer en partie l'activité
locomotrice et la diminution de dopamine chez cessaphiles. Une diminution du stress
oxydatif de la mitochondrie est également obsereémme par exemple une baisse des ROS,
pour ces drosophiles (Hosamani et al., 2010).

La dopamine pourrait également jouer un réle dansldveloppement de la maladie de
Parkinson. En effet, une surexpression du transporde la dopamine dans les vésicules
synaptiques (VMAT, vesicular monoamine transpojtpesmet d’éviter la perte de neurones
dopaminergiques chez les drosophiles exposeées ratéaone. A l'inverse, une souche
mutante pour ce transporteur montre une perteiplipertante de neurones dopaminergiques
gue la souche sauvage aprés une exposition adaord (Lawal et al., 2010). De plus, une
autre étude montre que la réduction de la quadétéopamine cellulaire (chez une souche
mutante de drosophile) a un effet protecteur sarrnleurones dopaminergiques pour des

drosophiles exposées a la roténone (Bayersdorfal.,e2010). Ces résultats suggérent que

120



'hnoméostasie de la dopamine jouerait un réle irtgpdr dans la toxicité vis-a-vis des

neurones dopaminergiques suite a I'exposition @secticide comme la roténone.

L’exposition aux insecticides peut étre considé&témme facteur de risque pour certaines
maladies humaines. Des études épidémiologiquepembis de suggérer un lien possible
entre la maladie de Parkinson et I'exposition adieldrine. Cependant, les études chez
I’'homme restent limitées et difficiles a mettre amivre. Il est donc nécessaire de développer
des modeéles animaux. Jusqu'a présent, seuls qselmoeléles ont été développés pour
modéliser I'exposition a la dieldrine.

Une étude, réalisée sur des cellules en cultunaeisaen évidence la possible sélectivité de la
dieldrine vis-a-vis des neurones dopaminergiqu€sp &eux fois plus faible pour les cellules
dopaminergiques de rat (Kitazawa et al., 20013 été montré également, dans des cultures
de cellules dopaminergiques de rat, que la dieldnmtliisait une hyperacétylation des
histones ainsi que I'apoptose (Song et al., 20dityzikwa et al., 2004). Enfin, toujours dans
des cellules en culture, I'exposition a la dieldranété impliguée dans différents mécanismes
comme le stress oxydatif, 'apoptose, le fonctionaet de la mitochondrie ou du protéasome
et 'agrégation de protéines comme-fynucléine (Kansathamy et al., 2005; Sun et D52

Par exemple, la dieldrine provoque la formatiorspgéxes réactives a I'oxygene (ROS) et la
réduction du potentiel de membrane, signes probathel'apoptose dans des cultures de
lymphocytes humains (Michalowicz et al., 2013).Xpgesition a la dieldrine a également été
modélisée chez la souris. Une étude réalisée mqguatd’ exposition a la dieldrine durant la
gestation conduit a une perturbation du systemarmogergique chez les individus F1. Par la
suite, les neurones dopaminergiques chez ces dhdivapparaissent plus sensibles a d’autres
neurotoxiques comme le MPTRn particulier chez les males (Richardson et 2606).
Hatcher et ses collaboratuers (2007) ont égalementré que I'exposition durant 30 jours a

la dieldrine conduit a des dommages oxydatifs d@nsie nigro-striee chez la souris.

Peu de modéles ont donc été développés, c’est paiurmpus avons choisi de modéliser
I'effet d’'une exposition chronique a des doseslésilde dieldrine chez la drosophile. Cet
insecte modele offre de nombreux avantages commeuatds génétiques sophistiqués, un

cycle de vie court, une facilité et un faible calélevage. De plus il s’est avéré étre un
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modéle tout a fait pertinent pour étudier les pssas biologiques impliqués dans la maladie
de Parkinson. Nous pourrons ainsi comparer les tedsuhvec ceux obtenus chez les

différents modeles génétiques et pharmacologiceedsés chez la drosophile.
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lI.1-Les souches de drosophiles et conditions daie.

Les souche®regon-R, 32186 (w; P{LOXUAS-IVS-mCD8::GFP}attP40 9334 (y* w2
Gen3est pIFRT(W9I2A  €/TM3, P{ACtGFP}JMR2, Sé&), 11633 (P{PZ}Rpd3**°
ry>%TM3,n/*€ St Seft) et 3729 (W nef/FM7c) ont été fournies par le Bloomington Stock

Center (Université d’Indiana, Bloomington, USA). lignée contenant le drivefH-Gal4 a

éte fournie par Serge Birman (ESPCI, Paris, FR3. dresophiles sont élevées a 22°C sur un
milieu standard (pour 4 litres: 3629 de farine dasn200g de levure de biere, 60g d’agar et
150ml d’'une solution a 10% de méthyl-4-hydroxybeateodans de I'alcool) selon un cycle

jour nuit 12:12 heures.

[1.2-Conditions d’exposition a la dieldrine.

Une solution mere (10mM) de dieldrine (Sigma, p&ire¢t,9%) est réalisée dans du DMSO,
puis les dilutions pour obtenir des doses de 0,1BuM et 1uM sont réalisées dans de I'eau
distillée. L'exposition des drosophiles a la dialdr est réalisée en utilisant le milieu
instantané Formula 4-24® InstabtosophilaMedium (Sordalab). Pour 1 tube d’élevage, 1g
de flocons est réhydraté avec 3,5ml de solutiontec@mt la dieldrine a la concentration
souhaitée, ou du DMSO a la méme concentration que th solution de dieldrine & 1 pM.
Pour une bouteille d’élevage, 12g de flocons séhydratés avec 36ml. Quelques grains de

levure sont ajoutés dans les tubes et les boweille

[1.3-Test de la durée du développement.

Des drosophiles femelles et méles (500 individusreny sont placées dans une cage de
ponte & 22°C (cycle jour nuit 12:12h) en présencm danilieu gélosé (pour 500ml: 15¢
d’agar, 16g de sucre, 1g méthyl-4-hydroxybenzoates66ml de jus de pomme) et de levure
de boulangerie. Le milieu gélose et la levure dddrgerie sont changés tous les jours. Apres
un temps d’adaptation pour les drosophiles (2 joutss pontes de 2 heures sont réalisées.
Les embryons sont ensuite récoltés et disposé2@atans un tube contenant du milieu
instantané réhydraté avec une solution a la corat@rt souhaitée de dieldrine ou de DMSO.

Les tubes sont placés a 22°C (cycle jour nuit 12.12e nombre de pupes puis d’adultes dans
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les tubes est compté tous les jours a 17 heurestdsts ont été réalisés sur 540 embryons

selon deux expériences indépendantes durant ladeédie mars a juillet.

[1.4-Test de la longévité.

Les drosophiles femelles ou méales sont collectégswraprées I'éclosion (développement sur
un milieu flocons contenant ou non de I'insecticddia dose souhaitée) puis elles sont placées
par groupe de 20 dans un tube contenant le milbeoris avec la dieldrine ou le DMSO. Les
drosophiles sont maintenues a 22°C (cycle jour 12t 2h) et transférées dans des nouveaux
tubes tout les deux ou trois jours. Le nombre desajvhiles mortes par tube est compté
presque tous les jours. Pour les femelles, ledaststéalisé sur 175 mouches pour le groupe
contréle (DMSO) puis sur 187 mouches pour le groepgosé a la dose 0,1uM, sur 302
mouches pour le groupe exposé a la dose 0,5uM,7dumouches pour le groupe exposé a la
dose 1uM, sur 225 mouches pour le groupe exposgiemient jusqu’au premier jour de la
vie de la mouche (dose 1uM) et sur 227 pour le ggaexposé uniquement durant le stade
adulte (dose 1uM). Pour les méles, le test essgéalir 241 mouches pour le groupe contréle
(DMSO) puis sur 148 mouches pour le groupe expdaé&lase 0,1uM, sur 265 mouches pour
le groupe exposé a la dose 0,5uM, sur 403 mouchede groupe exposé a la dose 1uM, sur
205 mouches pour le groupe exposé uniquement jasquemier jour de la vie de la mouche
(dose 1uM) et sur 222 mouches pour le groupe exposgiement durant le stade adulte
(dose 1uM). Deux expériences indépendantes ontéatisées durant la période de mars a

juillet.

[1.5-Test de préférence alimentaire.

Pour ce test, deux colorants alimentaires sonisésilcomme marqueurs pour visualiser la
prise de nourriture chez la mouche. Le colorant lfhdeu brillant FCF ou E133) est utilisé a
la concentration de 0,5mg/ml et le colorant rougarroisine ou E122) est utilisé a la
concentration de mg/ml. Ces composés n'’interfgpastavec le test et ne sont pas toxiques
pour les mouches a ces concentrations (Tanimuah,et982). Ce test est pratiqué selon le
protocole de Tanimura et ses collaborateurs podermdéner si les mouches ont une
préférence ou non vis-a-vis de la dieldrine poumsarrir. Les tests sont réalisés sur une

microplaque de 96 puits. Chaque puits est rempic 20ul de solution contenant soit un
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colorant (le bleu par exemple), la dieldrine (carication finale 1uM) et 1% d’'agar soit
l'autre colorant (le rouge), le DMSO (concentratiatentique a celle utilisée pour la
dieldrine) et 1% d'agar (Figure 41A). Le test est fle la maniére suivante: 150 femelles
agées de 5 a 6 jours sont assoiffées pendant 26sheéans des tubes vides a 22°C. Ces 150
femelles sont ensuite placées sur la microplaquéenant les deux solutions pendant 2h a
'obscurité a 22°C. Les femelles sont alors récépgret la couleur de leur abdomen est
examinée. Le nombre d’individus ayant 'abdomerub®uge ou les deux (abdomen noir)
est compté (Figure 41B). Ces résultats sont exgrisedon un index de préférence (PI) qui
correspond au pourcentage de’fN"/2)/[NB+N"+NF] quand la dieldrine est associée au
colorant bleu, R = le nombre de drosophiles ayant 'abdomen bleti,=Ne nombre de
drosophiles ayant I'abdomen rouge ét & le nombre de drosophiles ayant 'abdomen noir
(Tanimura et al., 1982). L'expérience a été réalidéux fois, la premiére fois la dieldrine

était associée au colorant bleu et la deuxiemeaioisolorant rouge.

Alsl e e B
o) e &) ®)®

blanc hoir

Figure 41: Test de préférence alimentairéA) microplaque contenant les deux solutions
avec les colorants rouge et bleu permettant auxsajpbiles de choisir entre une solution
contenant ou non de la dieldrine. (B) la nourrituregérée par les drosophiles est visible
grace a leur abdomen qui est translucide. Bleu ouge (ingestion d’'une seule solution),

blanc (pas d’ingestion), noir (ingestion des deolsons). (d'apres Gordesky-Gold et al.,

2008).
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[1.6-Test pour I'activité locomotrice.

Les expériences sont réalisées sous lumiere inqéinbuge. Sept femelles sont placées dans
un tube vide (longueur 9cm, diameétre 2cm). Le peertest est réalisé sur des drosophiles
agées de 4 jours, puis toutes les semaines a fiegi@ntre 15 h et 16 h). Le test est réalisé
de la fagon suivante: apres 15 minutes sous lurmartinique, les tubes sont tapés pendant 3
secondes de facon a ce que les drosophiles sewemtotoutes au fond du tube. On compte
ensuite le nombre de drosophiles capables d’ateeilechaut du tube en 15 secondes. Ceci est
répété 5 fois avec un intervalle de cing minutesirfes femelles Oregon-R, le test est réalisé
sur 84 mouches pour le groupe contréle (DMSO) puis70 mouches pour le groupe exposé
a la dose 0,1uM, sur 70 mouches pour le groupeseéxpda dose 0,5uM, sur 77 mouches
pour le groupe exposé a la dose 1uM, sur 77 mougbes le groupe exposé uniquement
jusqu’au premier jour de la vie de la mouche (dbg®1), sur 63 mouches pour le groupe
exposé uniguement durant le stade adulte, sur 98lp@roupe exposé a la L-DOPA (1mM),
sur 91 pour le groupe exposé a la dieldrine (1utVd & L-DOPA (1mM), sur 77 mouches
pour le groupe exposé a la trichostatine A (10mM¥we 84 pour le groupe exposé a la
dieldrine (1uM) et a la trichostatine A (10mM). Pdes males Oregon-R, le test est réalisé
sur 77 mouches pour le groupe controle (DMSO) puis 70 mouches pour les groupes
exposes aux doses 0,1; 0,5 et 1uM. Pour les fesvell2g le test est réalisé sur 42 mouches
pour le groupe contrdle (DMSO) et sur 49 moucheas p® groupe exposé a la dose 1uM.
Pour les femelle®{PZ}Rpd3*>° ry°°Y+, le test est réalisé s68 mouches pour le groupe
témoin (DMSO) et sur 70 mouches pour le groupe ¥pola dose 1uM. Trois expériences
indépendantes ont été réalisées. Les résultats mésentés comme le pourcentage de

drosophiles arrivées en haut du tube.

[l.7-lImmunohistochimie sur les cerveaux de larved adultes.

La méthode utilisée est décrite par Riemenspergeses collaborateurs (2011). Les
drosophiles adultes (agées de 5 ou 10 jours) arm&ds par le froid et les larves de troisieme
stade sont placées dans une solution de Ringes ¢sdrium) pour la dissection du cerveau.
Les cerveaux sont ensuite fixés dans une solugoixBBS (DPBS 18 without Ca and Mg,
PAN-Biotech GmbH) avec 4% de para-formaldéhydeditb® Microscopy Science) pendant
2 heures sur de la glace et sous agitation pues/&gkes sont réalisés dans dWPBS avec
0,5% Triton-X100 (PBS-T). Les cerveaux sont trapés une solution de PBS-T avec 2%
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d’albumine bovine (BSA, Euromedex) toute la nut°& puis ils sont incubés deux heures a
température ambiante sous agitation dans une colué PBS-T avec 2% BSA et les
anticorps primaires (dilution au 1/100 de I'antig®nti-GFP ABfinity™ recombinant rabbit
monoclonal antibody-unconjugated, Invitrogen). Apteis lavages de 20 minutes dans du
PBS-T a température ambiante sous agitation, le®aex sont incubés dans une solution de
PBS-T avec 2% BSA et les anticorps secondairesti@i au 1/500 de I'anticorps Alexa
Fluord 647 dye-labeled goat anti-rabbit 1gG antibodiesyittogen) sous agitation a
température ambiante. Les cerveaux sont ensuiés kawis fois avec du PBS-T puis trois fois
dans du 1xPBS sous agitation et a température atel{izZ0 minutes par lavage). Finalement,
les cerveaux sont montés entre lame et lamelle daessolution contenant du Mowiol
(Mowiol[0 4-88, Sigma). Pour les drosophiles agées de 5,jdunmunohistochimie a été
réalisée sur 32 cerveaux pour le groupe témoin (DM& sur 32 cerveaux pour le groupe
exposé a la dieldrine (LuM). Pour les drosophifgsed de 10 jours, I'immunohistochimie est
réalisée sur 29 cerveaux pour le groupe témoinre8® cerveaux pour le groupe exposeé a la
dieldrine. Les images sont obtenues a I'aide d’'uara@scope inversé a fluorescence Axio
Observer Z1; Plan Apo chromat 20x, ON=0,75; medpbur I'excitation LED=625nm
(Colibri) ; émission a 650/690nm (Carl Zeiss, SAS).

[l.8-L'imagerie par résonance magnétique (IRM).

Les drosophiles sont placées dans des capillaiiamétre interne 1.6mm, diameétre externe
2mm) remplis d’huile fluorocarbonée CIF53), (huile 10S voltatef, VWR) pour diminuer les
artéfacts de susceptibilitt magnétique (Null et 2008). Les expériences sont réalisées a
I'aide d’'un spectrometre 9,4T (Bruker Biospec). Plms images 2D, une séquence de type
écho de gradient (FLASH: Fast Low Angle Shot) a étiisée (TE/TR: 10/230ms). La
résolution des images 2D est de 10.1AB((taille de matrice= 5X512, champ de vue=
0.53x0.53cm,a=60°, épaisseur de coupe 80um) pour une durée w&tign de 2 heures.
Pour les images 3D, la méme séquence FLASH a éigéat(TE/TR: 10/230 ms). La
résolution des images 3D est de 10.1A@0(taille de matrice= 5X256x128, champ de
vue= 0.5&0.25x0.25cm,a=60°) pour une durée d’'acquisition de 4 heures.ireges sont

ensuite reconstruites avec le Maximum Intensitydatmgpn (MIP).
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11.9-Analyse des métabolites par HRMA#gh Resolution Magic Angle Spinning
Apres anesthésie par le froid (3°C), les drosoplslent placées dans un insert puis dans un
rotor HRMAS. Nous utilisons un rotor de 4mm de déra interne pour la spectroscopie 1D
'H HRMAS pour une durée d’acquisition de 20 minutess expériences sont réalisées a
I'aide d’'un spectromeéetre Wide Bore 750MHz (17,@8ruker Avance Ill Cette étude a été
réalisée en collaboration avec le CEMTHI Orléarmn(itions extrémes et matériaux: haute

température et irradiation) dans le cadre d’'unredfiGIR.

[1.10-Analyse des modifications d’histones par \&l@sblot.

Dix tétes de drosophiles femelles sont broyéeslégtace) dans 20uL de 1xPBS contenant
un inhibiteur d’histones désacétylases (10mM dgratg de sodium). On préleve alors 4l
auxquels on ajoute 4ul de 1xPBS, butyrate de sodiomM et 4ul de tampon de charge.
Chaque échantillon ainsi préparé est chauffé a 3E@ant 5 minutes avant d’étre déposé
sur gel de polyacrylamide. La migration est réalisér un gel SDS/PAGE 18% pendant deux
heures a 160V. Les protéines sont ensuite traesfésgr une membrane de PVDF 0,45um
(Amersham Hybond-P, GE Healthcare) pendant 1h38 &n@/cnf. Les sites non spécifiques
sont bloqués avec une solution de TBS-T (Tris-atfesaline avec 0.05% de Tween 20) et
3% d’albumine bovine (BSA, Euromedex) pendant 2ré&lsous agitation a température
ambiante. Les membranes sont incubées avec ungonralie TBS-T contenant les anticorps
primaires anti-H3 acétylées (1/2000) (Active motf) 1% de lait écréemé sous agitation
pendant une nuit a 4°C. Apres trois lavages de futes dans une solution de TBS-T a
température ambiante, les membranes sont inculvéesles anticorps secondaires anti-lgG
de lapin conjugués a la péroxidase (1/200, ThermienS8fic Pierce) pendant une heure sous
agitation a température de la piéce. Ensuite laslmanes sont lavées trois fois (10 minutes
par lavage) dans du TBS-T puis une fois dans du. TBSmarquage est révélé grace a une
solution de chimiluminescence (SuperSignalest Pico Chemiluminescent Subtrate, Thermo
Scientific Pierce). Pour un contrdle de la quantitéistones, les membranes sont décapées
deux fois 5 minutes a température de la piéce amecsolution de NaOH 0,2M, puis lavées
une fois 5 minutes avec de I'eau distillée et edfifois 5 minutes avec du TBS. Le méme
protocole que celui exposé précédemment est enstiiig pour mettre en évidence les
histones H3 en utilisant comme anticorps primaireanticorps anti-H3 (Active motif) dilué
au 1/15000. Pour la quantification, les membrameg scannées avec le systéme d’'images
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PXi (Syngene) et l'intensité des bandes est mesmadilisant le logiciel GeneTools analysis

(Syngene). Trois expériences indépendantes onéaliséées.

[1.11-Analyses statistigues.

Les résultats des difféerentes expériences (duréeléheloppement, activité locomotrice,
immunohistochimie et western blots) ont été soutnides analyses statistiques. Un test
d’ANOVA a été utilisé suivi d'un test de Tukey poanalyser les différences entre les

groupes expérimentaux et le groupe contrble a I'didgiciel Prism (version 5, GraphPad).
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[11.1-Exposition chroniqgue a la dieldrine: consémges sur la durée de vie.

Nous voulons étudier I'effet de la dieldrine & dieses semblables a celles rencontrées dans
la nature. Pour cela, nous nous sommes baséessstiavaux de Hatcher et al. (2007) et de
Song et al. (2010) réalisés chez la souris. Dasgales, les souris sont exposées a des doses
entre 1 & 5mg/kg quotidiennement. A partir de cdswsa, nous avons défini trois doses

auxquelles les drosophiles seront exposées paitéa 8,1; 0,5 et 1uM.

Pour évaluer I'effet d’'une exposition a la dieldrisur la durée du cycle de la drosophile, nous
avons déposeé des embryons venant de drosophilsesh” (jamais exposées a la dieldrine)
sur un milieu contenant une concentration donnédieldrine (0,1; 0,5 ou 1uM). Le nombre
de pupes puis d’adultes présents dans les tubesmgtté au cours du temps. Une premiére
expérience a été réalisée en déposant les embtypas1 dans les tubes contenant le milieu
flocons. Cependant j'ai constaté une forte moéalgs embryons: environ 20% des embryons
ne donnaient pas d’adultes aussi bien pour le ®DMSO que pour les groupes exposeés a la
dieldrine. Cette mortalité pouvait étre due soitn@ mauvaise manipulation lors du transfert
des embryons dans les tubes soit a une mortalitéténdar le DMSO ou bien les deux. La
méme experience réalisée en utilisant comme soldgoreau distillée a conduit a un méme
taux de mortalité. La mauvaise manipulation dutantransfert des embryons était donc la
cause de cette forte mortalité. L’expérience a dadaefaite en manipulant le moins possible
les embryons. lls ont été uniquement regroupés2Pasur le milieu gélosé et cette fois-ci
c’est le milieu gélosé qui a été découpé et placs dizs tubes contenant le milieu flocons.
Dans ces conditions seulement 10% des embryonemeedt pas d’adultes, ceci aussi bien
pour les tubes témoins que pour les tubes exp@sépeut donc en déduire que I'exposition
aux doses choisies de dieldrine n’affecte pasdhiNié des embryons, larves ou pupes.

Dans un premier temps, nous avons regardé I'eéfdtedtposition a la dieldrine sur la durée
nécessaire aux embryons pour devenir des pupesr¢F4). Pour le groupe témoin traité
avec le DMSO (méme concentration que pour le graugieé a la dieldrine 1uM), nous
observons que 59,8% des embryons donnent des pppeEs 6 jours et 90,2% des embryons
donnent des pupes aprés 8 jours. Ce nombre n'atgnpas, méme si on attend plus
longtemps. Le temps nécessaire a la pupaison (8)jdans le groupe témoin DMSO est en

accord avec ce que l'on attend pour un développea2g°C. Le DMSO a la concentration
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utilisée n'a donc pas d'effet sur la durée de wibrgonnaire et larvaire. Pour les groupes
exposés a la dieldrine aux différentes doses M3;1uM), on n'observe pas de différence
pour le temps nécessaire a la pupaison. En efgi%8des embryons donnent des pupes pour
le groupe exposé a 0,1uM au bout de 8 jours. Regrdupe exposé a 0,5uM, le temps
nécessaire a la pupaison est de 8 jours avec 90e4%embryons ayant donné des pupes et
pour le groupe exposé a 1uM, le temps nécessdigakement de 8 jours avec 88,5% des
embryons donnant des pupes avec un maximum de 98t@#t a 9 jours (Figure 42). On
peut donc conclure que I'exposition a la dieldrinx doses 0,1; 0,5 et 1uM n'affecte pas la

viabilité des embryons et des larves et n'a pdfet®ur le temps nécessaire a la pupaison.
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Figure 42: Durée de développement du stade embrgirnau stade pupal pendant une
exposition a la dieldrine.Au jour 1, les embryons sont déposés sur du mdantenant
différentes concentrations de dieldrine: 0,1u™ (0=540), 0,5uM ®, n=540) et 1uM A,
n=540). La courbe témoin correspond au DMSO, (=540). L’apparition des pupes est
ensuite notée au cours du temps. Les premieresspajp@araissent au jour 6. Les barres

d’erreurs correspondent a I'erreur standard a layeane.

Dans un second temps, nous avons compare la durgtade pupal en absence et en présence

de dieldrine (Figure 43). Pour le groupe témoin @), les adultes naissent entre le jour 11
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et le jour 14. Au jour 11, 45,8% des pupes ont éohes adultes et on atteint le maximum des
naissances au jour 14 (Figure 43). Pour le tént@idurée du stade pupal est donc de 6 jours
a 22°C. Dans le cas des groupes exposeés a laidesklix doses 0,1uM; 0,5uM et 1uM, les
adultes naissent aussi principalement entre lejjawst le jour 14 malgré quelques adultes qui
naissent au jour 15 (entre 0,4 et 1,9%). Cepenolarbserve un léger retard puisqu'au jour
11 seulement 11,8% des adultes sont nés pour @agM, 9,8% pour la dose 0,5uM, et
7,6% pour la dose 1uM, contre 45,8% pour le témQette différence est significative
(p<0,001; test de Tukey) et un effet de dose est |ebzar plus la dose est importante plus
le pourcentage d’adulte est faible au jour 11. @dpat ce Iéger retard est compensé au jour
suivant (Figure 43) et la durée du stade pupabyés) est identiquau témoin pour les trois

groupes exposés a la dieldrine.
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Figure 43: Durée du stade pupal apres une expositia la dieldrine. Au jour 1, les

embryons sont déposés sur du milieu contenantretifiés concentrations de dieldrine:
0,1uM (¥, n=467), 0,5uM @, n=488) et 1uM A, n=486). La courbe témoin correspond au
DMSO ©, n=487). L'apparition des adultes est notée aursodu temps. Les premiers
adultes naissent au jour 11. Les barres d’errevnsre&spondent a I'erreur standard a la

moyenne. Les étoiles indiquent une différence fatgtive (*** p <0,001; test de Tukey).
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En conclusion, on peut dire que les doses de theldjue nous avons choisies (0,1; 0,5 et
1uM) n’induisent pas de mortalité au stade embrgoenlarvaire ou pupal, mais un retard de
24 heures sur le développement. Un examen attdesifadultes n'a pas montré de défauts

morphologiques visibles.

Nous avons ensuite étudié la durée de vie des pindes adultes exposées en mode
chronique (tout au long de leur vie) a la dieldrib&tude est réalisée parallélement chez les
males et chez les femelles. Pour les males, omabsme mortalité de 50% (durée de vie
moyenne) au jour 109 pour le témoin soit une ddeégie moyenne d’'un peu plus de 3 mois
(Figure 44). Pour les males exposés a la concentrk plus faible, soit 0,1uM de dieldrine,
on observe une durée de vie moyenne de 104 joitrsreoréduction de 5 jours par rapport au
témoin (Figure 42). La durée de vie moyenne esf83dmurs pour la concentration de 0,5uM
en dieldrine et 78 jours pour la concentration g&llen dieldrine (Figure 44). On observe
donc une réduction de la durée de vie moyenne ddesngui est dose dépendante. Une

diminution de 31 jours est observée pour la dogdus forte.
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Figure 44: Durée de vie des males exposés a laddie¢. Les males sont élevés tout au long
de la vie en présence de différentes concentratiendieldrine: 0,1uM ¥, n=148); 0,5uM
(®, n=265) et 1uM A, n=403). La courbe témoin correspond au DMSQ, a=241). Les
barres d’erreurs correspondent a l'erreur standaadla moyenne. Le graphique met en

évidence un raccourcissement de la longévité déssneiposés de maniére dose dépendante.
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Chez les femelles, les résultats obtenus sontanesl (Figure 45). Pour le témoin, on observe
une durée de vie moyenne de 91 jours soit 3 maisir Bes femelles exposées a la

concentration la plus faible en dieldrine, la dudi&evie moyenne n’est pas différente du
témoin (94 jours). Au contraire pour les expositi@ux concentrations 0,5uM et 1uM, la

durée de vie des femelles est réduite de manieme digigendante. En effet, la durée de vie
moyenne est réduite de 6 jours pour les femellpp®es a la concentration de 0,5uM et de
78 jours pour les femelles exposées a la concenmirdé 1M (Figure 45). Pour cette derniére
concentration, on observe une réduction trés inaptet(divisée par 4) de la durée de vie chez

les femelles exposées.
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Figure 45: Durée de vie des femelles exposées didkdrine. Les femelles sont élevées tout
au long de la vie en présence de difféerentes cdrateons de dieldrine: 0,1uM®, n=187);
0,5uM @, n=302) et 1uM A, n=377). La courbe témoin correspond au DMSO, (
n=175). Les barres d’erreurs correspondent a I'enrestandard a la moyenne. Le graphique

met en évidence un raccourcissement de la longéegdemelles exposées dose dépendante.

Si on compare les résultats obtenus chez les méles femelles, on constate des disparités.
Tout d’abord, les males montrent une durée deuypérseure a celle des femelles (109 contre
91). Mais le point le plus important est que lesen@apparaissent beaucoup moins sensibles a

la dieldrine que les femelles.
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Durant ces expériences les drosophiles sont expasée dieldrine tout au long de leur vie

(embryon—adulte). Nous avons cherché a savoir si I'effeteolss (baisse de la survie) était

plutbt le résultat de I'exposition au stade lareamu au stade adulte, ou résultait de
I'accumulation des effets aux stades larvaire ettedBour répondre a cette question, nous
avons exposés les drosophiles soit juste pendam larvaire (entre embryon et adulte), soit
juste pendant le stade adulte. Ceci a été réaigérment pour la dose 1uM qui induisait une
diminution de la durée de vie aussi bien chez lakesnque chez les femelles. Les conditions

d’élevage sont identiques aux tests réalisés pededubnt.

Chez les méles, I'exposition a la dieldrine seuleihpendant le stade larvaire n’altere que peu
la durée de vie moyenne, contrairement a une etxposi la fois au stade larvaire et au stade
adulte. En effet, la durée de vie moyenne des gloks exposées seulement pendant le stade
larvaire est augmentée de 27 jours par rappordansophiles exposées a la méme dose tout
au long de leur vie et rejoint la durée de vie nrmmygedes témoins exposés au DMSO (Figure
46, courbe larve). Cependant si on regarde l'alglobale de la courbe, on constate que les
adultes commencent a mourir des les premiers gtuss bout de 100 jours, seulement 57,8%
des individus sont encore en vie. Cette situatgirtrés différente de celle observée pour les
groupes contréles qui montrent presque 100% deesjusgu’au jour 85. Il apparait donc que
I'exposition seulement au stade larvaire puiss@atie affecter la durée de vie de I'adulte.
En comparant les drosophiles exposées seulemestada adulte avec les drosophiles en
présence constante de dieldrine (courbe 1uM), l@esrprésentent une durée de vie plus
longue de 12 jours (Figure 46, courbe adulte). Pawlurée de la vie, I'effet de la dieldrine
apparait plus important au stade adulte. De plusbserve un effet cumulatif de I'effet de la
dieldrine aux stades embryonnaire+larvaire puistade adulte qui provoque une réduction

plus importante de la durée de vie chez les drasplxposées tout au long de la vie.
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Figure 46: Durée de vie des males exposés a laddie¢ a differents stades de
développementLes males sont exposés a la dieldrine (1uM) toutosmg de la vie A,
n=403); uniquement au stade adult®( n=222) ou uniquement au stade larvairg, (
n=205). La courbe témoin correspond au DMSO, (n=241). Les barres d’erreurs
correspondent a l'erreur standard a la moyenne. gmphique met en évidence un
raccourcissement de la longévité des males expasgguement au stade larvaire,
uniquement au stade adulte ou tout au long dedaWwn effet cumulatif (effet de la dieldrine
aux stade larvaire et stade adulte) est observé wisadt a une réduction plus importante de

la longévité chez les males exposés tout au lorig de.

Chez les femelles, les résultats sont presqueidpess. L'exposition a la dieldrine au stade
larvaire ne provoque pas une réduction de la ddeéeie chez les femelles. La durée de vie
moyenne est de 94 jours comparé au témoin ou léedde vie moyenne est de 91 jours
(Figure 47), alors qu’une exposition tout au lorgld vie conduit a une diminution de la
durée de vie moyenne a 78 jours. Pour les drossphili sont exposées uniquement au stade
adulte, la durée de vie moyenne est réduite deo@8sjpar rapport au témoin (50% de
mortalité au jour 52 comparé au témoin: jour 91jgismest plus longue que pour les

drosophiles exposées tout au long de leur vieu(eig 7).
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Figure 47: Durée de vie des femelles exposées a la dreda différents stades de
développmentLes femelles sont exposées a la dieldrine (1uM)dauong de la vie 4,
n=377); uniquement au stade adult® (n=227) ou uniguement au stade larvair®, (
n=225). La courbe témoin correspond au DMSQO, (n=175). Les barres d’erreurs
correspondent a l'erreur standard a la moyenne. gmphique met en évidence un
raccourcissement de la longévité des femelles égsoa la dieldrine uniqguement au stade
adulte ou tout au long de la vie. L'exposition adialdrine au stade larvaire n'a pas d’effet

sur la longévité des femelles.

De ces résultats, il ressort que c’est I'exposiiarstade adulte qui semble affecter le plus la
durée de vie moyenne. Toutefois, il faut remarquer la simple exposition au stade adulte ne
suffit pas a récapituler les résultats de I'expositout au long de la vie. Il faut donc imaginer
qu'’il y a un effet cumulatif de I'exposition au dealarvaire et au stade adulte.

Une explication simple de I'effet de la dieldringr $a durée de vie moyenne, et surtout de
I'effet prépondérant de I'exposition au stade agyttourrait étre que les drosophiles adultes
soient repoussées par la dieldrine et donc qu’alabmentent moins. Pour tester cette

hypotheése nous avons réalisé un test de préféadinoentaire.
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Dans cette étude nous avons regardé si les femallaent une préférence pour une
nourriture qui ne contenait pas de dieldrine. Rala, un test a été réalisé en laissant le choix
aux drosophiles pour se nourrir soit avec une golutontenant de la dieldrine soit avec une
solution contenant uniguement le DMSO (concentnatdentique a celle présente dans la
solution contenant linsecticide). Chaque solutiidMSO ou dieldrine 1uM) contient
également un colorant de couleur différente quigemarqueur. Un premier test a été réalisé
sur 150 femelles en associant la dieldrine avewlerant bleu. A la fin du test, les femelles
présentent sur la microplague sont récupéréestpéés en fonction de la couleur de leur
abdomen. Sur 131 femelles testées, 121 présemtaiidomen coloré, 92,3% des drosophiles
se sont donc nourries pendant I'expérience. Lagrtuges femelles présentent un abdomen de
couleur noir (60,3%) ce qui signifie que ces drdsles ont ingéré les deux solutions sans
avoir de préférence. Seulement 32% des femella pas ingéré les deux solutions: 20,6%
des femelles ont un abdomen rouge (solution contdeadDMSO) et 11,4% des femelles ont
un abdomen bleu (solution contenant la dieldriféyyre 48). L'index de préférence de la
dieldrine est de 45%, ce qui signifie que les féeseh’ont pas de préférence particuliére vis-
a-vis de la solution de dieldrine ou de la solutdm DMSO. Une deuxiéme expérience a
ensuite été réalisée en associant cette foisdieldrine avec le colorant rouge. Les résultats
sont similaires a la premiére expérience. Sur bffefles testées, 94,3% des drosophiles ont
un abdomen coloré. Parmi les femelles ayant inggsésolutions, 68,6% présentent un
abdomen de couleur noir, ces femelles n'ont dorx @& préférence pour I'une des deux
solutions. Enfin, 13,6% des femelles ont un abdobien (solution contenant le DMSO) et
12,1% des femelles ont un abdomen rouge (solubatecant la dieldrine) (Figure 48). Pour
cette expérience, l'index de préférence est de 48%.a donc autant de femelles qui se
nourrissent avec la solution contenant la dieldgoe de femelles qui se nourrissent avec la
solution contenant seulement le DMSO. Ces testsenteén évidence que les femelles ne
sont pas repoussées par la présence de dieldrime ldamilieu. Un effet répulsif de la
dieldrine ne peut donc pas rendre compte de landitioin de la durée de vie moyenne des

drosophiles exposées.
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Figure 48: Test de préférence alimentaire entre desgolutions contenant ou non la
dieldrine. Les femelles sont assoiffées puis placées sur niceoplaque contenant 2
solutions: une solution contient la dieldrine a 1p¥ un colorant alimentaire (ex,bleu);
l'autre solution contient le DMSO et un autre caot alimentaire (ex, rouge). Les femelles
sont ensuite classées selon 3 groupes en fonctiola @euleur de leur abdomen, bleu
(ingestion d’'une seule solution, carré gris foneé)ge (ingestion d’'une seule solution, carré
blanc) et noir (ingestion des 2 solutions, carrésgrair). Le graphique met en évidence une
proportion majoritaire de femelles avec un abdomeir (ingestion des 2 solutions), ce qui

signifie que les femelles n'ont pas de préférerme pune des 2 solutions.

[11.2-Exposition chronigue a la dieldrine: consémoes sur l'activité

locomotrice.

Chez 'homme, la dieldrine peut étre considéréernenun facteur de risque dans I'étiologie
de certaines maladies neurodégénératives commealadim de Parkinson, la maladie de
Charcot ou la maladie d’Alzheimer (Weisskopf et 2010; Kamel et al., 2012; Singh et al.,
2013). Les modeles pharmacologiques ou génétigeids thaladie de Parkinson développés
chez la drosophile montrent en particulier descaitéfide I'activité locomotrice (Feany et

Bender, 2000; Sang et al., 2007; Wang et al., 280yck et al., 2002, Coulom et Birman,

2004). Nous avons donc voulu savoir si I'expositéoda dieldrine affectait également ce

comportement locomoteur. Pour cela nous avons iclugsréaliser un test de géotaxie
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négative. L'activité locomotrice est évaluée tolesssemaines sur une période de 40 jours en

parallele chez les males et chez les femelles.

Chez les males téemoins, I'activité locomotrice @st75,6% au jour 4 (Figure 49). Pour les
males exposés a la dieldrine, I'activité locomatraa jour 4 est de 68% pour la concentration
de 0,1uM, de 82% pour la concentration de 0,5uMlee®3% pour la concentration de 1uM.
Les différences observées ne sont pas signifiGatii@ctivité locomotrice diminue ensuite
pour tous les groupes (Figure 49) pour atteindre waleur moyenne de 35% au jour 39
(DMSO: 33,8%; 0,1uM: 39,1%; 0,5uM: 30% et 1uM: 31)8% apparait que I'exposition
des méles a la dieldrine n’induit pas d’effet siigatif sur I'activité locomotrice (p>0,05, test
de Tukey).

100-

< 80-
@
2 -0- DMSO
5 60 -+ 0.1uM
£ - 0.5uM
9 & 1uM
S 40
P
=
< 20

0 T | T 1

0 10 20 30 40

Age (jours)

Figure 49: Evaluation de l'activité locomotrice dasales exposés a la dieldrinkes méales

sont élevés tout au long de la vie en présence fliératites concentrations de dieldrine:
0,1uM (@, n=70); 0,5uM @, n=70) et 1uM A, n=70). La courbe témoin correspond au
DMSO ©, n=77). L’activité locomotrice est mesurée toutes |semaines dans un
environnement spécifique (voir matériel et méthpdescorrespond au pourcentage de
drosophiles capables de grimper en haut d'un tube lbs. Les barres d'erreurs
correspondent a I'erreur standard a la moyenne.gkaphique montre que I'exposition a la

dieldrine des males n’affecte pas leur activitélmotrice.
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Chez les femelles, les résultats sont trés différebés témoins présentent une activité
locomotrice de 79,6% au jour 4, ce qui est semblahblrésultat obtenu chez les males (Figure
49). Pour les femelles exposées a la dieldrine doges 0,1uM et 0,5uM, lactivité
locomotrice est respectivement de 80,3% et 89,7%o@mud et donc comparable a l'activité
locomotrice des témoins (Figure 50). Puis elle oé@u cours du temps de la méme maniére
gue pour les témoins (DMSO: 19,5%; 0,1uM: 21,3%u0®): 12,7% au jour 39) (Figure 50).
Au contraire, pour une exposition a la dose de 1ljeVomportement locomoteur est tres
affecté. En effet, des le jour 4, I'activité locomoe est réduite de maniére significative
(p<0,001; test de Tukey), puisque seulement 42,&%ddosophiles sont capables d’atteindre
le haut du tube (Figure 50). Cette réduction detiN&é locomotrice persiste tout au long du
test de climbing (Figure 50). L’exposition aux iogeides peut donc avoir un impact sur le
comportement locomoteur chez les femelles.
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Figure 50: Evaluation de I'activité locomotrice defemelles exposées a la dieldrinkes
femelles sont élevées tout au long de la vie esepge de différentes concentrations de
dieldrine: 0,1uM @, n=70); 0,5uM @, n=70) et 1uM A, n=77). La courbe témoin
correspond au DMSQO({, n=84). L’activité locomotrice est mesurée towgs semaines dans
un environnement spécifique (voir matériel et médsd et correspond au pourcentage de
drosophiles capables de grimper en haut d'un tube lbs. Les barres d'erreurs
correspondent a I'erreur standard a la moyenne gk@phique montre que I'exposition a la
dieldrine des femelles pour la dose 1uM affectentwiere significative leur activité
locomotrice. Les étoiles indiquent une différenigmificative (** p<0,01; *** p <0,001; test
de Tukey).
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Ces résultats montrent que I'exposition a la dietn’a pas d’effet sur I'activité locomotrice
chez les males, méme pour la plus forte dose. Atraioe, chez les femelles, on observe un
effet tres important pour la dose la plus élevée p@ut donc dés a présent remarquer que la

dieldrine a des effets tres différents en fonctdarsexe des individus.

Durant les expériences sur la durée de vie de®phnidss, I'exposition a la dieldrine durant le
stade adulte avait un impact plus important quepbsition a la dieldrine au stade larvaire. Il
est donc intéressant de regarder si on observeélmentype de résultat pour I'activité
locomotrice. Ces expériences ont été réaliseées emegut chez les femelles car la dieldrine

n'affecte pas l'activité locomotrice chez les males

Chez les femelles, I'exposition a la dose la plogef (1pM) provoque une diminution
importante de I'activité locomotrice (Figure 50)old avons donc exposé les femelles a cette
dose seulement a I'dge adulte ou durant le stadeila. Les résultats obtenus pour les
femelles sont présentés sur la figure 51. Poufelelles exposées durant le stade adulte, on
n'observe pas de différence significative avecéimdin DMSO pour tous les ages du test
(p>0,05; test de Tukey). Pour les femelles expoagestade larvaire on observe une réduction
de l'activité locomotrice comparée au témoin dgsuts (Figure 51). En effet, ces femelles
présentent une activité de 47,9% alors que le tép@sente une activité de 79,6%q01;

test de Tukey). Cette différence est similaire Becebservée au jour 4 pour les femelles
exposées tout au long de leur vie a l'insectici@ependant, on constate que l'activité
locomotrice des femelles exposées juste pendatadie larvaire est stable au cours du temps,
alors gu’elle continue a diminuer pour les feme#gposées tout au long de leur vie (Figure
51). L'exposition a la dose 1uM chez la larve popw® donc une perturbation du
comportement locomoteur chez les femelles adulBésces adultes continuent a étre en

présence de l'insecticide, le comportement loconragst d’autant plus affecté.
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Figure 51: Evaluation de I'activité locomotrice defemelles exposées a la dieldrine a
différents stades de développememnts femelles sont exposées a la dieldrine (1uM)aa
long de la vie A, n=77), uniquement a I'age adulte®( n=63) ou uniquement au stade
larvaire (=, n=77). La courbe témoin correspond au DMSQ, (n=84). L’activité
locomotrice est mesurée toute les semaines damnvironnement spécifique (voir matériel
et méthodes) et correspond au pourcentage de dnilespcapables de grimper en haut d'un
tube en 15s. Les barres d'erreurs correspondentegrelur standard a la moyenne. Le
graphique montre que I'exposition a la dieldringtd) des femelles tout au long de la vie ou
uniguement au stade larvaire affecte de maniéraifsigtive leur activité locomotrice. Les
étoiles indiquent une différence significative (¥0p05; ** p<0,01; *** p <0,001; test de
Tukey).

L’exposition a la dieldrine provoque donc des effaéfastes sur la durée de vie et sur le
comportement locomoteur de ces insectes. Ces affeistres importants chez les femelles
exposées a la dose de 1uM avec une réductionais dd la durée de vie et une réduction de
moitié pour I'activité locomotrice. Ces données gibipgiques (durée de vie, activité
locomotrice) sont souvent associées a une dégéeéms du systeme nerveux. De plus, la
dieldrine est un insecticide neurotoxique. Il eshd légitime de s’interroger sur la structure
du cerveau des drosophiles exposées a la dieleniparticulier les femelles exposées a 1uM.
C’est pourquoi, les expériences suivantes seralisées chez les femelles exposées a la
dieldrine (1uM) tout au long de leur vie.
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I11.3-Exposition chronigue a la dieldrine: neurod&wgrescence?

La dieldrine est un insecticide neurotoxique et dté montré qu’il était toxique en particulier
pour les neurones dopaminergiques. De plus, laritiel est potentiellement impliquée dans
la maladie de Parkinson dont une des caractérestigest une perte des neurones
dopaminergiques de la substance noire chez I'hon@hez la drosophile, certains neurones
dopaminergiques seraient impliqués dans le comperté locomoteur (White et al., 2010;
Kong et al., 2010). Nous avons donc, dans un pretaraps, voulu savoir si les neurones
dopaminergiques étaient impliqués dans la toxicithiite par la dieldrine. Pour cela nous
avons regardé (i) I'effet d’'un apport dans le milae L-DOPA (3,4-dihydroxyphénylalanine)
qui est un précurseur de la voie de biosyntheska dmpamine, utilisé en clinique pour le
traitement de la maladie de Parkinson, (ii) I'effiet la dieldrine sur le nombre de neurones

dopaminergiques dans le cerveau de la larve eadelte.

Nous avons donc étudié I'effet de la L-DOPA suctiaté locomotrice des femelles exposées
a la dieldrine. En effet, une étude menée cherxdsogphile exposée a la roténone montrait un
déficit locomoteur qui pouvait étre restauré pamjout de L-DOPA dans le milieu d’élevage
(Coulom et Birman, 2004). En se basant sur cettée¢tles femelles de la souche Oregon-R
sont donc exposées simultanément a la dieldrin®1HBt a la L-DOPA (1mM). Les résultats
obtenus sont présentés sur la figure 52.

L’exposition des drosophiles a la L-DOPA seule nindpas d’effets sur lactivité
locomotrice comparée au témoin (DMSO) (Figure 32). effet, I'activité locomotrice des
femelles exposées au DMSO ou a la L-DOPA (1mM) aest80% (76,3% et 82,2%
respectivement). La baisse d’activité locomotrivguite par I'exposition a la dieldrine est en
grande partie sauvée par I'apport de L-DOPA 1mMs teamelles exposées uniquement a la
dieldrine (1uM) présentent une activité locomotideeseulement 30,5%, alors qu’apres ajout
de L-DOPA on observe une activité locomotrice del%§,comparable a celle trouvée chez
les témoins. La différence d’activité locomotricst eignificative entre les deux groupes
(p<0,001, test de Tukey; Figure 52). On peut donc enclare que la L-DOPA permet
d’améliorer la performance des drosophiles femedlegosées a la dieldrine. Ce résultat

suggere que la dieldrine a un effet sur les newdopaminergiques.
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Figure 52: La L-DOPA restaure le phénotype locomotedes femelles exposées a la
dieldrine. Les femelles sont élevées tout au long de laoie@s absence de dieldrine et de L-
DOPA ¢ -, n=84), soit en présence de L-DOPA 1mM+( n=98), soit en présence de
dieldrine 1uM ¢ -, n=77) ou soit en présence de dieldrine 1uM et d2OPA 1mM +¢ +,
n=91). L’activité locomotrice a été mesurée sur tlrelles agées de 11 jours et correspond
au pourcentage de drosophiles capables de grimpehaut d’'un tube en 15s. Les barres
d’erreurs correspondent a l'erreur standard a la yeone. Les étoiles indiquent une

différence significative (*** g0,001; test de Tukey).

Pour visualiser les neurones dopaminergiques nemssautilisé le systemeAS-Galdpour
exprimer spécifiquement la GFP dans les neuronpardimergiques grace au drivBEd-Gal4
(TH-Gal4 x UAS-mCDS8::GFP La tyrosine hydroxylase (TH) est une protéingliquée
dans la biosynthése de la dopamine et est exprispéeifiguement dans les neurones
dopaminergiques (Friggi-Grelin et al., 2003). Unrqueage avec des anticorps dirigés contre
la GFP a permis d’identifier les différents neur®depaminergiques présents chez la larve et
chez I'adulte.

[11.3.2.1. Les neurones dopaminergiques chez la lae.
Les larves de If™ stade femelles sont récupérées et gardées pdiserda dissection du
cerveau et 'immunohistochimie. Aprés marquage aescanticorps dirigés contre la GFP on

obtient les images présentées sur la figure 53i€kimgue les différents clusters de neurones
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dopaminergiques aussi bien pour le groupe non €x(asSO) que pour le groupe exposé
(dieldrine, 1uM).

ffefeflefele fofo

AM AL

Figure 53: Les neurones dopaminergiques dans levesiu des larves de A" stade
exposées a la dieldrine (TH-Gal4>UAS-mCD8::GFR)A) Schéma de la localisation des
neurones dopaminergiques dans le cerveau de | ldevIIf™ stade, d’aprés Friggi-Grelin
et al., 2003. (B, C) Les larves sont élevées sumilieu contenant ou non de la dieldrine
(1uM). Les cerveaux des larves de™fistade (TH-Gal4>UAS-mCD8::GFP, expression
spécifique de la GFP dans les neurones dopamineegigsont ensuite disséqués puis une
immunohistochimie est réalisée pour mettre en éceela présence de GFP. (B)
Visualisation des neurones dopaminergiques du eerekes larves témoins (DMSO, n=19).
(C) Visualisation des neurones dopaminergiques dweau des larves exposées a la
dieldrine (1uM, n=16). (Axio Observer Z1; Plan Apbromat 20x, ON=0,75; Carl Zeiss,
SAS).

J'ai alors compté le nombre de neurones dopamipgegi correspondant a chaque cluster
pour les cerveaux de larves exposées ou non &l@ride. Les résultats sont présentés sur la
figure 54. On constate que quelque soit le clustnsidéré le nombre de neurones
dopaminergiques ne varie pas entre les cerveauxadess exposées et non exposées a la
dieldrine. Le nombre de neurones dopaminergiqueésmsnoyenne de 5%8&,0 pour le
groupe témoin (comptage réalisé sur 19 cerveaude€i9,61,8 (comptage réalisé sur 16
cerveaux) pour le groupe exposé a la dieldrineyila donc pas de différence significative
entre le groupe témoin et le groupe exposé a ldrdie (p>0,05; test de Tukey).
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Figure 54: Quantification du nombre de neurones daminergiques dans le cerveau de la
larve. Les larves sont élevées sur un milieu contenanhau de la dieldrine (1uM). Les
cerveaux des larves defstade (TH-Gal4>UAS-mCD8::GFP) sont ensuite dis$&gouis
une immunohistochimie est réalisée pour visualsgmeurones dopaminergiques. Pour tous
les cerveaux analyseés (larves témoin n=19, larvgmsées a la dieldrine n=16), le nombre
de neurones de chaque cluster est noté. Les balerseurs correspondent a l'erreur
standard a la moyenne.

[11.3.2.2. Les neurones dopaminergiques chez I'adtd.

La méme expérience que précédemment a été reatisgecette fois, le nombre de neurones
dopaminergiques a été évalué dans le cerveau dssplriles adultes agées de 5 ou 10 jours
et exposées ou non a la dieldrine tout au longdeMie.

Pour le cerveau des femelles agées de 5 joursmiages obtenues sont présentées sur la
figure 55 (groupe témoin, n=32 et groupe exposé di¢ldrine, n=27). On est capable de
visualiser les différents clusters de neurones mhipergiques (Figure 55A). Ensuite nous
avons essayé d’évaluer les variations du nombreedeones dopaminergiques. Un comptage
précis n'a pas pu étre réalisé a partir de mesasa@ependant, une diminution des neurones
dopaminergiques a pu étre constatée au niveawdteclPPM3 pour 40,7% des cerveaux des
femelles exposées a la dieldrine (Figure 55B et C).

Pour le cerveau des femelles agées de 10 jourshserve également une perte de neurones
dopaminergiques au niveau du cluster PPM3 dang/80&s cas (groupe témoin, n=29 et

groupe exposé a la dieldrine, n=26).
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A Schéma du cerveau d'un drosophile adulte |B Femelles non exposées (dmso) C Femelles exposées a la dieldrine (1pM)

Figure 55: Les neurones dopaminergiques du cerveadulte des femelles exposées a la
dieldrine. (TH-Gal4>UAS-mCD8::GFP).(A) Schéma de la localisation des différents
clusters de neurones dopaminergiques du cervediadigite comparé a une image obtenue
pour un cerveau entier (d’aprées Friggi-Grelin et,a2003). (B, C) Les femelles sont élevées
sur un milieu contenant ou non de la dieldrine (QulMes cerveaux des adultes agés de 5
jours (TH-Gal4>UAS-mCD8::GFP, expression spécifigde la GFP dans les neurones
dopaminergiques) sont ensuite disséqués puis umemmwohistochimie est réalisée pour mettre
en évidence la présence de GFP. (B) Visualisatemreeurones dopaminergiques du cerveau
des femelles non exposées (DMSO, n=32). (C) Vsaialn des neurones dopaminergiques
du cerveau des femelles exposées a la dieldrin®,(x27). Le cercle rouge montre une
perte de neurones dopaminergiques (cluster PPM8} [gocerveau de femelles exposées a la
dieldrine. (Axio Observer Z1; Plan Apo chromat 2@N\=0,75; Carl Zeiss, SAS).

L’analyse précédente par microscopie optique nguerianis de mettre en évidence un déficit
au niveau des neurones dopaminergiques aprés ggpasila dieldrine. Cependant ceci ne
nous a pas permis de savoir s’il y avait d’autredifications sur la structure du cerveau.
Nous avons alors décidé d'utiliser la techniquendgerie par résonance magnétique (IRM).
En effet, cette technique peut étre utilisée posualiser la structure du cerveau chez la
drosophile.

L’étude a été menée sur des drosophiles exposéasnoal la dieldrine agées de 5 ou 10 jours.

Les premiéres images que nous avons obtenues avainésolution de 10.10.80um pour un
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temps d’acquisition de 1h30. Pour chaque cerveaensemble de 5 coupes a été obtenu.
Chaque coupe a été analysée visuellement pourroleheades différences entre les cerveaux
exposes et les cerveaux témoins. Dans une mag®itgerveaux exposeés, des anomalies de
signal ont été constatées au niveau de 2 coupesomiiprésentées sur la figure 56. On
constate une baisse de signal dans une régionrdeacepour les femelles agées de 5 jours
exposées a la dieldrine. Cette baisse de signaussi retrouvée chez les femelles agées de
10 jours dans la méme région du cerveau mais pparait plus importante. Une baisse du
signal (avec la séquence particuliere utilisée) génet synonyme soit d’une diminution de la
concentration en eau dans la région considéréedsoie augmentation de la mobilité des
molécules d’eau. Dans tous les cas il s'agit d'mmedification certaine de la structure

tissulaire de la région considérée pouvant étreesiignneurodégénérescence.

femelles non exposées (dmso) femelles exposées (1uM)

5 jours

10 jours

Figure 56: Images IRM permettant de visualiser ldérgcture du cerveau des drosophiles
exposeées a la dieldrind.es femelles sont élevées tout au long de la vieesoabsence
(DMSO) ou en présence de dieldrine 1uM. Les drasegmhagées de 5 ou 10 jours, sont
introduites dans un capillaire rempli d’huile flumearbonée puis I'ensemble est placé dans
un spectromeétre 9,4T. La résolution des imagesnolete est de 10.10.80um pour un temps
d’acquisition de 1h30. Les fleches blanches metargvidence les défauts dans la structure

du cerveau des femelles exposées a la dieldrine.

Nous avons essayeé d’améliorer la résolution dega@sigour pouvoir préciser les régions
affectées. Pour cela, une autre séquence d’adquoigiermettant d’obtenir des images avec

une résolution plus fine (10.10.20um) a été miselawe (temps d’acquisition 4h). Cette
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nouvelle séquence d’impulsions a généré un ensed®I25 coupes pour chaque cerveau
imagé. Cette étude a permis d’annoter certainastates du cerveau visibles en IRM (Figure
57). On distingue le protocerebrum, la lamina,ltdses antennaires (centre de traitement de

I'olfaction) ou encore le ganglion sub-oesophadeamtre de traitement de la gustation).
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Figure 57: Annotation des différentes structures dierveau de la drosophile visibles en
IRM. Les coupes histologiques (7um d’épaisseur) onbléténues sur le site de l'université
de Freiburg (http://filab.biologie.uni-freiburg.d&tlas/text/paraffinFi.html). Les images IRM
ont été obtenues a partir d’'une drosophile agéel@gours introduite dans un capillaire

rempli d’huile fluorocarbonée puis I'ensemble esacg dans un spectrométre 9,4T. La
résolution des images IRM est de 10.10.20um pouemnps d’acquisition de 4 heures. Les

fleches mettent en évidence les différentes streetmn cerveau de la drosophile.
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Cette séquence d'impulsions a alors été utilisée pétude des cerveaux des drosophiles
exposées ou non a la dieldrine dgées de 5 ou 18. jblous avons a nouveau analysé
visuellement chaque coupe obtenue pour les 2 agxviEéanoins et les 4 exposés qui ont été
imagés. Cette étude a révélé des anomalies enajéiars 4 coupes sur les 25 pour les
cerveaux des drosophiles agées de 5 jours expasiedieldrine (en comparaison avec les
cerveaux témoins) (figure 58). On obtient cetts fiés images avec une meilleure définition
du cerveau de la drosophile. On peut ainsi défesrstructures affectées chez les femelles

exposees a la dieldrine: la medulla et le protdirera (Figure 58).
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Figure 58: Images IRM permettant de visualiser largcture du cerveau des drosophiles,
agées de 5 jours, exposées a la dieldrines femelles sont élevées tout au long de laoiie s
en absence (DMSO) ou en présence de dieldrine Lg®drosophiles, agées de 5 jours, sont
introduites dans un capillaire rempli d’huile flumcarbonée puis I'ensemble est placé dans
un spectrometre 9,4T. La résolution des images dest10.10.20um pour un temps
d’acquisition de 4 heures. Les lettres A, B, C espondent a des coupes différentes du
cerveau de la méme drosophile. Les fleches jaurmstremt les modifications dans la
structure du cerveau des femelles exposées aldride Le prorocerebrum, la medulla sont

altérés aprés I'exposition a la dieldrine.
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Pour les femelles agées de 10 jours, les imagesnods pour 1 cerveau témoin et 4 exposeés
ont été analysées. On observe une zone d’hypogigualles femelles exposées a la dieldrine
(Figure 59). Les structures affectées sont le peybrum, le lobe antennaire et la medulla.
Les défauts dans la structure du cerveau de laopihds agée de 10 jours apparaissent plus
importants que chez la drosophile agée de 5 jdies. femelles exposées a la dieldrine
présentent donc une modification de la structureetveau qui devient plus importante avec
'age. De plus cette modification signifie la prase d’'un tissu moins dense qui pourrait

résulter d’'une neurodégénérescence.
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Figure 59: Images IRM permettant de visualiser ldérscture du cerveau des drosophiles
agées de 10 jours, exposées a la dieldrines femelles sont élevées tout au long de lapitie s
en absence (DMSO) ou en présence de dieldrine Liesl.drosophiles, agées de 10 jours,
sont introduites dans un capillaire rempli d’huilelorocarbonée puis I'ensemble est placé
dans un spectromeétre 9,4T. La résolution des imaggtsde 10.10.20pum pour un temps
d’acquisition de 4 heures. Les lettres A, B, C espondent a des coupes différentes du
cerveau de la méme drosophile. Les fleches jaurmstremt les modifications dans la
structure du cerveau. Le prorocerebrum, la med@tales lobes antennaires sont altérés

apres I'exposition a la dieldrine.
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La résolution des images IRM a été améliorée aurdabioe permettant une premiere
annotation des structures du cerveau de la drdgoptr les images. Nous avons pu ainsi
déterminer les structures du cerveau affectées ledsefemelles exposées a la dieldrine : la
medulla, le protocerebrum et le lobe antennaires €teuctures sont impliquées dans le
traitement d’informations concernant I'olfactiorolje antennaire), la vue (la medulla) et la
locomotion (protocerebrum). Le protocerebrum estmuse de plusieurs structures dont le
complexe central impligué dans le contrdle de laaation chez la drosophile (Strauss,
2002). Nous pouvons faire I'hypothése que la rédoctle I'activité locomotrice chez les

femelles exposées a la dieldrine est due a unaurpation des structures du cerveau

impliquées dans la locomotion.

L’exposition a la dieldrine provoque donc une dé&géacence de certains neurones
dopaminergiques (cluster PPM3) chez la drosophilédge adulte. L'étude par IRM a

également mis en évidence un défaut dans la steudticertaines parties du cerveau comme
le protocerebrum ou le lobe antennaire. La neur@d@gscence et la modification de la
structure du cerveau peuvent conduire a des désordans le fonctionnement et le
métabolisme du cerveau. Nous avons donc voulu rdéter si ces deux phénoménes
s’'accompagnaient d’'une perturbation du métabolisinez les drosophiles exposées a la

dieldrine.

I11.4-Exposition chronigue a la dieldrine: conséages sur le métabolisme.

Nous nous sommes posé la question de savoixpd&tion a la dieldrine se traduisait
par une modification du métabolisme. Pour répordoette question nous avons utilisé une
technique particuliere de RMN: la technigue HRMABigh Resolution Magic Angle
Spinning). Cette technique permet I'obtention decsgs RMN avec une haute résolution de
maniere non invasive eh vivo (Righi et al.,, 2010). Elle combine la spectroseopar
résonance magnétique (SRM) et la rotation de I'éiillen (HRMAS). Les drosophiles sont
placées dans un rotor spécifique qui va étre inttathns le spectrometre (Figure 60A). La
rotation a 2630Hz du rotor est ensuite effectuéen angle particulier (54,7°) de I'axe du
champ magnétique permanent encore appelé anglemeaffrigure 60B). Cette technique

permet de se libérer partiellement des probléemés & I'hétérogénéité du substrat, se
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traduisant par une augmentation du rapport sigmabguit et de la résolution du spectre de

haute résolution ainsi obtenu.

A B —»
B@
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]:I:HI <+—Bouchon
<+<—Rotor LT
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e ¢ h
gl «
(g = <+—Insert avec I'échantillon

Figure 60: Dispositif utilisé pour les expérienceke spectroscopie HRMASA) Schéma du
rotor utilisé durant les expériences. La drosophélst introduite dans un insert lui-méme
placé dans le rotor fermé par un bouchon. (B) Rositement schématique du dispositif

(rotor, insert, drosophile) dans le spectrométre6ll7(B) a 'angle magiqued=54,7°).

Cette étude a été menée en duo avec un autre aaictbe I'équipe, Nicolas Joudiou. Les

expériences ont été réalisées sur des groupes dimddphiles exposées ou non a la dieldrine
(1uM) et a des ages differents (5, 10 et 20 joiNsus avons obtenu des spectres ~"mouche
entiere”” pour un temps d’acquisition de 20 minuksur les témoins, les spectres obtenus

correspondent a la figure 61 quelque soit I'age.

Sur le spectre obtenu, on observe des pics quesmondent a des petits métabolites, a des
acides gras ou encore a des sucres. Les spechtetsgbd’abord normalisés en utilisant la
méthode PULCON disponible sur les spectrometres @rukVider and Dreier, 2006).
L’identification des signaux a été obtenue classiment, a partir d’'une expérience de RMN a
2 dimensions homonucléaire TOBSY (Andronesi et 2008) et par comparaison avec la
littérature (Righi et al., 2010). On peut noter dee pics les plus importants correspondent
aux acides gras. Un agrandissement de la zone fda Bppm) permet de visualiser les
différentes especes présentes comme Blalanine, la phosphocholine (PhC), la

phosphoéthanolamine (PhEth) ou encore la tauriigei@ 61).
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Figure 61: Spectre HRMAS obtenu pour une drosophitémoin. Les drosophiles sont

anesthésiées au froid et introduites dans l'ingarts dans le rotor. Le dispositif est placé
dans le spectrométre 17,6T. Un spectre est obtemasaun temps d’acquisition de 20
minutes. Des spectres similaires sont obtenus fmuies les drosophiles témoins quelque soit
'age (5, 10 ou 20 jours). (PhC) phosphocholinehEEh) phosphoéthanolamine. (*) pics
correspondant aux bandes de rotation (a ne pas gmemrn compte). Les fleches rouges

correspondent aux pics utilisés dans I'analyse@nmosantes principales (ACP).

Les spectres ont ensuite été obtenus a partirasophiles exposées a la dieldrine (1uM). La
comparaison des spectres des femelles agées dessexposées ou non a la dieldrine est
présentée sur la figure 62. Des résultats idergigoat obtenus pour les femelles agées de 10
jours. On constate que les spectres avec et saltkide ne sont pas equivalents et que des
différences importantes sont visibles au niveau gles qui correspondent aux acides gras
((CHy)n 1.33ppm; CHCCO 1.58ppm; CHKC= 2.02ppm; CHCO 2.24ppm et CH=CH
5.33ppm), au glycérol (4.10, 4.30, 5.22ppm), a hagphocholine (3.22, 4.14ppm) et a la
phosphoéthanolamine (3.22, 3.98ppm). On observaumi@ution du taux des acides gras et
du glycérol apres I'exposition a la dieldrine. Aontraire les pics correspondant a la
phosphocholine et a la phosphoéthanolamine onsuriace plus importante apres exposition
a la dieldrine, indiquant une augmentation du tdences deux phospholipides. Il est & noter
gu’'on n'observe aucune différence pour le pic gpomdant a la taurine qui est un agoniste
des récepteurs GABA (cible de la dieldrine) cheaviertébrés (Sergeeva, 2013).
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On peut également noter que chez les femelles égpoa la dieldrine, on observe une
augmentation des pics qui correspondent aux s(@y2<tppm). Un spectre du milieu flocons
sur lequel sont élevées les drosophiles montrgidesen particulier dans la zone des sucres.
Si la drosophile a ingéré de la nourriture justarav’expérience ou si elle en présente sur le
corps, le spectre “"mouche entiére”” sera moddriqulierement dans la zone des sucres. |l
faudrait donc quantifier la prise de nourriture alesophiles pour savoir si la différence
observée est due soit a la prise de nourritureend compte d’'une réelle différence entre les

femelles exposées et les femelles non exposéediéldaine.
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Figure 62: Différences entre les spectres obtenwsiples femelles exposées (rouge) ou non
(bleu) a la dieldrine.Les drosophiles sont anesthésiées au froid etdnites dans l'insert
puis dans le rotor. Le dispositif est placé dansspectrometre 17,6T. Les spectres sont
obtenus aprés un temps d’acquisition de 20 minligspectre bleu correspond aux femelles
témoins (age: 5 jours) et le spectre rouge corregpanx femelles exposées a la dieldrine
1uM (&ge: 5 jours). Les fleches rouges indiquerdg angmentation de la surface des pics
aprés exposition a la dieldrine, qui correspondeéntla phosphocholine (PhC) et a la
phosphoéthanolamine (PhEth). Les fleches bleuesuadt les pics qui ont diminué en

surface aprés exposition a la dieldrine et qui espondent aux lipides et au glycérol.

L’analyse des spectres a ensuite été réalisée apanéthode d’analyse par composantes

principales (ACP). Cette méthode permet de premirecompte n variables (chaque pic
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contenu dans le spectre) pour p échantillons (dloespexposées ou non a la dieldrine). Les
données sont ensuite projetées sur un plan a 2ndiares pour faciliter la visualisation des
résultats en essayant de garder le maximum d’irdbams possibles. Lors de notre étude 6
variables ont été prises en compte pour tous ledrggeobtenus (Figure 61, fleches rouges).
Nous avons choisi des variables qui apportentus glinformations possibles et qui évitent la
redondance (variables qui apportent la méme infooma Les résultats présentés sur la
figure 63 mettent en évidence deux groupes distindh premier groupe englobe toutes les
drosophiles non exposées (points bleus) et lesoghiles agées de 20 jours exposées a la
dieldrine (ronds rouges). Un autre groupe englahdesnent des drosophiles exposées a la

dieldrine agées de 5 et 10 jours (carrés et treangiuges).
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Figure 63: Résultat de l'analyse par composantesinpipales des différents spectres
obtenus. (A) Cercle des corrélations permettant de viswaliges 6 variables prises en
compte. (B) L’analyse prend en compte 6 variabbespics identifiés par des fleches rouges
sur la figure 61) pour tous les spectres analygésqpectres: 9 correspondant aux femelles
5J--, 9 correspondant aux femelles 5J++, 6 correggant aux femelles 10J--, 7
correspondant aux femelles 10J++, 9 correspondant &emelles 20J-- et 5 correspondant
aux femelles 20J++). Les 2 axes factoriels fonéréfice & une combinaison linéaire des 6
variables (facteur 1: 60,71% et facteur 2: 16,4086jt une inertie cumulée de 77,11%.

Pour les drosophiles exposées a I'insecticide,iserwve une distribution linéaire selon I'axe

des abscisses: plus les drosophiles sont jeunssiglprofil métabolique est différent des
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individus témoins. Cette méthode permet donc deésgmter les données de maniere lisible et
de discriminer plusieurs groupes qui mettent edange un profil métabolique différent chez
certaines drosophiles exposées a linsecticide. DPAa mis en évidence un profil
métabolique identique entre les femelles agéeddels exposées ou non a la dieldrine. Ce
résultat peut s’expliquer par le fait qu’'a 20 jolagplupart des drosophiles femelles exposées
a la dieldrine a une concentration de 1uM sont esortes drosophiles qui ont survécu se
comportent comme les femelles témoins (DMSO), tildemc logique d’obtenir des spectres

semblables pour ces deux populations de drosophiles

L’étude du métabolisme des drosophiles par la igalenRMN «HRMAS», a permis de

mettre en évidence des profils métaboliques diffisrechez les individus exposés a la
dieldrine. En effet, ces résultats montrent deifices pour les acides gras, le glycérol et
certains métabolites (phosphocholine et phosphnéthmine) entre les individus exposés ou
non a la dieldrine dés I'age de 5 jours. Ces ramilpourraient indiquer une perturbation

possible dans le stockage de réserves énergétigaeda drosophile.

[11.5-Exposition chronique a la dieldrine: effetrdiacétylation des histones.

Les maladies neurodégénératives sont souventi@ssades modifications au niveau
de I'épigénome (Collotta et al., 2013, MiglioreGappede 2009). Par exemple il a été montré
gue des modeles chez la drosophile de la choréridéngton ou de la maladie de Parkinson
présentaient des défauts dans l'acétylation detipes comme les histones (Pallos et al.,
2008; Steffan et al., 2001; Outeiro et al., 200FAu&hg et al., 2009). Les modifications des
histones comme la méthylation, I'ubiquitinylatida, phosphorylation ou l'acétylation sont
impliquées dans de nombreux mécanismes comme lam&iapprentissage, la croissance,
le développement ou encore I'apoptose (Kanthasanay.,e2012). D’autre part, on sait que
certains produits phytosanitaires (Anway et al.030peuvent étre aussi a l'origine de
modifications de [I'épigénome, voire des modificato épigénétiques qui peuvent se
transmettre a la descendance. Dans le cas deldisinke il a été montré chez la souris qu’une
exposition a cet insecticide induisait I'acétylataes histones H3 et H4 dans des cultures de
neurones dopaminergiques (N27). De plus, les sexpssées durant 30 jours a la dieldrine
(5mgl/kg tout les 3 jours) présentaient une hypeyttén des histones H4 au niveau du
striatum et de la substance noire (Song et al., 20dus avons donc cherché a savoir si des
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modifications de I'épigénome pouvaient étre induitehez la drosophile exposée a la
dieldrine. Chez cette derniére, ces modificationacernent essentiellement les histones,
I’ADN de la drosophile étant peu méthylé.

Nous nous sommes plus particulierement intéresséd@mcétylation des histones. Ce
processus est réalisé par les histones acétyférases (HATS) et permet le relachement de
la structure de la chromatine et donc I'accessibilie 'ADN aux facteurs de transcription.
Au contraire, les histones désacétylases (HDACs) &d'origine d’une hypoacétylation des
histones ce qui provoque une condensation de @r@tine et conduit a la répression de la
transcription. Une perturbation dans la balanceedtdctivité des HATs et des HDACs peut
conduire a l'apparition de processus neurodégéfgeet particulier une perte de l'activité
des HATs (Saha et Pahan, 2006).

Dans un premier temps nous avons voulu savoir sgrelit I'effet de la trichostatine A, un
inhibiteur des HDACS, sur le phénotype locomotees drosophiles exposées. Si I'exposition
a la dieldrine induit des modifications de I'acétipn des histones a l'origine du déficit
locomoteur, alors l'utilisation de la trichostatike devrait soit sauver le phénotype soit
aggraver le phénotype des drosophiles exposéeslialthine. Des drosophiles femelles ont
donc été exposées simultanément a la dieldrine J1gtM la trichostatine A (10mM) puis
I'activité locomotrice a été mesurée. Les résultditenus sont présentés sur la figure 64.
Nous avons tout d’abord vérifié que la trichostti seule, a la dose utilisée n’avait pas
d’effet sur I'activité locomotrice. On constate gpies traitement a la trichostatine A, 82,7%
des drosophiles arrivent en haut du tube contr@%our le contréle. La trichostatine A
seule ne montre donc pas d'effet sur I'activitéolmotrice dans nos conditions. Lorsque les
femelles sont exposées simultanément a la dielddirge la trichostatine A, elles présentent
une activité locomotrice normale puisque 79,3%iddidus arrivent en haut du tube, alors

gue seulement 30,5% des drosophiles exposéeseldarte arrivent en haut du tube.

La trichostatine A permet donc de sauver le phgretles femelles exposées a la dieldrine.
Cette molécule provoque [linhibition des histoneéadktylases et donc induit une
augmentation de l'acétylation des histones. On pleuwic déja proposer que la dieldrine
induirait une diminution de I'acétylation des histerresponsable du déficit locomoteur des

drosophiles.
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Figure 64: La trichostatine A restaure le phénotypecomoteur des femelles exposées a la
dieldrine. Les femelles sont élevées tout au long de laoiiees absence de dieldrine et de et
trichostatine A { -, n=84), soit en présence de trichostatine A 10mM, (n=77), soit en
présence de dieldrine 1uMt (-, n=77) ou soit en présence de dieldrine 1uM et de
trichistatine A 10mM+« +, n=84). L’activité locomotrice a été mesurée sas lemelles agées
de 11 jours et correspond au pourcentage de drategpbapables de grimper en haut d’un
tube en 15s. Les barres d’erreurs correspondefgraglur standard a la moyenne. Les étoiles

indiquent une différence significative (***,001; test de Tukey).

Dans un second temps, nous avons voulu veérifieésdtat en étudiant I'activité locomotrice
d’'un mutant perte de fonction d'une HDAC exposéaadieldrine. D’apres les résultats
précédents, nous nous attendons a récupérer, aus rani partie, une activité locomotrice
normale. Pour cela nous avons utilisé la souefreZ}Rpd3*°® ry>%YTM3, ¥ st Seft
(BL:11633). Le géndkpd3code une HDAC qui induit la désacétylation desdiéslysines
des histones H3 et H4, et qui ne montre donc paspdeificité particuliere vis-a-vis d’'une

histone ou d’une lysine particuliére. L'alléRpd3*>%°

est décrit comme un alléle nul ou
fortement hypomorphe (Chen et al., 1999) résulilenitinsertion d’'un élément P dans 'unité
de transcriptionRpd3 (a 47pb du site d'initiation de la transcriptiogtekminée par le
Berkeley Drosophila Genome Project). Ces auteurs ont montré que lesryemd
hétérozygotes pour cet allele avaient un taux té@tlexpression d&kpd3dans la téte et qu'il
n'y avait aucune expression dans les embryons hggotes. Nous avons voulu éliminer le
chromosome balanceuFM3 pour effectuer le test de climbing pour étre sque les
mutations portées par ce chromosome n’interférgoast avec I'activité locomotrice ou la

sensibilité a la dieldrine. Nous avons donc réalisécroisement avec la souche Oregon-R
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Activité locomotrice (%)

jusque-la utilisée. Le croisement a été effectuéusumilieu contenant de la dieldrine a la

:94556

concentration de 1puM. Les femelles F{PZ}Rpd ry>°Y+ ont ensuite été utilisées pour

le test de climbing. Les résultats sont présentéfadigure 65.
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Figure 65: Activité locomotrice des femelles (P{Hid
dieldrine. L’activité locomotrice des femelles (P{PZ}RPE ry°*°%+) en absence®, n=63)

ou en présence de dieldrine 1uM, (n=70) a été comparée a celle des femelles Ord&yon-
exposées®, n=84) ou non Q, n=77) a la dieldrine 1uM au cours du temps. Liaité
locomotrice est mesurée toute les semaines damswironnement spécifique (voir matériel
et méthodes) et correspond au pourcentage de dndsspcapables de grimper en haut d’'un
tube en 15s. Les barres d'erreurs correspondente&relur standard a la moyenne. Le
graphique met en évidence une amélioration de iVdét locomotrice chez les femelles
(P{PZ}Rpd3***°ry*°Y+) comparé aux femelles Oregon-R exposées a ldrifie. Les étoiles

indiquent une différence significative (¥@,05; ** p<0,01; *** p <0,001; test de Tukey).

On constate que les femelles F1 témoiR§PZ}IRpd3***® ry>°%+, exposées au DMSO

montrent une activité locomotrice semblable a cddle femelles Oregon-R témoins. Lorsque
les femelles F1P{PZ}Rpd3**° ry*°Y+ ont été exposées & la dieldrine, leur activité
locomotrice est réduite, mais d'une facon moindmmpgarée aux femelles Oregon-R

exposees. En effet, I'activité locomotrice est itelau jour 4, mais ensuite elle n’évolue pas
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et finalement au jour 18 l'activité locomotrice des P{PZ}Rpd3*>>® ry*°Y+ exposées est
semblable a celle des témoins. On constate don@mn@ioration de I'activité locomotrice
pour les femelles exposées a la dieldrine qui ptésé une dose en moins du gé&yml3 Une
diminution de la quantité de 'THDAC RPD3 permet date sauver partiellement le déficit
locomoteur lié a I'exposition a la dieldrine. Césultats sont tout a fait en accord avec ceux
obtenus avec la Trichostatine A.

Dans un troisieme temps, nous avons voulu testéfietl’ d’'une mutation cette fois dans une
HAT. En effet, d’'apres les résultats précédents, ding@nution de l'activit¢ HAT devrait
aggraver le déficit locomoteur induit par la digkd: Pour cela nous avons voulu utiliser la
souchey® W' Gcn5i8%S pIFRT(W)2A €/TM3, P{ActGFP}JMR2, Sér(BL: 9334) qui
porte un alléle perte de fonction du g&Ben5 (Carré et al., 2005). Le gelgn5 code une
HAT impliquée principalement dans l'acétylation dgsines K9 et K14 de l'histone H3.
Comme précédemment nous avons utilisé les femefigsy' w''¥+; Gcn5iees
P{FRT(W9}2A €/ + issues du croisement 9334 x Q@ Oregon-R. Au cours du test de
climbing, nous avons constaté que les femelleg'Fi*8+; Gen5RES P{FRT(W9}2A €Y +
témoins, exposeées juste au DMSO, présentaientaiivité@locomotrice tres réduite. En effet,
peu d’entre elles arrivaient en haut du tube penlgaiemps imparti. En fait elles se remettent
bien du choc de départ, commencent a grimper, paEsen ligne droite et de plus elles ont
tendance a vouloir redescendre, d’ou le petit nenglor arrive en haut du tube. Il nous a donc
éte pratiguement impossible d’évaluer I'effet deptate d’'une dose décn5 sur le déficit
locomoteur induit par une exposition a la dieldrib&xposition a la dieldrine des femelles
F1y' W+ Gen5RBS P{FRT(W'}2A €/ + conduit & une perte quasi-totale de la mobilité.
Pratiguement aucune F1 n’atteint le haut du tulies Bnt beaucoup de mal a se remettre du
choc de départ et montrent ensuite tres peu delioklependant, compte tenu du phénotype
du témoin, il est tres difficile d’affirmer que [gerte d’'une dose décn5 aggrave le déficit
locomoteur induit par la dieldrine. D’autres expéides seront nécessaires pour I'affirmer, en

choississant un autre test locomoteur par exemple.

Les résultats précédents nous ont montré que I'éiqgnos: la dieldrine devait conduire a une
modification du degré d’acétylation des histoneégles particulierement une diminution du
taux d’acétylation. Nous avons cherché a savadiesposition a la dieldrine engendrait une

modification globale du taux d’acétylation des his, et si les histones H3 étaient affectées.
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L’acétylation des histones a été étudiée a paditées provenant de drosophiles adultes
exposées ou non a la dieldrine, pour deux ages62aurs. Une analyse par western blot a
été réalisée pour déterminer tout d’abord la qtamtihistones H3 acétylées. Les résultats
sont présentés sur la figure 66. Pour les feméliges de 2 jours, la quantité d’histones H3
acétylées est similaire chez les témoins et clemntbvidus exposés a la dieldrine. Cependant
pour les femelles agées de 6 jours, une différamtee les deux groupes est observée.
L’acétylation des histones H3 apparait plus impudgachez les témoins. Cependant la
différence d’acétylation des histones H3 entre desix groupes n’'est pas significative

(p>0,05, test de Tukey). Ce résultat suggere néarmmpie la dieldrine pourrait induire une

baisse globale de I'acétylation des histones H3 perifemelles exposées a l'insecticide en

particulier au niveau du cerveau.

1.0- [ ] omso
R 1um

0.8+ -1

0.6

0.4

ratio H3ac/H3

0.2+

0.0

2 jours 6 jours

Figure 66: Quantification de I'acétylation des highes H3 chez des femelles exposées a la
dieldrine. Les femelles sont élevées tout au long de la wiabsence ou en présence de
dieldrine. Une extraction d’histones est réalisépaatir des tétes de drosophiles agées de 2
ou 6 jours exposées (gris) ou non (blanc) a ladtise 1uM. L'acétylation des histones H3
est ensuite évaluée par Western blot. Les barreselirs correspondent a I'erreur standard
a la moyenne. Le graphique ne montre pas de diftéreignificative pour I'acétylation des

histones H3 entre les femelles exposées ou nodialtxine.

De plus, ces résultats sont en accord avec legiernpés précédentes car la trichostatine A
(favorise I'état acétylé des histones) restaurephenotype locomoteur des drosophiles
exposees a la dieldrine. Il serait également isszngt de regarder I'état de I'acétylation des

histones H4.
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[11.6-Un transporteur ABC impligué dans la sensi@ila la dieldrine?

Au cours des expériences précédentes concerrgtotld du réle des HDACs ou
HATs dans le déficit locomoteur induit par la diéh&, nous avons rencontré un probleme
qui finalement peut se révéler intéressant. Nousimos tester I'effet d'une perte de fonction
dans deux genes codant des HATSs différentes, argasjoe (nej) qui code la CBP d&bcnh
Le génenejavait été choisi car une étude menée chez lassauait montré une augmentation
de la protéine CBP apres une exposition a la dreditans des cellules dopaminergiques en
culture (Song et al., 2010). Pour cela, la sougfi¢ nej[3]/FM7c (BL: 3729), qui porte un
alléle nul denejire, a été utilisée. Cette souche étant dans un fondtiggle mutant pour
white, nous avons comparé l'effet de la dieldrioeI&ctivité locomotrice des femelleg[*]
nej[3]/FM7c et des femelles*® comme témoins. Au cours du test de climbing, rauens
rapidement constaté que les femelles témam¥ ne réagissaient pas de la méme facon que
les femelles Oregon-R & la dieldrine. En effettlidt locomotrice des femelles*''® n’est
pas affectée par I'exposition a la dieldrine, caimément a ce qui est observé pour les
femelles Oregon-R. Méme aprés plus de trois semmapias de 60% des femellas''® sont
toujours capables de grimper qu’elles soient exgo®& non a la dieldrine (figure 67) alors
gu’a cet age la plupart des femelles Oregon-R egmsont mortes. Il apparait donc que le
mutantw'**8 présente une sensibilité & la dieldrine moindrelgsi@rosophiles Oregon-R.

Le genewhite code pour un transporteur ABC qui joue un role danignsport des pigments
de I'ceil. Le transporteur White pourrait donc jouerréle dans la neurotoxicité vis-a-vis de

la dieldrine.
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Figure 67: Activité locomotrice des femelles'\ exposées a la dieldrinel’activité
locomotrice des femelles*t% en absence®, n=49) ou en présence de dieldrine 1pM, (
n=42) a été comparée a celle des femelles OregerpgRsées®, n=77) ou hon O, n=84) a

la dieldrine 1uM au cours du temps. L’activité lowatrice est mesurée toute les semaines
dans un environnement spécifique (voir matériehéthodes) et correspond au pourcentage
de drosophiles capables de grimper en haut d'unet@m 15s. Les barres derreurs
correspondent a l'erreur standard a la moyenne. dgmphique met en évidence que
I'exposition & la dieldrine des femelled®\n’affecte pas leur activité locomotrice. Les ésil

indiquent une différence significative (*<0,01;*** p <0,001; test de Tukey).
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Le but de ce travail était de savoir si on pouvaddéliser chez la drosophile la
neurodégénérescence induite par des insecticidestoriques chez 'homme. Pour cela la
dieldrine a été choisie car elle semble étre umetacfavorisant la maladie de Parkinson.
L’étude s’est donc portée sur I'effet d’'une expiositchronique a la dieldrine sur la souche de
drosophiles Oregon-R. Les doses de dieldrine qus agons utilisées sont des doses faibles,

le plus proche possible de ce qui peut étre reéaans la nature.

IV.1-La dieldrine induit une neurodégénérescenazdh drosophile.

La neurodégénérescence peut se traduire chepdaptile par plusieurs phénotypes
comportementaux: une diminution de la durée de wedéficit d’activité locomotrice, une
perte de la capacité d’apprentissage ou de la niértigirth, 2010). Lors de cette étude, nous
avons donc choisi de nous focaliser sur la durégedet I'activité locomotrice.

La durée de vie de la drosophile est comprise effiret 120 jours, et dépend de la nature de
I'alimentation et de facteurs de stress (Pipen.e2805; Pletcher et al., 2005). Par exemple,
une source de nourriture riche en sucres et eresténbl (e.g; 15% sucres/levure) diminue la

durée de vie des drosophiles (Figure 68).
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Figure 68: Durée de vie de la drosophile en fonctidu régime alimentaireLa drosophile

vit moins longtemps en présence d’'un milieu rice Gupplémenté en cholestérol et en
sucres. (d'apres Hirth, 2010).
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De plus, il a été montré dans de nombreux modelesaladies neurodégénératives chez la
drosophile, une altération de la durée de vie (8hnlet al., 2003). Ces similarités entre les
facteurs influencant le vieillissement et la dudéevie chez 'hnomme et chez la drosophile,
permettent d’utiliser ce phénotype comme un desnétés clés pour caractériser la

neurodégénérescence induite par la dieldrine.

Le milieu de culture utilisé au cours de cette étasieun milieu standard (Formula 4-24 ®
InstantDrosophila Medium) qui permet une durée de vie de I'ordrel@® jours pour les
groupes témoins exposés seulement au DMSO dansl legupréparée la dieldrine. Si on
compare aux résultats publiés dans la littératmmepeut constater que c’est une durée de vie
attendue pour ce type de milieu. Les résultatsrpues avons obtenus, aprés exposition a la
dieldrine, montrent bien que la durée de vie ddufe est considérablement diminuée, en
particulier chez les femelles pour la dose 1uMaudurée de vie est réduite d'un facteur 4.
Cette diminution de la durée de vie est dose dépeadd apparait surtout a partir de la dose
0,5uM. Une hypothése possible pour expliquer laicédn de la durée de vie pour la dose
1uM était que les drosophiles adultes se nourgasg@ieu ou pas a cause d'un effet répulsif de
la dieldrine. Nous avons pu écarter cette hypoth@&rseréalisant un test de préférence
alimentaire qui a montré que la dieldrine n’avais pl'effet répulsif chez les adultes. On peut
donc proposer que la diminution de la durée dede® drosophiles exposées a la dieldrine

reflete une neurodégénérescence.

L’activité locomotrice est un autre facteur refétéiétat du systeme nerveux. Chez 'homme
les maladies neurodégénératives, comme les malaidieRarkinson, d’Alzheimer ou de
Huntington, se traduisent par des problemes dedomiron des mouvements. De méme les
modeles de la maladie de Parkinson développés lhairosophile montrent aussi des
problemes locomoteurs (Feany et Bender, 2000; Auleical., 2002; Martin, 2003) en
particulier chez un modéle d’exposition a la roté@@oulom et Birman, 2004). L'activité
locomotrice peut se mesurer de plusieurs facong: @oimesure I'activité locomotrice
spontanée (basé sur le trajet effectué par la gholgoen un temps donné), soit on réalise un
test de "“climbing™ qui est basé sur le géotaxisibgatif de la drosophile. C’est ce dernier
test, couramment utilisé, qui a été appliqué datte @tude. Les résultats montrent clairement
que l'exposition a la dieldrine affecte I'activild®@comotrice chez les femelles puisque
seulement 42,1% des drosophiles exposées arrinemag du tube pendant le temps imparti

contre 79,6% pour les drosophiles témoins (ageu#s). La encore, nous avons constaté que
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I'effet de la dieldrine sur I'activité locomotricétait dose dépendante (effet le plus fort a
1uM). Il est intéressant de remarquer a ce stagecgst I'exposition a I'état larvaire qui est
plus importante pour induire une diminution de tiaté locomotrice. Toutefois, I'effet d’'une
exposition a la fois au stade larvaire et au stadldte a des effets plus importants, ce qui
suggere gu'il y a des effets cumulatifs. La digldra donc déclenché des événements durant
le stade larvaire qui auront des répercussiond’activité locomotrice de l'adulte et qui

s’ajouteront aux effets de I'exposition chez I'adul

Ces deux premiers résultats, effet sur la durééedet sur I'activité locomotrice, suggéraient
donc fortement que la dieldrine pouvait induire geénoménes de neurodégénérescence chez
la drosophile. Nous avons alors cherché a savais pkécisément quelles structures du
cerveau étaient affectées par I'exposition a ldddiee. Cette derniere est connue pour étre
toxique vis-a-vis des neurones dopaminergiques kheauris (Drechsel et Patel, 2008). S'il
en est de méme chez les drosophiles exposéeseldarat, alors on pouvait imaginer que le
déficit locomoteur serait sauvé par un apport d@QPA dans le milieu de culture. La L-
DOPA est un précurseur de la dopamine qui estlelm8 administrée aux patients
parkinsoniens pour compenser la perte de dopamieeadla dégénérescence des neurones
dopaminergiques. De plus, Riemensperger et seabooliteurs (2011) ont montré chez la
drosophile que le comportement locomoteur était r@o@ar le taux de dopamine dans le
systeme nerveux. Nous avons effectivement consgag¢éla présence de L-DOPA dans le
milieu d’élevage restaurait en grande partie Rat#i locomotrice des drosophiles, ce qui
suggérait tres fortement que chez la drosophikenkurones dopaminergiques étaient aussi
affectés par la dieldrine. Un marquage des neurdopaminergiques chez la larve et I'adulte
a donc été effectué. Chez la larve, nous n’avossppamettre en évidence d’altérations des
neurones dopaminergiques. Toutefois, il faut remarqu’aux doses utilisées, la dieldrine
n'a pas d'effet sur la viabilité des larves, etrlagtivité locomotrice n'a pas été évaluée.
L’absence d’altération des neurones dopaminergigaes le cerveau de la larve ne refléte
peut étre pas le fait que la dieldrine n’induit paffets directs sur la larve.

Chez l'adulte, les résultats obtenus suggérentpane au niveau des neurones du cluster
PPMS3 (protocerebral posterior medial 3) chez lesalphiles adultes exposées a la dieldrine.
Les neurones du cluster PPM3 se projettent danstdestures spécifigues comme le FSB
(fan-shaped body) et le EB (ellipsoid body) qui pmsent le complexe central impliqué dans
le contréle du comportement locomoteur (White et2010; Kong et al., 2010). De plus, la

dégénérescence des neurones dopaminergiques thr 88dM3 est également retrouvée pour
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des modeles de la maladie de Parkinson chez laophids, présentant des déficits
locomoteurs. Ces modeles concernent I'étude dainsrgenes impliqués dans la maladie de
Parkinson chez ’lhomme comme I'expression de d@ffés variants humains d&RRK2(Liu

et al.,, 2008; Ng et al., 2009) et linactivation tlexpression dePINK1 par un ARN
interférence (Wang et al., 2006). La maladie d&iRson peut également étre modélisée chez
la drosophile apres exposition a la roténone (Guutd Birman, 2004). Dans cette étude, les
auteurs ont montré que l'exposition des adultes aoténone affectait le comportement
locomoteur (géotaxie négative) pour des doses wlbdede cet insecticide, dés 25uM. Ce
déficit locomoteur a été corrélé a une perte desames dopaminergiques. Cette perte est
observée pour tous les groupes de neurones dopgigines. Dans les cas les plus graves, les
auteurs ont constaté une perte totale pour leetl®2M3 ou les clusters PAM et PAL. lls ont
également montré que le déficit locomoteur étaipariie sauvé par un apport de L-DOPA,
mais pas la perte de neurones dopaminergiquesé8asats sont en partie semblables a ceux
gue nous obtenons a savoir un déficit locomotewr dlesophiles exposées a la dieldrine
sauvé par un apport de L-DOPA. Cependant, I'exjposia la dieldrine n’affecte pas aussi
gravement les neurones dopaminergiques. En effais m'observons pas de perte des
neurones dopaminergiques dans tous les clusteddesduster PPM3 serait affecté aprés une
exposition a la dieldrine. Cette différence pourmefléter des mécanismes d’action différents.
La roténone du fait de son action inhibitrice sicomplexe | mitochondrial pourrait étre a
I'origine d’'une accumulation de ROS et donc de sstr@xydatif auquel les neurones
dopaminergiques sont particulierement sensiblesi & renforcé par le fait que I'addition
de L-DOPA sauve le déficit locomoteur mais pasdegdes neurones dopaminergiques alors
que la mélatonine, un antioxydant, sauve a la leisléficit locomoteur et la perte des
neurones dopaminergiques (Coulom et Birman, 20Ddhs le cas de notre étude, il serait
intéressant de regarder si la dieldrine induit tmess oxydatif chez les drosophiles exposées a
la dieldrine. En effet, chez la souris, I'expositidarant 30 jours a la dieldrine induit une
augmentation du glutathion dans le striatum suggéua stress oxydatif (Hatcher et al.,
2007). De plus, une autre étude montre une pramlude ROS dans des cellules PC12
(cellules dopaminergiques de rats) apres 5 minpdisition a la dieldrine. L'ajout de SOD
(superoxide dismutase) inhibe la production de R aussi I'apoptose des cellules PC12
traitées a la dieldrine (Kitazawa et al, 2001)falidrait déterminer si dans notre modele,
I'exposition a la dieldrine induit également uress oxydatif en (i) en évaluant la quantité de
certains marqueurs de stress oxydatif ou (ii) @utapt des molécules ayant des propriétés

antioxydantes dans le milieu d’élevage. (i) Poda,ci faudrait évaluer la quantité de ROS
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dans le corps entier de drosophiles exposées owarlandieldrine ou encore en mesurant
I'activité enzymatique de la SOD (Hosamani et 2010). (ii) Il serait également intéressant
d’évaluer I'effet d’antioxydants sur le comportemétomoteur des drosophiles exposées a
la dieldrine en ajoutant de la créatine ou de léatogine dans le milieu d’élevage. En effet,
ces produits ont déja montré leur efficacité ches drosophiles exposées a la roténone
(Hosamani et al., 2010; Coulom et Birman, 2004).

Il faut aussi remarquer, que dans les modéles dendéadie de Parkinson basés sur
I'expression di-synucléine humaine, la perte des neurones dopagmjues est beaucoup
plus restreinte (20 & 50%) dans 2 clusters (DM:salmedial, DL1: dorsolateral 1) de
neurones dopaminergiques (Feany et Bender, 200Qyckuwet al., 2002). Récemment,
Riemensperger et ses collaborateurs (2013) ont rénogiie I'expression d’une forme
pathologique de d-synucléine (A30P) dans un petit groupe de 15 mega@opaminergiques
du cluster PAM suffisait a induire une perte deti\até locomotrice. De fagon intéressante
ils ont également montré que ce déficit ne s'accagnaih pas de la perte de neurones
dopaminergiques, mais plutbét de défauts au niveau tdaminaisons synaptiques. Il est
possible que dans notre modele, la perte d’actiw@émotrice soit due non pas a une perte de
neurones dopaminergiques mais plutét a des défautsveau des terminaisons synaptiques
pour ces neurones. Pour cela, il faudrait tout d@balider si oui ou non, une perte de
neurones dopaminergiques est effectivement obseriée les drosophiles exposées a la
dieldrine. Un marquage par immunohistochimie avex ahticorps dirigés contre la caspase 3

clivée pourrait mettre en évidence I'apoptose dassneurones.

IV.2-Mise au point de I'lmagerie par Résonance Msdne.

L'exposition a la dieldrine affecte les neuronegpaminergiques chez I'adulte, mais
nous avons voulu savoir si d’autres structures elweau pouvaient étre altérées par cette
exposition. Pour cela nous avons utilisé une ndéevechnique qui commencait a étre mise
au point dans notre équipe. Il s’agit de I'lmagerée Résonnance Magnétique (IRM). L'IRM
est couramment utilisée chez 'homme, en particyd@ur visualiser les tissus mous comme
le cerveau, et aussi chez les petits animaux colantapin, le rat ou la souris. Jusque-Ia,
quelques études IRM avaient été réalisées surateigsectes comme le sphinx du tabac, la
mouche a viande, le scarabée ou encore I'abeilieh@¢lis et al., 2005; Jasanoff et Sun,
2002; Haddad et al., 2004; Hart et al., 2003; 8npilet al., 2012). Une seule étude a été
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réalisée chez la drosophile en utilisant un aingamés haut champ 18,8T (Null et al., 2008).
Le probleme pour faire de I''lRM sur la drosophiéen particulier sur son cerveau, est sa tres
petite taille, ce qui pose des probléemes de sédibsillCeux-ci ont pu étre résolus par I'équipe,
en développant de nouvelles bobines et séquenaeguisition avec un aimant a haut champ,
9,4T (Méme et al., 2013). J'ai d’ailleurs participé cours de mon stage de Master 1 aux
premiers essais d’'IRM chez la drosophile, ce qua mpérmis d'utiliser facilement cette
technique pour I'étude des cerveaux des drosopbipesées a la dieldrine. Dans un premier
temps, les séquences d’acquisition utilisées notspemmis d’atteindre une résolution de
10.10.80um pour un temps d’acquisition raisonnal@elh30. Les premieres images ainsi
obtenues montraient clairement que I'expositiora aieldrine induisait des modifications
importantes de la structure du cerveau. En effetzdees d’hyposignal (plus sombres) étaient
visibles, ce qui signifiait une structure moins deasit une altération de la structure tissulaire
du cerveau. Toutefois, il était difficile avec eettésolution, de dire quelles structures du
cerveau étaient affectées. De nouvelles séqueriaequikition, permettant d’atteindre une
résolution de 10.10.20um en 4 heures, ont alorsmééés en place. La résolution alors
obtenue m’a permis de commencer a identifier difiées structures sur les images IRM, en
comparant les images IRM avec les images d'hisielade Il'université de Freiburg
(http://filab.biologie.uni-freiburg.de/Atlas/text/@finFi.ntml). En utilisant ces nouvelles
séquences, nous avons alors pu commencer a idetgi$i régions du cerveau qui étaient en
hyposignal aprés exposition a la dieldrine (striectmoins dense). Une altération a ainsi pu
étre mise en évidence pour les structures suivalggwotocerebrum, la medulla et le lobe
antennaire. Le protocerebrum est une structure @mplcomposée elle-méme de 4
structures: les corps pédonculésplas intercerebralisles lobes optiques et le complexe
central. Or cette derniére structure est impliqgdérs le contrdle de I'activité locomotrice
chez la drosophile (Strauss, 2002; Kong et al.020e plus, les neurones dopaminergiques
PPMS3 affectés par la dieldrine se projectent datie structure. L’exposition des femelles a
la dieldrine peut donc conduire a une perturbatigportante de cette voie neuronale.

Le lobe antennaire est une structure égalementtaéfeaprés exposition a la dieldrine. Cette
structure est impliquée dans le traitement des nmétions olfactives. Certains neurones
GABAergiques (multiglomerular local interneurond\l4) joue un réle dans I'inhibition des
neurones du lobe antennaire dans les phénomérmsitianance. De plus, 'augmentation de
la transmission GABAergique est suffisante poutyseer I'olfaction chez la drosophile (Das
et al., 2011). Sachant que la dieldrine est unatexique pour les récepteurs GABA, cet

insecticide pourrait donc perturber le systeme ctifachez la drosophile. Il serait donc
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possible de regarder le comportement olfactif daezdrosophiles exposées a la dieldrine par
un test Y-maze par exemple. Dans les cas les phlseg, la dieldrine est donc capable
d’induire des altérations globales du cerveau t¢helrosophile, non restreintes aux neurones
dopaminergiques, alors que le modele roténone (Dot Birman, 2004) est spécifique des
neurones dopaminergiques et ne montre pas d'attesavisibles de la morphologie ou de la
taille du cerveau. A nouveau, ceci suggére quemésanismes impliqués dans ces deux
modeles doivent étre, au moins en partie, diffé&re@ependant, les méthodes utilisées sont
bien différentes. Dans notre cas, nous avons égili$RM alors que pour le modéle roténone,
les auteurs ont utilisés un immunomarquage desoneardu cerveau de la drosophile
(immunomarquage avec un anticorps anti-Elav). Géezlrosophiles exposées a la dieldrine,
un immunomarquage des neurones du cerveau seratrdmessaire pour déterminer si la
neurodégénérescence est spécifique des neuronasid@pgiques ou au contraire répandu a

d’autres types de neurones, ce qui est suggélépeassultats obtenus avec I'IRM.

L’avantage de cette technique IRM est évident,ostirten terme de temps: 4 heures
d’acquisition, contre plusieurs jours pour avoir gsultat en immunohistochimie, ou en
coupes histologiques. D’autre part on peut avoir inf@mation sur toutes les structures du
cerveau en une seule expérience sans a priorieEwigbnt, les informations données par cette
technique ne sont pas forcément de la méme natwe celles obtenues en
immunohistochimie, mais elles sont complémentaie¢s peuvent permettre d’orienter
rapidement une analyse immunohistochimique versstmieture particuliere du cerveau. De
plus, des modifications visibles en IRM peuvente éton détectables par les méthodes
classiques de microscopie puisque le principe squdl est basée [l'imagerie est

completement différent.

IV.3-La dieldrine affecte 'homéostasie des phod$iplies: étude par HRMAS.

Quel est I'impact de I'exposition a la dieldringr $& métabolome de la drosophile? Le
cas échéant, les modifications du métabolome pewhes expliquer la neurodégénérescence
induite par la dieldrine? C’est a ces questionsrgues avons voulu apporter des réponses.

Le métabolome peut étre défini comme I'ensemble miEges molécules de signalisation
comme le glucose, I'ATP, les neurotransemetteas lipides présents dans les cellules, les
tissus ou les fluides du corps (Kristal and Shuri2@05). Différentes méthodes permettent
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d’appréhender le métabolome d’'un organisme comnspédatroscopie de masse ou la RMN
du liquide. Ces deux méthodes sont évidemment wi#istes pour I'échantillon si on
s’intéresse aux tissus. Nous avons décidé d’utilise méthode qui permet de travailler sur la
drosophile entiére et vivante, il s'agit de RMN patation a I'angle magique (HRMAS).
Cette méthode a été développée au cours de ma e¢hesellaboration avec le CEMHTI
(CNRS, Orléans) et avec Nicolas Joudiou aussi esettdans notre équipe. Righi et ses
collaborateurs avaient montré la faisabilité detecetpproche chez la drosophile, et cette
technique a été adaptée au CEMTHI sur le spectremiat,6T (Righi et al., 2010). Nous
avons montré par cette technique que les drosapbiposées a la dieldrine pouvaient se
caractériser d’'une part par une diminution des acgtas et du glycérol et d’autre part par
une augmentation de la phosphocholine et de lapblo@éshanolamine. L’augmentation de la
phosphocholine et de la phosphoéthanolamine dansiri@sophiles exposées vient d’étre
confirmée au laboratoire par une étude en RMN digudu proton sur des extraits de
drosophiles entieres.

Le glycérol est un intermédiaire important danssyathése des triacylglycérols ou TG
(Kennedy pathway). En effet la phosphorylation ticérol conduit au glycérol-3-phosphate
(G-3-P) qui entre directement dans le cycle de lkdgn(Figure 69) (Kuhnlein, 2012). La
synthese des TGs nécessite aussi la présencead apias.
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Figure 69: Voie de synthese des triacylglycérolsGEl) et stockage dans les gouttelettes
lipidiques (LDs). Les enzymes de la voie de biosynthese du gly8épbbsphate sont
représentées en bleu, les lipases en vert et le®ipes modulatrices associées au LDs en
rouge. G-3-P: glycérol-3-phosphate; LPA: acide IgBosphatidique; PA: acide
phosphatidique; DG: diacylglycérol; MG: monoacylgéyol; TG: triacylglycérol; PI:
phosphatidylinositol; PG: phosphatidylglycérol; PEphosphatidyléthanolamine; PC:
phosphatidylcholine; PS: phosphatidylsérine; FA-Ca@&ide gras-coenzyme A; PLIN1,2:
périlipinel et périlipine2. (d’aprés Kuhnlein, 2012
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La diminution du taux de glycérol et des acidessgrhez les drosophiles exposées a la
dieldrine suggere qu’elles peuvent présenter uautédans la production de TGs et donc
gu’elles sont déficitaires en réserves énergétigieseffet, les TGs constituent la forme
majeure de stockage des lipides et sont retrouvésv@au de goutelettes lipidiques (Lipid

droplets ou LDs).

Chez la larve, les LDs sont localisées essentielterau niveau du corps gras, organe de
stockage chez la drosophile. On trouve aussi des déns d’autres organes ou cellules,
comme dans des régions particulieres de lintestin, niveau de la musculature de
“I'hindgut”™ ou encore au niveau des tubes de MaipiAu cours de la métamorphose, le
corps gras est détruit, mais les cellules (" f&dlsC’) qui le constituaient persistent et flottent
librement dans la pupe. L’adulte qui émerge, comtmes flat cells”, qui dérivent de la
larve, pendant les premiers jours de la vie. CHsles sont ensuite détruites et la majorité des
LDs est alors stockée dans le corps gras de I'eduét corps gras constitue le tissu principal
de stockage de molécules de réserves énergétignane le glycogene et les TGs. Il faut
remarquer que la dieldrine est principalement stecku niveau des corps gras et de fait peut
altérer la fonction de stockage de réserves éngugst de ce tissu, soit directement en
induisant une destruction du corps gras, soit @odément en interférant avec le métabolisme
ou les voies établies entre le cerveau et le cgras permettant de maintenir le métabolisme

énergeétique.

Comment expliquer 'augmentation de la phosphodeodit de la phosphoéthanolamine aprées
exposition a la dieldrine? Ces deux molécules desatintermédiaires dans la biosynthése de 2
phospholipides (figure 70A): la phosphatidylcholi(feC) et la phosphatidylethanolamine
(PE) et proviennent respectivement de la phospatioyl de la choline et de I'éthanolamine.

Elles peuvent aussi provenir de la dégradatiorptiespholipides (figure 70B).

Il faut remarquer que la synthese des phosphobpigpend de la voie de synthese des TGs.
En effet la synthese de la PC ou de la PE nécdssiteGs qui sont des intermédiaires de la
voie des TGs. On peut donc imaginer que, comme lelsedrosophiles exposées a la dieldrine
le pool de glycérol et d’acides gras est plus &illly a peu de synthése de PC et de PE et

donc accumulation de phosphocholine et de phosahoktmine.
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Figure 70: Voie de biosynthese de la phosphatidyétolamine (PE) et de la

phosphatidylcholine (PC)(A) Synthése de la PE a partir de I'éthanolamihele la PC a
partir de la choline. (B) Biosynthese et dégradatie la PC. La PC est dégradée par la
PLA; (phospholipase 2) pour former des acides graseBhiFFA) et du lyso-PC. Celui-ci est
ensuite converti en glycérophosphocholine (GPCh) est acides gras par des
lysophospholipases (lyso-PLase). Différentes diases permettent la transformation du
GPCh en phosphocholine et en choline. La phospHimehpeut ensuite étre condensée avec
du CTP par la cytidyltransférase (CT) pour former @DP-choline qui sera ensuite couplée

a I'acide phosphatidique (choline phosphotransférasPT).

Les phospholipides, et en particulier la PE etCadent trés importants pour la constitution
des membranes cellulaires, en particulier pourolanétion des membranes des neurones
(Futerman and Banker 1996). lls forment l'archibeetdes membranes et sont responsables
de leur fluidité et de leur perméabilité. Ces plindipides sont aussi nécessaires pour la
croissance axonale (Chaves et al. 1995). En pludede role dans l'architecture des

membranes des neurones, les phospholipides camtiigalement une source de lipides
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comme seconds messagers. On peut donc imagiderdisidrine induit une diminution de la
synthese de PE et PC, cela aura un impact impostant’intégrité des membranes, en
particulier sur les membranes des neurones. Onduewt imaginer que les modifications du
métabolisme des lipides induites par I'expositiolia @ieldrine se traduisent par des troubles
neurologiques, expliquant ainsi le déficit d’adiviocomotrice chez les drosophiles traitées a
la dieldrine. De plus, le déficit en PE et PC doibir un effet sur la fluidité des membranes
des neurones ce qui peut, peut étre, rendre codestenodifications de signal observées en
IRM. Il existe des exemples de maladies neurodéggéwés qui semblent liees a des
modifications du métabolisme des phospholipidespéatticulier il a été montré que dans un
modéle de la maladie de Sandhoff chez la sourishdeabolisme des phospholipides était
affecté avec, en particulier, une baisse des taughtspholipides (Buccoliero et al., 2004).
De méme il a été montré sur des cerveaux provel@stjets atteints de la maladie de Tay
Sachs ou de Sandhoff des taux réduits de phosplesipSandhoff et al. 1971). Il est
intéressant de noter que des taux anormaux de PQ@umsi été observés pour d’autres

maladies neurodégénératives (Klein, 2000).

Pour conclure, il apparait que I'exposition a laldline induit des modifications importantes
du métabolisme des lipides et probablement encodieti des phospholipides (PE et PC).
Cela peut avoir deux conséquences sur la drosopfi)lediminution de ses réserves
energétiques, (ii) altération des membranes cékidaet des neurones en particulier. Ces
observations peuvent rendre compte, au moins die pdes phénotypes observés comme la
diminution de la durée de vie et le déficit de figité locomotrice.

Evidemment, des expériences complémentaires saaliger pour conforter ces hypotheses,
comme par exemple: (i) Montrer une altération desspholipides spécifiquement dans le
cerveau. Cela pourra étre réalisé soit par HRMASGIisée, les séguences étant maintenant au
point au CEMHTI, soit par RMNH sur des extraits de tétes de drosophiles expasgesn a

la dieldrine, ou par des méthodes de chromatogeaiii Montrer que le métabolisme des
lipides au niveau du corps gras est affecté. Rlusiméthodes permettent de détecter les TGs
dans I'hémolymphe (TGs circulants), dans I'ensenmt@ela drosophile, ou encore dans un
organe particulier par coloration (Oil-Red-O et BIBY) (Kohyama-Koganeya et
Hirabayashi, 2010). (iii) Etudier le corps gras ziiadulte en utilisant des lignées exprimant
la GFP spécifiguement dans le corps gras. La mesute GFP nous renseignera sur I'état du

corps gras.
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IV.4-Des processus épigénétigues sont impligués Baneurodégénérescence

induite par la dieldrine.

Notre étude de I'impact d’'une exposition a ladiigle chez la drosophile a également
mis en eévidence l'implication de processus épiggnés. On observe une baisse de
I'acétylation des histones H3 chez les femelles s&ps a la dieldrine agées de 6 jours. De
plus, la présence d'un inhibiteur des histones aiigkases (trichostatine A) dans le milieu
d’élevage restaure l'activité locomotrice, de mégue la perte d’'une dose &pd3qui code
une HDAC. La balance entre l'activité des HATs es AHDACs est un processus tres
important qui permet de réguler I'expression desegeconduisant a une activité neuronale
normale. Une perturbation de I'homéostasie enaetilité des HATs et des HDACs pourrait
induire des défauts dans I'expression des gengmeiculier favoriser I'expression de génes
proapoptotiques et diminuer I'expression de genesngttant la survie de la cellule,
conduisant a une neurodégénérescence (Saha et, PAltf). De nombreuses maladies
neurodégénératives ont d’ailleurs été reliées a alEgations épigénétiques comme par
exemple les maladies de Parkinson, de Huntingtoenaore I'ataxie de Friedreich qui ont été
corrélées a une hypoacétylation des histones (Rode Esteller, 2010). Ces données
permettraient d’expliquer les résultats obtenuscave trichostatine A et la baisse
d’acétylation des histones H3 qui pourrait conddirene neurodégénérescence. Cependant,
nos résultats restent des résultats préliminaitéis faut confirmer et compléter. Plusieurs
pistes sont envisagées: (i) étudier d’autres meatibhns d’histones, comme la méthylation
des lysines ou la phosphorylation, et étudier cedifications au cours du temps chez des
drosophiles exposées, (ii) poursuivre les étudedesumutants de différentes HDACSs, (iii)
reprendre I'étude sur les mutants HATs, en utilisame¢ autre stratégie qui consisterait a
inhiber une HAT spécifiguement dans le cerveau dtesophiles en utilisant des souches
exprimant des RNAI spécifigues de HATs sous coatd#ds séquences UAS et des drivers
Gal4 spécifiques du cerveau, voire de certaineorsgdu cerveau, (iv) regarder les genes qui

sont concernés par ces modifications épigénétiffLiel® Seq par exemple).

IV.5-Les males et les femelles ne montrent pa€taarsensibilité a la dieldrine.

Au cours des différents tests réalisés, nous aconstaté qu’apres exposition a la
dieldrine, les males et les femelles ne se comignittgpas de la méme facon. En effet, les

males sont apparus beaucoup moins sensibles @ldaié que les femelles. L’exposition a la
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dieldrine a peu d'effets sur la durée de vie delemdui se trouve diminuée de 31 jours pour
la dose la plus forte alors qu'elle est diminuée7&ejours pour la méme dose chez les
femelles. Nous avons également constaté que I's&etiocomotrice n’était pas affectée chez
les males, contrairement a ce qui est observelebdemelles. Pourquoi cette différence entre
les deux sexes?

Il est bien connu que chez la drosophile, les mételes femelles ne répondent pas de la
méme facon a des modifications génétiques ou emvenmentales qui rallongent la durée de
vie (Shen et al., 2009). De méme, la differencecdmportement entre les males et les
femelles vis-a-vis d'un xénobiotique est assez aowe. Par exemple, I'étude sur
I'imidaclopride présentée dans la premiére paréenda thése a également montré une
différence entre les deux sexes, avec les malessrsansibles que les femelles dans le cas
d’'une intoxication chronique. Ces phénomeénes saait compris, en grande partie, aussi,
parce qu’on connait mal les mécanismes de vialimnt. Comme discuté dans le premier
article on peut faire I'hypothése que cette diffieee reflete une différence dans I'expression
de cytochromes P450 entre les males et les feméltes autre possibilité est que le cerveau
des males n’est pas identigue a celui des femaltegiu’il est moins sensible a la
neurodégénérescence induite par la dieldrinet khiessi souvent proposé que la différence de
durée de vie entre méles et femelles est liée datetions de reproduction. Par exemple,
chez ’<Homme, 'augmentation de la durée de vietéa adrrélée avec un petit nombre de
descendants (Westendorp et Kirkwood, 1998). On pdats proposer une troisieme
hypothése qui est liée au fait que la dieldrineuihdine baisse importante des réserves
énergétiques. Les fonctions reproductrices deneefie ont probablement un codt en terme de
réserves énergétiques plus importantes. En effebars de 'ovogénese, celles-ci produisent
des ovocytes qui stockent des goutelettes lipidiqlipid droplets ou LDs) pour assurer le
développement embryonnaire. Elles seraient donc affectées par une exposition a la
dieldrine. Il a été montré que I'élimination dedldes germinales chez I'adulte induit une
augmentation de la durée de vie moyenne plus imptetchez les femelles que chez les
males (Flatt et al., 2008). L’élimination des ceadkilgerminales chez la drosophile conduit
également a une augmentation de I'expressiordiies (Drosophila insulin-like peptidgsli
serait, évidemment, trés intéressant de caraatdestcondité des femelles exposées a la
dieldrine, comme ce qui a été réalisé pour I'expmsia l'imidaclopride, et également

d’évaluer I'impact de I'exposition a la dieldrinerda voie de I'insuline.
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IV.6-Un transporteur ABC pourrait étre impligué dara sensibilité a la

dieldrine.

La coloration de I'eeil chez la drosophile est dudéa présence de 2 pigments: la
drosoptérine (pigment rouge) et un ommochrome (pigrbrun). Les geneshite scarletet
brown codent des sous-unités qui forment des transpertedtérodimeériques (White/Scarlet
ou White/Brown) de type ABC. Ils permettent le spart du tryptophane (White et Scarlet)
et de la guanine (White et Brown) a travers la membrdes cellules pigmentaires de I'cell
(Figure 71). Ces composeés sont les précurseurspidesents de I'ceil (drosoptérines et
ommochromes). Cependant, une étude a montré quegeress n’étaient pas seulement
exprimeés dans les cellules pigmentaires de I'ceis l@galement dans le cerveau (Campbell et
Nash, 2001). Dans cette étude, les auteurs ontrénque, le mutanthite et le mutanbrown
étaient moins sensibles aux anesthésiques quadesdus sauvages ce qui suggere que ces

deux génes ont également une fonction dans lersgsterveux de la drosophile.
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Figure 71: Transporteurs ABC permettant le passa@gédravers la membrane plasmique de
la guanine et du tryptophane, précurseurs des pignsede I'ceil chez la drosophild.es
transporteurs ABC sont des hétérodimeres compasés)dWhite, (bw) Brown et (st) Scarlet.

Les pigments de I'ceil de drosophile sont les dri#sopes et les ommochromes.
Le transporteur hétérodiméere White/Brown est impiglans le transport de la guanine qui

sera ensuite transformée en GTP puis en dihydro@ééogttriphosphate. Dans les cellules

pigmentaires, ce composé est ensuite utilisé copm@eurseur des drosoptérines. Dans les
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cellules non pigmentaires, la dihydronéoptérinephmsphate est transformée en
tétradihybioptérine, qui joue un réle important slda synthese de bioamines comme la
dopamine (Campbell et Nash, 2001).

Le transporteur hétérodimére White/Scarlet pourgilement avoir un roéle au niveau du
systéme nerveux et étre impliqgué dans des maladiesodégénératives. En effet il permet
I'entrée du tryptophane dans la cellule ce qui cdralla formation de 3-hydroxykynurénine
(3-HK) ou d’acide kynurénique (KYNA) (Figure 72).
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Figure 72: Représentation schématique de la voiehiesynthése de la kynurénine chez la
drosophile.Les métabolites de la kynurénine sont impliquéssda voie de biosynthese de
certains pigments de I'ceil de la drosophile, lesTmohromes. Les noms entre parenthéses

correspondent au nom des genes (d’apres Campesdn 2011).
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Chez la drosophile, un modele de la maladie de iHgtain présente une augmentation du
rapport 3-HK/KYNA. Une inhibition de la synthése d&HK conduit a un effet
neuroprotecteur chez ces drosophiles due a une emigtion de KYNA (métabolite
neuroprotecteur) par rapport au 3-KH (métaboliteramxique) (Campesan et al., 2011). Ce
mécanisme a été mis en évidence chez des mutalavdie de biosynthese de la kynurénine
(cinnabar et vermillion). De plus, un ajout d’inhibiteur de la kynurénim®nooxygénase
(UPF 648) dans le milieu d’élevage a aussi un eifiroprotecteur chez les drosophiles
modeles de la maladie de Huntington (Campesan,e2@l1). A l'inverse, I'ajout de 3-HK
dans le milieu d’élevage conduit a une augmentatiorapport 3-HK/KYNA chez un modeéle
de la maladie de Huntington dans un contexte mytantcinnabar (Htt93Q cn/cn et a une
neurodégénérescence (Campesan et al., 2011). pertagntre la 3-HK et le KYNA joue
donc un réle important dans la mise en place delsodégénérescence dans un modele de la

maladie de Huntington chez la drosophile.

Durant notre étude, il est apparu que la sowecH&® était résistante a la dieldrine. En effet,
son activité locomotrice n'était pas affectée mépoair la plus forte dose de dieldrine.
Comment expliquer ce comportement inattendu? Rlusieypotheses de travail peuvent étre
envisagées.

La premiére hypothese implique I'hétérodimere WBitewn. En effet celui-ci pourrait étre
impliqué dans la synthése de la dopamine. Cheatamtwhite, Borycz et ses collaborateurs
observent une réduction importante de la quanétéétotonine, d’histamine et de dopamine
au niveau de la téte (Borycz et al., 2008). De gransurprenante, le mutamthite est
résistant a la dieldrine et présente une quantitiédne de dopamine au niveau de la téte. Or,
les expériences précédentes ont montré que I'aew-DOPA (précurseur de la dopamine)
dans le milieu d’élevage restaure I'activité locoroat pour la souche Oregon-R, sensible a la
dieldrine. Il a été montré que I'homéostasie dedpamine est importante dans la
susceptibilité des neurones dopaminergiques vis-a@eifacteurs environnementaux comme
I'exposition aux insecticides. En effet, une étuéalisée chez la drosophile montre que la
surexpression du transporteur vésiculaire des momas (dVMAT) bloque la
dégénérescence des neurones dopaminergiques ipduoita roténone (Lawal et al., 2010).
Les auteurs proposent que la surexpression dyoersir provoquerait une diminution de la
dopamine dans le cytosol par séquestration dangélgsules synaptiques. Il y aurait donc
moins de dopamine dans le cytosol qui pourraitragié avec la roténone et augmenter son

potentiel cytotoxique (Lawal et al., 2010). Une rétthn de la dopamine cellulaire aurait
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donc un effet neuroprotecteur chez la drosophifsée a la roténone mais également chez
un modéle exprimant d-synucléine humaine (Bayersdorfer et al., 2010),que pourrait
expliquer la résistance du mutamhite vis-a-vis de la dieldrine. Si tel est le cas, nagtants

brown devraient, comme les mutam$'® étre résistants a la dieldrine.

Une seconde hypothese pourrait impliquer le tramepo White/Scarlet. En effet, on peut
imaginer que la baisse du taux de 3-HK et du KYN¥%ez les mutants***8 protége de la
neurodégénérescence induite par la dieldrine codans le cas de la maladie de Huntignton.
Pour tester cette hypothése des souches mutantesganiet seront testées vis-a-vis de la
dieldrine. Nous proposons également de regard&jait de 3-HK dans le milieu en méme
temps que la dieldrine conduit & un déficit locoeumtchez les mutantg™*®. Dans ce cas,
I'élevage de drosophiles de la souche Oregon-Rsislena la dieldrine) sur un milieu
contenant un inhibiteur de la kynurénine monooxggénet la dieldrine devrait permettre de
restaurer le phénotype locomoteur.

IV.7-Conclusion.

Au cours de ce travail, nous avons pu apporterpdesiiers €léments montrant que

'exposition a la dieldrine induisait différents plodypes caractéristiques de
neurodégénérescence, comme la baisse de la duvée, tke déficit de I'activité locomotrice,
et la diminution de neurones dopaminergiques padiics. Ces observations sont en accord
avec des observations faites chez 'homme ou erdwe la souris. Nous avons également
apporté les premiers arguments pour dire que l'eixipa a la dieldrine peut affecter le
métabolisme des lipides, ce qui peut expliqueraiservations, mais qui peut aussi avoir des
conséguences importantes sur d’'autres processlgigioes que nous n’avons pas encore
explorés, comme par exemple la réponse immunithiemsemble de ce travail a permis de
définir des pistes qui devront étre explorées daiéna plus importante par la suite. Ces
résultats montrent aussi que la drosophile comstitubon modele pour comprendre les effets
de pesticides neurotoxiques chez 'lhomme.
J'ai aussi été amenée, au cours de ce travailpligapr de nouvelles méthodes d’étude a la
drosophile comme I'IRM et le HRMAS. Les résultat®gentés ici constituent la premiere
application a un probleme biologique de ces méthodar ce travail, nous avons pu montrer
tout lI'intérét de l'utilisation de ces modes d’apgine.
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CHAPITRE IV: Conclusion générale.

L'usage intensif ces 50 derniéres années des pisgoluytosanitaires en particulier les
insecticides a conduit a une contamination impoetate I'environnement et a I'apparition
d’effets néfastes sur de nombreux organismes \dvemime 'lhomme. Malgré une prise de
conscience des effets indésirables de ces pro@lgsuite de la publication de Silent spring
en 1962, les produits phytosanitaires restentutiisés notamment dans le domaine agricole.
De ce fait, plusieurs problemes liés a l'utilisatia ces produits se posent. Au cours de ma
these, je me suis donc intéressée aux effets de uhsexticides, I'imidaclopride et la
dieldrine chez un insecte modéle, la drosophiler poieux comprendre les mécanismes mis

en jeux apres une exposition aux insecticides.

Actuellement, I'imidaclopride est I'insecticide pus utilisé au monde en particulier dans le
domaine agricole et est impliqué dans le déclinateslles domestiques. Mon travail de these
avait pour but d’évaluer la toxicité de I'imidachige chez la drosophile. Ce travail a permis
de mettre en évidence des effets néfastes degsmtticide méme a des doses tres faibles que
I'on retrouve dans la nature sur la reproductioazcta drosophile. Ces effets ne sont sans
doute pas limités a cet insecte modeéle et d’awdspeces pourraient étre touchés par une
exposition faible a I'imidaclopride conduisant asdeffets délétéres sur les populations
naturelles d’'insectes. L'utilisation des insectisidéans I'agriculture peut également induire
I'apparition de résistance chez les insectes ravaggui compromet fortement l'usage de ces
produits dans le futur et donc le contrble de ladpctivité agricole. Une souche des champs
de drosophile (Orléans) élevée au laboratoire reamte résistance a I'imidaclopride chez les
femelles apres une exposition aigué. Ce résultas mopermis d’étudier ce phénomene de
résistance chez la drosophile et de mieux compeeledr mécanismes mis en jeux. Pour ces
femelles Orléans, la résistance est due a la sgpsession de la sous-unitéfBD et
I'implication des GSTs a été mis en évidence dansmktabolisme de l'imidaclopride.
Cependant la détermination de la composition en-gsoitds des nAChRs sensibles a
I'imidaclopride est encore méconnue et I'étude plednomeénes de résistance peut apporter
des réponses quant a la composition de ces réceptéusage des insecticides conduit donc
a I'apparition d’effets néfastes sur les organismes cibles mais également sur les insectes

ravageurs.
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Parmi les organismes vivants exposés aux insediicigie organisme est de plus en plus
étudié, c’est ’lhomme. En effet, nous consommongtas plus de produits phytosanitaires a
travers notre environnement et notre nourrituradet conséquences sur la santé peuvent
apparaitre. Pour évaluer les conséquences liéegpsition aux insecticides chez 'homme,
nous avons décidé de modéliser l'impact de la dddchez la drosophile, un des
insecticides potentiellement impliqgué dans I'étiddode la maladie de Parkinson. Nous avons
montré que cet insecticide induisait une neurodégétence aux doses retrouvées dans la
nature. Cette neurodégénérescence apparait spéciigy neurones dopaminergiques
cependant des études complémentaires pourront fiegrde valider ce résultat. La toxicité a
la dieldrine implique également des mécanismes Bptgpies comme l'acétylation des
histones. Ces mécanismes peuvent conduire a uéguligtion de certains genes et donc a la
mort de la cellule. De plus, la modification decBaylation des histones induite par une
exposition de la dieldrine peut —elle étre trangndisa génération suivante? Il serait important
de déterminer le réle exact de ces mécanismes ldataxicité a la dieldrine. De maniére
inattendue, nous avons également mis en évidencésistance a cet insecticide chez un
mutantwhite qui ne permet plus le transport dans les celldiesyptophane et de la guanine.
Le transport de ces composés est bien connu poubkndans la pigmentation de I'ceil chez
la drosophile. Cependant ce transporteur White araitspas seulement impliqué dans ce
mécanisme mais il aurait également un role darferietionnement du systeme nerveux et
donc un rdle potentiel dans la neurotoxicité degdticides comme la dieldrine. Cette étude
nous a permis de mieux appréhender les mécanisne®mijeux dans la toxicité a la
dieldrine et montre la complexité des différentegaissus impliqués suite a une exposition

aux insecticides.

D’un point de vue général, cette these a permismgeix comprendre certains mécanismes
impliqués dans la réponse a une exposition auxiicgdes. Cependant de nombreux résultats
ont également soulevées plusieurs questions quentesen suspend mais des études
complémentaires pourront par la suite fournir d&sonses. L'étude de I'exposition aux

insecticides reste un processus complexe qui fiégrvenir de nombreux acteurs pouvant
interagir entre eux. L'étude de ces mécanisme® meSanmoins essentielle pour améliorer
I'utilisation des insecticides a I'avenir et donenitiuer les impacts sur les organismes vivants

comme I'homme.
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Fanny LOUAT

Etude des effets liés a I'exposition aux insecticid es chez un insecte
modele, Drosophila melanogaster

L'utilisation intensive des produits phytosanitaires, en particulier les insecticides, provoque des effets
indésirables sur les organismes vivants et leur environnement. Mon travail de thése a consisté a
évaluer l'effet de deux insecticides chez un insecte modéle la drosophile. Une premiere étude
concernait I'effet d’'un néonicotinoide, I'imidaclopride. Nous avons pu montrer que I'exposition
chronique a des doses sublétales de cet insecticide perturbe la fonction de reproduction chez la
drosophile. D’autre part, une exposition aigué a I'imidaclopride a mis en évidence une résistance chez
les femelles d'une souche de drosophile dite “~“des champs™. Deux mécanismes différents ont été mis
en évidence dans la résistance a l'imidaclopride de cette souche. Le premier concerne la sous
expression d'une sous-unité (DB1) du récepteur nicotinique a I'acétylcholine, cible de I'imidaclopride.
Le deuxieme concerne I'implication des glutathion S-transférases, enzymes de détoxification, dans le
métabolisme de I'imidaclopride. Ces études montrent que les insecticides peuvent avoir en plus des
effets sur les insectes ravageurs, des effets néfastes sur des organismes non cibles. La deuxiéme
étude avait pour but de modéliser chez la drosophile, I'impact d'un organochloré, la dieldrine,
potentiellement impliquée dans la maladie de Parkinson chez 'homme. L'exposition a cet insecticide
conduit a une dégénérescence des neurones dopaminergiques ainsi qu’'une perturbation de la
structure de régions particulieres du cerveau. Nous avons également montré des altérations du
métabolisme et I'implication de processus épigénétiques dans la neurodégénérescence induite par la
dieldrine. Au cours de ce travail, nous avons pu montrer 'intérét de nouvelles méthodes comme
I'Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) ou le High Resolution Magic Angle Spinning (HRMAS)
dans ce type d’étude.

Mots clés : Drosophile, Insecticides, Résistance, Neurodégénérescence, Imagerie par résonance
magnétique IRM, High Resolution Magic Angle Spinning HRMAS.

Effects of insecticides exposure by using an insect model,
Drosophila melanogaster

Pesticides have been used extensively and induce harmful effects on organisms and their
environment. The aim of my PhD work was to investigate the effects of two insecticides by using
Drosophila as a model. The first study concerns the effect of a neonicotinoid, imidacloprid. The results
obtained have shown that a chronic exposure at sublethal doses of this insecticide affects
reproduction in flies. Moreover, acute exposure at high doses has pointed out a resistance
phenomenon in females of a field strain. We have shown that two mechanisms are implicated: (i) low
expression of a subunit of a nicotinic acetylcholine receptor that is the target of imidaclopride and (ii)
role of glutathione S-transférases, detoxication enzymes, in imidaclopride metabolism. These results
highlight impact of insecticides, in particular imidaclopride, on non target organisms. The aim of the
second study was to characterize in Drosophila, effects of an organochlorine, dieldrin, potentially
implicated in the etiology of Parkinson’s disease in humans. Dieldrin exposure at low doses promotes
neurodegeneration of dopaminergic neurons and alters structures of particular regions of the brain.
Disruption of metabolism is also induced after exposition to dieldrin. In addition, we have shown that
epigenetic processes are implicated in neurodegenration induced by dieldrin. This work show
advantages of new techniques such as Magnetic Resonance Imaging (MRI) and High Reslution Magic
Angle Spinning in this kind of study.

Keywords : Drosophila, Insecticides, Resistance, Neurodegeneration, Magnetic resonance imaging
MRI, High Resolution Magic Angle Spinning HRMAS.
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