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Avant-Propos

Les insectes ont développé des systemes de communication avec leur environnement,
indispensables a leur survie et leur reproduction. Les systémes chimiosensoriels gustatifs et
olfactifs détectent et transmettent au niveau central les informations chimiques de
I'environnement, afin que l'insecte distingue les sources alimentaires des substances toxiques,

reconnaisse ses proies de ses congéneres et sélectionne ses partenaires sexuels.

Afin d’étre efficace, le systeme gustatif doit étre sensible et discriminant et pour cela, il
doit mettre en jeu des mécanismes rapides et efficaces permettant une élimination rapide des
molécules sensorielles afin d’éviter la saturation des récepteurs et ainsi assurer la détection et

'intégration des signaux.

Les événements péri-récepteurs comprennent I'’ensemble des protéines autres que les
récepteurs capables d’interagir avec les molécules sensorielles et dont la localisation et la
fonction sont compatibles avec une modulation de la détection. Ces processus permettent
I'entrée, la sortie, le transport ou la demi-vie de ces molécules dans I'environnement des
récepteurs. L’environnement direct des récepteurs comprend la lymphe sensillaire mais
également le cytoplasme des neurones et des cellules accessoires dans lequel les molécules

sensorielles peuvent pénétrer compte tenu de leur caractere souvent lipophile.

Présentes dans l'espace péri-récepteur, les enzymes du métabolisme des xénobiotiques
(EMX), impliquées principalement dans la détoxication, pourraient avoir un réle crucial dans la
modification et / ou I'arrét du signal sensoriel en catalysant la biotransformation des molécules

sensorielles et en favorisant leurs élimination.

Plusieurs arguments tendent vers cette hypothese. Depuis une trentaine d’années,
plusieurs découvertes ont permis d’étayer le role de ces enzymes dans la modulation du signal
sensoriel. En effet, chez le mammifere comme chez l'insecte, plusieurs études ont mis en
évidence une expression spécifique ou préférentielle de certaines EMX dans les organes
sensoriels. De plus, d’autres études in vitro et in vivo ont montré une implication directe de ces

EMX dans la biotransformation de molécules sensorielles et une modulation de la perception.

Afin de mieux comprendre I'implication des EMX dans les processus chimiosensoriels,
nous avons tout d’abord étudié, chez Drosophila melanogaster, le réle potentiel d’'une classe
d’EMX, les cytochromes P450 (CYP), dans la perception sensorielle de la caféine, un insecticide

naturel.



Avant-Propos

Chez les mammiferes, le métabolisme de la caféine est dépendant des CYP. Comme
les EMX sont généralement inductibles par les composés qu’elles métabolisent, nous avons
envisagé ensuite de tirer parti de ce mécanisme pour identifier les CYP potentiellement

impliqués dans le métabolisme de la caféine chez les insectes.

Mon travail de thése a consisté a identifier et caractériser, au niveau moléculaire et
fonctionnel, des CYP impliqués dans la modulation de la perception et le métabolisme de la

caféine chez la drosophile.

Je débuterai ce mémoire par une synthése bibliographique présentant I'état actuel des
connaissances sur le systeme gustatif chez les insectes, I'implication des enzymes participant
aux éveénements péri-récepteurs dans la modulation de la perception sensorielle et le

métabolisme de la caféine.

Dans un second temps, je présenterai les objectifs de mon travail de thése ainsi que la

stratégie mise en ceuvre pour répondre a notre problématique.

Ensuite, je poursuivrai ce manuscrit en décrivant les résultats obtenus au cours de ce
projet concernant l'identification d’EMX impliquées dans la perception sensorielle et le
métabolisme de la caféine par une approche combinant la génétique, la biologie moléculaire, la

biochimie et I'’étude du comportement.

Enfin, ce manuscrit sera conclu par une discussion des résultats et une présentation des

perspectives a court et long terme a envisager.
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Chapitre 1: Le systéme gustatif

Chapitre 1: Organisation du systeme gustatif chez
Drosophila melanogaster

1- Organisation générale du systéme chimiosensoriel chez les insectes

Les insectes évoluent dans un environnement ou ils sont en contact permanent avec des
molécules volatiles ou solubles pouvant se révéler nocives. Ills ont développé des systemes de
communication sophistiqués, sensibles, efficaces et interconnectés avec leur environnement
indispensables a leur survie et leur reproduction. Les systemes chimiosensoriels gustatifs et
olfactifs détectent et transmettent au niveau central les informations chimiques de
I'environnement (Hallem et al,, 2006, Le Goff et al, 2006) afin que l'insecte distingue les sources
alimentaires des substances toxiques, reconnaisse ses proies de ses congéneéeres et de ses

partenaires sexuels (Ebbs & Amrein 2007).

A cejour, contrairement a I'olfaction, la gustation chez I'insecte reste mal comprise, méme
siles récepteurs gustatifs sont assez bien caractérisés, les mécanismes de transduction du signal
restent tres controversés. Les insectes répondent aux mémes modalités gustatives que les
mammiferes: le sucré, 'amer, le salé, I'acide et 'umami. De plus, diverses études indiquent que
le systeme gustatif des vertébrés et des invertébrés est également capable de répondre a
d’autres modalités gustatives telles que le gaz carbonique, I'eau, les phéromones et les acides
gras. Toutefois, la gustation chez les insectes n’est pas un systeme cloisonné et transposable a

toutes les especes.

1.1- Le systeme gustatif chez Drosophila melanogaster

1.1.1- L’architecture du systeme gustatif

Le systeme gustatif chez les insectes est complexe et n’est pas restreint a un seul organe.
Les sensilles renfermant les récepteurs du gofit sont distribuées sur plusieurs organes incluant
la partie externe et interne du proboscis ainsi que les pattes, la marge de 'aile et I'organe

ovipositeur de la femelle (Figure 1A) (Stocker 1994, Vosshall & Stocker 2007).

La partie externe du proboscis est constituée de deux labella, également appelés palpes

labiaux, qui fusionnent au niveau de la partie proximale du proboscis (Figure 1B).
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A Marge des
ailes

Génitalia Labellum

P

Proboscis

/Labellum

Figure 1: Organisation du systeme gustatif chez Drosophila melanogaster.

(A)- Les points verts indiquent la localisation des organes gustatifs externes de la drosophile: le
proboscis, le premier tarse des pattes, la marge des ailes et 'organe ovipositeur chez la femelle (génitalia).
(B)- Le proboscis est le principal organe gustatif chez la drosophile. Il est composé de deux labella
recouverts de sensilles gustatives. (C)- Le proboscis de la drosophile contient 3 organes gustatifs internes
le long de la paroi du pharynx: le LSO, VCSO et le DCSO impliqués dans I'évaluation de la nourriture et le
rejet de substances toxiques. Modifié a partir de (Liman et al, 2014).
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Figure 2: Morphologie des différentes sensilles gustatives.

Les sensilles sont recouvertes de cuticule et présentent un pore a travers lequel les molécules sensorielles
pénetrent. Elles vont activer les récepteurs gustatifs portés par les neurones sensoriels dont 'axone
projette dans le systeme nerveux central. Il existe 3 types de sensilles caractérisées par leur taille, leur
morphologie, leur localisation et le nombre de neurones sensoriels et mécano-sensoriels qu’elles
abritent. On distingue les sensilles a cil long (taste bristle), les sensilles avec un cil plus court (taste peg)
et les sensilles sans cil (hairless sensilla).
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Des sensilles gustatives ont été identifiées dans le pharynx formant 3 organes distincts et
alignés le long de la paroi du pharynx: I'organe sensitif du labre et les organes cibariaux ventraux
et dorsaux (VCSO, DCSO). Ces organes seraient impliqués dans I'ingestion et la régurgitation des

substances toxiques (Figure 1C) (Stocker 1994).

Les sensilles de I'ovipositeur seraient impliquées dans le choix du site de ponte. Le réle
des récepteurs du gofit au niveau du proboscis et des pattes peut étre facilement illustré
toutefois, le role des récepteurs du golit au niveau de la marge des ailes reste encore
énigmatique. Une hypothese a été avancée concernant un role éventuel de ces récepteurs dans
le nettoyage de 'animal et |'exploration de I'environnement (Amrein & Thorne 2005, Stocker

1994).

1.1.2- Les sensilles gustatives

Les organes chimiosensoriels sont recouverts de cils (sensilles) qui abritent les neurones
portant les récepteurs gustatifs (GRN). Les sensilles gustatives présentent un pore terminal a
travers lequel les molécules sensorielles peuvent pénétrer et activer les GRN. Trois types de
sensilles ont été répertoriées et se différencient par leur taille, leur morphologie et leur
localisation: (1) des sensilles gustatives de type trichodea (taste bristle), (2) des sensilles plus
courtes et de forme coniques (taste peg appelées aussi papilles) et des sensilles sans poils

(hairless sensilla) (Shanbhag et al, 2001b, Stocker 1994) (Figure 2).

Chaque structure sensillaire est composée d’'un ou plusieurs neurones sensoriels, d'un
neurone mécano-sensoriel et de trois types de cellules accessoires: les cellules thormogenes,
thécogenes et tricogenes responsables en particulier de la production et de la sécrétion de la

lymphe sensillaire (Amrein & Thorne 2005) (Figure 2).

Les sensilles de type « taste bristle » localisées sur les labella du proboscis sont
caractérisées par leur taille et on dénombre 3 familles: L (longue), I (intermédiaire) et S (courte).
Ces différentes sensilles ne possedent pas le méme nombre de neurones. Les sensilles de type L
et S abritent 4 neurones alors que les sensilles de type I abritent 2 neurones (Amrein & Thorne

2005, Montell 2009).
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Tableau 1: Tableau récapitulatif de l'organisation du systéme gustatif chez Drosophila
melanogaster.

Les organes gustatifs de la drosophile sont répartis sur I'ensemble de son corps. Chez les insectes la
structure de base de la perception sensorielle est la sensille qui abrite des neurones sensoriels (GRN) et
mécano-sensoriels (MSN) portant des récepteurs. Ces récepteurs, une fois activés par des molécules
sensorielles, vont pouvoir induire une réponse comportementale (Montell 2009).

Localisation Nom de l'organe Nombre / Type sensille GRNs MSNs
Palpes labiaux (Labella) 31 sensilles
9 sensilles L (longues) 4 1
Proboscis 10 sensilles I (intermédiaires) 2 1
12 sensilles S (courtes) 4 1
30-40 pegs 1
LSO Organe sensitif du labre 3 sensilles * 8
* 1 1
* 1 1
Pharynx VCSO Organe cibariale ventral 3 sensilles Proximale 2
Médian 2
Distale 4
DCSO Organes cibariale dorsal 2 sensilles Postérieure 3
Antérieure 3
Mailes- Pattes prothoraciques 50 sensilles 2-4 1
Pattes Femelles- Pattes prothoraciques 37 sensilles 2-4 1
2éme paire 30 sensilles 2-4 1
3éme paire 32 sensilles 2-4 1
Ailes 40 sensilles 4 1
Génitalia 10 sensilles % %
Taste bristle de type-L Taste bristle de type-S Taste bristle de type-I

=
[y

1l

Figure 3: Représentation des différentes sous-familles de sensilles de type (taste bristle) et le
nombre de neurones qu’elles portent et leur spécificité de réponse.

Classiquement, 3 sous-familles de sensilles de type taste bristle sont répertoriées au niveau du proboscis.
Les sensilles de type L et S, composées de 4 GRN distincts, répondent aux sucres (S), a I'eau (W), aux
faibles (L1) et aux fortes (L2) concentrations de sel et / ou aux molécules aversives, alors que les sensilles
de type I, composées de 2 GRN répondent a des stimuli attractifs (sucres, faible concentration de sel - S)
et a des stimuli répulsifs (molécules aversives et forte concentration en sel - L2)(Ebbs & Amrein 2007,
Hiroi et al.,, 2004).
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Chaque labellum du proboscis portent 31 sensilles gustatives de type « taste bristle »
intercalées avec 30 a 40 « taste peg » qui abritent un neurone chimiosensoriel et un neurone
meécano-sensoriel. Ces sensilles sont impliquées dans le contréle de la qualité de la nourriture et
des liquides avant I'ingestion. Des sensilles gustatives de type «hairless sensilla» ont également
été répertoriées au niveau des organes du pharynx. Le LSO regroupe 9 sensilles dont 3 sont des
sensilles gustatives et portent au total 10 GRN, le VCSO compte 3 sensilles avec 8 GRN et le DCSO
abrite 2 sensilles avec 6 GRN. Ces organes internes sont peu étudiés mais sont probablement
responsables de I'évaluation de la qualité des substances ingérées avant le transit dans les

organes digestifs et le rejet des substances nocives (Montell 2009, Stocker 1994) (Tableau 1).

Les pattes sont également couvertes des sensilles gustatives abritant entre 2 et 4 GRN. La
premiere paire de patte (pattes prothoraciques) porte 50 sensilles chez le male et 37 sensilles
chez la femelle. Il a été respectivement dénombré 30 et 32 sensilles gustatives sur la seconde et
troisieme paire de pattes pour les deux sexes. Le dimorphisme sexuel au niveau des pattes
prothoraciques (50 sensilles versus 37 sensilles) peut étre expliqué par la présence chez le male
de sensilles spécifiques a la détection de phéromones sexuelles de la femelle impliquées dans le
comportement de cour du male (Bray & Amrein 2003). La marge des ailes est décorée de 40
sensilles contenant 4 GRN et I'organe ovipositeur de la femelle porte 10 sensilles présentant la
morphologie de sensilles gustatives mais tres peu caractérisées (Amrein & Thorne 2005,

Dahanukar et al,, 2005, Montell 2009, Vosshall & Stocker 2007) (Tableau 1).

1.1.3- Les neurones gustatifs

Chaque neurone gustatif présente une spécificité de réponse électrophysiologique par
rapport au sucre, au sel, a ’eau ou aux substances aversives, ce qui a conduit a la distinction de
4 classes de GRN: S (principalement mono-, di- et tri-saccharides), L1 (sel a faible concentration),
L2 (sel a forte concentration et substances aversives) et W (eau) (Figure 3) (Amrein & Thorne

2005, Hiroi et al, 2004, Inoshita & Tanimura 2006).

De plus, chaque sensille abrite des neurones (L1 et L2) ayant des réponses antagonistes
(Hiroi et al, 2004) ce qui montre que les expériences doivent étre menées au niveau des

neurones et non au niveau de la sensille.



Chapitre 1: Le systéeme gustatif

Classiquement les sensilles de type L et S, composées de 4 GRN distincts, répondent aux
sucres, a l’eau, aux faibles et aux fortes concentrations de sel et ou aux molécules aversives, alors
que les sensilles de type I, composées de 2 GRN répondent a des stimuli attractifs (sucres, faible
concentration de sel) et a des stimuli répulsifs (molécules aversives et forte concentration en

sel) (Figure 3) (Ebbs & Amrein 2007, Hiroi et al, 2004).

1.1.4- Les récepteurs gustatifs

Tout comme les mammiféeres, les insectes détectent un répertoire de modalités
sensorielles gustatives (I'amer, le sucré, 'umami, I'acide et le salé). Diverses études ont permis
d’identifier 62 genes codant 68 récepteurs gustatifs par épissage alternatif chez la drosophile.
Ces récepteurs gustatifs ont une structure a 7 domaines transmembranaires de 550 a 650 acides
aminés et présentent entre 15 et 25 % d’homologie (Clyne et al, 2000, Dunipace et al, 2001,
Robertson et al, 2003, Scott et al, 2001).

Longtemps considérés comme des récepteurs membranaires couplés aux protéines G
(GPCR), les récepteurs gustatifs de la drosophile ne partagent aucune séquence commune avec
les GPCR des mammiféres. La différence ne s’arréte pas la, en effet, les récepteurs gustatifs de la
drosophile possédent 7 domaines transmembranaires avec une topologie inversée par rapport
a celle retrouvée chez les mammiféeres. Le domaine C-terminal de la protéine se trouve a
I'extérieur de la cellule alors que co6té N-terminal est situé du c6té cytoplasmique. Les récepteurs
gustatifs (GR) partagent une homologie de séquence importante avec les récepteurs olfactifs, ce
qui laisse penser que les récepteurs gustatifs pourraient également former des canaux
ionotropiques directement activés par le ligand mais aussi par la voie de signalisation liée aux

protéines G (Sato et al,, 2011).

Des études fonctionnelles ont permis de classer les récepteurs gustatifs en 8 familles: les
récepteurs aux sucres, aux molécules ameres, aux sels, a I'’eau (faible osmolarité), au gaz

carbonique (CO2), a I'acide, a 'umami et aux phéromones.
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2- Modalités gustatives détectées par les récepteurs gustatifs du
proboscis

2.1- Les récepteurs aux sucres

Les insectes sont attirés par les molécules sucrées tels que les disaccharides (sucrose et
maltose) et oligosaccharides. Les récepteurs aux sucres appartiennent a la superfamille des GR.
Le premier GR répondant aux sucres a avoir été identifié est Gr5a, responsable de la réponse au
tréhalose (Dahanukar et al, 2001, Dahanukar et al, 2007, Ueno et al, 2001). Des études
électrophysiologiques et comportementales ont montré que I'invalidation de Gr5a n’affecte pas
la réponse des GRN vis-a-vis des autres sucres. Toutefois, I'ablation des neurones gustatifs dans
les sensilles de type S affecte la réponse a tous les sucres. Ces études indiquent qu’'un neurone

exprime différents récepteurs aux sucres.

Chez l'adulte, Gr5a, Gr64a, et Gr64f sont nécessaires et indispensables pour détecter
toutes les molécules sucrées, mis a part le fructose (Jiao et al, 2007). Ces récepteurs détectent
des sucres de structures différentes, Gr64a par exemple, participe a la réponse au saccharose et
au maltose et Gr5a répond au tréhalose. En revanche, Gr64f est considéré comme un corécepteur

et la détection du fructose est réalisée par le récepteur Gr43a (Miyamoto et al, 2012).

2.2- Les récepteurs aux substances aversives

2.2.1- Les récepteurs gustatifs de type GR

Chez les insectes, la perception des substances répulsives est treés étudiée en raison du
role qu'elle joue dans la sélection des sources de nourritures, notamment chez les insectes
phytophages. Chez les 1épidopteres, tel que le papillon Manduca sexta, I'activation des neurones
sensibles aux substances aversives conduit a une inhibition du comportement d'ingestion
(Glendinning et al, 2001). Chez Drosophila melanogaster, une étude comparable a permis
d'établir le méme type de lien entre les neurones répondant a I'amer et les comportements

d'aversion envers des substances ameres (Meunier et al,, 2003).

Les récepteurs gustatifs sensibles aux molécules aversives sont portés par les neurones
L2, abrités par les sensilles de types S et I localisées au niveau du proboscis, des pattes et dans

le pharynx.
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Figure 4: Cartographie des 6 familles de sensilles gustatives: S-a, S-b, L, S-c, I-a et I-b.

L’étude de Weiss et collaborateurs (2011) a permis de classifier les récepteurs gustatifs portés par les
neurones L2 dans tous les types de sensilles en 6 familles distinctes. Ces sous-familles se différencient
selon leur profil d’excitation a un panel de 16 molécules aversives de structures différentes. La sous-
famille L répond tres faiblement aux stimuli aversifs et est fortement activée par les molécules sucrées.
La sous-famille S (S-a et S-b) répond a toutes les molécules aversives testées avec des intensités
différentes alors que la sous-famille S-c (sensilles S4, S8) ne répond a aucune des molécules aversives
testées. Enfin, la sous-famille I (I-a et I-b) est fortement activée par un nombre limité de molécules
aversives (I-a-5 molécules; I-b-4 molécules). Modifié a partir de (Weiss et al,, 2011).
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L’étude de Weiss (2011) a permis d’effectuer une classification plus précise de la
localisation des GR répondant aux molécules aversives. En effet, les récepteurs gustatifs portés
par le labellum présentent différentes sensibilités vis-a-vis d'un panel de 16 molécules aversives
et 6 groupes de récepteurs gustatifs sensibles aux molécules aversives ont été identifiés: Les GR
portés par les sensilles L (groupe 1) répondent trés faiblement aux molécules aversives. Les
sous-groupes de sensilles I-a (groupe 2) et I-b (groupe 3) répondent a un panel restreint de

molécules aversives (Figure 4).

En effet, parmi les 16 molécules aversives testées, les sensilles I-a et I-b répondent
uniquement a 5 et a 4 molécules avec une excitation supérieure a 10 amplitudes par seconde
(spikes/s > 10). En revanche, les sous-groupes S-a (groupe 4) et S-b (groupe 5) répondent a toutes
les molécules aversives testées. Par contre, le groupe S-c (groupe 6) constitué des sensilles S4 et

Ss ne répond a aucune des molécules aversives testées (Figure 4).

Il est probablement possible de mettre en évidence d’autres sous-groupes si ces mémes

expériences sont réalisées avec d’autres composés aversifs.

La distribution spatiale de ces GR dans le proboscis a été élucidée en utilisant le systéme
UAS/GAL4 avec un rapporteur UAS-mCD8-GFP. Cette étude a mis en évidence que 38 GR
exprimés dans le proboscis, dont 33 GR sont localisés dans les 4 sous-groupes de sensilles
sensibles aux molécules aversives (I-a, I-b, S-a et S-b). Il a été remarqué que les sensilles de type
S-a (29 GR) et S-b (16 GR), répondant a un plus grand nombre de molécules aversives, abritent
un nombre plus important de GR dans les neurones de type L2 que ceux exprimés dans les
sensilles des sous-groupes intermédiaires I-a (6 GR) et I-b (10 GR) (Figure 5) (Weiss et al,
2011).

Un groupe de 5 GR a été identifié dans toutes les sensilles S et . L’hypothese de I'existence
d’'un éventuel co-récepteur (Gr66a, Gr32a, Gr33a, Gr89a et Gr39a.a) appelé «Core-bitter GR»
dont la fonction est assimilée a celle d’'Orco (Or83b) dans le systéme olfactif a été émise (Figure

5) (Weiss etal, 2011).

Le réle de quelques GR a été étudié en utilisant des souches mutantes dont le gene a été
éliminé par excision (Lee et al,, 2009, Moon et al,, 2006). En général, la détection des molécules
aversives est assurée par un large répertoire de GR, exprimés dans les neurones de type L2, qui

peut étre accomplie soit par un complexe de plusieurs récepteurs ou par un seul récepteur.
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Taste bristle type-S-a Taste bristle type-S-b Taste bristle de type-S-c

GR5a  Gr8a Gr57a GR5a Gr8a
GR64e  Gr22b Gr58b GR64e Gr22e Gr36a GR5a
GR64f Gr22d Gr59a GR64f Gr22f Gri6e GRé4f
Gr22e Gr59b Gr28a [Gr3%a.a
Gr28a Gr59c Gr28b.a Gr39%b
Gr28b.a Gr59d Gr28b.d Gr59a
Gr28b.e|Gr66a Gr28b.e |Gr66a
Gr32a| |Gr89a Gr32a| |Gr89a

Gr33a| Gr92a
Gr36b Gr93a
Gr36¢c _ Gr93b
[Gr39a.a| Gr98b
Gr39a.b Gr98c
Gr39a.d Gr98d
Gr39b

Taste bristle de type-L Taste bristle de type-l-a  Taste bristle de type-1-b

gzgia GR5a Ersza: GR5a Gr22b

CRedn GR64e |Gr33a GR64e Gr28a
cRear GR64f EGrgsga.a GR64f Gr28b.a
r59c¢c Gr28b.e
__GrJQa.a

Grd47a

Gr66a

Gr89a

Figure 5: Représentation schématique des différentes sous-familles des récepteurs gustatifs
sensibles aux molécules aversives dans les 6 classes de sensilles gustatives.

L’étude de Weiss (2011) a permis de mettre en évidence 33 GR exprimés au niveau du proboscis ainsi
que différentes combinaisons de GR dans chaque type de sensilles. IIs ont également répertorié 5 GR
(encadrés) communs a toutes les sensilles (Gr66a, Gr32a, Gr33a, Gr89a et Gr39a.a) suggérant la
formation d'un co-récepteur nécessaire a la détection des molécules aversives. Modifié a partir de (Weiss
etal, 2011).
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Par exemple, des expérimentations comportementales et électrophysiologiques chez
Drosophila melanogaster ont permis de montrer que la caféine peut étre détectée par un
complexe hétéromérique composé de 4 récepteurs: Gr66a, Gr33a, Gr32a et Gr93a (Lee et al,
2010, Lee et al, 2009, Moon et al, 2006, Moon et al,, 2009). De la méme maniére, la détection du
DEET (N,N-diéthyl-3-méthylbenzamide) est assurée par un complexe hétéromérique différent

composé de 3 récepteurs: Gr66a, Gr32a et Gr33a (Lee et al, 2010).

D’autre part, il a été mis en évidence que la détection de la L-canavanine est effectuée par
un récepteur orphelin couplé aux protéines Gao47A, DmXR, codé par le gene mtt (mangetout).
Ce récepteur estlocalisé au niveau des sensilles gustatives et est exprimé au niveau des neurones

portant les récepteurs Gr66a (Devambez et al,, 2013, Mitri et al, 2009).

Différentes associations de sous-unités peuvent expliquer comment un nombre limité de

GR peut répondre a un large spectre de molécule avec des structures différentes (Figure 6).

2.2.2- Les récepteurs gustatifs de type TRP

La détection des molécules aversives dans le proboscis n’est pas limitée qu’aux GR, 3
canaux a cations TRP (transient receptor potential) ont été identifiés dans le proboscis,
contribuant a la détection de molécules aversives. Le canal TRPA1, dont le rdle dans la
thermosensation est déja établi, semble étre exclusivement impliqué dans la détection d'un
insecticide naturel: 'acide aristolochique (Kim et al, 2010a). Un autre canal TRP « Painless »
intervient également dans la détection du wasabi et des isothiocyanates (Al-Anzi et al, 2006).
Enfin, le canal TRP-Like, exprimé dans les GR est nécessaire et suffisant pour induire une réponse

au camphre (Zhang et al, 2013b).

Les trois canaux a cations TRPA1, Painless et TRP-Like, uniquement activés par leur
ligand, ont été associés aux groupes de GR I-a et I-b qui répondent a un nombre restreint de

molécules aversives (Zhang et al, 2013b) (Figure 6).
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Figure 6: Schéma récapitulatif des différentes structures des récepteurs gustatifs chez Drosophila

melanogaster nécessaires a la détection de stimuli sensoriels.

Les récepteurs gustatifs partagent une grande homologie avec les récepteurs olfactifs. Comme ces
derniers, ils ont 7 domaines transmembranaires avec une topologie inversée avec un domaine N-terminal
intracellulaire et un domaine C-terminal extracellulaire capable de former des canaux ioniques pour la
transduction du signal. Toutefois, la famille des récepteurs gustatifs s’est élargie depuis quelques années.
En effet, d’autres récepteurs capables de détecter des stimuli gustatifs ont été identifiés et répertoriés
tels que les canaux ioniques TRP et ENaC respectivement impliqués dans la détection de I'eau et des
molécules aversives. Une derniere famille est venue s’ajouter a la liste: les récepteurs IR. Identifiés et
caractérisés dans le systeme olfactif, ces récepteurs homologues des récepteurs ionotropiques au
glutamate chez les mammiferes seraient impliqués dans la détection des faibles concentrations de sel.

Modifié a partir de (Benton 2009, Liman et al.,, 2014).
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2.3- Suppression de la modalité sucrée par des molécules aversives

Dans l'environnement, la nourriture peut étre présente sous forme d’'un mélange de
composés attractifs et répulsifs. Il est nécessaire pour I'animal de faire un tri au niveau central
des modalités gustatives détectées. Les composés aversifs déclenchent un comportement de
répulsion et entrainent 'arrét de la prise alimentaire en activant tout d’abord les récepteurs
sensibles aux molécules aversives tout en inhibant les récepteurs aux sucres (Meunier et al,

2003).

L’étude de Jeong et ses collaborateurs (2013) a démontré que 'inhibition des récepteurs
aux sucres est provoquée par une protéine de transport: 0BP49a. Cette protéine est synthétisée
puis secrétée dans la lymphe sensillaire par les cellules accessoires dans les organes gustatifs.
L’OBP49a est capable de capter et de transporter la molécule aversive pour qu’elle se fixe sur le
GR au sucre Gr64a et d’inhiber son activité. Ce phénomeéne est qualifié de mécanisme autonome
non cellulaire et peut expliquer pourquoi au cours des tests de comportement les individus

sauvages ne consomment pas les mélanges sucres - molécules aversives (Jeong et al, 2013).

2.4- Les récepteurs a 'umami

Les adultes détectent les sources d’alimentation contenant des acides aminés et leur
consommation est d’autant plus forte s’ils ont été élevés sur un milieu dépourvu en acides
aminés (Toshima & Tanimura 2012). La préférence pour les femelles se porte plutot vers les
acides aminés aromatiques et la cystéine tandis que les males préferent consommer de la leucine

et de I'histidine.

Lors d’études d’électrophysiologie, il a été montré qu’aucun des 18 acides aminés
standards testés ne stimule les GRN sensibles aux sucres, suggérant la probable implication des
« taste peg » dans la détection des acides aminés. A ce jour, aucun GR impliqué dans la détection
des acides aminés standards n’a été identifié. Toutefois, la L-canavanine qui est un acide aminé
de synthese toxique provoquant un comportement de répulsion est détecté par le récepteur
orphelin DmXR (Mitri et al, 2009) couplé aux protéines G, Gao47A (Devambez et al, 2013)
(Figure 6).
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2.5- Les récepteurs a I'acide et au sel

Les modalités gustatives acide et salée sont appelées golit minéral car les stimuli sont
généralement des éléments simples, tels que des ions. A ce niveau, il devient compliqué de
caractériser les voies de signalisation de ces modalités car I'élément est trop simple et toujours

présent contrairement aux stimuli organiques (sucres, molécules aversives).

La perception de la modalité acide est activée au contact d'un soluté a pH acide et par des
acides organiques, comme I'acide acétique, qui péneétre par la membrane plasmique. Les insectes
préférent consommer des sources de nourriture légerement acides telles que 1'eau gazeuse et
rejettent la nourriture trop acide. L’étude de Fischler et ces collaborateurs (2007) a montré
qu’'une consommation d’eau gazeuse entraine un influx de Na2* au niveau de la région du SOG
innervé par les neurones localisés dans les « taste pegs », suggérant ainsi que ces neurones

gustatifs pourraient étre impliqués dans la détection du CO2 (Fischler et al, 2007).

Des études comportementales et physiologiques ont montré que le rejet des acides
carboxyliques est assuré par une sous-population de GRN a 'amer. De la méme maniére que les
molécules aversives, les molécules acides inhibent I'activité des GRN aux sucres. A ce jour, aucun
mécanisme, ni récepteur responsable de la détection des molécules acides n‘a été identifié

(Charluetal, 2013).

La détection de la modalité salée est initiée par les ions Na*, a des concentrations
comprises entre 10 mM et 500 mM mais également par des ions Li* et K* mais avec un potentiel
d’action plus faible. Les sels peuvent étre attractifs lorsque leurs concentrations sont inférieures
a 100 mM, au-dela ils deviennent répulsifs. La détection du sel chez I'adulte indique une
compétition entre deux populations de GRN sensibles au sel. A faible concentration, les sensilles
de type L sont plus fortement excitées que les sensilles de type S et I tandis qu’a fortes
concentrations, les sels sont per¢us comme des molécules aversives et alors les sensilles de type

S prennent le relai.

Chez la larve, la détection des faibles concentrations en sel est assurée par deux genes
ppk11 et ppkl19 codant deux canaux ENaC exprimés dans I'organe terminal (Liu et al, 2003).
Toutefois, ces deux genes ne semblent pas impliqués dans la détection du sel chez I'adulte (Zhang

etal, 2013a).
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A ce jour, aucun GR impliqué dans la détection du sel n’a été identifié, toutefois il a été
montré que le récepteur ionotropique IR76b est responsable de la détection des molécules

salées a faible concentration (Zhang et al, 2013a) (Figure 6).

Initialement décrits comme une nouvelle classe de récepteur olfactif, les IRs sont
également exprimés dans les organes gustatifs. IR76a est exprimé dans des GRN distincts de
ceux qui répondent au sucre et a I'amer, la projection dendritique de ces neurones arrive dans
une région bien spécifique du SOG (Zhang et al,, 2013a). Ce canal est ouvert en continu, il n’est
pas activé par un potentiel d’action ou le ligand lui-méme. La détection des fortes concentrations
en sels chez la drosophile n’est pas connue, toutefois, le canal sodique (Na*), TMC-1 (trans-
membrane channel like) a été identifié chez C. elegans suggérant I'existence d’un canal ionique

homologue chez la drosophile (Chatzigeorgiou et al, 2013).

3- Les molécules sensorielles non conventionnelles détectées par les
récepteurs gustatifs du proboscis

Les dipteres sont également attirés par les acides gras de courtes et longues chaines (AG)

a de faibles concentrations. Méme s’ils présentent des propriétés acides, ils sont détectés par les

récepteurs portés par les neurones répondant aux sucres. Aucun récepteur aux acides gras n’a

été identifié a ce jour mais une phospholipase C (PLC) indiquerait que le mécanisme de

transduction des AG impliquerait des récepteurs aux protéines G (GPCR) (Masek & Keene 2013).

Par exemple, la détection du glycérol, résidu central des lipides de la classe des
triglycérides et phosphoglycérides, est assurée par le récepteur Gr64e. Ce récepteur appartient

au clade S des récepteurs incluant Gr5a, Gr64a et Gr64f (Wisotsky et al, 2011) (Figure 6).

L’eau est aussi détectée par le systeme gustatif de la drosophile, les neurones W sont
activés par un soluté de faible osmolarité (Inoshita & Tanimura 2006, Meunier et al, 2009) qui
active le complexe DEG/ENaC, constitué d’'une protéine, la dégénérine et d’'un canal sodique
épithélial (ppk28), qui semble suffisant pour la détection de I'’eau (Cameron et al, 2010) (Figure
6).
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4- Modalités gustatives détectées par les récepteurs gustatifs dans les
autres organes gustatifs
Il y a au moins 3 familles de récepteurs/canaux qui sont capables de détecter des stimuli
gustatifs: (1) les récepteurs gustatifs (GR), (2) les récepteurs ionotropiques (IR) et les canaux
TRPs. Ces structures portent ce nom a partir du moment ou leur fonction est dédiée a la
gustation. Mais il existe aussi des GR qui s’expriment ailleurs que dans le proboscis / pharynx et
permettent de détecter des molécules gustatives et d’autres stimuli sensoriels. Des récepteurs
gustatifs ont été identifiés et répertoriés au niveau des pattes, de la marge des ailes, de I'antenne,
du cerveau et sur l'organe ovipositeur. Les GR sont également exprimés dans des neurones
afférents dont la fonction a été établie dans la proprioception, hygro-sensation et la

thermosensation (Dunipace et al, 2001, Scott et al, 2001, Thorne & Amrein 2008).

4.1- Les récepteurs gustatifs dans les pattes

Deux réles majeurs des GR ont été identifiés au niveau des pattes: (1) permettre de «
golter » les phéromones sexuelles émises par ces éventuels partenaires (Bray & Amrein 2003).
(2) permettre la détection des molécules toxiques dans I’environnement avant de les ingérer via

le proboscis.

Ainsi, Gr68a et Gr39a sont exprimés dans les pattes prothoraciques et permettent de
détecter les phéromones femelles telles que les 7,11-heptacosadiene (7,11ND) et le 7,11-
nonacosadiene (7,11HD). La mutation de Gr39a entraine une diminution des tentatives
d’accouplement avec les femelles (Bray & Amrein 2003). De plus, Gr68a est exprimé dans le
neurone mécano-sensoriel, utile au comportement de cour en complexe avec d’autres GR
(Koganezawa et al, 2010). Les récepteurs gustatifs Gr32a, Gr33a et Gr66a sont impliqués dans
la détection de la phéromone sexuelle male (7-tricoséne) (Lacaille et al, 2007), la mutation de
ces récepteurs entrainent cette fois-ci une augmentation des tentatives d’accouplement male-
male (Lacaille et al, 2007, Moon et al, 2009). Récemment, plusieurs genes (ppk23 et ppk29)
appartenant a la famille des geénes pickpocket ont été identifiés et impliqués dans le
comportement de cour du male constituant ainsi une nouvelle classe de récepteurs aux

phéromones (Thistle et al, 2012, Toda et al, 2012).
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D’autre part, de la méme maniere que le labellum, les sensilles gustatives portées par les
pattes abritent 4 types de cellules répondant respectivement aux molécules sucrées, aversives,
a 'eau et aux faibles concentrations de sel. L’étude menée par Meunier et ses collaborateurs
(2003) a mis en évidence que certaines sensilles des pattes répondent a des molécules aversives
et d’autres non. De plus, il a également été montré que les toutes les sensilles sensibles aux

molécules aversives ne sont pas excitées par les mémes substances (Meunier et al, 2003).

Récemment, Ling et ses collaborateurs (2014) ont établi une cartographie fonctionnelle
et moléculaire des sensilles localisées au niveau des 5 tarses des pattes prothoraciques de la
femelle drosophile. En effet, cette équipe a utilisé la méme stratégie que celle de I'équipe Weiss

et ses collaborateurs (2011) pour I’étude du labellum.

Tout d’abord, ils ont localisé et cartographié la position de chaque sensille au niveau des
5 segments du tarse des pattes prothoraciques. Sur cette premiere paire de pattes, ils ont
dénombré 28 sensilles dont 13 organisées de maniere asymétrique, seules les sensilles f1b* et

f4c* ne suivent pas cette regle (Figure 7).

Ils ont ensuite mesuré la réponse électrophysiologique des neurones abrités par chaque
sensille envers 40 composés (principalement des molécules sucrées et aversives), permettant

de regrouper les sensilles en 6 groupes.

On distingue (i) les sensilles de type Al qui répondent largement a toutes les familles de
molécules testées, (ii) les sensilles de type A2 qui répondent aux molécules sucrées et a un faible
nombre de molécules aversives testées (9 sur 27). (iii) Les sensilles de type B qui répondent

exclusivement aux molécules sucrées et (iv) le type C qui ne répond a aucune molécule testée.

Les sensilles (v) f4c et (vi) f5v constituent deux groupes supplémentaires. En effet, la
sensille f4c* pourrait s’apparenter aux sensilles de type A1, cependant, la sensille f4c* répond a
tres peu de molécules sucrées et a certaines molécules aversives. Par exemple, les sensilles de
type Al sont, entre autres, stimulées par la quinine et la berbérine alors que la sensille f4c* n’est
stimulée que par la quinine. La sensille f5v ne répond qu’aux sucres et plus intensément que les

sensilles de types Al et A2.
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Figure 7: Cartographie fonctionnelle des sensilles des pattes prothoraciques de la femelle

drosophile.

Les sensilles des pattes prothoraciques sont organisées en 6 groupes: Al, A2, B, C et les sensilles f4c* et

Gr43a
Gr6la
Gré4c
Gr6de
Greaf

Gr8a
Gr22b
Gr22c
Gr22d
Gr28a
Gr28b.a
Gr28b.c
Gr28h.d
Gr28h.e

Gr33a
Gr39a.a
Gr39b
Gr59a
Gr59b
Gré6a *
Gr93b
Grogd

f5v* avec différents profils de réponse vis-a-vis des molécules testées.

La sensille f5s (A1) est sensible a la caféine. Elle abrite plusieurs récepteurs, exprimant le récepteur
gustatif Gr66a et 17 autres récepteurs sensibles aux molécules aversives ainsi que 5 récepteurs sensibles

aux sucres.

Les récepteurs encadrés sont présents sur chaque neurone sensible aux molécules aversives suggérant
la formation d’un éventuel co-récepteur indispensable a la transduction du signal aversif. Modifié a partir

de (Ling et al, 2014).
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Ensuite, ils ont réalisé une cartographie moléculaire des récepteurs gustatifs exprimés
dans les sensilles des pattes prothoraciques. Parmi I'ensemble de 68 récepteurs gustatifs
identifiés chez la drosophile, 27 GR sont exprimés dans les pattes et 14 GR sont spécifiques des
pattes prothoraciques. Il est intéressant de noter que la sensille f5s localisée dans la partie du

tarse la plus distale est la seule qui réponde a la caféine et qui exprime Gr66a (Figure 7).

Le neurone a 'amer portant Gr66a co-exprime également 17 autres GR sensibles aux
molécules aversives. Tout comme Weiss et ses collaborateurs (2011), ils ont mis en évidence que
dans chaque sensille portant un neurone sensible aux molécules aversives, on retrouve les GR
suivants: Gr33a, Gr39a.a et Gr89a suggérant la formation d’'un éventuel co-récepteur « core

bitter sensing » dans les pattes mais différent de celui formé dans le labellum (Ling et al, 2014).

D’autre part, une étude comportementale de PER (Proboscis Extension Response) qui
visait a étudier la capacité des drosophiles a discriminer des molécules aversives, a montré que
les drosophiles adultes peuvent discriminer plusieurs composés aversifs selon leur

concentration mais pas selon leur identité chimique (Masek & Scott 2010).

4.2- Les récepteurs gustatifs dans I’antenne

Suite a 'analyse de leur séquence, les récepteurs Gr2la et Gr63a ont été répertoriés
comme récepteurs gustatifs, alors qu’ils sont exprimés dans les neurones olfactifs (ORN) du 3¢éme
segment antennaire. Ces récepteurs sont recrutés et suffisants pour la détection du gaz
carbonique CO2z(Fischler et al, 2007). De plus, les axones des neurones exprimant Gr2la et
Gr63a se projettent dans un glomérule du lobe antennaire, comme c'est la regle pour les
neurones portant les récepteurs olfactifs (ORN) et non au niveau du SOG comme le feraient les

neurones portant les récepteurs gustatifs (GRN).

5- Détection de stimuli internes par les récepteurs gustatifs

Le récepteur au fructose s’exprime également dans des neurones non liés a la gustation
au niveau du cerveau. Gr43a permet de détecter un niveau faible de fructose dans I'hémolymphe
apres la prise alimentaire. Il s’agit d’'un meilleur indicateur de prise alimentaire que le sucrose
ou le glucose. En effet, il est présent a de faibles quantités dans I'hémolymphe pendant la période
de jeline et augmente apres la prise alimentaire. Les GR ont également un réle dans la détection

des modifications de I’état physiologique de I'animal (Miyamoto & Amrein 2013).
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Figure 8: Schéma hypothétique de la transduction du signal au niveau des récepteurs gustatifs
chez Drosophila melanogaster.

Les récepteurs gustatifs partagent une grande homologie avec les récepteurs olfactifs, il est possible
d’imaginer qu’ils partagent également le méme mécanisme de transduction du signal. Par exemple, les
récepteurs gustatifs, intervenant dans la détection des molécules aversives, seraient capables de former
un canal ionique dimérique avec un co-récepteur composés de 5 GR (Gr66a, Gr32a, Gr33a, Gr89a et
Gr39a.a) appelés «Core-bitter GR» comme le font les récepteurs olfactifs avec Or83b. Cela provoquerait
la dépolarisation du signal sans I'intervention d’une protéine G, afin d’induire un signal court et rapide.
Toutefois, plusieurs études ont démontré le réle de certaines protéines G dans la transduction du signal
de plusieurs molécules sensorielles, a 'origine d'un signal tardif, lent et prolongé entrainant I'ouverture
d’un canal ionique. Modifié a partir de (Ha & Smith 2009).
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6- Détection de stimuli non gustatifs par les récepteurs gustatifs

Certains récepteurs gustatifs peuvent étre responsables de la détection de molécules non-
gustatives du fait de leur localisation neuro-anatomique. Par exemple, Gr28b.d est exprimé dans
3 neurones au niveau de l'arista de 'antenne qui permet aux drosophiles de détecter et de
prévenir les rapides hausses de température (>26°C) (Montell 2013). De plus, Gr28b.c est
exprimé aussi au niveau des neurones de l'organe de Johnston (JO) décrit comme « l'oreille »
(organe auditif) de la drosophile. Son role semble étre lié a la détection des mouvements

vibratoires (Kamikouchi et al,, 2009).

7- Transduction du signal

Il a été établi que les récepteurs olfactifs et gustatifs des insectes étaient des récepteurs a
7 domaines transmembranaires, couplés a une protéine G hétérodimérique, qui impliqueraient
un mode de transduction du signal similaire a celui des récepteurs chimiosensoriels des
vertébrés. Il semblerait que ce mécanisme ne puisse pas s’effectuer du fait que les domaines
d’ancrage de la protéine soient inversés par rapport au plan de la membrane. De nombreuses
études ont mis en lumiere la possibilité que les récepteurs gustatifs forment des récepteurs
ionotropiques comme c’est le cas pour les récepteurs olfactifs (OR/0r83b) (Figure 8) (Benton

etal, 2006, Ha & Smith 2009, Sato et al, 2011).

Toutefois, plusieurs études ont fait état d’'un recrutement des protéines G, telles que Goq,
Gsa, Goa et Gy, permettant la transduction du signal de certaines molécules sucrées (Bredendiek
et al, 2011, Ishimoto et al, 2005, Kain et al,, 2010, Ueno et al, 2006). De plus, la détection de
certaines molécules aversives nécessite également 'activation de protéines G. Par exemple, la
protéine G AC78C (Ueno & Kidokoro 2008) et la guanylyl cyclase Gyc-89Da (Vermehren-
Schmaedick et al, 2011) participent a la détection de la caféine et le gene norpA code une
phospholipase C, essentielle a l'activation du canal TRPA1 pour la détection de I'acide
aristolochique. De méme, la détection de 'acide aminé L-canavanine fait intervenir la protéine

Goa47A (Devambez et al, 2013).

La transduction du signal des récepteurs gustatifs de type GR, IR ou TRP par des
molécules sensorielles (sucres, molécules aversives, acides aminés, sel, acides...) s’effectue tout
d’abord par l'activation de canaux ionotropiques mais également par la voie de signalisation

couplée aux protéines G (Figure 8) (Sato et al, 2011).
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Gr5a, Gr66a Caféine Sucrose Caféine Sucrose

Figure 9: Carte d’activité des récepteurs gustatifs Gr5a et Gr66a dans le ganglion sous-cesophagien
(SOG).
L’activité des neurones a été mesurée par imagerie calcique en utilisant une sonde calmoduline

couplée a la GFP (G-CaMP). Aprés l'excitation du récepteur gustatif par le stimulus sensoriel, la
dépolarisation de la membrane du neurone entraine une sortie de Ca2+. La Ca2+* libéré se fixe sur la sonde
G-CaMP et va émettre un signal fluorescent. Plus la concentration extracellulaire en Ca2* est importante,
plus le signal fluorescent est intense. (A)- Projections neuronales et activité basale des récepteurs
gustatifs Gr5a et Gr66a dans le SOG. (B & C)- Augmentation de I'intensité de fluorescence (A F/F%) apreés
un traitement avec 100 mM de caféine (B) et 1 M de sucrose (C). (D)- Superposition des profils
d’expression et de I'activité des récepteurs Gré66a (rouge) et Grba (vert). Modifié a partir de (Marella et

al,, 2006, Vosshall & Stocker 2007).
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Ce mécanisme d’activation a double voie est aussi retrouvé chez d’autres insectes tels que
le papillon Manduca sexta (Glendinning et al, 2002). Les canaux ioniques permettent a 'individu
de mettre en place un mécanisme de détection court et rapide et la voie de signalisation couplée
aux protéines G permet d’avoir un signal plus large et d’'amplifier le signal pour les stimuli de
faible concentration en évitant ainsi les phénomenes d’adaptation. Ces deux systemes de
transduction du signal ne sont pas obligatoirement exclusifs d'un organisme ou méme d’un type
de sensille. Leur coexistence pourrait méme expliquer une plus grande diversité et une plus large

adaptabilité de la réponse chimiosensorielle.

8- Projection des neurones gustatifs

Les neurones des palpes labiaux et du pharynx, ainsi que la plupart de ceux des pattes,
projettent leurs axones au niveau du ganglion sous-cesophagien (SOG), alors que le ganglion
thoracique recoit les projections des neurones des ailes et de quelques neurones des pattes

(Stocker 1994).

De plus, les axones des neurones exprimant des récepteurs de molécules sucrées se
projettent d’'une fagon isolatérale au niveau du SOG. Par contre, les axones de neurones
exprimant des récepteurs des molécules ameres se projettent dans la partie médiane du SOG ce
qui a permis la mise en place d'une carte d’activité des neurones gustatifs dans le SOG (Figure
9). Il existe également deux types d’interneurones dans le SOG qui répondent soit aux sucres soit
aux molécules ameres et qui controlent respectivement le comportement d’attraction ou de
répulsion. D’autres interneurones transmettent l'information aux corps pédonculés ou
Mushroom Bodies (MB) en vue du guidage comportemental de 'insecte (Marella et al, 2006,

Vosshall & Stocker 2007).

9- Plasticité du systeme gustatif aversif

L’animal est capable de s’adapter aux perturbations de son environnement, ce qui va
inévitablement entrainer des changements au niveau du systéme nerveux central (SNC). Ce

phénomene d’adaptation est nommé plasticité.

Une étude récente a montré la capacité du SNC a s’adapter suite a une exposition
prolongée au camphre. Le camphre est une molécule aversive mais non toxique, sa détection est

controlée par les canaux ioniques TRP-Like dans le proboscis.
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Suite a une exposition along terme au camphre, les individus sont devenus plus tolérants
a la nourriture contenant cette molécule. L'exposition au camphre a provoqué une
désensibilisation des neurones exprimant les récepteurs TRP-Like. Cette désensibilisation du
neurone est la résultante d’'une modification post-traductionnelle du récepteur TRP-Like. Le
récepteur est ubiquitinylé par I'enzyme Ube3a ce qui va recruter le protéasome et provoquer la
dégradation du récepteur TRP-Like au niveau de la dendrite, entrainant ensuite I’élimination des

boutons synaptiques dans les axones provoquant la désensibilisation du neurone au niveau du

SOG.

Lorsque les individus sont a nouveau élevés sur un milieu d’élevage standard sans
camphre sur le long terme, il en résulte une restauration du niveau protéique du récepteur TRP-
Like, des boutons synaptiques et du comportement de répulsion des individus (Zhang et al,

2013b).

Les récepteurs du goiit ayant été tout d’abord découverts chez les mammiferes, il
semblait logique de penser qu’ils partageraient de nombreuses similitudes avec ceux des
insectes, or cela n’est pas le cas. Les GR ne sont pas uniquement des récepteurs couplés a une
protéine G mais sont, pour la plupart, des canaux ioniques. Ces canaux permettent a I'individu
d’avoir un mécanisme de détection plus rapide et les voies de signalisation couplées aux
protéines G permettent d’amplifier le signal pour les stimuli de faible concentration évitant ainsi
les phénomenes d’adaptation. Différents types de récepteurs/canaux capables de détecter des
stimuli sensoriels ont été identifiés (les GR, IR et TRP) et diverses études ont montré qu'’ils ne
sont pas restreints aux organes gustatifs (proboscis, pattes, marge des ailes et organe
ovipositeur) ni aux stimuli gustatifs. En effet, ils sont également exprimés dans de nombreuses
cellules dans I'’ensemble du corps (antennes, intestins, cerveau) et dans plusieurs cas, ils sont
impliqués dans la détection des changements de I'’environnement (olfaction, humidité et

température).

De nombreuses pistes restent encore a explorer, tels que la découverte et le mode d’action
des récepteurs a I'acide, aux sels et aux acides gras mais également les modalités de perception
de la texture des aliments et les mécanismes de plasticité du systeme nerveux périphérique suite

a une perturbation de I’environnement.
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Chapitre 2: Enzymes du métabolisme des xénobiotiques
2- Les enzymes du métabolisme des xénobiotiques
2.1- Généralités

Les étres vivants sont quotidiennement exposés dans leur environnement a une
multitude de composés naturels ou de synthése (xénobiotiques) qui peuvent se révéler toxiques
pour l'organisme. Le nom de xénobiotique (du grec &evog ‘étranger’ et Blog ‘vie’) est donné a
toute substance étrangeére a un organisme et n’ayant pas de fonction physiologique vitale. La
nature des xénobiotiques est extrémement variée et peut prendre différentes formes telles que
des polluants environnementaux, des additifs contenus dans la nourriture et des médicaments

(Guengerich 2003).

Les xénobiotiques peuvent pénétrer dans l'organisme par différentes voies: orale,
respiratoire et cutanée et vont étre dégradés dans les organes de biotransformation et
d’excrétion (foie, reins chez les vertébrés et corps gras et tube de Malpighi chez les invertébrés).
L’absorption va dépendre du caractere lipophile de la molécule et de son degré d’ionisation qui

varie selon le pH.

L’accumulation des déchets et des xénobiotiques peut avoir des effets déléteres sur
I'organisme compte tenu de leur potentielle toxicité. Afin de limiter ces effets, les organismes
vivants disposent de plusieurs moyens de protection: (1) Les barrieres naturelles comme la
peau, les intestins ou les poumons peuvent empécher I'absorption des xénobiotiques. (2)
L’organisme dispose d’'un arsenal d’enzymes de biotransformation qui peuvent dégrader les
molécules ou changer leurs propriétés physico-chimiques afin de faciliter leur élimination via

diverses voies comme les féces, l'urine, la bile, la salive, I’air exhalé ou la sueur.

L’organisme a mis en place un réseau de détoxication des xénobiotiques afin de
désactiver et d’éliminer les molécules hors des cellules puis hors de 'organisme. Les EMX sont
organisées en réseau d’enzymes aux substrats chevauchants capables de biotransformer les
molécules toxiques lipophiles en molécules hydrophiles moins réactives. La nature lipophile des
xénobiotiques les empéche d’étre spontanément éliminés hors de I'organisme par les fluides
biologiques. Au contraire, cette caractéristique lipophile leur permet le transport et I’absorption

dans la membrane pouvant induire des effets déléteres sur I'organisme.
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Figure 10: Schéma général des 3 phases du métabolisme des xénobiotiques.

Les EMX sont organisées en réseau d’enzymes aux substrats chevauchants capables de biotransformer
les molécules toxiques lipophiles en molécules hydrophiles moins réactives au cours des phases I et I
respectivement dites de Fonctionnalisation et de Conjugaison. Les métabolites conjugués hydrophiles
sont par la suite plus facilement excrétés par des transporteurs de phase III, avant d’étre éliminés hors

de l'organisme.
X : Molécules lipophiles ; X-OH : Métabolites hydroxylés ; X-OR : Métabolites conjugués
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Apres leur biotransformation, les xénobiotiques vont étre plus facilement
excrétés par des transporteurs avant d’étre éliminés via les fluides biologiques. Les EMX sont
relativement bien conservées au cours de I'évolution et se retrouvent chez les bactéries, les

plantes, les insectes et chez les vertébrés (Xu et al,, 2005a).

2.2- Le métabolisme des xénobiotiques

Le métabolisme des xénobiotiques se déroule classiquement en trois phases (Figure 10).
Les enzymes de phase I réalisent 1'étape de fonctionnalisation qui consiste a greffer un
groupement fonctionnel sur le xénobiotique, principalement catalysée par les monoxygénases a
cytochromes P450 (CYP). Le métabolite issu de la réaction présente les propriétés nucléophiles

ou électrophiles nécessaires a 1'étape suivante de conjugaison.

Les enzymes de phase Il prennent en charge les métabolites issus de I'étape de
fonctionnalisation, ou bien des molécules possédant déja un groupement fonctionnel
hydrophile. Généralement, elles catalysent la conjugaison d'un groupement polaire qui peut étre
selon l'enzyme et l'organisme un acide glucuronique (UDP-glucuronosyltransférases), le
glutathion (Glutathion-S-transférases) ou un groupe sulfate (Sulfotransférases). Lors de la phase
III, les métabolites conjugués hydrophiles sont excrétés hors de la cellule, ce qui nécessite
I'intervention de protéines membranaires appartenant a la famille des transporteurs ATP-

dépendant de type MRP (Multidrug Resistance associated Proteins) (Xu et al, 2005a).

2.2.1- Les enzymes de phase I ou de fonctionnalisation

Au cours de la premiére étape de biotransformation, les xénobiotiques sont pris en charge
par les enzymes dites de fonctionnalisation. Ces enzymes catalysent l'introduction de
groupements polaires de types OH, NH2 et COOH, permettant d’augmenter la polarité des
xénobiotiques et de favoriser leur élimination ou leur conjugaison par les enzymes de phase II
(Guengerich 2003). Néanmoins, il est possible qu’apres cette étape de fonctionnalisation, les
métabolites produits soient davantage réactifs que la molécule de départ et puisse ainsi

engendrer une toxicité, on parle alors de bioactivation (Nilsson et al, 2000).

Les principales enzymes de phase I sont les monooxygénases a cytochromes P450 (CYP)
mais il existe également les monooxygénases a flavines, des déshydrogénases, des époxydes

hydrolases, des réductases, des oxydases et des carboxylestérases (Oppermann & Maser 2000).
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Figure 11: Mode d’action des Cytochromes P450 (CYP).

Les CYP sont des hémoprotéines qui catalysent une réaction de monooxygénation a partir du dioxygene
02. Un atome d'oxygéne est transféré au substrat et 'autre est réduit en eau. Cette réaction d’oxydo-
réduction est possible grace au transfert d’électrons de la FAD/FMN NADPH réductase. La localisation
des CYP est variée, ces protéines sont localisées au niveau de la membrane, du réticulum endoplasmique,
de la mitochondrie et sont également sécrétées dans le cytosol (Bock 2003, Chertemps et al, 2012,

Feyereisen 2006, Nagashima & Touhara 2010, Neve & Ingelman-Sundberg 2008).

Tableau 2: Classification des génes codant les Cytochromes P450 (CYP) chez Drosophila

melanogaster.

Chez Drosophila melanogaster, 1a superfamille des CYP est organisée en 4 clades regroupant 85 génes et
7 pseudogenes. Les CYP sont classés en familles et sous familles selon leur degré d’homologie. Modifié a

partir de (Feyereisen 2006).

Ordre Génes /Espéces Clade Mitochondrial Clade 2 Clade 3 Clade 4 Total

D. melanogaster 11 6 36 32 85

CYP12, 49, 301, 302, CYP6,9,28, 308- CYP4, 311-313

familles CYPs L ’ ’ CYP18, 303-307 S : ’

Diptéres 314, 315 310, 317 316, 318
CYP6alsp, 7
Pseudogénes CYP49alp CYP307a2p 6t2p, 6alép, CYP313alp
9f3p
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2.2.1.1- Les Cytochromes P450 (CYP)

Les CYP forment l'une des principales familles d’enzymes impliquées dans Ia
fonctionnalisation des xénobiotiques. Cette large famille d’hémoprotéines catalyse 1’oxydation

d’'un grand nombre de composés endogenes et exogenes.

Ces enzymes catalysent des réactions d’oxydoréduction dont la plus importante est
I'’hydroxylation en utilisant un cofacteur NADPH. Pour catalyser ces réactions, les CYP
incorporent un atome d’oxygene dans le substrat a partir de I'oxygéne moléculaire (02). Les
réactions d’oxydoréduction nécessitent une source d’électrons apportée par la NADPH-
cytochrome-réductase. Cette derniere est une flavoprotéine présente dans la membrane du
réticulum endoplasmique qui assure le transfert de deux électrons du nicotinamide adénine

dinucléotide phosphate (NADPH) jusqu’au CYP (Figure 11).

Bien que les réactions de mono-oxygénations au niveau des carbones soit les plus fréquentes,
les CYP peuvent catalyser de nombreuses autres réactions telles que des N, S ou 0-oxydations

(Feyereisen 1999, Guengerich 2003).

Chez les insectes, et plus particulierement chez Drosophila melanogaster, 1a superfamille
des CYP regroupe 85 genes et 7 pseudogenes qui ont été regroupés en familles et sous familles
selon leur degré d’homologie (Tijet et al, 2001). En effet, la nomenclature introduite par Nerbert
et al (1987) propose que tous les membres d'une famille et d’'une sous-famille partage
respectivement au moins 40 % et 55 % d’homologie de séquence en acides aminés (Nebert et al.,

1987).

De plus, la superfamille des CYP a été scindée en 4 clades: CYP2, CYP3, CYP4 et le clade
des CYP mitochondriales dont les membres sont phylogénétiquement proches (Tableau 2)

(Feyereisen 2006).

Chez les insectes, les CYP sont principalement connus pour leur réle dans le métabolisme
des xénobiotiques et dans la résistance aux insecticides (Bhaskara et al, 2008, Daborn et al,
2007, Le Goff et al, 2006, Willoughby et al, 2006). Toutefois, ils interviennent également dans
des processus physiologiques essentiels a I'insecte allant du développement a la reproduction

(Chung et al, 2009).

33



Chapitre 2: Les enzymes du métabolisme des xénobiotiques

2.2.1.1.1- La superfamille des CYP: le clade des CYP
mitochondriaux

Chez les vertébrés, les CYP mitochondriaux sont généralement impliqués dans le
meétabolisme des stéroides et de la vitamine D. Chez les insectes, il a été montré que le clade

mitochondrial regroupe 6 genes et qu'il est divisé en deux familles.

Un premier groupe de genes conservés est impliqué dans des fonctions physiologiques
essentielles au développement de linsecte. Par exemple, chez Drosophila melanogaster,
plusieurs CYP participent au contréle de la synthese de I'hormone stéroide de mue et de

métamorphose: le 20 hydroxy-ecdysone (20H).

Les génes CYP302al (disembodied ; 22-hydroxylase), CYP315al (shadow ; 2-hydroxylase)
et CYP314al (shade ; 20-hydroxylase) codent des protéines responsables des étapes successives
d’hydroxylation de I'’ecdysone en sa forme active le 20H (Gilbert 2004, Petryk et al, 2003,
Warren et al,, 2002).

Le second groupe de génes semble impliquer dans le métabolisme des xénobiotiques. Par
exemple chez Drosophila melanogaster, CYP12al est inductible par le phénobarbital et il est
induit de maniere constante dans la lignée sélectionnée pour étre résistante au phénobarbital

(Daborn et al, 2007).

2.2.1.1.2- La superfamille des CYP: le clade 2

Chez les insectes, le clade 2 comprend 6 genes codant des CYP principalement impliqués
dans des processus physiologiques liés au développement. Diverses études ont permis

d’identifier plusieurs CYP candidats appartenant a la famille des genes halloween.

Les génes halloween sont des genes architectes indispensables au développement des
insectes. Par exemple, le gene phantom code I'enzyme CYP306A1, une 25-hydrolase, qui
participe a la synthése de I'’ecdysone dans les glandes prothoraciques (Niwa et al,, 2004, Warren
et al, 2004). De plus, les génes spook et spookier codent respectivement les hydroxylases
CYP307A1 et CYP307A2 qui s’expriment au cours des premiers stades embryonnaires et sont
également impliquées dans la synthese de 'ecdysone, le précurseur de la 20H (Ono et al, 2006).

Enfin, une étude récente a montré que I'enzyme CYP18G1 est responsable de l'arrét de la
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métamorphose. Cette enzyme catalyse une étape d’hydroxylation qui va convertir I’hormone

20H en 20,26-dihydroxy-ecdysone (Guittard et al,, 2011).

Ces enzymes n’interviennent pas uniquement dans la synthese d’hormone de
développement mais également dans le développement et l'organisation des sensilles
sensorielles. En effet, Willingham et Keil ont mis en évidence que le gene nompH codant'enzyme
CYP303A1 est indispensable pour le développement et I'organisation des sensilles mécano- et
chimio-sensorielles. Ils ont démontré que le mutant nompH présentait un défaut de la perception
sensorielle, en effet, bien que les sensilles présentent une organisation externe normale, leur

structure interne est complétement désorganisée (Willingham & Keil 2004).

2.2.1.1.3- La superfamille des CYP: le clade 3

Les CYP appartenant au clade 3, et particulierement a la famille CYP6 ont été les premiers
a avoir été clonés et caractérisés chez les insectes. Ils présentent des homologies de séquences
avec les familles CYP3 et CYP5 des mammiferes respectivement impliquées dans le métabolisme
des xénobiotiques et des stéroides ainsi que dans la synthése de la thromboxane A2 (Feyereisen

1999, Guengerich 2003).

Ce clade contient 36 CYP chez les Dipteres et il est organisé en un large cluster. Plusieurs
membres de ce clade sont impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques et dans la résistance
aux insecticides. Par exemple, les genes codant les enzymes CYP6W1, CYP6A2, CYP6AS et
CYP6G1 sont inductibles par un large éventail de xénobiotiques tels que la caféine, 1a quinine, le
DTT (dithiothréitol) et le phénobarbital (Berge et al, 1998, Bhaskara et al, 2008, Bhaskara et al,
2006, Daborn et al, 2002, Giraudo et al, 2010, Le Goff et al, 2006, Willoughby et al, 2006). De
plus, une étude récente chez Drosophila melanogaster a mis en évidence un lien entre 'enzyme
CYP6A20 et la perception de la phéromone agressive des males. Toutefois, aucune approche
biochimique n’a mis en évidence le role de CYP6A20 dans le métabolisme de cette phéromone

(Wang et al,, 2008).

Par ailleurs, une autre étude a montré que CYP6G2 chez Drosophila melanogaster est
exprimée dans la corpora allata au stade embryonnaire et larvaire. La corpora allata est le lieu
de synthese de 'hormone juvénile chez les insectes, ce qui suggere que CYP6G2 pourrait étre

impliqué dans la synthese de 'hormone juvénile (Chung et al, 2009).
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De plus, des travaux réalisés chez Diploptera punctata ont montré que le role de CYP15A1,
exprimée dans la corpora allata, est de catalyser la conversion de I'acide farnésoique en hormone
juvénile sous la forme JHIII bisepoxide (JHB3) (Helvig et al, 2004). 1 n’y a pas de gene orthologue
distinct de CYP15A1 chez la drosophile, cependant, il est établi que la JHB3 est la forme de
I’hormone juvénile la plus synthétisée chez Drosophila melanogaster. Elle est produite par une
voie de synthese impliquant un CYP et deux réactions d’époxidation. Ces observations suggerent
que CYP6g2 pourrait étre le géne orthologue de CYP15a1 chez Drosophila melanogaster (Helvig
etal, 2004).

2.2.1.1.4- La superfamille des CYP: le clade 4

Chez les dipteres, le clade 4 regroupe 32 genes codants des CYP regroupés en 6 familles.
La famille CYP4 s’avere étre inductible par les xénobiotiques et impliquée dans la résistance aux
insecticides mais participerait également a d’autres processus physiologiques telles que la
dégradation de phéromones et odorants, la reproduction et la synthése des acides gras, éléments
clé de la vie. Une étude a montré que CYP4AW1 exprimé spécifiquement dans I'antenne du
coléoptere Phyllopertha diversa est capable de dégrader la phéromone sexuelle de la femelle

(Maibeche-Coisne et al.,, 2004b).

De plus, chez Drosophila melanogaster, d’autres études ont mis en évidence I'implication
de I'’enzyme CYP4D21 dans l'efficacité de la cour du male (Fujii et al, 2008) et de CYP4G1 dans
la synthese des triacylglycérides (Gutierrez et al, 2007).

La superfamille des enzymes CYP constitue un répertoire d’enzymes impliquées dans
divers processus physiologiques chez les insectes tels que la synthese et la dégradation
d’hormones essentielles au développement, la synthése des acides gras, la reproduction, la
perception et dégradation d’odeurs et de phéromones sexuelles mais également dans le
métabolisme des xénobiotiques et la résistance aux insecticides. Ces enzymes aux multiples
facettes permettent aux insectes de s’adapter rapidement et efficacement aux multiples sources

de I'environnement pouvant se révéler toxiques.
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2.2.2- Les enzymes de phase Il ou de conjugaison

Les réactions de phase Il sont principalement catalysées par 3 familles d’enzymes: les
UDP-glycosyltransférases (UGT), les glutathion-S-transférases (GST) et les sulfotransférases. A
I'issu de la phase |, les enzymes de conjugaison vont greffer aux xénobiotiques des groupements
endogénes encore plus polaires. Ces enzymes catalysent respectivement la greffe des
groupements suivants: 'acide glucuronique et des dérivés de sucre, du glutathion et des sulfates
(Iyanagi 2007). Chez les insectes, les UGT utilisent 'UDP-glucose ou I'UDP galactose comme co-

substrat et pas 'acide glucuronique (Bozzolan et al, 2014).

Les UGT sont les enzymes majeurs de la classe II (Bock 2003). Elles vont catalyser des
réactions de conjugaison covalente et sont également impliquées dans certains processus

physiologiques chez les insectes.

Par exemple, la chitine synthase est une UDP-glycosyl-transférase qui catalyse la
principale protéine de I'exosquelette des insectes: la chitine (Merzendorfer 2006). D’autre part,
il a été mis en évidence chez Bombyx mori, qu'une UGT (BmUGT35B1) est capable de lier in vitro
un large spectre de métabolites secondaires de plantes telles que les composés phénoliques, les
coumarines et divers flavonoides. Cette étude suggere un role des UGT dans la détection et la
détoxication de produits allélochimiques de plantes. Ces enzymes permettraient de diminuer les

effets toxiques de ces produits apres leur ingestion (Huang et al,, 2008, Luque et al, 2002).

2.2.3- Les transporteurs de phase III ou d’excrétion

De par leur nature hydrophobe, les xénobiotiques peuvent aisément traverser les
différentes membranes cellulaires par diffusion passive. A I'inverse, les métabolites formés par
'action des enzymes des phases I et Il sont devenus plus hydrophiles et de ce fait ne peuvent
plus franchir les membranes. Afin d’éviter 'accumulation de métabolites susceptibles de
perturber I'’homéostasie cellulaire, les cellules disposent de systemes d’efflux permettant
I'excrétion des métabolites. Ces protéines de transport, appelées protéines de phase III, sont
donc des transporteurs membranaires peu spécifiques capables de prendre en charge des

molécules conjuguées.
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L’excrétion des métabolites hors de la cellule nécessite des transporteurs membranaires
actifs. Les transporteurs de phase III sont des protéines appartenant a la superfamille des
transporteurs ABC (ATP-binding cassette) dont I'activité dépend de I'hydrolyse de I’ATP tel que
le transporteur ATP-dépendant de type MRP (Multidrug Resistance Proteins) ou cMOAT
(canicular Multispecific Organic Anion Transporter). Ces transporteurs doivent étre capables de
prendre en charge des molécules de structures différentes comme les xénobiotiques et leurs

métabolites (Xu et al, 2005a).

2.3- Régulation de I'’expression des EMX

Il existe de grandes disparités individuelles concernant l'expression des EMX. De
nombreux facteurs, tels que le polymorphisme génétique (Guengerich 2003), I’dge (Pletcher et
al, 2005), le sexe (Fujii et al, 2008, Le Goff et al, 2006), le statut nutritionnel et hormonal
(Pletcher et al, 2005), certaines pathologies, les médicaments (Guengerich 2003) ou I'exposition
a des facteurs environnementaux peuvent moduler I'expression des EMX (Bhaskara et al, 2006,
Willoughby et al, 2006). Il existe également une variation de I'expression de certaines EMX en

fonction des rythmes circadiens (Fujii et al, 2008).

Par exemple, certains CYP impliqués dans le développement de I'insecte sont exprimés
dés les premiers stades embryonnaires alors que d’autres enzymes sont exprimées plus

tardivement (Chung et al, 2009).

Chez les vertébrés ainsi que chez les invertébrés, certaines enzymes sont exprimées de
facon constitutive dans certains tissus, d’autres sont soumises a des mécanismes de régulation
(Bhaskara et al, 2006, Maitra et al, 2000, Misra et al, 2011, Morra et al,, 2010, Thiebaud et al.,
2010). En effet, I'expression et I'activité des EMX peut étre modulée par ses substrats (Xu et al,
2005a), permettant une réponse adaptative face a un changement environnemental. Le
fonctionnement coordonné du réseau de détoxication constitué par les différentes familles
d’EMX dépend en partie de leur régulation par les récepteurs nucléaires de la superfamille des

hormones stéroides.

Tout comme les EMX, les récepteurs nucléaires peuvent lier a la fois des ligands
endogénes et des xénobiotiques. Apres liaison du ligand, les récepteurs nucléaires agissent

comme des facteurs de transcription pour réguler I'expression de génes.
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Chez les vertébrés, plusieurs récepteurs nucléaires et facteurs de transcription modulant
I'expression d’EMX ont été identifiés tels que AhR (Aryl-hydrocarbon Receptor), CAR
(Constitutive Androstane Receptor), PXR (Pregnane X Receptor) (Maglich et al, 2002) et Nrf2
(F-E2-related factor 2) (Nguyen et al,, 2009).

Par contre, tres peu de choses sont connues sur la régulation de I'expression des EMX
chez les insectes car les recherches se sont tout d’abord focalisées sur la réponse adaptative des
individus suite a une exposition a divers insecticides. En d’autres termes, comment des individus
peuvent développer une résistance envers un xénobiotique. Par exemple, la surexpression de

CYP6g1 permet de conférer une résistance au DTT (Daborn et al, 2002).

Toutefois, une étude récente chez Drosophila melanogaster a démontré que le facteur de
transcription cap ‘n’ collar isoforme C (CncC), géne orthologue de NrfZ chez '’homme, est
essentielle a I'induction transcriptionnelle de plusieurs EMX (CYP6aZ, CYP6a8, GSTdZ et GSTd7)
en réponse au phénobarbital (Misra et al, 2011). De plus, ils ont montré qu’en présence de
phénobarbital, le complexe inactif CncC/Keap1, situé dans le cytoplasme se dissocie et le facteur
de transcription CncC migre dans le noyau pour se lier a la protéine Maf. Ensuite, I'hétérodimere
CncC/Maf se fixe sur un élément de réponse de 15 paires de base dans la région promotrice de
CYP6aZ pour induire la transcription des génes EMX cibles en réponse au phénobarbital (Misra

etal,2011).

2.4- Expression et localisation

Les enzymes du métabolisme des xénobiotiques sont présentes a travers tout le regne
vivant et peuvent prendre en charge un large spectre de substrats. Elles peuvent avoir une

expression tissulaire et cellulaire tres variée.

2.4.1- Localisation tissulaire

On a longtemps pensé que les EMX étaient spécifiquement ou préférentiellement
exprimés dans les organes de biotransformation comme le foie, les reins chez les vertébrés ou le

corps gras et les tubes de Malpighi chez les insectes (Chung et al, 2009, Giraudo et al,, 2010).
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Toutefois, d’autres tissus, qui ne sont pas considérés comme de organes de
biotransformation majeurs, mais qui sont néanmoins en contact avec les xénobiotiques,
expriment aussi des EMX telle que la muqueuse olfactive chez les vertébrés (Heydel et al,, 2013,

Thiebaud et al, 2013).

Chez les insectes, les intestins (Chung et al, 2009), le cerveau (Yang et al, 2007) et les
antennes (Wang et al,, 1999) sont riches en EMX et agissent en tant que barriéres naturelles et
toxicologiques. De plus, I’ensemble des cellules (neurones et cellules accessoires) localisées dans
les sensilles sensorielles sont en contact permanent avec les xénobiotiques, la présence d’EMX a
ce niveau permet une protection efficace (Chertemps et al,, 2012, Maibeche-Coisne et al.,, 2004b,

Wojtasek & Leal 1999).

2.4.2- Expression cellulaire

Parmi les EMX, les CYP sont pour la plupart localisés au niveau de la membrane des
mitochondries (Feyereisen 2006) alors que les UGT sont majoritairement localisées dans la
membrane du réticulum endoplasmique (Bock 2003). De plus, certaines enzymes, comme les
carboxylestérases, peuvent étre également sécrétées dans la lymphe sensillaire chez les insectes
(Chertemps et al, 2012, Maibeche-Coisne et al, 2004a) et dans le mucus olfactif chez les
vertébrés (Nagashima & Touhara 2010), ce qui s’avere étre une place de choix pour une action
directe avec les stimuli sensoriels. Ces différentes localisations renforcent la capacité des EMX a

meétaboliser un grand nombre d’EMX a I’échelle du tissu et de la cellule.
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Chapitre 3: Evenements péri-récepteurs: molécules
chimiosensorielles et enzymes du métabolisme des
xénobiotiques

3- Les évenements péri-récepteurs

Les événements péri-récepteurs comprennent 'ensemble des protéines autres que les
récepteurs capables d’interagir avec les molécules sensorielles (xénobiotiques) et dont la
localisation et la fonction sont compatibles avec une modulation de la détection (Heydel et al,
2013). Ces processus permettent I'entrée, la sortie, le transport ou la modification de la demi-vie
des molécules sensorielles dans l'environnement des récepteurs (Getchell et al, 1984).
L’environnement direct des récepteurs comprend la lymphe sensillaire mais également le
cytoplasme des neurones et des cellules accessoires dans lequel les xénobiotiques peuvent

pénétrer compte tenu de leur caractere souvent lipophile.

3.1- Les protéines de transport: odorant binding proteins (OBP)

Les molécules sensorielles ainsi que les phéromones doivent traverser la lymphe
sensillaire hydrophile, composée de 98 % d’eau et de 2 % de protéines et polysaccharides, pour
atteindre les récepteurs chimiosensoriels. Le caractere hydrophobe des molécules sensorielles
laisse supposer 'existence de transporteurs facilitant I'acces de ces molécules peu solubles aux

récepteurs chimiosensoriels (Heydel et al, 2013, Pelosi 1996, Steinbrecht 1998).

En 1981, Vogt et Riddiford isolent dans I'antenne du papillon méle Antheraea polyphemus
deux familles de protéines. La premiere, appelée pheromone-binding protein (PBP), capable de
lier la phéromone sexuelle de la femelle (Vogt & Riddiford 1981, Zhou 2010) tandis que la
seconde famille appartient a la classe des estérases aussi appelée odorant degrading enzymes

(ODE) dont la fonction est de dégrader la phéromone sexuelle.

Parallelement, Pelosi et ses collaborateurs ont isolé une protéine liant le 2-isobutyl-3-
meéthoxypyrazine chez la vache (Pelosi 1994). La présence généralisée de telles protéines, a la
fois chez les vertébrés et les invertébrés implique qu’elles ont un role important dans le

processus de l'olfaction.
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Chez les insectes, les OBP appartiennent a une famille multigénique qui est organisée en
clusters, il existe une faible homologie de séquence entre les OBP et les PBP d'une méme espeéce.
Par exemple, parmi les 49 OBP circulantes chez Drosophila melanogaster, il n'y a que 10 a 15 %

d’homologie de séquence entre ces OBP.

Les OBP sont de petites protéines solubles que I'on trouve en grande concentration dans
la lymphe sensillaire (de I'ordre du millimolaire) et sont sécrétées dans la lymphe sensillaire par
les cellules accessoires portées par les sensilles olfactives. Deux classes d’'OBP ont été identifiées:
(1) la classe des OBP liant spécifiquement les phéromones appelée PBP (Pheromone-Binding
Protein) et (2) les OBP liant un large spectre de molécules sont appelées general-OBP (gOBP)
(Heydel et al., 2013, Pelosi et al., 2006).

La localisation des OBP n‘est pas restreinte a un type de sensilles olfactives. En effet, les
OBP LUSH (OBP76A), PBPR5 (OBP28A) et PBPR2 (OBP19D) sont respectivement exprimées
dans les sensilles olfactives de type trichoides, basiconiques et coeloniques. Toutefois, 'OBP19D
est aussi exprimée au niveau des sensilles gustatives du labellum, des pattes et des ailes
suggérant 'implication des OBP dans la détection des molécules gustatives (Shanbhag et al,

2001a).

Malgré la grande diversité de séquences primaires des OBP chez les insectes, elles
partagent plusieurs caractéristiques biochimiques: (1) une séquence protéique d’environ 150
acides-aminés et un poids moléculaire compris entre 15 et 20 kDa ; (2) un point isoélectrique
acide (entre 4 et 6) ; (Hetzler et al, ) une possibilité d’oligomérisation ; (4) la présence de 6
cystéines et de trois ponts disulfures de topologie conservée ; (5) un profil d’hydrophobicité

conservé ; et (6) une structure secondaire composée de 6 hélices a (Zhou 2010).

Une seconde famille de protéines de transport a été identifiée: les CSP (chemosensory
proteins). Ce sont de petites protéines également présentes dans la lymphe sensillaire exprimant
4 cystéines conservées et capables de former des liaisons avec des odorants. Leur affinité pour
les odorants est moins grande que pour les OBP et leur role n’est pas clairement établi dans la
perception du signal (Jacquin-Joly et al,, 2001, Sanchez-Gracia et al, 2009). Les CSP pourraient

éviter la perte des molécules sensorielles au niveau de la membrane des neurones (Vogt 2003).
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Chez les insectes, les roles des OBP a été démontré de maniere fonctionnelle dans la
perception olfactive et phéromonale (Ha & Smith 2006, Harada et al, 2008, Xu 2005) mais
également dans la perception gustative (Galindo & Smith 2001, Matsuo 2007, Swarup et al,

2014). Toutefois, leurs mécanismes d’action restent encore incertains.

IIs sembleraient que les OBP soient impliquées dans la discrimination, la solubilisation
des molécules odorantes, leur protection contre les ODE, notamment les estérases également
présentes dans la lymphe sensillaire, ainsi que leur transport jusqu’aux récepteurs
chimiosensoriels et l'activation de ces derniers (Heydel et al, 2013, Pelosi et al, 2006,

Steinbrecht 1998).

Concernant le réle des OBP dans I'activation des récepteurs chimiosensoriels, la protéine
LUSH est un bon exemple. Cette protéine a été identifiée chez la drosophile comme une PBP
chargée de capter la phéromone cis-vacényl acétate (cVA) et une mutation de LUSH entraine une
perte de la réponse comportementale et électrophysiologique des neurones dans I'antenne (Xu

etal, 2005b).

De plus, il a été montré que la mutation d’'un acide aminé au niveau du site actif, provoque
un changement de conformation tridimensionnelle de la protéine qui a lieu normalement suite
a la fixation du ligand et active le récepteur Or67d. Le changement de conformation de la
protéine en complexe avec le ligand semble indispensable a I'activation du récepteur (Laughlin

etal, 2008).

Toutefois, ces derniers résultats semblent controversés. En effet, Gomez et al (2013) ont
démontré que ce méme mutant de LUSH est incapable d’activer le récepteur Or67d in vivo,
remettant ainsi en cause I'implication d’'un changement de conformation protéique pour activer
le récepteur. De plus, ils ont également montré qu’'Or67d pouvait étre activé par de forte
concentration de cVA sans l'intervention de la protéine LUSH. Ainsi, il semblerait que LUSH
intervienne mais qu’elle ne soit pas essentielle a la détection phéromonale suggérant une

activation directe du récepteur par le ligand (Gomez-Diaz et al.,, 2013).

43



Chapitre 3: Les événements péri-récepteurs

mmm—

OFF

Figure 12: Mécanisme d’action proposé pour la détection de la phéromone cis-vacényl acétate par
les SNMP.
L’OBP extracellulaire LUSH reconnait et prend en charge la phéromone d’intérét: le cis-vacényl acétate

(cVa) pour le transférer sur la protéine membranaire SNMP. En complexe avec le cVA, la protéine SNMP
leve I'inhibition du complexe de récepteurs ionotropiques Or67d et Or83b et leur transfere le cVA, ce qui
entraine la transduction du signal.
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Une derniere famille de protéines a été identifiée dans l'espace péri-récepteur: les
sensory neuro membrane protein (SNMP). Ces dernieres sont exprimées au niveau de la
membrane des neurones et jouent un role dans la séparation du ligand du complexe OBP / ligand
et / ou dans le transfert de ce dernier sur le récepteur chimiosensoriel Or67d (Gomez-Diaz et al,
2013, Ha & Smith 2009). La protéine SNMP est une protéine homologue du récepteur CD36 chez
les mammiferes, impliquée dans le transport de lipides a travers la membrane (Benton et al,
2007). Chez la drosophile, la protéine SNMP est exprimée au niveau des sensilles trichoides des
antennes, reconnait le complexe LUSH/cVA et transfere le cVA au récepteur Or67d qui s’exprime
en hétérodimere avec Or83b pour induire la transduction du signal (Ha & Smith 2006, 2009).
Les mécanismes ne sont pas clairement établis mais il semblerait que la protéine SNMP joue
aussi un role dans l'arrét du signal sensoriel en inhibant le récepteur aprés sa liaison avec son

ligand (Jin et al, 2008) (Figure 12).

Les OBP semblent également étre impliquées dans la perception des molécules
gustatives. En effet, plusieurs OBP ont été identifiées dans les organes gustatifs, certaines
protéines sont spécifiquement exprimées dans les sensilles gustatives des pattes (Galindo &
Smith 2001). Plusieurs études ont montré I'implication d’OBP dans la détection des stimuli
gustatifs. Par exemple, les OBP57d et OBP57¢, localisées dans les sensilles gustatives des pattes,
détectent les acides hexanoiques et octanoiques sécrétés par le fruit de I'arbuste Morinda
citrifolia. Ces études ont permis de mettre en avant le role des OBP dans la sélection des sites

d’oviposition de Drosophila sechellia (Harada et al., 2008).

De plus, chez Drosophila melanogaster, Swarup et al (2014) ont montré que la diminution
de l'expression de I'OBP28a (par ARN interférence) provoque une augmentation de la
consommation (méthodologie MultiCAFE) d’'un mélange quinine/saccharose de 188 %
contrairement aux individus contréle suggérant que cette OBP serait impliquée dans le transport
des molécules aversives. Par opposition, dans cette méme étude, la diminution de I'expression
de 'OBP56h a entrainé une réduction et une inhibition de la consommation du mélange
quinine/sucrose suggérant que cette OBP serait impliquée dans la séquestration et la clairance
des molécules aversives (Swarup et al, 2014). Cette étude a également montré un dimorphisme
sexuel de I'expression des OBP et une possible combinaison entre OBP pour détecter un large

spectre de molécules sensorielles.
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Un autre exemple de 'implication d'une OBP dans le transport de molécules aversives est
I'inhibition de I'activité d’'un récepteur chimiosensoriel. Chez Drosophila melanogaster, il a
récemment été montré que 'OBP49a est capable de transporter des molécules aversives en
meélange avec des molécules sucrées et d’inhiber la réponse des récepteurs aux sucres tout en
activant les récepteurs aux molécules aversives ayant pour conséquence une inhibition de la

consommation (Jeong et al, 2013).

L’ensemble des études s’accorde pour dire que les OBP agissent comme un filtre avant
'activation des récepteurs. Elles solubilisent les molécules hydrophobes pour faciliter leur acces
aux récepteurs en formant un complexe OBP/molécules chimiosensorielles qui pourra interagir

avec le récepteur et ainsi participer a I'activation et / ou a I'arrét du signal (Heydel et al,, 2013).

3.2- Les enzymes de dégradation: odorant degrading enzymes (ODE)

En vue d’expliquer l'inactivation du signal sensoriel, parallelement a l'inactivation
transductionnelle des récepteurs, plusieurs hypothéses ont été avancées telles que
I'internalisation des récepteurs, I'intervention des SNMP, la séquestration des odeurs par les
OBP ou bien la dégradation enzymatique des substrats par les Odorant degrading enzymes

(ODE).

Les ODE sont capables de capter et dégrader les molécules sensorielles présentes dans
les tissus olfactifs et gustatifs. Ces enzymes sont caractérisées par leur spécificité d’action sur un
groupement fonctionnel. Elles peuvent avoir des localisations cellulaires variées
(intracellulaires, membranaires, extracellulaires [sécrétée dans la lymphe sensillaire]), et
peuvent appartenir a différentes familles d’enzymes telles que les carboxylestérases, les
aldéhyde-oxydases/déshydrogénases, les alcools déshydrogénases, les époxydes hydrolases, et
les enzymes métabolisme des xénobiotiques (CYP, GST et UGT) (Heydel et al, 2013). 1l est
aujourd'hui bien établi que la perception chimiosensorielle est initiée par la liaison d'une
molécule sensorielle a un (des) récepteur(s) chimiosensoriel(s) (Nebert et al, 1987). Un tel
mécanisme implique que les molécules sensorielles présentes dans l'environnement des
récepteurs doivent étre rapidement inactivées et / ou éliminées pour éviter une stimulation

prolongée et une saturation du systeme (Heydel et al, 2013).

46



Chapitre 3: Les événements péri-récepteurs

3.2.1- Les ODE peuvent étre exprimées spécifiquement dans les
tissus sensoriels
Une expression spécifique des ODE dans les organes sensoriels a été mise en évidence
chez les mammifeéres (Bond et al, 1988). En effet, plusieurs CYP (CYP1A1, CYP2G1 et CYP2B)
sont spécifiquement exprimés dans la muqueuse olfactive chez ’homme, le rat et le lapin (Heydel

etal, 2013, Nef et al,, 1989).

Chez les insectes, plusieurs études ont montré que I'expression de certaines ODE était
restreinte aux organes sensoriels chez plusieurs espeéces telles que les dipteres (Drosophila
melanogaster (Wang et al, 2008) ), les coléopteres (Phyllopertha diversa, Antheraea polyphemus
(Wojtasek & Leal 1999) ), et les 1épidopteres (Mamestra brassicae, Spodoptera littoralis, Bombyx
mori, (Bozzolan et al, 2014, Chertemps et al, 2012, Maibeche-Coisne et al, 2002, Maida et al,
1995).

La caractérisation spécifique des ODE dans les tissus sensoriels serait en accord avec
I'hypothése d’'un role de ces enzymes dans la modulation de la perception du signal

chimiosensoriel.

Tout d’abord, I'expression de trois CYP microsomales (CYP4s4, CYP6w1 et CYP414) a été
observée dans les sensilles courtes et longues de type trichoides des antennes du papillon male
Mamestra brassica. L'enzyme CYP454 est spécifiquement exprimée dans les antennes alors que
les CYP4L4 et CYP6W1 s’expriment également dans le proboscis et les pattes, ce qui suggere une
implication de ces CYP dans l'arrét du signal des molécules sensorielles a la fois dans les

neurones portant les récepteurs olfactifs et gustatifs (Maibeche-Coisne et al, 2002).

Une glutathion-S-transférase (GST) et certaines aldéhydes oxydases (AOX), impliquées
dans la dégradation des phéromones, ont été spécifiquement et respectivement caractérisées
dans I'antenne d’un papillon Manduca sexta (Rogers et al,, 1999) et dans les organes olfactifs du

papillon Mamestra brassicae (Merlin et al., 2005).

De plus, plusieurs ODE exprimées dans les organes olfactifs ont été identifiées chez
Drosophila melanogaster. En effet, Wang et al (1999) ont mis en évidence une expression
préférentielle de plusieurs UGT (UGT35a et UGT35b1) etun CYP (CYP6w1) dans le 3¢me fragment

antennaire et I'expression spécifique d'une déshydrogénase (AntDH) dans I’antenne.
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L’aspect novateur de cette étude réside dans lidentification d'un domaine
transmembranaire en position C-terminal des UGT qui est conservé chez les vertébrés. Cette
étude émet la possibilité que les EMX puissent étre exprimées au niveau de la membrane des
cellules présentes dans I'environnement du récepteur (neurones ou cellules de soutien). Le site
actif de cette enzyme serait dirigé vers la lymphe sensillaire et métaboliserait les molécules
sensorielles présentes dans la lymphe assurant ainsi la dynamique du récepteur (Wang et al,
2008). Une étude réalisée chez la levure a montré que CYP2D6, qui présente cette méme

conformation, était fonctionnel (Loeper et al, 1998).

Une étude pionniére de Bozzolan et ses collaborateurs (2014) a caractérisé pour la
premiere fois une UGT spécifiquement exprimée dans I'antenne du coléoptére Spodoptera
littoralis. Cette étude a établi le profil d’expression de I'UGT46a6 au cours du développement
entre males et femelles. IIs ont montré que I'UGT46a6 s’exprime a I'age adulte et plus fortement
chez le male (facteur 2,4). lIs ont également caractérisé son expression a la base de la sensille
olfactive, potentiellement dans les cellules accessoires ou les neurones. Le niveau d’expression
de 'UGT46a6 a été mesurée apres une exposition a plusieurs molécules (un odorant de la plante

hote (Z3-6:Ac) / une phéromone sexuelle (Z9E11-14:Ac) / un insecticide le deltaméthrine).

Pour la premiere fois, ils ont montré que l'expression transcriptionnelle de I'UGT46a6,
spécifiquement exprimée dans 'antenne, est régulée par des composés olfactifs suggérant une
implication de cette enzyme dans la chimioprotection et le maintien de '’homéostasie des
organes sensoriels. Cependant, I'activité métabolique de 'UGT46a6 n’a pas été clairement

démontrée par des approches biochimiques (Bozzolan et al, 2014).

Récemment, deux carboxylestérases (SICXE10 et SICXE7) ont été caractérisées dans les
antennes du papillon de nuit male Spodoptera littoralis. Ces deux carboxylestérases sont
exprimées dans les sensilles courtes et longues de type trichoides. Les auteurs de cette étude ont
montré, d’'une part, que I'’enzyme SICXE10, localisée dans le cytoplasme des cellules de soutien,
est capable de dégrader les odeurs de la plante héte de ce papillon. D’autre part, I'enzyme
SICXE7, qui pourrait étre une enzyme extracellulaire, est capable d’hydrolyser deux phéromones
sexuelles et les composés volatiles de la plante hote. Cette étude met en évidence que 'activité
d’'une enzyme peut évoluer selon sa localisation sensillaire (Durand et al, 2011, Durand et al,

2010, Durand et al, 2012).
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Une autre estérase circulante a été identifiée dans I'antenne du papillon Mamestra
brassicae male et femelle. Cette enzyme Mbra-Est est exprimée dans les sensilles olfactives de
type trichoides sensibles aux phéromones et aux odeurs volatiles de la plante hote (Maibeche-

Coisne et al, 2004a).

Chez les 1épidopteres, 2 types majeurs d’ODE extracellulaires spécifiquement exprimées
dans les antennes ont été identifiés. La premiere est une estérase sensillaire (ApolSE) identifiée
chez Antheraea polyphemus et la seconde une aldéhyde oxydase identifiée chez Manduca sexta
et Bombyx mori (Maida et al, 1995, Rybczynski et al, 1989, Rybczynski et al, 1990, Vogt &
Riddiford 1981).

La localisation cellulaire des ODE pouvant étre intracellulaire, membranaire ou
extracellulaire, plusieurs hypothéses expliquant leurs mécanismes d’action ont vu le jour. En
effet, plusieurs études ont d’abord suggéré que seules les OBP participaient a I'inactivation des
récepteurs en séquestrant les molécules sensorielles. Suite a la mise en évidence de I'activité
meétabolique de certaines ODE a proximité des récepteurs, il est devenu évident que les ODE font
partie des évenements péri-récepteur. Les ODE extracellulaires se chargent des molécules
sensorielles présentes dans la lymphe alors que les ODE intracellulaires dégradent les molécules
sensorielles ou leurs métabolites qui ont été internalisés dans les cellules voisines (neurones ou

cellules de soutien).

3.2.2- Affinité des molécules odorantes pour les EMX sensorielles

Chez les mammiferes, les molécules odorantes sont plus efficacement métabolisées par
les tissus olfactifs que par le foie qui est supposé étre I'organe majeur de détoxication (Lazard et
al, 1991, Leclerc et al, 2002, Merlin et al,, 2005). Ceci laisse a penser qu'il existe une affinité
particuliere entre les xénobiotiques et les EMX sensorielles et / ou qu'il existe des isoformes
spécifiques d’EMX dans les tissus sensoriels. Cette affinité a été démontrée chez la mouche
domestique Musca domestica dont le métabolisme de la phéromone 9-tricosene était plus

important dans les antennes de males que dans les autres tissus (Ahmad et al,, 1987).
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3.2.3- Les EMX et I'arrét du signal sensoriel

Depuis la découverte des EMX dans les tissus olfactifs des mammiferes et compte tenu de
leur fonction, I'implication de ces enzymes dans la modulation de la perception sensorielle a été
évoquée a plusieurs reprises. Toutefois, encore tres peu d’études se sont véritablement
intéressées a la fonction de ces enzymes dans 'arrét du signal sensoriel et la dynamique de

clairance des récepteurs.

Lazard et al (1991) ont été les premiers a impliquer les EMX et plus particulierement les
UGT dans la terminaison du signal. Apres avoir identifié et localisé UGT2A1 dans I'épithélium
olfactif de rat, ils ont montré in vitro que les molécules odorantes glucuronoconjuguées
n’entrainaient plus la formation d’AMP cyclique, messager secondaire de la transduction du
signal, au niveau des cils olfactifs. Autrement dit, 'ajout d'un glucose a la molécule odorante
change irréversiblement son affinité pour les récepteurs olfactifs entrainant une baisse de
I'activité de transduction et suggérant un role des UGT dans la terminaison du signal (Lazard et

al, 1991).

Par la suite, notre équipe a montré que les molécules odorantes qui étaient plus
activement glucuronoconjuguées par la muqueuse olfactive in vitro, provoquaient une faible
réponse électrique mesurée in vivo au niveau du bulbe olfactif et inversement (Leclerc et al,

2002). Cette corrélation met en lumiere un impact du métabolisme sur la perception sensorielle.

Plus récemment, Thiebaud et ses collaborateurs (2013) ont mis en évidence que la
biotransformation d’odorants (quinoléine et coumarine) entrainait une modulation du signal
sensoriel dans I'épithélium olfactif de rat. Tout d’abord, il a démontré in vitro que des EMX
étaient responsables de la biotransformation de ces odorants dans la muqueuse olfactive. De
plus, il a également mis en évidence que I'hydroxylation et la glucuronoconjugaison de ces
odorants provoquaient respectivement une diminution et une inhibition de la réponse olfactive
mesurée par électro-olfactogramme. A I'inverse, il a montré qu'une application d’un inhibiteur
de CYP et de ces odorants entrainait une augmentation de la réponse olfactive. Ces résultats
innovants montrent, sans ambiguité, I'implication d’EMX dans la modulation et ou l'arrét du

signal sensoriel (Thiebaud et al, 2013).
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Chez les insectes, I'implication des ODE dans la dynamique de clairance du récepteur et
I'arrét du signal reste tres controversée. Des incubations in vitro d’extraits antennaires
d’Antheraea polyphemus avec une phéromone sexuelle ont montré que la cinétique de
dégradation in vivo de la phéromone par I'estérase circulante ApolSE est comprise entre 0,6 msec
et 15 msec (Ishida & Leal 2005, Rybczynski et al,, 1989) alors que chez Bombyx mori, d’autres
études ont rapporté une période de demi-vie de la phéromone de I'ordre de la minute. Ce dernier

constat n’est pas compatible avec un mécanisme de dynamique de clairance rapide du récepteur.

Plusieurs études ont décrit une activité enzymatique de ces ODE dans les sensilles
olfactives. Par exemple, I'étude de Wojtasek et al (1999) montre que chez le scarabée
Phyllopertha diversa, un CYP membranaire est capable de dégrader in vitro dans un extrait
antennaire, la phéromone sexuelle: 1,3-dimethyl-2,4-(1H, 3H)-quinazolinedione (DMQ) en

présence de cofacteurs NADH ou NADPH.

En effet, I'incubation d’extraits antennaires avec la phéromone (DMQ) et le cofacteur
provoque la dégradation enzymatique de la phéromone. Afin de s’assurer de la spécificité du
mécanisme catalytique, ils ont incubé les extraits antennaires avec de la caféine qui est une
molécule structuralement proche de la phéromone DMQ et dont le métabolisme est connu pour
étre dépendant des CYP chez les vertébrés. Ils ont détecté une faible dégradation de la caféine
en théophylline, ce qui traduit une importante spécificité enzyme-substrat. Par la suite,
l'utilisation d’un inhibiteur des CYP, le métyrapone, a permis de démontrer que la dégradation
de la phéromone DMQ était spécifique a ce CYP. Pour aller plus loin, ils ont réalisé la méme
expérimentation sur 12 autres especes proches du coléoptere Phyllopertha diversa mais ils n’ont
pas observé d’activité enzymatique suggérant que ce CYP, en particulier, a évolué dans cette
espece de Coléoptere, avec une forte affinité et spécificité pour la dégradation de cette

phéromone DMQ (Wojtasek & Leal 1999).

Par la suite, I'étude précédente a été complétée par Maibeche-Coisne et ses collaborateurs
(2004b), qui, en utilisant une approche bio-informatique, ont cloné 3 CYP (CYP4w1, CYP4wZ2 et
CYP6atl) exprimés dans l'antenne male de Phyllopertha diversa. Le candidat CYP4W1 dont
I'expression est spécifiquement restreinte a l'antenne a été sélectionné dans le but de
déterminer si cette enzyme est capable de dégrader la phéromone DMQ in vivo en utilisant une
approche électrophysiologique. La sensille abritant les neurones sensibles a la phéromone a été

exposée a de fortes doses de DMQ puis du métyrapone a été appliqué sur le haut de la sensille
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pour qu’il puisse pénétrer dans la lymphe sensillaire par diffusion. Ils ont ensuite stimulé a
plusieurs reprises avec des doses physiologiques de phéromone la sensille et ils ont observé une

désensibilisation du neurone pendant quelques minutes.

Cette étude a mis en évidence que la modification de l'activité enzymatique d’'un CYP est
capable de modifier la réponse électrophysiologique du neurone sensible a une phéromone
sexuelle. Comme dans l'étude de Woijtasek, ils ont voulu également s’assurer de la spécificité
d’action de cette enzyme. Pour cela, ils ont mesuré la réponse électrophysiologique du neurone
en présence de métyrapone et d'un odorant de la plante hote de ce papillon: le Z-3 hexenyl
acetate. Le métyrapone n’a pas eu d’effet sur la perception de cette odeur montrant a nouveau
la spécificité de CYP4W1 pour la phéromone. Cette étude in vivo a également été transposée a 12
autres espéces d’insectes et aucune perturbation de la réponse électrophysiologique n’a été
constatée. Ces deux études complémentaires confirment que chez Phyllopertha diversa, CYP4W1

a est indispensable pour la dégradation de la phéromone DMQ (Maibeche-Coisne et al, 2004b).

Chez Drosophila melanogaster, |'estérase-6 est connue pour son role dans la reproduction.
En effet cette enzyme est transmise par le male a la femelle pendant I'accouplement va diffuser
dans I'hémolymphe de la femelle et provoquer une augmentation de l'oviposition et une

diminution de la réceptivité de la femelle pour les autres males (Richmond et al, 1980).

Récemment, I'estérase-6 circulante a été identifiée chez Drosophila melanogaster dans les
sensilles olfactives de type trichoides chez les males et elle est capable de dégrader le cVA
(Chertemps et al, 2012). Les auteurs de cette étude ont mesuré la réponse électrophysiologique
et comportementale vis a vis du cVA des individus mutants pour I'Estérase-6. Ils ont mis en
évidence chez les individus mutants une perturbation du comportement de cour et de la réponse
électrophysiologique du neurone portant OR67d sensible au cVA. D'un point de vu
comportemental, les individus mutants montrent une réponse diminuée et une initiation
retardée du comportement de cour. De plus, I'activité des neurones portant OR67d est plus
importante et prolongée chez les individus mutants. Ces observations suggerent que I'estérase-
6 dégrade le cVA. La perturbation de I'activité enzymatique de l'estérase a provoqué des
modifications dans la transduction du signal du cVA entrainant des changements
comportementaux. Il a été montré que cette estérase présente de multiples roles allant de la

reproduction a I'olfaction (Chertemps et al, 2012).
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Figure 13: Représentation de la localisation et des interactions entre les protéines, participant
aux évenements péri-récepteurs, présentes dans la lymphe sensillaire et au niveau du neurone
sensoriel d’insecte.

En traversantle ou les pores de la cuticule, les molécules sensorielles pénétrent dans la lymphe sensillaire
ou elles sont captées par les OBP. Le réle des OBP est de prendre en charge, protéger et transporter les
molécules sensorielles jusqu’aux récepteurs localisés au niveau de la membrane plasmique de la
dendrite. L’'interaction ligand / récepteur permet d’induire la transduction du signal. Les stimuli
sensoriels sont ensuite pris en charge, dégradés puis éliminés par les ODE afin d’assurer la clairance des
récepteurs leur permettant de répondre a d’autres stimuli. Afin d’induire un signal sensoriel, les
récepteurs conventionnels s’associent a un co-récepteur. Plusieurs études ont avancé I’hypothese d'une
transduction du signal a 2 vitesses. Une premiére voie rapide et courte provoquée par I'ouverture de
canaux ionotropiques et une seconde voie métabotropique, lente et prolongée, provoquée par I'activation
de protéines G et d’effecteurs (Plcf3). Modifié a partir de (Rutzler & Zwiebel 2005, Weiss et al, 2011).
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Enfin, un lien a également été montré entre le comportement agressif de la drosophile et
I'expression d’'un CYP. Une diminution de I'expression du géne CYP6aZ0 dans l'antenne est
observée dans les lignées sélectionnées pour une agressivité accrue. L'enzyme CYP6A20
pourrait donc étre impliquée dans la perception de phéromones régulant I'agressivité. Toutefois,
I'activité métabolique de CYP6A20 n’a pas été clairement démontrée par des approches

biochimiques (Wang et al, 2008).

Comme le montre les exemples ci-dessus, il existe quelques arguments en faveur d'un réle
des ODE dans la modulation du signal chimiosensoriel. Par ailleurs, compte tenu des différentes
biotransformations exercées par ces enzymes, il n’est pas exclu que les métabolites libérés dans
le mucus ou la lymphe aient des propriétés de stimulus ou rentre en compétition avec d’autres

stimuli présents (Figure 13).
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Chapitre 4: La caféine - Propriétés, Actions et Métabolisme
4- Généralités

La caféine (1,3,7-triméthylxanthine) est un métabolite secondaire appartenant a la
famille des alcaloides et plus particulierement a la famille des méthylxanthines (Ashihara et al,
2008). D’origine végétale, la caféine est a ce jour la molécule psychostimulante la plus
consommée au monde. Elle est connue depuis des milliers d'années et elle est tres présente dans
notre culture. On retrouve cette molécule au golit amere sous différentes formes, notamment
dans les boissons telles que le café, le thé, les sodas industriels, les boissons énergisantes, ainsi

que dans des spécialités pharmaceutiques et compléments alimentaires (Chou & Benowitz

1994).

La caféine est retrouvée dans les graines, les feuilles et les fruits de plusieurs especes
végétales de différentes familles originaires d'Amérique du Sud principalement mais aussi d'Asie
et d'Afrique (Ashihara & Crozier 2001, Ashihara & Suzuki 2004). Elle est souvent accompagnée
d'autres alcaloides, notamment des méthylxanthines comme la théobromine et théophylline et

des polyphénols (Nathanson 1984, Uefuji et al, 2003).

4.1- Propriétés
4.1.1- Effets de la caféine chez les mammiferes

De nombreux effets de la caféine ont été dénombrés, notamment au niveau du systéeme
nerveux central (Lorist et al, 1994a), cardiaque (Lieberman et al, 1987), respiratoire, gastro-

intestinal, excréteur mais également sur le métabolisme.

Au niveau du systeme nerveux central, la caféine exerce un effet désinhibiteur et
psychostimulant entrainant une augmentation de la vigilance (Lorist et al, 1994b) en diminuant
le temps de réaction a certaines taches et de 1'éveil (Lorist et al, 1994a). En effet, la caféine
augmente le délai d'endormissement, rend le sommeil moins profond pouvant en altérer sa

qualité et abaisse le seuil de réveil.

De plus, la caféine entraine a la fois une augmentation du rythme cardiaque et du flux
sanguin en dilatant les vaisseaux sanguins (Astrup et al., 1990, Green & Suls 1996) et une

relaxation des muscles lisses de bronches stimulant ainsi la respiration (Fredholm 1984b).
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La caféine est employée sur des nouveau-nés pour traiter 1'apnée du sommeil afin de
rectifier des battements du cceur irréguliers (Schmidt 2005) ainsi que dans le traitement de

I'asthme (Welsh et al,, 2010).

Au niveau gastro-intestinal, la caféine stimule les sécrétions digestives et relaxe les
muscles lisses intestinaux (Fredholm 1984c) et a également un effet diurétique (Fredholm
1984a). En effet, 'administration moyenne de 300 mg de caféine engendre dans les deux heures
post-ingestion une augmentation signification du volume urinaire de 29 % en moyenne (Massey
& Wise 1992). Enfin, au niveau métabolique, la caféine entraine une augmentation de la

thermogénese avec une stimulation de la lipolyse (Fredholm 1984c).

De plus, la caféine affecte également les performances physiques, en effet, elle agit au
niveau des muscles striés en renforcant les contractions musculaires et en augmentant le travail
musculaire (Fredholm 1984b). Elle améliore la résistance a 'effort et ingérée avant un exercice
d’endurance, la caféine retarde l'installation de la fatigue (Graham et al, 1994) et améliore les

parametres ventilatoires (Brown et al,, 1991).

La caféine est présente dans de nombreux médicaments délivrés sur ordonnance ou
vendus sans ordonnance, notamment contre la migraine (Graham 1954), la douleur (Derry et al,
2012), I'asthme (Welsh et al,, 2010). La teneur en caféine de ces médicaments varie de 7mg a

200mg par comprimé.

La caféine est également utilisée dans le traitement de maladies plus complexes. En effet,
combinée a I’éphédrine, la caféine est utilisée dans le traitement de I'obésité (Astrup et al,, 1992a,
Astrup et al, 1992b). D’autres études ont suggéré un role protecteur de la caféine sur le systeme
nerveux. La consommation de caféine modérée sur le long terme préviendrait le déclin cognitif
lié a I'age (Arendash et al,, 2006, Eskelinen & Kivipelto 2010, Rosso et al, 2008) et diminuerait
les risques de développer des maladies neurodégénératives telles que les maladies d’Alzheimer
(Arendash & Cao 2010, Arendash et al, 2006, Dall'lgna et al, 2003, Eskelinen & Kivipelto 2010)
et Parkinson (Ascherio et al, 2001, Chen et al, 2001).

D’autre part, la caféine est connue pour avoir des effets divers sur I'humeur allant de la
stimulation agréable et la bonne humeur a la nervosité et irritabilité (Brice & Smith 2002, Lorist
et al, 1994a). Cependant ces effets restent tres dépendants des habitudes de consommation de

café, de la sensibilité individuelle et de la dose absorbée (Goldstein et al, 1965).
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D’autres études ont rapporté que la caféine stimule 'apprentissage en renforcant les

capacités de concentration (Angelucci et al, 2002, Nawrot et al,, 2003, Smith 2002).

4.1.2- Toxicité de la caféine

Une consommation excessive de caféine peut étre responsable de symptomes
comprenant anxiété, tremblements, agitation, agressivité, dépression, tachycardie, palpitations,
hypertension, anorexie, troubles du sommeil, idées dépressives et divers plaintes somatiques :
briilure épigastrique et épisodes diarrhéiques. Ces symptdmes de surdosage ou d’'intoxication a
la caféine sont regroupés sous le terme de caféinisme (Victor et al, 1981) sans étre un véritable
syndrome et touche les gens ayant une consommation journaliere dépassant 1 g de caféine

(Chou & Benowitz 1994).

Tout comme les effets stimulants de la caféine, les effets indésirables sont sujets a une

trés grande variabilité individuelle et le développement d’une tolérance (Goldstein et al, 1965).

4.2- Effets de la caféine sur les insectes

Diverses études s’intéressent aux multiples réles et effets de la caféine dans les
interactions plantes-prédateurs/pollinisateurs ou dans les interactions plantes-plantes mais

également sur la physiologie de I'animal (Mustard 2014).

4.2.1- Caféine: une molécule toxique

Pour aller plus loin, d’autres études ont montré I'effet toxique voire mortel de la caféine.
Il a été montré chez Drosophila melanogaster que l'espérance de vie moyenne des individus
élevés sur un milieu contenant 13mM de caféine est significativement réduite. Les individus
controles vivent en moyenne 46 jours alors que les individus élevés sur un milieu supplémenté

en caféine vivent environ 19 jours (Nikitin et al, 2008).

D’autres études ont rapporté qu'une exposition prolongée a la caféine est fatale pour les
limaces et une application topique de 0,1 % de caféine est1étale pour les serpents (Hollingsworth
et al, 2002). Par ailleurs, Il a été également montré que la caféine est capable de perturber les

capacités de reproduction de certains papillons tels que Manduca sexta. (Mathavan et al.,, 1985).
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4.2.2- Caféine - un répulsif naturel: interactions Plantes /
Prédateurs

Afin d’expliquer les hautes concentrations de caféine accumulées chez diverses especes

de caféiers et de théiers, deux hypotheses suggerent que la caféine serait impliquée dans des

mécanismes de défenses chimiques (Ashihara & Crozier 2001, Ashihara & Suzuki 2004, Kim et

al, 2010b) et allélopathiques (Anaya et al,, 2006, Smyth 1992, Waller 1989).

Tout d’abord, la théorie suggérant le réle de la caféine dans la défense chimique des
plantes propose que la caféine synthétisée au niveau des jeunes feuilles, des fruits immatures et
des bourgeons permettrait de protéger les tissus en développement contre l'attaque de
prédateurs dont les insectes herbivores. (Hollingsworth et al, 2002, Mathavan et al, 1985,

Nathanson 1984, Uefuji et al, 2005).

Plusieurs études ont mis en évidence la nature répulsive de la caféine ainsi que sa capacité
a inhiber la prise alimentaire des insectes. Par exemple, une étude a montré que la vaporisation
de feuilles de tomates avec une solution a 1 % de caféine permet de diminuer drastiquement la
consommation des larves du papillon Manduca sexta (Nathanson 1984). De la méme maniere,
les feuilles de chou chinois Brassica rapa vaporisées avec une solution de caféine de 0.01 % ne

sont pas attaquées par les limaces. (Hollingsworth et al,, 2002).

De plus, Uefuji et al (2005) ont généré des feuilles transgéniques de tabac sur-exprimant
les genes de la voie de biosynthese de la caféine afin de produire plus de 5ug de caféine par
gramme de feuille seche. Ils ont mis en évidence d'une part que la larve du sphinx du tabac, au
cours d’'un test de choix distingue les feuilles transgéniques des feuilles controles et consomment
préférentiellement les feuille de tabac contrdles. D’autre part, ils ont montré que lorsque les
feuilles de tabac transgéniques sont la seule source de nourriture, la consommation des larves

est nettement diminuée.

L’ensemble de ces études a clairement mis en évidence le réle d’insecticide naturel et les

effets répulsifs de la caféine (Uefuji et al, 2005).

De plus, diverses études ont mis en évidence la présence de la caféine dans le nectar des
plantes. Etant donné que les insectes sont nécessaires a la pollinisation des plantes, la présence
d’'une molécule aversive est surprenante. Des études récentes ont mis en évidence a I'aide de

tests comportementaux sur les abeilles, I'effet stimulant et bénéfique de la caféine sur la
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mémoire des insectes pollinisateurs. Ces études suggerent que la présence de la caféine dans le
nectar permet a la plante de manipuler le comportement des pollinisateurs en s’assurant ainsi

une pollinisation fréquente (Wright et al, 2013).

4.3- Caféine: Interactions - Plantes / Plantes

La théorie de I'agent allélopathique propose que la caféine contenue dans les graines des
plantes soit rejetée dans le sol provoquant une inhibition de la germination d’autres plantes
(Chou & Waller 1980, Waller 1989). Par exemple, une étude a mis en évidence que la caféine
inhibe complétement la germination de la plante comestible Amaranthus spinosum. (Rizvi et al,

1981).

4.4- Effets de la caféine sur la physiologie de l'insecte

Chez les mammiféres de nombreuses études ont montré que la caféine est capable d’agir
sur la locomotion, le sommeil mais également sur des aspects plus cognitifs tels que

I'apprentissage et la mémoire.

4.4.1- Role de la caféine sur la locomotion et le sommeil

Chez les mammiferes, une consommation de caféine permet d’augmenter les capacités
locomotrices, I'éveil et I'attention. Diverses études s’interrogent sur la conservation de ces effets

chez les insectes.

Ce postulat a été confirmé chez de nombreuses especes d’insectes tels que 'abeille Apis
mellifera (Ishay & Paniry 1979), la cochenille verte Coccus viridis, (Fernandes et al, 2012) la
drosophile Drosophila melanogaster (Wu et al, 2009) et quelques coléopteres Tribolium
castaneum (Nakayama et al, 2012) et Tribolium confusum (Nishi et al, 2010). Une consommation
de caféine entraine une augmentation de l'activité locomotrice. Toutefois, une forte
concentration de caféine est capable d’inhiber la nage chez la méduse Aurelia aurita (Schwab

1977) suggérant des effets antagonistes de la caféine dépendant de la concentration utilisée.

Les effets de la caféine sur le sommeil ont été bien décrits chez la drosophile. Diverses
études ont mis en évidence une corrélation entre la concentration de caféine etla diminution du

temps des individus passé a dormir. Ces études ont montré que la caféine perturbe le cycle du

59



Chapitre 4: Métabolisme de la caféine

sommeil, en augmentant le temps passé éveillé et en modifiant le rythme circadien (Andretic et
al, 2008, Lin et al,, 2010, Wu et al,, 2009). Ces résultats sont cohérents avec ceux observés chez
les mammiféres, la caféine affecte le temps de sommeil et les temps passés dans chaque stade,

altérant ainsi la qualité du sommeil.

Ces études ont montré une conservation des caractéristiques du sommeil, telles que la
régulation circadienne et homéostatique du sommeil (Hendricks et al, 2000) ainsi que les effets
rebonds apres une privation de sommeil (Shaw et al, 2000) suggérant une éventuelle

conservation des mécanismes d’action de la caféine chez les invertébrés.

4.4.2- Les effets de la caféine sur 'apprentissage et la mémoire

Chezl’homme, I'effet de la caféine dans I'apprentissage et la mémoire n’est pas clairement
établi. Toutefois, chez les insectes des études ont clairement démontré ce lien mais ce dernier

reste controversé.

Tout d’abord, certaines études ont montré que l'utilisation de fortes concentrations de
caféine (10-50mM) ne permet pas d’améliorer les capacités d’apprentissage. Par exemple, chez
la drosophile, une exposition de 20 heures a la caféine diminue sa capacité a associer une image
a un stimulus aversif (Folkers & Spatz 1984a, b, Wang et al,, 1998). De la méme maniére, une
exposition a la caféine diminue la capacité d’apprentissage olfactif chez les abeilles. Ces études
ont également montré que la caféine n’avait pas d’effet sur la mémoire a long terme (Mustard et

al, 2012).

Par contre, d’autres études, utilisant des concentrations plus faibles de caféine (0.1-
100uM), ont clairement démontré une augmentation de la capacité d’apprentissage chez les

abeilles ainsi que la stimulation de la mémoire a long terme (Wright et al, 2013).

Ces études ont permis de mettre en évidence que la concentration en caféine pouvait

avoir des effets antagonistes sur les capacités d’apprentissage visuel, spatial et olfactif.

Un aspect intéressant a émergé de ces études d’apprentissage olfactif et visuel. Il
semblerait que les effets positifs de la caféine soient plus marqués au cours de tests
d’apprentissage dits plus complexes. Généralement, ces tests de comportement nécessitent

davantage de périodes d’entrainement pour obtenir le méme niveau de réponse.
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Par exemple, des abeilles qui sont entrainées via un protocole de conditionnement olfactif
prolongé (massed olfactory training) et stimulées par une solution récompense contenant de la
caféine ont une capacité d’apprentissage olfactif plus rapide que des abeilles qui ont consommé

une solution de récompense contenant uniquement du sucre (Wright et al, 2013).

De plus, d’autres études ont montré les mémes résultats en utilisant cette fois-ci des tests
d’apprentissage d’association visuelle également appelés protocoles d’appariement retardé a la
cible ou en anglais delayed-match-to-sample (DMST). Dans ce type de procédure, on présente
un premier stimulus au sujet, suivi de 2 ou plusieurs stimuli parmi lesquels il doit faire son choix.

Dans un DMST, le sujet doit choisir le stimulus identique au stimulus cible (Si et al., 2005).

Par exemple, a 100 uM, la caféine n’améliore pas les capacités d’apprentissage visuel avec
un dispositif de choix en Y alors qu’a la méme concentration, la caféine a un effet en utilisant un
dispositif DMST (Si et al, 2005). Ces études suggerent que I'effet de la caféine sur 'apprentissage
est subtil.

Par ailleurs, ces études ont montré que la consommation de caféine permet d’améliorer
la mémoire a long terme. Par exemple, une étude a montré que les abeilles sont capables de
reconnaitre un nectar floral encore 24 heures apres le test d’apprentissage lorsqu’elles sont
récompensées avec une solution contenant du sucre et de la caféine (Si et al, 2005). La
consommation de caféine permet d’améliorer la sensibilité du systéme olfactif et la capacité de
meémoire a long terme chez les abeilles. En utilisant des composés qui stimulent la mémoire
comme la caféine, la plante s’assure la fidélité de ces pollinisateurs et une reproduction /

pollinisation réussie.

4.5- Mode d’action

Chez les mammiféeres, la caféine agit principalement comme un inhibiteur compétitif de
I'adénosine (Chou & Benowitz 1994) provoquant un effet désinhibiteur de l'activité neurale,
entrainant la libération des neurotransmetteurs excitateurs (Mandel 2002) telles que la
dopamine (Solinas et al, 2002) et la sérotonine (Berkowitz & Spector 1971) et de ’hormone de

stress: 'adrénaline.

Il existe 4 types de récepteurs a adénosine différents A1, A2a etA2b et A3, couplés aux

protéines G entrainant soit I'inhibition (A1l et A3) ou la stimulation (A2) de I'adénylate cyclase
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modifiant ainsi les taux d'AMP cyclique (AMPc) intracellulaires (Daly et al, 1983). L'action de
I'adénosine est complexe, car les effets de chacun des récepteurs peuvent étre différents, voire
méme s'opposer. En général, 'AMPc inhibe la libération de neurotransmetteurs excitateurs

(Dunwiddie & Fredholm 1985).

On connait mieux les récepteurs A1l et A2a respectivement a haute et basse affinité pour
I'adénosine. On retrouve les récepteurs Al au niveau du systéme nerveux central, des bronches,
des vaisseaux et du cceur alors que I'expression des récepteurs A2a est restreinte au niveau du
cerveau et plus spécifiquement dans le striatum. Le striatum est une région du cerveau
impliquée dans le mouvement et la nociception (gestion de la douleur) via le systeme

dopaminergique(Daly et al,, 1983).

Lorsque la caféine se fixe aux récepteurs Al et A2 a adénosine, elle entraine I'inhibition
de Tl'activité de I'adénylate cyclase qui empéche la formation d’AMPc, léve 'inhibition de la
sécrétion de neurotransmetteurs excitateurs et inhibe les récepteurs canaux GABAergiques
(impliqués dans la relaxation musculaire, la diminution de la tonicité des muscles et le
ralentissement du rythme cardiaque). L'antagonisme de 1'adénosine par la caféine provoque
I'augmentation de l'activité nerveuse avec la libération d’adrénaline et augmentation des

niveaux de dopamine (Nehlig et al,, 1992, Shi et al, 1993).

Cependant, certains des effets secondaires de la caféine sont probablement causés par
des mécanismes non liés a 'adénosine. La caféine est connue pour étre un inhibiteur compétitif
de l'enzyme de dégradation de '’AMPc: AMPc-Phosphodiestérase (AMPc-PDE) qui convertit
I’AMPc des cellules en sa forme non cyclique inactive, entrainant ainsi une accumulation d'AMPc
dans les cellules (Fredholm et al, 1999). En bloquant son élimination, la caféine intensifie et

prolonge les effets de I'adrénaline et de la dopamine.

Enfin, la caféine active également les récepteurs a Ryanodine, entraine une augmentation
du Ca?* intracellulaire des cellules des muscles squelettiques et cardiaques et augmente leur

force (Fredholm et al, 1999).

Compte tenu des similitudes des effets de la caféine entre les mammiferes et les
invertébrés, certaines études suggeérent une conservation probable des mécanismes d’actions

chez les invertébrés (Figure 14).

62



Chapitre 4: Métabolisme de la caféine

Récepteur de

2+
la ryanodine f ca

AMPc — %> AMP RyR
Inhibition des
Phosphodiestérases Récepteurs
\ ? GABA ,
H1C ’
? 5
Libération de  “— ? Récepteurs
Dopamine (@) Glycine
i
Récepteur de ) ) )
I'adénosine l ? Acétylcholinestérase

Récepteurs

dopaminergiques

Figure 14: Mode d’action de la caféine chez les mammiféres et chez les insectes.

Chez les mammiféres, plusieurs mécanismes d’action de la caféine ont été identifiés: 1- I'interaction avec
les récepteurs ryanodines entrainant une augmentation du niveau de calcium intracellulaire, 2-
I'inhibition des phosphodiestérases (PDE) entrainant une augmentation du niveau d’AMPc
intracellulaire, 3- I'effet antagoniste des récepteur a adénosine, 4- une modulation du niveau de la
dopamine via les récepteur dopamine ou a adénosine, 5- une inhibition des récepteurs canaux GABA, des
récepteurs glycine et une inhibition des acétylcholines estérases. Chez les insectes, seuls deux
mécanismes ont été clairement mis en évidence: l'inhibition des phosphodiestérases (PDE) et
I'interaction avec les récepteurs ryanodines. L'implication des récepteurs a adénosine et
dopaminergique, entre autres, reste a élucider.

Chez les insectes, seuls deux de ces mécanismes ont été clairement mis en évidence:
I'inhibition des phosphodiestérases (PDE) et l'interaction avec les récepteurs ryanodines

(Figure 14).

En effet, chez Drosophila melanogaster, la consommation (Wang et al, 1998) et
I'application (Wu et al, 2009) de caféine au niveau du cerveau entraine une augmentation du
niveau d’AMPc au niveau du systeme nerveux central suggérant une inhibition de PDE par la
caféine. Le geéne dunce code la phosphodiestérase AMPc PDE Il chez la drosophile (Byers et al,
1981). Cette protéine intervient dans plusieurs processus physiologiques notamment dans

I'apprentissage (Nighorn et al, 1994). De plus, un traitement avec un inhibiteur de cette enzyme
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(IBMX) mime les effets de la caféine sur le sommeil (Wu et al, 2009). Des études in vitro ont
montré que ces enzymes purifiées ou des homogénats sont capables de lier la caféine et que cette
derniere agit comme un inhibiteur compétitif chez de nombreux insectes. Des concentrations
allant de 0,5 a 10mM sont nécessaires pour induire 50 % d’inhibition de I'activité des PDE

(Mustard 2014).

De plus, d’autres études, chez l'abeille ont également montré qu’'une application directe
de caféine sur le cerveau entraine une augmentation du niveau de calcium intracellulaire
(Perisse et al, 2009, Rein et al,, 2013). Plusieurs études chez les nématodes (Robertson et al,
2010), les insectes, les mollusques ainsi que chez les crustacés ont mis en évidence la capacité
de la caféine (0.5 - 30mM) a activer les récepteur a ryanodines entrainant une augmentation de
calcium intracellulaire. Ces résultats sont cohérents avec les concentrations de caféine

nécessaires pour activer ces récepteurs chez les mammiferes.

L’'implication des récepteurs a adénosine reste a élucider. L’interaction de la caféine et les
récepteurs a adénosine semble étre la voie majoritaire d’action chez les mammiferes, toutefois

son implication chez les invertébrés reste controversée.

Plusieurs études pharmacologiques montrent que la caféine interagit avec les récepteurs
a adénosine chez les invertébrés. L'utilisation de molécules antagonistes des récepteurs Al et
A2 chez les mammiféeres miment les effets de la caféine sur le sommeil de la drosophile (Andretic
et al, 2008) alors qu'un agoniste des récepteurs Al agit de facon opposée a la caféine en
augmentant le temps de sommeil chez la drosophile (Hendricks et al, 2000). D’autre part, des
études in vivo, chez l'abeille ont montré que l'activité des cellules Kanyon dans le corps
pédonculé suite a l'utilisation d’'un antagoniste des récepteurs a adénosine, mime les effets de la

caféine (Wright et al, 2013).

En revanche, a ce jour, un seul récepteur a adénosine a été cloné et caractérisé chez les
insectes. DmelAdoR (Drosophila melanogaster) (Dolezelova et al, 2007, Wu et al, 2009) et
PminAdoR chez I'étoile de mer (Kalinowski et al, 2003). Ces deux récepteurs ne partagent que
36 % d’homologie de séquence et peu de séquences homologues avec les récepteurs orthologues

des mammifeéres.

Des expériences d’expression hétérologue du récepteur de la drosophile dans des cellules

de mammiféres ont été réalisées. L'incubation des cellules avec de I'adénosine entraine une
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augmentation de la concentration en AMPc et de calcium intracellulaire (Dolezelova et al, 2007).
Par contre, lorsque des neuroblastes de drosophiles sont transfectés avec le récepteur
DmelAdoR puis incubés avec de I'adénosine, on observe une augmentation de '’AMPc mais pas
du calcium. La caféine a un effet sur le sommeil de ces mouches mutantes (KO) mais n’a pas

d’effet antagoniste sur le niveau d’AMPc (Kucerova et al, 2012).

Contrairement aux études pharmacologiques, ces études d’expression d’hétérologues
montrent que la caféine n’a pas d’effet antagoniste sur les récepteurs a adénosine chez les
invertébrés. Mais cela peut s’expliquer par le fait qu'un seul récepteur a été testé et que d’autres

récepteurs a I'adénosine ou sensibles a la caféine sont probablement impliqués.

Chez les mammiferes, la caféine interagit également avec la voie de signalisation de la
dopamine. Chez les insectes, plusieurs études ont montré qu’'une exposition a la caféine chez
'abeille entrainait une augmentation des ARNm du récepteur dopamine D2 (D-2 like dopamine
receptor) (Kucharski & Maleszka 2005). D’autres études comportementales ont montré que des
mouches mutantes pour le récepteur dopamine D1 (D-1 like dopamine receptor) est nécessaire
pour la réduction du sommeil chez les mouches (Andretic et al, 2008). Ces études montrent un

éventuel lien entre caféine et la voie de signalisation liée a la dopamine.

Chez les invertébrés, a ce jour, aucune étude ne montre un effet de la caféine sur
I'inhibition des récepteurs GABA (Taketo et al, 2004), I'inhibition compétitive des récepteurs
glycine (Duan et al, 2009) et I'inhibition des acétylcholinestérases (Pohanka & Dobes 2013).
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4.6- Métabolisme de la caféine

4.6.1- Les propriétés pharmacocinétiques de la caféine

En Europe, les adultes consomment en moyenne 250 mg de caféine par jour (100-400
mg) essentiellement dans le café et le thé, mais aussi dans les boissons gazeuses et les boissons
énergétiques (Figure 15). Toutefois, cette dose dépend considérablement des habitudes
culturelles. Les pays d’Europe du Nord sont réputés pour leur tres forte consommation de café:
en Finlande, au Danemark, en Norvege ou en Suede, la consommation moyenne de caféine atteint
en effet 400 mg par jour. La sensibilité a la caféine differe considérablement d’'une personne a
I'autre, une consommation de 350mg par jour est une dose suffisante pour engendrer la

dépendance.

La caféine, qui est le principe actif du café, est tres rapidement et completement absorbée
par I'estomac et I'intestin gréle. Le coefficient de partage de 0.85 de la caféine indique que cette
molécule a caractere lipophile modéré diffuse facilement dans les milieux liquides jusqu’aux
organes (muscles et systeme nerveux) (Burg 1975) ou elle est détectée 5 minutes apres
I'ingestion et le pic sanguin de caféine est atteint en 60 minutes (Arnaud 1987, Blanchard &
Sawers 1983, Bonati et al, 1982). La caféine a une faible affinité (10-30 %) pour les protéines
contenues dans le plasma (albumine) (Blanchard & Sawers 1983). Le volume de distribution de
la caféine est compris entre 0,5-0,75L/kg chez I'homme et de 0,9L/kg chez le rat (Arnaud 1987,
Bonati et al, 1982, Bonati et al.,, 1984).

Le métabolisme hépatique de la caféine est dépendant des CYP. Seul 3 % de la caféine est
éliminée sans étre biotransformée (Berthou et al,, 1991, Tassaneeyakul et al, 1994). La demi-vie
de la caféine a été estimée entre 3 a 6 heures pour un individu adulte en bonne santé (Chou &
Benowitz 1994). Toutefois, plusieurs facteurs peuvent modifier cette cinétique de dégradation
(Grant et al, 1983, Kalow 1985). Par exemple, la demi-vie de la caféine est plus courte chez les
fumeurs (environ 2 heures) (Plowchalk & Rowland Yeo 2012) et plus longue chez les femmes
sous contraceptifs oraux (5 a 10 heures), les femmes enceintes (9 a 11 heures) (Aldridge et al,

1981) et chez les enfants (30 heures) (Aldridge et al, 1979).
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Figure 15: Distribution et quantification de la teneur en caféine des différents breuvages ou des
produits largement consommeés.

D’origine végétale, la caféine est a ce jour la molécule psychostimulante la plus consommée au monde.
Par exemple, la consommation moyenne de caféine d'un francais par an s’éléve a 5,4 kg alors qu’elle
atteint les 12,2 kg pour un finlandais. Elle est connue depuis des milliers d'années et est tres présente
dans notre culture. On la retrouve sous différentes formes, notamment dans les boissons telles que le
café, le thé, les sodas industriels, les boissons énergisantes, ainsi que dans le chocolat mais également des
spécialités pharmaceutiques et compléments alimentaires.
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Figure 16: Métabolisme hépatique de la caféine chez 'Homme et le Rat: Contribution des

différentes isoformes de CYP.

Chez les mammiferes, le métabolisme hépatique de la caféine (1,3,7-triméthylxanthine) est
principalement assuré par les enzymes de la famille des CYP et conduit a la formation de 4 métabolites
principaux: la paraxanthine, la théobromine, la théophylline et l'acide 1,3,7-trimétylurique. La
théobromine, la paraxanthine et la théophylline sont respectivement générés par 3 réactions de
déméthylation alors que la formation de I'acide 1,3,7-trimétylurique est générée par une réaction
d’hydroxylation. Bien que les métabolites issus de la dégradation de la caféine soient conservés, leurs
proportions ainsi que les CYP impliqués varient selon l'espece animale. La ou les famille(s)
majoritairement impliquée(s) dans la dégradation de la caféine pour chaque réaction sont indiqués en

gras (Kot & Daniel 2008a).
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4.6.2- Le métabolisme de la caféine

Le métabolisme hépatique de la caféine est dépendant des CYP chez les mammiferes. La
dégradation enzymatique de la caféine conduit a la formation de 4 métabolites principaux
(Figure 16): la paraxanthine, la théobromine, la théophylline et I'acide 1,3,7-trimétylurique

(Berthou et al, 1991, Bienvenu et al, 1993, Kot & Daniel 2008b, c).

La théobromine, la paraxanthine et la théophylline sont respectivement générés par 3
réactions de déméthylation: 1-N-déméthylation (théobromine), 3-N- déméthylation
(paraxanthine) et 7-N-déméthylation (théophylline) alors que la formation de I'acide 1,3,7-
trimétylurique est générée par une réaction d’hydroxylation (8-C Hydroxylation) (Figure 16)

(Kot & Daniel 2008a).

Bien que les métabolites issus de la dégradation de la caféine soient conservés, leurs
proportions ainsi que les CYP impliqués varient selon I'espéce animale (Berthou et al,, 1992).
Par exemple, chez 'Homme, la caféine est principalement dégradée en paraxanthine (70 %), en
acide 1,3,7-trimétylurique (15 %) puis en théophylline (8 %) et théobromine (7 %) (Kot & Daniel
2008b) alors que chez le rat, le métabolite principal de la caféine est I'acide 1,3,7-trimétylurique
(70 %). Les proportions de la paraxanthine, de la théophylline et de la théobromine représentent
respectivement 13 %, 9 % et 8 % de la dégradation de la caféine (Kot & Daniel 2008c) (Figure
16).

Le métabolisme de la caféine chez les mammiferes est catalysé principalement par
CYP1A2. Cette enzyme s’avere étre I’enzyme pivot de 'ensemble de la dégradation de la caféine.

Toutefois, elle n’est pas la seule a catalyser le métabolisme de la caféine (Kot & Daniel 2008a).
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Tableau 3: Comparaison de la contribution de chaque CYP dans la formation des 4 métabolites de
la caféine a deux concentrations plasmatiques différentes de caféine: 100pM et 800uM chez le rat.
Chez le rat, le métabolisme hépatique de la caféine est dépendant des CYP et conduit a la formation de 4
métabolites principaux: la paraxanthine, la théobromine, la théophylline et I'acide 1,3,7-trimétylurique.
L’activité catalytique des CYP est modulée par la concentration en caféine. A forte concentration de
caféine, les proportions produites de métabolites par certaines enzymes sont modifiées suggérant une
modification de I'expression transcriptionnelle de ces enzymes. Les différences majoritaires sont

indiquées en rouge. Modifié a partir de (Kot & Daniel 2008c).

Caféine

1-N-déméthylation

Caféine

3-N-déméthylation

Caféine Caféine

7-N-déméthylation C-8 hydroxylation

Théobromine (%) Paraxanthine (%) Théophylline (%) trimgtcligru:i’:;l (%)

100uM 800uM 100puM 800puM 100uM 800uM 100uM 800uM
CYP1A2 37.5 22.6 47 19.2 14 5.4 72 30.4
CYP2A2 6.9 3.5 16 1.2 3.1 1.7 1 0.6
CYP2C6 6 6.7 5.2 2.8 27 24.5 6.5 6.1
CYP2C11 6 23.8 31 50.8 29 41.3 2.7 2.8
CYP2C13 14 14.3 4.2 3.9 10 6.9 0.7 0.4
CYP2E1 9.2 9.5 2.2 4.1 3 3.1 0.3 0.7
CYP3A2 17 17.4 6.6 15.9 10.1 14.6 15 58.1
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Par exemple, chez I'homme les réactions de 1-N-déméthylation (théobromine) et 3-N-
déméthylation (paraxanthine) sont CYP1A2 dépendantes alors que la réaction de 7-N-
déméthylation générant la théophylline est catalysée par plusieurs CYP dont CYP1A2 (38,7 %),
CYP2E1 (26,3 %), CYP3A4 (13,6 %) et la sous-famille des CYP2C (CYP2C8 (12,8 % et CYP2C9
(12,2 %)). De la méme manieére, chez 'homme la réaction d’hydroxylation est principalement
catalysée par CYP3A4 (30 %) et CYP1A2 (28,7 %). Toutefois, d’autres enzymes participent a la
formation de I'acide 1,3,7-trimétylurique tels que CYP2E1 (11 %), CYP2C8 (10 %) et CYP2C9 (8
%) (Figure16) (Kot & Daniel 2008b).

Par ailleurs, chez le rat, d’autres familles de CYP sont impliquées dans le métabolisme de
la caféine. Par exemple, la réaction d’hydroxylation menant a I'acide 1,3,7-trimétylurique est
catalysée par les CYP1A2 (70 %) et CYP3A2 (15 %) mais également d’autres CYP tels que
CYP2B1 et CYP2E1. La réaction de 1-N-déméthylation est principalement catalysée par les
enzymes CYP1A2 (37,5%), CYP3A2 (17 %) mais également les enzymes de la sous-famille CYP2C
telles que: CYP2C11 (6 %) et CYP2C13 (14 %). La réaction de 3-N-déméthylation est
principalement catalysée par les CYP1A2 (47 %) et CYP2C11 (31 %). Enfin la réaction de 7-N-
déméthylation menant a la formation de la théophylline est catalysée principalement par la sous-
famille des CYP2C (66 %) dont CYP2C6 (27 %), CYP2C11 (29 %) et CYP2C13 (10 %) (Kot &
Daniel 2007).

Le métabolisme de la caféine est assuré par une multitude de CYP dont I'’expression et la
capacité catalytique sont modulées par la concentration en caféine. En effet, plusieurs études ont
mis en évidence qu’a forte concentration de caféine, les proportions produites de métabolites
pour certaines enzymes sont modifiées suggérant une modification de I'expression
transcriptionnelle des enzymes. Par exemple, chez 'homme, I'activité de CYP1A2 (28,7 % a 16
%) est diminuée en faveur des enzymes de la sous-famille de CYP2C: CYP2C8 (10 % a 17 %) pour
la réaction d’hydroxylation (Kot & Daniel 2008b) (Tableau 3).

La méme observation a été faite chez le rat. Par exemple, lors de la réaction de 7-N-
déméthylation, 'activité de CYP1A2 (14 % a 5 %) diminue en faveur du CYP2C11 (29 % a 41 %)
(Kot & Daniel 2007, 2008c) (Tableau 3).
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Figure 17: Voies de dégradation de la caféine chez les mammiféres.
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Chez les mammifeéres, le métabolisme hépatique de la caféine est principalement assuré par les CYP et conduit a la formation de 4 métabolites
principaux: la théobromine, la paraxanthine et la théophylline et l'acide 1,3,7-triméthylurique respectivement générés par 3 réactions de
déméthylation et par une réaction d’hydroxylation. Par la suite, les métabolites principaux sont eux-mémes dégradés afin d’étre éliminés hors de
I'organisme. Les enzymes communes impliquées dans la dégradation de la caféine entre 'Homme et le rat sont soulignées. Adapté a partir de
http://www.genome.jp/ke, athway/map/map01100.html.
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Résultats: Etude transcriptomique

Les métabolites principaux sont également transformés afin d’étre éliminés hors de
I'organisme. Les enzymes responsables de la dégradation des métabolites n’ont pas toutes été
identifiées. Toutefois, il semblerait que les CYP soient impliquées. On dénombre au moins 15
meétabolites issus de la dégradation de la caféine que I'on retrouve a la fois chez 'Homme et chez

le rat (Figure 17).

Les CYP sont des enzymes chevauchantes dont I'expression transcriptionnelle est
modulée par la concentration en substrat. Bien que le métabolisme de la caféine ne soit pas
identifié chez les insectes, plusieurs études chez Drosophila melanogaster ont montré qu’une
exposition a la caféine entrainait une modification du niveau transcriptionnel de certains CYP
tels que CYP12d1, CYP6a8, CYP6w1, CYP6d5, CYP6aZ2 ainsi que d’autres enzymes du métabolisme
des xénobiotiques suggérant que les enzymes dont 'expression est modulée par le substrat

pourraient intervenir dans sa dégradation (Bhaskara et al, 2006, Willoughby et al, 2006).

Bien que la caféine soit principalement utilisée pour ces vertus psychostimulantes, il
s’avere que cet alcaloide joue un réle prépondérant dans les interactions plantes-prédateurs au
sens large (insectes herbivore ou polinisateur) et dans les interactions plantes-plantes. Les
propriétés toxiques de la caféine sont utilisées principalement par les plantes en tant que
barriere de défense naturelle envers les insectes mais également les plantes environnantes. De
plus, il semblerait que les plantes utilisent les molécules répulsives mais neuro-stimulantes dans
leur nectar pour s’assurer de la fidélité des pollinisateurs et une reproduction réussie. La caféine
a de multiple effet sur la locomotion, le sommeil mais également 'apprentissage et la mémoire

que 'on retrouve a la fois chez les mammiferes et les invertébrés.

A cejour, I'intérét de la caféine va bien au-dela de ces vertus stimulantes pour notre réveil
quotidien, la caféine est une molécule naturelle d’intérét thérapeutique impliquée dans la
protection du systeme nerveux central des maladies neurodégénératives telles que les maladies
de Parkinson et Alzheimer mais également des maladies liées a 1'age ainsi que la démence

(Mustard 2014).
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Chapitre 5: Objectifs et Stratégie

Les objectifs principaux de mon projet de these étaient:

- d'une part, d'identifier, de localiser et d’étudier le rdle potentiel des CYP dans la

perception chimiosensorielle de la caféine.

- en parallele, de caractériser le métabolisme de la caféine et d’identifier des CYP

responsables de ce métabolisme chez Drosophila melanogaster.

Afin d’atteindre ces objectifs, ma stratégie s’est articulée en deux axes distincts: une approche

chimiosensorielle et une approche métabolique.

5.1- Approche chimiosensorielle

Le métabolisme de la caféine est dépendant des CYP chez le mammifere et les EMX sont
généralement inductibles par les composés qu’elles métabolisent. Nous avons donc choisi de
tirer parti de ce mécanisme pour identifier les EMX potentiellement impliqués dans le
métabolisme de la caféine. Pour cela, nous avons réalisé une étude transcriptomique sur des
drosophiles préalablement exposées a la caféine. Par la suite, nous nous sommes principalement
intéressés aux enzymes dites de phase I: les CYP dont l'expression était la plus fortement

augmentée par I'exposition a la caféine dans les organes sensoriels et le corps.

Les conséquences de la diminution de I’expression de certains CYP sur la détection et la
perception sensorielle de la caféine ont été évaluées en utilisant un test comportemental de
gustation a choix multiple: le MultiCAFE. A I'issu de ces tests, un seul CYP candidat a été retenu
pour la suite de I'étude chimiosensorielle. Puis les patrons d’expression tissulaire et cellulaire de
ce CYP ont été réalisés grace aux techniques d’hybridation in situ et d'immunohistochimie sur

proboscis in toto.
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5.2- Approche métabolique

Chez les mammiféeres, la caféine est principalement biotransformée par CYP1A2 en 4
métabolites majoritaires : la théobromine, la paraxanthine, la théophylline et l'acide 1,3,7-
triméthylurique. Actuellement, le métabolisme de la caféine chez les insectes reste peu connu et

trés peu étudié.

A travers cette étude, nous nous sommes attachés dans un premier temps a caractériser
le métabolisme de la caféine chez la drosophile puis a déterminer si les CYP identifiés par I’étude

transcriptomique participaient a ce métabolisme.

Ce travail sera valorisé par deux publications :

La premiére publication permettra de valoriser 'aspect métabolisme de ce travail, elle est
intitulée Cytochrome P450-dependent metabolism of caffeine in Drosophila melanogaster

et soumise dans la revue PloS One.

La partie chimiosensorielle fera I'objet d'une seconde publication intitulée CYP6d5 implication
in caffeine sensory perception, actuellement en préparation.
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Résultats: Etude transcriptomique

Chapitre 6: Résultats

Partie 1- Identification d’enzymes du métabolisme des xénobiotiques (EMX) dans
les organes sensoriels et le corps dont I'expression est modulée par une
exposition a la caféine

1- Etude transcriptomique (Agilent Microarray)

L’objectif de cette premiere étape visait a identifier des enzymes du métabolisme des
xénobiotiques (EMX) et plus particulierement des CYP, exprimés dans les appendices sensoriels
et dans le corps des drosophiles males adultes et dont I'expression génique est modulée par une

exposition a la caféine.

1.1- Expression dans les appendices sensoriels

21244 sondes ont été hybridées sur les ARN de trois réplicats biologiques correspondants
aux appendices sensoriels suite a une exposition ou non a la caféine. Parmi ces sondes, des tests
statistiques ont permis d’éliminer les candidats faux positifs et 3891 sondes ont été finalement

retenues pour 'analyse.

Dans cette analyse, on dénombre 442 genes dans les appendices sensoriels dont I’expression est
significativement augmentée et 537 genes dont 'expression est significativement diminuée

apres une exposition a la caféine.

Parmi '’ensemble des geénes dont I'expression est modulée aprés un traitement a la
caféine, nous avons répertorié les genes appartenant aux différentes familles impliquées dans

les évenements péri-récepteurs telles que les EMX, les OBP et les récepteurs sensoriels.

Parmi ces genes, on retrouve les différentes classes d’'EMX telles que les enzymes dites de
phase I avec 22 génes codant des CYP dont 18 sont sur-exprimés. On retrouve également des

carboxylestérases (5 genes) et des déshydrogénase/réductases (11 genes).
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Etude transcriptomique

Appendices sensoriels - Traitement a la caféine

Enzymes PHASE | Enzymes PHASE Il Transporteurs PHASE llI
Cytochromes P450 (CYP) Déshydrogénases/ Réductases (SDR) Glutathione -S-transférase (GST) ATP-binding cassette transporters
Geénes Régulation P Value Génes Régulation P Value Génes Régulation P Value Geénes Régulation P Value
CYP12d1-d 37.12 2.78E-05 CG31809 4.26 5.71E-04 GSTD2 18.91 1.08E-05 MDR50 10.88 1.83E-04
CYpPi2di-p 35.07 3.17E-05 CG2065 4.08 5.56E-05 GSTD7 10.94 8.82E-05 MRP 2.39 9.04E-04
CYP6a8 7.13 1.81E-05 CG31810 4.03 6.40E-04 GSTD5 7.96 2.20E-03 CG8908 2.10 9.74E-04
CYP6d5 6.20 7.83E-06 CG9360 3.76 1.14E-04 GSTD4 3.78 5.31E-04 CG33970 -2.20 6.34E-03
CYP4d14 4.26 6.30E-04 CG30495 -2.06 9.51E-04 GSTE1 3.63 5.18E-05 Y.
CYP4d1 3.84 9.47E-04 CG3603 -2.51 1.62E-03 GSTD3 2.84 1.03E-05 AT IR
CYP4p1 3.61 3.45E-04 CG14946 -2.77 1.35E-03 CG9362 -3.18 4.50E-04 e .
Odorant-binding proteins (OBP)
CYP6a9 3.32 4.33E-06 CG6012 -3.59 5.83E-04
CYP6a22 3.02 2.50E-04 CG3699 -4.88 1.99E-04 Génes Régulation P Value
CYP4p2 2.76 6.21E-04 CG7322 -5.00 6.09E-04 OBP50c 5.95 6.03E-03
CYP6a20 2.43 8.93E-04 CG12116 -11.23 6.06E-05 OBP56f 3.36 2.39E-03
CYP4ac3 2.41 1.11E-03 OBP83cd -2.07 1.03E-04
CYP6a20 2.26 3.25E-04 OBP99c -3.15 2.36E-03
CYP304a1 2.16 4.26E-04 OBP83g -3.54 8.07E-04
CYP6a23 2.14 4.77E-05 ) ) OBP99b -5.94 1.23E-03
Carboxylestérases UDP- glycosyltransférases (UGT)
CYP4ac3 2.12 8.60E-03 ;
N ” - N , - Récepteurs
CYP4p3 2.05 6.52E-04 Génes Régulation P Value Génes Régulation P Value
CYP6al7 2.01 2.56E-04 CG31146 3.34 2.71E-04 | UGT86Dd 5.81 1.71E-03 | Récepteurs couplés aux protéines G
CYP313a1 -2.15 5.77E-03 CG7529 -2.16 1.98E-03 UGT36Bb 4.60 9.41E-04 (GPCR)
CYP4acl -3.31 8.82E-03 Est-6 -2.55 2.93E-03 CG10178 -2.15 3.00E-03 Geénes Régulation P Value
CYP305a1 -3.72 1.40E-03 | alpha-Est2 -2.59 3.26E-03 CG6850 -2.25 1.43E-04 | Galpha73B 2.45 6.30E-04
CYP4ac2 -4.70 3.94E-03 CG4757 -3.19 2.06E-03 CG17324 -4.87 3.30E-03 CG9918 -3.26 1.76E-03

Figure 18: Génes impliqués dans les évenements péri-récepteurs dont I'’expression est modulée par une exposition a la caféine dans les appendices
sensoriels. Les génes dont I'expression augmente sont indiqués en rouge et ceux dont I'expression diminue sont indiqués en bleu. Cut off=+/-2, P value <0,001
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Résultats: Etude transcriptomique

Des genes codant des enzymes dites de phase Il telles que les GST (7 genes) et les UGT (5
genes) ont également été répertoriés. Enfin, nous avons identifié des transporteurs ATP binding
cassette dits de phase 3 (4 genes), impliqués dans I’élimination des xénobiotiques
biotransformés hors de la cellule. L'expression d'un récepteur et d’'une protéine G a été aussi

modulée par 'exposition a la caféine.

Ainsi cette étude transcriptomique a permis de mettre en évidence diverses familles de
protéines impliquées dans les éveénements péri-récepteurs (OBP, EMX et récepteurs).
L’ensemble de ces candidats pourraient étre impliqués directement et/ou indirectement dans le
transport, la biotransformation, 1‘élimination et la réception du signal aprés une exposition a la
caféine (Figure 18).

Tableau 4: Tableau comparatif du niveau d’expression de génes candidats impliqués dans les
évenements péri-récepteurs dans les appendices sensoriels exposés a la caféine.

L’expression d'un géne candidat et considéré comme significativement différente de la condition contrdle
lorsque que la P value est inférieure a 0,05.

Expression Appendices sensoriels
Geénes
Microarray RT-q-PCR
Régulation P Value Régulation P Value
CYP12d1 35.07 3.17E-05 20.1 1.00E-03
CYP6a8 7.13 1.81E-05 199 1.00E-03
Phase | CYP6d5 6.20 7.83E-06 24.5 1.00E-02
CYP4d14 4.26 6.30E-04 3.2 1.00E-03
CYP4d1 3.84 9.47E-04 5.7 1.00E-03
GSTD2 18.91 1.08E-05 34.1 1.00E-03
GSTD7 10.94 8.82E-05 9.1 1.00E-03
Phase Il
UGT36Bb 5.81 1.71E-03 5.7 1.00E-03
UGT86Dd 4.60 9.41E-04 5.8 1.00E-03
MDR50c 10.88 1.83E-04 8.5 1.00E-03
Phase 1l
MRP1 2.39 9.04E-04 4 1.00E-02
Protéines de OBP50c 5.95 6.03E-03 5.6 5.00E-02
transport OBP56f 3.36 2.39E-03 4.8 5.00E-02

Afin de valider I'étude transcriptomique, plusieurs génes de chaque famille (CYP, GST,
UGT et OBP) ont été sélectionnés et leur niveau d’expression a été validé par PCR quantitative.
On remarque que les genes annotés comme étant sur-exprimés par 1’étude transcriptomique
sont également sur-exprimés par PCR quantitative. Toutefois, pour certains candidats (CYP6a8,
CYP6d5) I'écart entre les niveaux d’expression peut se montrer important s’expliquant par les

différentes techniques et les outils d’analyses utilisés (Tableau 4).
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Corps entiers - Traitement a la caféine
Enzymes PHASE | Transporteurs PHASE Il Récepteurs
Cytochromes P450 Déshydrogénases/ Réductases (SDR) ATP-binding cassette transporters Récepteurs gustatifs
Génes Régulation P Value Génes Régulation P Value Génes Régulation P Value Génes Régulation P Value Génes Régulation P Value
CYP12d1-p 21.41 1.32E-05 CG9360 6.08 5.04E-06 GSTD6 4.05 8.45E-03 CG8908 3.36 1.02E-05 Gr94a 4.24 7.52E-03
CYP12d1-d 19.56 2.92E-06 CG31809 3.21 9.99E-05 GSTE1 4.04 3.37E-04 CG4562 -2.05 2.68E-03 Gr2la 2.96 1.94E-03
CYP6a8 13.48 3.00E-04 CG2065 3.14 1.32E-04 GSTD5 3.08 6.69E-03 CG31792 -2.10 3.97E-04 Gré4d 2.20 1.06E-02
CYP6d5 3.47 1.60E-04 CG31810 2.58 9.89E-04 GSTE12 -2.09 1.14E-04 CG9664 -2.78 3.77E-04 Gr33a 2.18 1.39E-03
CYP4p1 2.96 2.60E-05 CG13833 -2.32 3.55E-04 GSTD10 -2.41 1.09E-02 CG33970 -3.05 1.08E-05 Gr59 2.15 1.04E-03
CYP304a1 2.86 1.45E-02 CG3603 -2.34 3.79E-05 GSTE9 -2.47 1.69E-05 an a q
Protéines de transport Récepteurs olfactifs
CYP28a5 2.45 2.58E-04 CG13284 -2.37 5.75E-05 GSTD8 -2.85 1.78E-03
CYP12a5 2.42 1.00E-03 CG18814 -2.74 5.56E-04 GSTZ1 -3.22 1.87E-04 . . . Or7a 4.15 1.85E-04
CYP6a9 2.39 150E-02 | €G2070 323 17803 | Gstpuz 404 2.50E-03 Odorant-binding proteins (OBP) or2a 2.46 3.456-03
CYP6a20 2.31 1.00E-02 CG11200 -3.37 1.36E-03 Génes Régulation P Value Or71a 2.24 5.81E-03
CYP6w1 2.07 6.57E-04 CG3699 -3.70 1.43E-04 OBP85a 2.13 1.27E-03
CYP313a3 -2.05 2.42E-02 CG12116 -4.63 2.22E-04 OBP57c -2.08 3.34E-04 . ) )
CYP6a18 240 507604 | CG7322 578  2.91E-05 0BP57b 210 6.80E-04 Recepteurs ionotropiques
CYP4d8 -2.56 3.51E-04 CG6012 -8.19 5.18E-04 OBP83cd -2.21 2.18E-03 CG7385 2.30 2.76E-02
cYp316a1 281 5.49E-04 j _ 0BP58b -2.39 1.75E-02
Carboxylestérases
CYP4el -3.56 8.00E-05 0OBP99c -2.49 1.04E-04 . . ..
- " - = = = Récepteurs couplés aux protéines G
CYP4d20 -3.68 5.13E-04 Génes Régulation P Value Génes Régulation P Value OBP83ef -2.53 5.50E-03
CYP313a1 -4.17 3.43E-04 CG31146 3.10 1.44E-03 CG6475 2.58 1.91E-02 OBP56f -2.54 4.79E-04 CG12796 2.76 6.56E-04
CYP4acl -4.96 4.17E-04 CG5397 -2.26 3.36E-04 CG4302 -2.28 5.53E-04 OBP83g -2.67 4.27E-04 CG13995 2.67 2.25E-02
CYP4ac2 -9.61 4.03E-04 alpha-Est7 -2.74 7.88E-05 CG6850 -2.59 3.57E-05 OBP57a -2.80 5.77E-05 CG15556 -2.02 1.25E-04
CYP4d21 -15.44 4.16E-04 CG7529 -2.98 1.00E-03 UGT35b -2.86 2.51E-05 OBP56g -2.95 2.35E-04 CG7431 -2.07 8.12E-04
Est-6 -3.00 2.81E-04 CG17322 -2.87 1.63E-03 OBP56a -3.42 9.66E-04 CG9918 -2.16 6.46E-03
CG6018 -3.94 1.02E-04 CG30438 -3.34 2.43E-04 0OBP99d -3.52 3.88E-03 CG30340 -2.54 6.58E-03
alpha-Est2 -4.07 2.21E-04 UGT37b1 -3.43 2.28E-05 0OBP99b -5.15 1.06E-03

Figure 19: Génes impliqués dans les évenements péri-récepteurs dont’expression est modulée dans le corps par une exposition a la caféine.
Les génes dont 'expression augmente sont indiqués en rouge et ceux dont I'expression diminue sont indiqués en bleu. Cut off=+/-2, P value <0,001
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Résultats: Etude transcriptomique

1.2- Expression dans I'abdomen et le thorax (corps)

23401 sondes ont été hybridées sur les ARN de trois réplicats biologiques de corps
entiers exposés avec ou sans caféine. Parmi ces sondes, 13108 sondes ont été retenues apres

analyses statistiques.

Dans cette étude, on dénombre 749 genes dont 'expression est augmentée et 1518 genes

dont I'expression est significativement diminuée.

Nous avons identifié des EMX de phase I comme les CYP avec 21 genes dont 11 sont sur-
exprimés ainsi que des carboxylestérases (7 genes) et des déshydrogénases/ réductases (14
genes). Des genes codant des EMX de phase II telles que les GST (9 génes) et les UGT (7 genes)
ont également été répertoriés ainsi que EMX de phase 3 comme des transporteurs ATP binding
cassette (5 genes), impliqués dans I'élimination des xénobiotiques biotransformés hors de la

cellule (Figure 19).

D’autres éléments impliqués dans les évenements péri-récepteurs tels des OBP et des

récepteurs sensoriels de types gustatifs, olfactifs et ionotropiques ont été identifiés.

Comme précédemment et afin de valider I'étude transcriptomique, plusieurs genes de
chaque famille ont été sélectionnés et leur niveau d’expression a été validé par PCR quantitative.
Les écarts entre les niveaux d’expression peuvent se révéler important pour certains genes tels

que CYP6d5 ou CYP4ac2 (Tableau 5).
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Tableau 5: Tableau comparatif du niveau d’expression de génes candidats impliqués dans les
évenements péri-récepteurs dans le corps apres une exposition a la caféine.

L’expression d’'un géne candidat et considéré comme significativement différente de la condition contrdle
lorsque que la P value est inférieure a 0,05.
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Corps entiers - Traitement caféine
Génes
Microarray RT-q-PCR
Régulation P Value | Régulation P Value
CYP12d1-p 21.41 1.32E-05 15 1.00E-03
CYP6a8 13.48 3.00E-04 20.5 1.00E-03
CYP6d5 3.47 1.60E-04 11.8 1.00E-03
CYP4p1 2.96 2.60E-05 2.13 1.00E-02
CYP4d14 ns ns 1.24 4.01E-01
CYP4d1 ns ns 1.29 2.59E-01
CYP304a1 2.86 1.45E-02 2.1 5.00E-02
Phase | CYP12a5 2.42 1.00E-03 3.52 1.00E-02
CYP6a9 2.39 1.50E-02 3.9 1.00E-02
CYP6a20 2.31 1.00E-02 2 1.00E-02
CYP4d20 -4.21 1.61E-04 -2.3 1.00E-03
CYP313a1 -4.29 4.60E-04 -5.3 1.00E-03
CYP4acl1 -4.96 4.17E-04 -3.5 1.00E-03
CYP4ac2 -9.61 4.03E-04 -3 1.00E-03
CYP4d21 -15.44 4.16E-04 9.8 1.00E-03
2.02 1.20E-03 2.32 8.80E-02
ns ns -1.11 7.57E-01
ns ns 1.17 4.40E-01
ns ns 2.28 5.40E-02
Phase Ill MDR50c ns ns 1.16 7.44E-01
MRP1 ns ns 211 1.04E-01
Protéines de OBP50c 1.57 9.58E-04 2.01 0.108
transport OBP56f -2.54 4.79E-04 -2.52 1.70E-02







Résultats: Etude transcriptomique

EMX EMX
Appendices Corps
sensoriels Entiers

Figure 20: Diagramme de Venn représentant le nombre de génes codant des EMX (CYP, GST, UGT et
transporteurs) dont I'expression est modulée dans les appendices sensoriels et le corps aprés 12 heures
d’exposition a la caféine chez la drosophile male adulte.

A B
cype cyp
Appendices Corps
sensoriels Entiers - —
Enzymes tissu-spécifique

Génes Régulation P Value
Appendices| CYr4di4 426 6.30E-04
sensoriels CYP4d1 3.84 9.47E-04
CYP4p2 2.76 6.21E-04
CYP313a3 -2.05 2.42E-02
CYP6a18 -2.40 5.07E-04
CYP4d8 -2.56 3.51E-04

Corps
) CYP316a1 2.81 5.49E-04

entiers
CYP4el -3.56 8.00E-05
CYP4d20 -3.68 5.13E-04
CYP4d21 -15.44 4.16E-04

Figure 21: Comparatif des génes codant des CYP dont I'’expression est modulée par la caféine dans
les appendices sensoriels et le corps.

A- Diagramme de Venn représentant le nombre de génes codant des CYP dont I'expression est modulée

dans les appendices sensoriels et le corps. B- Tableau récapitulatif des CYP spécifiques des appendices
sensoriels et du corps entier apres une exposition a la caféine.
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Résultats: Etude transcriptomique

1.3- Comparaison de I'expression des EMX dans les appendices et le

corps

Afin d’identifier des génes dont 'expression pourrait étre modulée spécifiquement dans
les appendices sensoriels ou dans le corps, des comparaisons d’expressions ont été réalisées.
Nous avons choisi de nous intéresser principalement aux EMX appartenant aux familles des CYP,

des GST, des UGT et des transporteurs (Figure 20).

L’étude transcriptomique nous a permis d’établir que I'exposition a la caféine permet de
réguler plusieurs genes codant des EMX. Parmi, les génes dont I’expression est régulée par la
caféine, nous avons dénombré 29 génes communs entre les deux tissus d’intérét. Toutefois,
certains génes semblent étre spécifiquement exprimés dans les organes sensoriels (10 génes)

ou dans le corps (abdomen et thorax) (22 genes) de la drosophile male adulte.

Nous nous sommes ensuite intéressés plus en détail aux candidats de chaque classe
d’EMX que nous avons répertoriés en 3 classes: les CYP appartenant a la phase I (Figure 21),
aux GST et UGT appartenant a la phase II (Figure 22) et les transporteurs appartenant a la phase

[II (Figure 23).

On remarque qu’apres un traitement a la caféine, seuls les CYP4d14, CYP4d1 et CYP4pZ2
sont spécifiquement sur-exprimés dans les appendices sensoriels et 7 CYP sont tous sous-
exprimés dans le corps. On retrouve 20 CYP dont I'expression est modulée a la fois dans les 2
types de tissus. Parmi ces genes communs, on retrouve ceux qui présentent la plus forte

induction, a savoir, CYP12d1, CYP6a8 et CYP6d5 (Figure 20 et 21).

Parmi, les EMX de phase II dont I'expression est régulée par la caféine, nous avons
dénombré 7 génes communs entre les deux tissus d’intérét. Toutefois, certains genes codant des
GST et UGT semblent étre spécifiquement exprimés dans les organes sensoriels (5 genes) ou

dans le corps (abdomen et thorax) (12 genes) de la drosophile males adultes.
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A B
PHASE Il PHASE Il Enzymes tissu-spécifique
Génes Régulation P Value
GST / UGT GST / UGT GSTD7 10.94 8.82E-05
Appendices Corps Appendices|  GsTD4 378 5.31E-04
sensoriels Entiers sensoriels | uUGTs6Dd 5.81 1.71E-03
UGT36Bb 460 9.41E-04
CG17324 -4.87 3.30E-03
GSTD6 4.05 8.45E-03
GSTE12 -2.09 1.14E-04
GSTD10 -2.41 1.09E-02
GSTE9 -2.47 1.69E-05
GSTD8 -2.85 1.78E-03
Corps GSTD11 -4.04 2.50E-03
entiers CG6475 2.58 1.91E-02
€G4302 -2.28 5.53E-04
UGT35b -2.86 2.51E-05
€G17322 -2.87 1.63E-03
CG30438 -3.34 2.43E-04
UGT37b1 -3.43 2.28E-05

Figure 22: Comparatif des genes codant des enzymes de phase II de types Glutathionne-S-
transférases (GST) et UDP-glycosyltransférases (UGT) dont I'expression est modulée par la
caféine dans les appendices sensoriels et le corps.

A- Diagramme de Venn représentant le nombre de génes codant des GST et des UGT dont I'expression est
modulée dans les appendices sensoriels et le corps, B- Tableau récapitulatif des GST et UGT spécifiques
des appendices sensoriels et du corps entier suite a une exposition a la caféine.

Phase Il Phase lll
Appendices Corps
sensoriels Entiers
Enzymes tissu-spécifique
. Génes Régulation P Value
Appendices
) MDR50¢ 10.88 1.83E-04
sensoriels

MRP1 2.39 9.04E-04
€G4562 -2.05 2.68E-03
Corps entiers| €G31792 -2.10 3.97e-04
CG9664 -2.78 3.77E-04

Figure 23: Comparatif des genes codant des transporteurs de phase III dont I'expression est
modulée par la caféine dans les appendices sensoriels et le corps.

A- Diagramme de Venn représentant le nombre de génes codant des transporteurs dont I'expression est
modulée dans les appendices sensoriels et le corps, B- Tableau récapitulatif des transporteurs de phase
I1I spécifiques des appendices sensoriels et du corps entier apres I'exposition a la caféine.

87



Résultats: Etude transcriptomique

On constate que la majorité des EMX de phase II spécifiquement exprimées dans les
organes sensoriels tels que GSTDZ2, GSTD5, UGT36Bb et UGT86Dd ont une expression fortement
augmentée suite a I’exposition a la caféine, a I'exception de I'UGT CG17324 qui est diminuée. En
revanche, les EMX de phase II, spécifiquement exprimées dans le corps ont un profil de
régulation différent. En effet, I'’ensemble des GST et UGT sont sous-exprimées apres I’exposition

a la caféine sauf GSTD6 et 'UGT CG6475 (Figure 22).

De la méme maniere, parmi, les transporteurs de phase III dont 'expression est régulée
par la caféine, on a dénombré 2 genes communs entre les deux tissus d’intérét. Toutefois, on
remarque que l'expression des 2 transporteurs, spécifiquement exprimés dans les organes
sensoriels, est fortement induite par I'exposition a la caféine notamment pour le transporteur
MDR50c (facteur d’'induction d’environ 11 fois). De plus, on remarque que les trois génes codant
des transporteurs, spécifiquement exprimés dans le corps (abdomen et thorax) sont tous sous-

exprimés apres exposition a la caféine (Figure 23).

Conclusion

Grace a cette étude transcriptomique, nous avons mis en évidence plusieurs nouveaux genes
candidats codant des EMX dont I'expression est régulée dans les appendices sensoriels et le
corps apres une exposition a la caféine. Parmi eux, nous avons retrouvé des genes déja
répertoriés dans la littérature (CYP12d1, CYP6a8 et CYP6d5) ainsi que CYP4d14 et CYP4d1 qui

sont spécifiquement exprimés dans les appendices sensoriels.
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Figure 24: Modulation du niveau d’expression de I'’expression des genes CYP candidats (CYP12d1,
CYP6a8, CYP6d5, CYP4d14 et CYP4d1) dans le corps entiers des individus RNAiCYP/Actine-GAL4.

Le niveau d’expression de chaque géne candidat au sein des lignées transgéniques RNAiCYP/Actine-GAL4
est comparé avec leur expression basale (100 %) au sein de la lignée contréle Actine-GAL4/+. Les
différences significative d’expression des génes CYP candidats au sein des lignées RNAiCYP/Actine-GAL4
sont déterminées avec le logiciel d’analyse REST (n=3 ; *** P value < 0.0001). Pour chaque géne candidat,
les hachures indiquent la lignée sectionnée.
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Partie 2- Approche chimiosensorielle: role des Cytochromes P450 dans
la perception sensorielle de la caféine chez Drosophila melanogaster

2- Analyse des conséquences de la diminution de I'expression des
CYP candidats par ARN interférent sur la perception de la caféine
Afin d’étudier les conséquences de la perturbation de I'expression des CYP sur la
capacité des individus a percevoir la caféine, nous nous sommes procurés des lignées
ARN interférents correspondant aux candidats les plus fortement induits par la caféine:
CYP12d1, CYP6a8, CYP6d5, et deux autres candidats spécifiques des appendices
sensoriels CYP4d1 et CYP4d14.

La diminution de l'expression des CYP a été dirigée spécifiquement dans les
organes et/ou les cellules sensorielles grace a la technique d’ARN interférent (RNAi)

combinée au systeme UAS/GAL4.

2.1- Sélection des lignées RNAiCYP

Nous avons obtenu plusieurs lignées transgéniques pour chaque CYP candidat
(CYP12d1, CYP6a8, CYP6d5, CYP4d1 et CYP4d14). Afin de sélectionner la lignée la plus
efficace pour chaque gene, chaque lignée RNAICYP a été croisée avec la lignée pilote
Actine-GAL4 permettant d'induire une diminution de I'expression des CYP candidats dans

I’ensemble des tissus (Figure 24).

La figure 24 présente I'expression relative des genes CYP des différentes lignées
RNAiCYP/Actine-GAL4 testées en comparaison avec leur expression au sein de la lignée
controle Actine-GAL4 /+. Nous considérons que le niveau basal de I'expression des génes

candidats au sein de la lignée controdle Actine-GAL4/+ est de 100 %.

Ainsi pour chaque CYP candidat nous avons sélectionné la lignée présentant
I'efficacité d’inhibition la plus importante, c’est-a-dire la lignée transgénique montrant la

plus forte diminution d’expression du géne cible dans I'’ensemble des cellules du corps.

Parmi '’ensemble des lignées transgéniques testées, nous avons sélectionné les
lignées 109256 (CYP12d1), 4884 (CYP6a8), 12139 (CYP6d5), 48319 (CYP4d14) et
109341 (CYP4d1) qui se sont révélées les plus « efficaces » (Figure 24).
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Figure 25: Profil d’expression de
Neuralized-GAL4 (neur-GAL4).

Le patron d’expression de cette lignée a été
déterminé en croisant la lignée pilote neur-
GAL4 avec la lignée UAS-mcd8-GFP. La
descendance issue de ce croisement
exprimera la protéine GFP selon le profil
d’expression de Neuralized.

CP: corps pédonculés.

1 mM saccharose 1 mM saccharose
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Figure 26: Test comportemental de gustation a choix multiple: MultiCAFE réalisés sur des
individus males issus des lignées RNAiICYP/ Neuralized-GAL4 et de leurs témoins
RNAiCYP/+ et Neuralized-GAL4 /+ pour les candidats CYP12d1, CYP6a8, CYP6d5, CYP4d14
et CYP4d1.

Les indices de préférence (IP) utilisés pour ces tests ont été calculés vis a vis du saccharose 1mM.
A- Test contrdle saccharose: saccharose 1mM versus saccharose 5SmM.

B- Test caféine: saccharose 1mM versus saccharose (5mM) /caféine (10mM).

Le test non paramétrique de Kruskal-Wallis nous a permis de déterminer la significativité des IP
entre la lignée transgénique RNAi CYP/ Neuralized-GAL4 et chaque lignée contrdle RNAi CYP/+ et
Neuralized-GAL4 /+ pour chacun de ces deux tests. (n > 10 ; P value: *** < 0,0001).
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Afin d’étudier la fonction des EMX dans la perception chimiosensorielle, nous avons
analysé les conséquences de la diminution ciblée de I'expression des CYP sensoriels sur

la détection de la caféine grace au test comportemental MultiCAFE.

2.2- Analyse comportementale et moléculaire des conséquences

de la modulation de l'expression des CYP candidats dans

I'’ensemble des neurones sensoriels

Dans un premier temps, nous avons ciblé I'inhibition de l'expression des CYP
candidats dans I'’ensemble des neurones sensoriels avec la lignée Neuralized-GAL4 (neur-
GAL4). Comme nous l'avons montré, cette lignée présente un profil d’expression au
niveau des neurones du systéme nerveux périphérique (les antennes, le proboscis
(Figure 25A), la marge de l'aile (Figure 25B) et les pattes (Figure 25C) mais aussi au

niveau systeme nerveux central, dans les corps pédonculés (CP) (Figure 25A).

Afin de valider les facultés des lignées transgéniques et contrdles a discriminer
une concentration de 1mM et 5mM de saccharose, des tests controles ont été réalisés. A
l'issu de ces tests, les individus males de toutes les lignées montrent une forte préférence
pour le saccharose 5mM (Figure 26A). Comme toutes les lignées discriminent
correctement les deux concentrations de saccharose, leur faculté a percevoir la caféine a

été testée.

Ainsi, lorsque les lignées RNAiCYP/ neur-GAL4 et leurs témoins (RNAiICYP/+ et
neur-GAL4/+) ont a leur disposition du saccharose 1ImM et un mélange saccharose
(5mM)/caféine (10mM), seules les lignées transgéniques RNAiCYP/ neur-GAL4 pour les
candidats CYP6a8, CYP6d5 et CYP4d14 présentent un indice de préférence (IP) pour le
saccharose 1mM significativement plus faible que celui de leurs deux lignées témoins

respectives RNAiCYP/+ et neur-GAL4/+ (Figure 26B).

L’efficacité des transgénes RNAI pilotés par neur-GAL4 a été controlée en parallele
en mesurant par RT-q-PCR le niveau d’expression des genes candidats dans les organes

sensoriels d’'individus males.
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Expression

Génotypes Génes Régulation Pvalue génes cibles (%)

RNAi CYP12d1 /

s CYP12a1  -325  100E-1 20%
RNAICYP6aB/  rypeog 490  7.006-3 20%
neur-GAL4

RNAICYPP6AS/  ypoye  .533  1.006-3 20%
neur-GAL4

RNAICYPAd14/  cypryig 200  1.00E-3 59%
neur-GAL4

RNAICYPAd1/  ryprqy 132 0201 100 %

neur-GAL4

Figure 27: Modulation du niveau d’expression des CYP dans les organes sensoriels des
individus males adultes RNAiCYP/Neuralized-GAL4.

Le niveau d’expression basal des CYP dans les appendices sensoriels des individus males
contrdles neur-GAL4/+ est situé a 100 %. Les différences significative d’expression des CYP
candidats au sein des lignées RNAi CYP/neur-GAL4 sont déterminées avec le logiciel d’analyse
REST (n=3; P value: ***< 0.0001).
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Figure 28: Test comportemental de gustation a choix multiple: MultiCAFE réalisés sur des
individus males issus des lignées RNAiCYP/ MB247-GAL4 et de leurs témoins RNAiCYP/+
et MB247-GAL4 /+.

Les indices de préférence (IP) utilisés pour ces tests ont été calculés vis a vis du saccharose 1 mM.
A- Test contrdle saccharose: saccharose 1mM versus saccharose 5SmM.

B- Test caféine: saccharose 1mM versus saccharose (5mM) /caféine (10mM). Le test non
paramétrique de Kruskal-Wallis nous a permis de déterminer la significativité des IP entre les
lignées transgéniques RNAiICYP/ MB247-GAL4 et chaque lignée contréle RNAiCYP/+ et MB247-
GAL4/+ pour chacun de ces deux tests. (n > 10 ; ns : non significatif).
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Ainsi, dans les lignées RNAiCYP/neur-GAL4, seuls les genes CYP12d1, CYP6a8,
CYP6d5 et CYP4d14 présentent une diminution significative de leur niveau d’expression
dans les organes sensoriels par rapport aux lignées témoins (RNAiCYP/+ et neur-GAL4 /+)

(Figure 27).

Par ailleurs, la consommation moyenne de saccharose 1mM n’est pas
significativement différente entre les individus transgéniques RNAiCYP /neur-GAL4 et les
individus controles au cours du test caféine. L’expression de I’ARN interférent n’entraine

pas de perturbation de la consommation des solutions tests.

Conclusion

Les lignées transgéniques RNAiCYP/neur-GAL4 pour les candidats CYPé6a8,
CYP6d5 et CYP4d14 ne présentent pas de préférence marquée pour le saccharose 1mM,
contrairement a leurs controles respectifs. Ainsi, une modulation de I'expression des
CYP6a8 et CYP6d5 et CYP4d14 dans les neurones sensoriels semble entrainer une

perturbation de la perception de la caféine.

2.3- Analyse comportementale et moléculaire des conséquences
de la modulation de I'’expression des CYP candidats dans les corps
pédonculés (Mushroom Bodies) sur la perception de la caféine
L’observation du patron d’expression du driver Neuralized montre un marquage
des neurones sensoriels du systeme chimiosensoriel périphérique mais également des
neurones des corps pédonculés du systeme nerveux central. Afin de valider les résultats
précédents, ces expériences ont dii étre renouvelées avec le driver MB247 (mushroom
bodies) qui permet de piloter I'expression des ARN interférents spécifiques de nos

candidats dans les corps pédonculés.

Le test controle, montre que les individus males de toutes les lignées montrent
une forte préférence pour le saccharose 5mM (Figure 28A). Au cours du test caféine, on
observe que les indices de préférence vis-a-vis du saccarose 1mM ne sont pas
significativement différents entre les lignées RNAICYP/ MB247-GAL4 et les lignées
témoins (RNAiICYP/+ et MB247-GAL4/+) (Figure 28B).
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Figure 29:
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Figure 30: Test comportemental de gustation a choix multiple: MultiCAFE réalisés sur des
individus males issus des lignées RNAiCYP/ Gr66a-GAL4 et de leurs témoins RNAiCYP/+ et

Gr66a-GAL4/+.

Les indices de préférence (IP) utilisés pour ces tests ont été calculés vis a vis du saccharose 1mM.

A- Test contrdle saccharose: saccharose 1mM versus saccharose 5mM.

B- Test caféine: saccharose 1mM versus saccharose (5mM) /caféine (10mM).

Le test non paramétrique de Kruskal-Wallis nous a permis de déterminer la significativité des IP
entre les lignées transgéniques RNAICYP/ Gr66a-GAL4 et chaque lignée controle RNAICYP/+ et
Gr66a-GAL4/+ pour chacun de ces deux tests. (n > 10 ; P value: *** < 0,0001.
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En d’autres termes, les lignées transgéniques RNAiCYP/MB247-GAL4 ainsi que les

lignées controles présentent une préférence marquée pour le saccharose 1mM.

En parallele, afin de vérifier I'efficacité des transgenes RNAi pilotés par MB247-
GAL4, le niveau d’expression des genes candidats a été mesuré par RT-q-PCR dans les
tétes d’individus males. Dans les lignées RNAiICYP/ MB247-GAL4, seuls les genes CYP6a8,
CYP6d5 et CYP4d1 présentent une diminution significative de leur niveau d’expression

dans la téte par rapport a la lignée témoin (MB247-GAL4 /+).

En revanche, les lignées transgéniques RNAiCYP12d1/MB247-GAL4 et
RNAiCYP4d14/MB247-GAL4 ne présentent pas de diminution d’expression des genes
candidats cibles: CYP12d1 et CYP4d14 (Figure 29).

Conclusion

Ainsi, une modulation de I'expression des CYP6a8, CYP6d5 et CYP4d1 dans les
cellules du corps pédonculé ne semble pas entrainer une perturbation de la perception de
la caféine. L’ensemble des résultats obtenus avec les lignées pilotes Neuralized-GAL4 et
MB247-GAL4 permettent d’affirmer qu'une diminution de I'expression de CYP6a8 et
CYP6d5 dans les neurones sensoriels entraine une perturbation de la détection de la

caféine.

2.4- Analyse comportementale et moléculaire des conséquences

de la modulation de I'expression des CYP candidats dans les

neurones gustatifs sensibles a la caféine Gr66a

Apres avoir modulé l'inhibition des CYP12d1, CYP6a8 et CYP6d5 au sein de
I’ensemble des neurones sensoriels, nous avons ciblé plus spécifiquement I'inhibition des
CYP candidats dans les neurones gustatifs sensibles aux molécules ameres exprimant le

récepteur Gré66a.

A l'issu du test controle, on observe que les individus males de toutes les lignées
montrent un faible indice de préférence variantde - 0,91 a- 0,71 pour le saccharose 1mM,

ce qui indique une forte préférence pour le saccharose 5mM (Figure 30A).
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Figure 31: Modulation du niveau d’expression des CYP dans les organes sensoriels des
individus males adultes RNAiCYP/ Gr66a-GAL4.

Le niveau d’expression basal des CYP dans les appendices sensoriels des individus males
controles Gr66a-GAL4 /+ est situé a 100 %. Les différences significative d’expression des CYP
candidats au sein des lignées RNAiCYP/ Gr66a-GAL4 sont déterminées avec le logiciel d’analyse
REST (n=3; P value: ***< 0.0001).
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Lorsque les lignées RNAiCYP/Gr66a-GAL4 et leurs témoins (RNAiCYP/+ et Gr66a-
GAL4/+) ont a leur disposition du saccharose 1mM et un mélange contenant du
saccharose (5mM)/caféine (10mM), toutes les lignées transgéniques males RNAi
CYP/Gr66a-GAL4 pour les candidats CYP6A8, CYP6d5 et CYP4d14 présentent des indices
de préférence (IP) pour le saccharose 1mM significativement plus faible que ceux leurs

deux lignées témoins respectives RNAiCYP/+ et Gr66a-GAL4 /+ (Figure 30B)

La figure 31 indique que les lignées transgéniques RNAi CYP/Gr66a-GAL4 pour
les candidats CYP6a8, CYP6d5 et CYP4d14 ne présentent pas une préférence marquée

pour le saccharose 1mM contrairement aux lignées contréles.

De la méme maniere que précédemment, la consommation moyenne de
saccharose 1mM a été controlée pour 'ensemble des lignées testées. On remarque qu'il
n'y a pas de différence significative pour la consommation de saccharose entre les

individus RNAiICYP/ Gr66a-GAL4 et les individus controles.

En parallele, nous avons vérifié I'efficacité des transgenes RNAi pilotés par Gré66a-
GAL4, par RT-q-PCR dans les organes sensoriels d'individus males. Dans les lignées RNAi
CYP/Gr66a-GAL4, 'expression des genes cibles CYP12d1, CYP6a8, CYP6d5, CYP4d14 et
CYP4d1 sont respectivement diminués de 80,4 %, 84 %, 78 %, 50 % et 75,5 % dans les
proboscis et pattes par rapport a la lignée témoin (Gr66a-GAL4/+) (Figure 31).

Conclusion

Cesrésultats indiquent qu'une modulation de I'expression des CYP6a8, CYP6d5 et
CYP4d14 dans les neurones exprimant le récepteur gustatif Gr66a entraine une
perturbation de la perception de la caféine. A la lumiere de ces résultats, nous avons pu
remarquer que CYP6d5 s’est révélé étre le candidat dont une diminution de I'expression
dans l'ensemble des neurones sensoriels (neur-GAL4 et Gr66a-GAL4) entrainait une
perturbation de la détection de la caféine. C'est pourquoi, nous avons décidé de nous
concentrer sur le réle de CYP6d5 dans la perception sensorielle de la caféine chez

Drosophila melanogaster.
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Figure 32: Implication de CYP6d5 dans la perception de la caféine.

A- Modulation du niveau d’expression des CYP dans les organes sensoriels des individus
males adultes 26475.

Le niveau d’expression basal de CYP6d5 dans les appendices sensoriels des individus males
controles Wijig est situé a 100 %. La différence significative d’expression de CYP6d5 au sein de la
lignée 26475 sont déterminées avec le logiciel REST (n=3 ; P value: ***< 0.0001).

B- Expression de CYP6D5 par Western Blotting.
Détection de la protéine CYP6D5 dans les organes sensoriels d’individus males adultes 26475,
RNAIi CYP6d5/+ et W111g avec un anticorps dirigé contre CYP6D5.

C-Test comportemental de gustation a choix multiple: MultiCAFE réalisés sur des individus
males issus de la lignée élément P (26475) et des témoins RNAi CYP6d5/+ et Wiis.

Les indices de préférence (IP) utilisés pour ces tests ont été calculés vis a vis du saccharose 1mM.
As- Test controle saccharose: saccharose 1mM versus saccharose 5mM.

B.- Test caféine: saccharose 1mM versus saccharose (5mM) /caféine (10mM).

Le test non paramétrique de Kruskal-Wallis nous a permis de déterminer la significativité des IP
entre lalignée transgénique 26475 et chaque lignée controle RNAi CYP6d5/+ et Wi11s pour chacun
de ces deux tests. (n > 10; P value: *** < 0,0001).
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2.5- Analyse comportementale et moléculaire des conséquences

de la dérégulation de I'’expression de CYP6d5 par un élément P

Afin de confirmer que CYP6d5 est impliqué dans la perception sensorielle de la
caféine, nous avons sélectionné une lignée (26475) présentant un élément P inséré au
niveau de I'exon 2 du géne CYP6d5 qui peut provoquer une dérégulation de I'expression
de CYP6d5. L'effet de l'insertion de I'élément P sur la transcription de CYP6d5 et des
autres CYP a été mesuré par RT-q-PCR dans les organes sensoriels d'individus males.
L’expression de CYP6d5 est diminuée de 80 % dans les proboscis et les pattes. (Figure
32A). Par ailleurs, I'analyse de I'expression de CYP6d5 par Western Blot dans les organes
sensoriels de la lignée 26475 montre une tres forte diminution de la quantité de protéine
CYP6D5 en comparaison avec les individus témoins RNAiCYP6d5/+ et Wi11s (Figure
32B).

Ainsi, bien que la lignée P n’ait pas été caractérisée par PCR inverse, nous
disposons de plusieurs arguments attestant que l'insertion de I’élément P dans le gene
CYP6d5 perturbe I'expression transcriptionnelle et traductionnelle de CYP6D5 dans les

appendices sensoriels.

Les capacités de perception des individus 26475 ont donc été testées grace aux
tests MultiCAFE. A I'issu des tests controles, les individus testés montrent un faible indice
de préférence variant de - 0,91 a - 0,84 pour le saccharose 1mM, ce qui indique une forte
préférence pour le saccharose 5mM (Figure 32C-A1). Lorsque la lignée mutante 26475
et les témoins (RNAiCYP6d5/+ et W1118) ont a leur disposition du saccharose 1mM et un
meélange contenant du saccharose (5mM)/caféine (10mM), la lignée mutante présente un
indice de préférence (IP 26475= 0,15) pour le saccharose 1mM significativement plus faible

que ces deux témoins (IP rnaicyrsds/+= 0,90 ; IP wi11s= 0,85) (Figure 32C-B1).

Ces tests indiquent donc que la lignée 26475 ne présente pas une préférence
marquée pour le saccharose 1mM contrairement aux lignées contrdles. Ainsi, une
dérégulation de 'expression de CYP6d5 entraine une perturbation de la perception de la

caféine (Figure 32C).

100



Résultats: Approche chimiosensorielle

Conclusion

Une dérégulation transcriptionnelle et traductionnelle de I'expression de CYP6d5

par I’élément P provoque une perturbation de la perception de la caféine.
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Figure 33: Influence de la diminution de l'’expression de CYP6d5 dans les cellules
accessoires (Cut) dans les organes sensoriels d'individus males adultes.

A-Test comportemental de gustation a choix multiple: MultiCAFE réalisés sur des individus
males issus de la lignée transgénique RNAiCYP6d5/Cut-GAL4 et des témoins RNAi
CYPé6d5/+ et Cut-GAL /+.

Les indices de préférence (IP) utilisés pour ces tests ont été calculés vis a vis du saccharose 1mM.
A- Test controle saccharose: saccharose 1mM versus saccharose 5SmM.

B- Test caféine: saccharose 1mM versus saccharose (5mM) /caféine (10mM).

Le test non paramétrique de Kruskal-Wallis nous a permis de déterminer la significativité des IP
entre la lignée transgénique RNAICYP6d5/Cut-GAL4 et chaque lignée contréle RNAiCYP6d5/+ et
Cut-GAL4 /+ pour chacun de ces deux tests. (n > 10 ; P value: *** < 0,0001).

B- Modulation du niveau d’expression de CYP6d5 dans les organes sensoriels des individus
males adultes RNAiCYP6d5/Cut-GALA.

Le niveau d’expression basal de CYP6d5 dans les appendices sensoriels des individus males
contrdles Cut-GAL4 /+ est situé a 100 %. Les différences significative d’expression de CYP6d5 au
sein de la lignée RNAiICYP6D5/Cut-GAL4 sont déterminées avec le logiciel REST (n=3 ; P value:
***¥<0.0001).
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2.6- Analyse comportementale et moléculaire des conséquences

de la modulation de I'expression de CYP6d5 dans les cellules

accessoires

Les expériences précédentes suggerent un réle de CYP6d5 dans la perception de
la caféine au sein des neurones sensoriels, cependant nous avons voulu savoir si une
diminution ciblée de I'expression de CYP6d5 dans les cellules accessoires entrainait une
perturbation de la détection de la caféine. Pour cela, nous avons choisi le marqueur Cut

qui sera présenté dans le chapitre.

A l'issu du test controle, on observe que les individus males de toutes les lignées
montrent une forte préférence pour le saccharose 5mM (Figure 33A). Lorsque la
préférence des lignées transgéniques RNAiCYP6d5/Cut-GAL4 et contrdles vis a vis de la
caféine est testée, la lignée RNAiCYP6d5/Cut-GAL4 présente un indice de préférence (IP)
pour le saccharose 1mM non significativement différent que ces deux témoins (Figure

33B).

Ces tests révelent qu'une diminution de I'expression de CYP6d5 dans les cellules
accessoires dans lesquelles s’exprime Cut n’entraine pas de perturbation de la détection

de la caféine (Figure 33).

Comme précédemment, I'efficacité des lignées RNAiCYP6d5/Cut-GAL4 a été testé
par RT-q-PCR et démontre que I'expression de CYP6d5 est diminuée de 50 % dans les
proboscis et pattes en comparaison avec les lignées témoins (RNAiCYP6d5/+ et Cut-

GAL4/+) (Figure 33B).

Conclusion

Une diminution de 'expression de CYP6d5 dans les cellules accessoires (Cut-Gal4)
dans le proboscis ne semble pas provoquer une altération de la perception de la caféine.
Toutefois, les données q-PCR nous indiquent que la diminution de I'expression de CYP6d5
n’est réduite que de moitié et nous ne sommes pas certains de piloter le transgéne RNAi

dans toutes les cellules accessoires.
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Résultats: Approche chimiosensorielle

AC CYP6D5 Labellum

HIS CYP6d5 AS Ac CYP6D5 MERGE Labellum

Figure 34: Profil d’expression de CYP6D5 dans le proboscis.
A- Marquage de CYP6D5 par I'anticorps dirigé contre CYP6D5 (en magenta). B-Vue latérale en

lumiere visible d'un labellum.

Profil d’expression des ARNm CYP6d5 (C-F) et de la protéine CYP6D5 (D-]) au niveau des poches
sensillaires et des trachées. (C & G)- Marquage des ARNm de CYP6d5 par la sonde complémentaire
(CYP6d5 AS) par hybridation in situ (en vert). (D & H)- Marquage de la protéine CYP6D5 par
I'anticorps dirigé contre CYP6D5 (en magenta). (E & I)- Co-marquage des ARNm de CYP6d5 et de
la protéine CYP6DS5. (F & J)-Superposition du co-marquage ARNm et protéine CYP6D5 avec une
vue latérale en lumiére visible d’'un labellum.
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Résultats: Approche chimiosensorielle

2.7- Distribution de CYP6D5 dans proboscis de Drosophila
melanogaster

2.7.1- Profil d’expression de CYP6D5

Le profil d’expression et la localisation cellulaire de CYP6D5 a été étudié en
utilisant des techniques d’hybridation in situ et d'immunohistochimie. CYP6D5 s’exprime
au niveau des cellules de I'’épiderme mais également dans la structure située a la base des
sensilles qui correspond aux poches sensillaires du proboscis qui abritent 3 types de
cellules accessoires (thormogenes, techogenes et tricogenes) et des neurones sensoriels.
(Figures 34 C-F). Par ailleurs, on remarque également dans la région la plus proximale
du proboscis, un marquage correspondant aux trachées (Figure 34 G-]J). Ces deux
techniques révelent des patrons d’expression similaires dans le proboscis et aucun signal
n'est détecté ni avec la sonde sens (Figure 35A) ni avec le sérum pré-immun ou

'anticorps secondaire seul (Figure 35B).

HIS CYP6d5 AS HIS CYP6d5 S Labellum

AC CYP6D5 Sans AC CYP6D5

\ S

W

Figure 35: Expression de CYP6d5 sur proboscis in toto de drosophiles males exposés a la
caféine pendant 12 heures.

A-Profil d’expression des ARNm de CYP6d5 dans un proboscis marqué par la sonde
complémentaire CYP6d5 marquée a la digoxigénine (CYP6d5 AS). B- Sonde non complémentaire
CYP6d5 marquée a la digoxigénine (CYP6d5 S). C- Vue latérale en lumiere visible du labellum de
proboscis vu en B.

D- Profil d’expression de la protéine CYP6D5 dans un proboscis in toto. E- Inmunohistochimie:
Controdle négatif CYP6D5 sur proboscis in toto. F- Vue latérale en lumiére visible d’'un labellum de
proboscis vu en E.
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Résultats: Approche chimiosensorielle

UAS cd8 GFP/
AC CYP6DS Neuralized-Gal4 DAPI MERGE

UAS cd8 GFP/
AC CYP6D5 Gr66a-Gal4 DAPI MERGE

Figure 36: Profil d’expression de la protéine CYP6D5 dans les neurones sensoriels au
niveau des poches sensillaires du proboscis de drosophile mile exposés a la caféine.
Marquage de CYP6D5 et des neurones marqués par (1) Neuralized et (2) Gré66a.
A-Marquage de la protéine CYP6D5 dans les poches sensillaire du proboscis par
immunohistochimie (en magenta).

B- Marquage des protéines (1) Neuralized et (2) Gr66a dans la membrane plasmique des
neurones dans les poches sensillaires par immunohistochimie (en vert).

C- Marquage des noyaux des cellules au DAPI. D- Superposition des marquages CYP6D5 et (1)
Neuralized et (2) Gr66a dans les poches sensillaires du proboscis. Des fleches blanches indiquent
un éventuel co-marquage.
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Résultats: Approche chimiosensorielle

2.7.2- Localisation cellulaire de CYP6D5 dans le proboscis

Afin d’identifier le ou les types cellulaires exprimant CYP6D5, nous avons réalisé
plusieurs co-marquages entre CYP6d5 et des marqueurs des neurones et des cellules

accessoires.

Dans un premier temps, nous avons choisi d’utiliser le systeme UAS-mCD8-GFP /
GAL4 afin de marquer deux populations de neurones sensoriels: Neuralized, un
marqueur général des neurones sensoriels et Gr66a, un marqueur spécifique des
neurones chimiosensoriels portant les récepteurs gustatifs impliqués dans la détection

de la caféine.

Dans un second temps, nous avons tenté de sélectionner un marqueur des cellules
accessoires mais a ce jour aucun marqueur spécifique de ce type cellulaire n’a été décrit

dans le proboscis.

Nous avons donc décidé d’utiliser le marqueur Cut qui s’exprime dans I’ensemble des
cellules accessoires (thormogene, techogéne et tricogene) dans l'aile de drosophile (Van

De Bor & Giangrande 2001).

2.7.2.1- Expression de CYP6D5 dans les neurones
sensoriels du proboscis
Afin d’identifier les cellules neuronales, des lignées GAL4 combinées a des lignées
UAS GFP permettant d’exprimer un signal au niveau des membranes plasmiques ont été

d’utilisées.

Les résultats obtenus avec ces différents marqueurs neuronaux sont résumeés dans
la figure 36. L’analyse du signal obtenu avec I'anticorps anti-CYP6D5 au sein des poches
sensillaires montre un marquage tres granuleux et diffus suggérant une expression de
CYP6d5 au niveau de la membrane plasmique et/ou dans la lymphe sensillaire (Figure

36).

Bien que l'analyse des images ne nous permette pas d'étre complétement

affirmatifs, il semble que CYP6D5 co-localise avec Neuralized et GR66a.
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UAS cd8 GFP/
Cut-Gal4

AC Elav MERGE MERGE

AC CYP6D5 UAS cd8 GFP/ DAPI MERGE
Cut-Gal4

Figure 37: Profil d’expression de CYP6D5 dans les cellules accessoires au niveau des
poches sensillaires du proboscis de drosophile male exposés a la caféine.

1A-Marquage de la membrane plasmique des cellules Cut positives dans proboscis par
immunohistochimie (en vert). 1B- Marquage des noyaux des neurones sensoriels par I'anticorps
dirigé contre Elav dans le proboscis par immunohistochimie (en magenta). 1C-Superposition des
marquages Cut et Elav dans le proboscis. 1D- Vue latérale en lumiére visible d'un labellum de
proboscis.

2A-Marquage de la protéine CYP6D5 dans les poches sensillaire du proboscis par
immunohistochimie (en magenta). 2B- Marquage de la membrane plasmique des cellules Cut
positives dans les poches sensillaires par immunohistochimie (en vert). 2C- Marquage des noyaux
des cellules au DAPI. 2D- Superposition des marquages CYP6D5 et Cut dans les poches sensillaires
du proboscis. Les fleches blanches indiquent un éventuel co-marquage.
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Résultats: Approche chimiosensorielle

2.7.2.2- Expression de CYP6D5 dans les cellules
accessoires du proboscis

Nous avons tenté de sélectionner un marqueur des cellules accessoires mais a ce

jour aucun marqueur spécifique de ce type cellulaire n’a été décrit dans le proboscis.

Nous avons donc décidé d’utiliser le marqueur Cut qui s’exprime dans I’ensemble
des cellules accessoires (thormogéne, techogeéne et tricogene) dans 'aile de drosophile

(Van De Bor & Giangrande 2001).

Afin de confirmer que Cut s’exprime dans les cellules accessoires du proboscis,
nous avons réalisé un co-marquage entre Cut (via la lignée Cut-Gal4/UAS-mCD8-GFP) et
Elav. La figure 37 1A-D montre clairement que les cellules exprimant Cut ne sont pas de

nature neuronale mais des cellules accessoires (Figure 37 1C).

Un co-marquage entre CYP6D5 et Cut, (Figure 37 2D) montre clairement une co-
expression de ces deux marqueurs dans les cellules accessoires. Le fait que Cut soit
exprimé au niveau de la membrane plasmique et qu’il co-localise parfaitement avec
CYP6D5 laisse penser fortement que ce dernier s’exprime au niveau de la membrane

plasmique de ces cellules.

Conclusion

Cette étude nous a permis de mieux définir le patron d’expression de CYP6D5 au
sein du proboscis ou il s’exprime a la fois dans les poches sensillaires renfermant les
neurones et les cellules accessoires, mais aussi dans I’'épiderme et autour des trachées.
Au niveau des poches sensillaires, CYP6D5 s’exprime tres clairement dans les cellules
accessoires alors que la colocalisation dans certains neurones est moins évidente. Par
ailleurs, la colocalisation entre Cut et CYP6D5 au niveau de la membrane plasmique
suggere fortement que ce dernier serait exprimé au niveau de la membrane et/ou secrété

dans la lymphe sensillaire.

108






Résultats: Approche métabolique

Partie 3- Approche métabolique: role des CYP dans le métabolisme de
la caféine chez Drosophila melanogaster

Actuellement, malgré 'importance de cette molécule dans les relations plantes
insectes et son utilisation pour étudier la régulation de I'expression des genes chez
'insecte, le métabolisme de la caféine n’est pas caractérisé. A travers cette étude, nous
nous sommes attachés a vérifier si le métabolisme de la caféine chez les insectes est
dépendant des CYP et s'il existe des similitudes entre les métabolites générés chez les
mammiferes et chez les insectes par spectrométrie de masse et chromatographie sur

couche mince.

L’objectif majeur de 'aspect métabolisme de ce projet est de déterminer si les
CYP candidats mis en évidence par I'étude transcriptomique participent au métabolisme

de la caféine chez Drosophila melanogaster.

3.1- Approche métabolique par spectrométrie de masse

Comme décrits dans le § 2.8.2 (chapitre 8), les individus males adultes sont
exposés a un mélange saccharose 100mM/caféine 20mM. A l'issu du test, seuls les
individus ayant consommés le mélange sont sélectionnés et groupés par lots de 300

individus, ce qui constituera un réplicat biologique.

Les conditions expérimentales d’identification des métabolites de la caféine chez
la drosophile ont été établies en utilisant une gamme étalon constituée des principaux
meétabolites standards connus chez les mammiferes: la théobromine, la théophylline et la
paraxanthine. Le 4¢me métabolite (acide 1,3,7-triméthylurique) ne sera pas présenté dans
les expériences suivantes puisque ce dernier n’était pas disponible dans le commerce a

cette période.
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Résultats: Approche métabolique

O Théobromine

7% 0O Paraxanthine
Q
OThéophylline

73 %

Figure 38: Proportions relatives de théobromine, paraxanthine et théophylline formés.
Quantification des différents métabolites de la caféine par spectrométrie de masse dans le corps
entiers d’individus males adultes W111s apres 2 heures d’exposition a 20mM caféine. (n=4)

5 ok ok

25 - O Theobromine

_l_ O Paraxanthine
20 -~

|

(+) caféine (+) caféine
(-) MétyR (+) MétyR

O Theophylline

Concentration métabolites (ug/mg)

Figure 39: Implication des CYP dans le métabolisme de la caféine.

Quantification de chaque métabolite de la caféine par spectrométrie de masse entre la condition
contrdle (Wi11s + caféine) et la condition traitement au métyrapone (Wi11s + caféine + 25 mM
métyrapone). Les différences statistiques entre chaque condition ont été évaluées par un test
paramétrique de Student (n=4, P value: ***< 0.0001).
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Résultats: Approche métabolique

3.1.1- Identification de métabolites de la caféine par
spectrométrie de masse

Suite a une exposition des individus sauvages Wi11s a la caféine, nous avons

déterminé les différentes proportions de métabolites formés.

La figure 38 indique que chez la drosophile, une partie de la caféine est
respectivement dégradée en 73 % de théobromine (s.e.m 7 %), 20 % de paraxanthine

(s.e.m 6 %) et 7 % de théophylline (s.e.m 2 %) (Figure 38).

3.1.2- Implication des CYP dans le métabolisme de la caféine
par spectrométrie de masse

Dans un second temps, nous avons voulu déterminer, si comme chez les
mammiferes, le métabolisme de la caféine est dépendant des CYP chez la drosophile. Pour
cela, des individus sauvages W1118 ont été exposés a une solution de 20mM caféine ou un
mélange caféine 20mM / métyrapone 25mM. Le métyrapone est connu pour étre un

inhibiteur des CYP chez les insectes.

La figure 39 indique que l'inhibition des CYP par le métyrapone entraine une
diminution significative de la quantité de chaque métabolite. En effet, la quantité de
théobromine et de paraxanthine est diminuée de 80 % et celle de théophylline de 85 %.

(Figure 39).

Ces résultats indiquent clairement que chez Drosophila melanogaster, le

métabolisme de la caféine est dépendant des CYP.
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Résultats: Approche métabolique

Tableau 6: Tableau récapitulatif des CYP dont I’expression transcriptionnelle est induite
par une exposition de 12 heures a 18mM de caféine dans le corps de drosophiles males
adultes. (Données Microarray)

Genes Régulation P value
CYP12d1-p 21.41 1.70E-03
CYP12d1-d 19.55 1.50E-03

CYP6a8 13.48 3.20E-03
CYP6d5 3.46 2.60E-03
CYP4p1 2.95 1.90E-03
CYP304a1 2.85 2.90E-02
CYP28a5 2.45 3.00E-03
CYP12a5 242 5.00E-03
CYP6a9 2.39 6.30E-03
CYP6a20 23 5.00E-03
CYP6w1 2.06 4.20E-03
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Dans un 3ime temps, nous nous sommes attachés a déterminer si certaines
enzymes candidates identifiées via I'étude transcriptomique sont responsables du
meétabolisme de la caféine. En effet, les travaux de Kot et ses collaborateurs (2008) en
particulier ont confirmé que chez les mammiferes, le métabolisme de la caféine est
dépendant des CYP et que les EMX sont généralement inductibles par les composés

qu’elles métabolisent.

Nous avons réussi a établir que le métabolisme de la caféine est également
dépendant des CYP chez les insectes. Nous avons donc envisagé de tirer parti du
mécanisme décrit ci-dessus et de I’étude transcriptomique menée par notre équipe pour
identifier des CYP potentiellement impliqués dans le métabolisme de la caféine chez la

drosophile.

3.2- Régulation transcriptionnelle des CYP par la caféine

L’étude transcriptomique décrite nous a permis d’identifier 11 CYP dont
I'expression est significativement induite par une exposition a la caféine. Le tableau ci-
dessus répertorie 'ensemble des CYP dont I’expression transcriptionnelle est induite par

la caféine.

Nous avons donc choisi d’étudier le réle fonctionnel des 3 candidats dont I’expression est
la plus fortement induite par I'exposition a la caféine: CYP12d1 (20x), CYP6a8 (13x) et
CYP6d5 (4x) (Tableau 7).

Lors des premiers essais avec les lignées transgéniques, nous nous sommes
heurtés a de nombreux probléemes techniques et analytiques récurrents responsables
d’un retard important dans I’échéancier de mes travaux de these et remettant en cause la
validité de ces résultats. Compte tenu, de la quantité importante de matériel biologique
et du temps nécessaire a la réalisation de ces expériences, nous avons décidé de modifier
notre approche expérimentale en mettant au point un protocole d’étude du métabolisme

de la caféine par chromatographie sur couche mince a partir de caféine radiomarquée.
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A B
Caféine (Rf0.84) — W i—Caféine

. —M
Théobromine (Rf 0.63) —| é I Théobromine

.

Acide 1.3.7 | | RS Ms

triméthylurique (Rf 0,34) L Ma
Paraxanthine (Rf 0.21) | g | Paraxanthine
Théophylline (Rf 0.16) — % . |—Théophylline

Figure 40: Métabolisme de la caféine.

A- Séparation par chromatographie sur couche mince de molécules standards: caféine,
théobromine, paraxanthine, théophylline et1’acide 1,3,7-triméthylurique révélés aux ultra-violets
(uv).

B- Film autoradiographique de la séparation par chromatographie sur couche mince d'un
homogénat de drosophiles Wi11g ayant consommés de la caféine radioactive, supplémenté d'un
mélange d’étalon standards no radiomarqués.
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Résultats: Approche métabolique

3.3- Approche métabolique par chromatographie sur couche
mince

3.3.1- Caractérisation du métabolisme de la caféine chez la
drosophile

L’objectif suivant était d'identifier si les principaux métabolites présents chez les
mammiferes, était également catabolisés chez la drosophile. Pour cela, nous avons
supplémenté a I'homogénat de drosophiles, ayant consommées de la caféine radioactive,
avec un mélange d’étalons standards composé de caféine, théobromine, paraxanthine,

théophylline et d’acide 1,3,7-triméthylurique non radiomarqués.

La migration simultanée de métabolites froids et radiomarqués au sein d'un méme
mélange nous a permis d’identifier plusieurs métabolites issus de la dégradation de la

caféine chez la drosophile.

La figure 40A présente le profil de séparation des métabolites non radiomarqués,
révélés aux UV. La caféine et ses 4 métabolites sont distinctement séparés et migrent aux
rapports frontaux suivants: la caféine (Rf1 0,84), la théobromine (Rf2 0,63), I'acide 1,3,7-
triméthylurique (Rf3 0,34), la paraxanthine (Rfs0,21) et la théophylline (Rfs 0,16) (Figure
40A).

De plus, la figure 40B nous identique qu’apreés 2 heures de consommation d’'un
mélange constitué de caféine marquée au 14C et de saccharose, les individus controles
dégradent une partie de la caféine. Plusieurs molécules radiomarquées issues de la
dégradation de la caféine sont visibles et distinctement séparées. On dénombre 9 bandes

dont 8 métabolites distincts (Figure 40B).

Ces résultats montrent que chez la drosophile, une partie de la caféine est

meétabolisée en théobromine, en paraxanthine et en théophylline (Figure 40).

En revanche, nous n’avons pas clairement identifié la présence de l'acide 1,3,7-
triméthylurique dans '’homogénat de drosophiles avec cette méthode. En effet, aucune
bande dans 'homogénat contenant les métabolites radiomarqués ne migre a la Rf de

'acide 1,3,7-triméthylurique (Figure 40B).
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AUC métabolites / AUC caféine (%)
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Figure 41: Implication des CYP dans le métabolisme de la caféine.

Quantification globale des métabolites de la caféine par densitomeétre entre la condition controle
(Wi11g + caféine) et la condition traitement au métyrapone (W111s+ caféine + 25mM métyrapone).
Les différences statistiques entre chaque condition ont été évaluées par un test paramétrique de

Student (n=3, *** P value < 0.0001).

1-N-déméthylation

3-N-déméthylation

7-N-déméthylation

C-8 Hydroxylation

Métabolites Théobromine Paraxanthine Théophylline | Acide 1.3.7 triméthylurique | M2
Rat 8 % 13 % 9% 70 % =
Homme 7% 70 % 8% 15 % =
Drosophile 42 % 20% 4% ? 34%

Figure 42: Comparaison des proportions relatives des 4 métabolites majoritaires entre la
drosophile (Drosophila melanogaster), 'Homme (Homo sapiens) et le rat (Rattus

norvegicus).

Analyse densitométrique des proportions des différents métabolites de la caféine chez des
individus W111g apres 2 heures d’exposition a la caféine (n=3).
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3.3.2- Implication des CYP dans le métabolisme de la caféine

Pour confirmer les résultats obtenus par spectrométrie de masse, nous avons
voulu vérifier si le métabolisme de la caféine chez la drosophile est dépendant des CYP.

Pour cela, nous avons exposé des drosophiles a de la caféine combinée au métyrapone.

La figure 41 indique que l'inhibition des CYP par le métyrapone entraine une
diminution significative de la quantité globale de 'ensemble des métabolites. En effet, la
quantité globale des métabolites de la caféine est approximativement diminuée de 80 %

(Figure 41).

En parallele, nous avons vérifié qu’il n’y avait pas de différence de consommation
entre les individus testés pour chaque condition. Ces résultats confirment que le

métabolisme de la caféine est dépendant des CYP chez cet insecte.

3.3.3- Quantification des métabolites de la caféine

La caractérisation du métabolisme de la caféine nous a permis de calculer la

proportion des métabolites de la caféine formés chez la drosophile.

La figure 42 indique que chez la drosophile, une partie de la caféine est dégradée
en 42 % (s.e.m +/- 1,70) de théobromine, 34 % (s.e.m +/- 0,70) d’'un métabolite inconnu
nommé Mz, 20 % (s.e.m +/- 0,46) de paraxanthine et 4 % (s.e.m +/- 0,71) de théophylline
(Figure 42). Ces résultats indiquent que la théobromine est le métabolite majoritaire issu
de la dégradation de la caféine et confirment les résultats obtenus en spectrométrie de

masse.

Les proportions de métabolites de la caféine different entre les espéces. En effet,
au sein des mammiferes, le métabolite majoritaire chez I'homme est la paraxanthine (70
%) alors que chez le rat, le métabolite majoritaire est I'acide 1,3,7-triméthylurique (70

%) (Figure 42).
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Figure 43: Role de CYP6d5 dans la dégradation de la caféine chez Drosophila melanogaster.

A- Quantification des métabolites de la caféine par densitométrie chez les individus transgéniques
RNAICYP6d5/ Actine-GAL4 et controles RNAiCYP6d5/+ et Actine-GAL4/+. Les différences
statistiques pour chaque métabolite ont été évaluées par une ANOVA a un facteur (n=3).

B- Quantification du niveau d’expression transcriptionnel des génes CYP6d5, CYP12d1 et CYP6a8
dans le corps entiers des individus transgéniques RNAiCYP6d5/Actine-GAL4 par RT-q-PCR. Les
différences statistiques ont été évaluées avec la macro d’analyse REST (n>3, * P value < 0.05).

C- Quantification de I'expression de la protéine CYP6D5 par Western blot dans le corps entier
d’individus transgéniques RNAiICYP6d5/Actine-GAL4 et les lignées controles RNAiCYP6D5/+ et
Actine-GAL4/+.
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3.4- Role fonctionnel des CYP dans le métabolisme de la caféine

Afin d’étudier le role fonctionnel de chaque candidat dans la dégradation de la
caféine, nous avons par la suite utilisé les individus transgéniques exprimant les ARN
interférents spécifiques de chaque CYP étudié sous contréle du driver ubiquiste Actine-

GALA4.

3.4.1- Role de CYP6d5 dans le métabolisme de la caféine

La figure 43A montre une disparition de la théobromine et une augmentation
significative de la quantité du métabolite M2 chez les individus transgéniques RNAi
CYP6d5/ Actine-GAL4. En revanche, la modulation de I'expression de CYP6d5 n’entraine
pas de modification de la quantité de paraxanthine et de théophylline formée (Figure

43A).

En parallele, nous avons vérifié par PCR quantitative et Western blot, I'efficacité
de T'ARN interférent spécifique de CYP6d5 dans le corps entier des individus
transgéniques en comparaison avec les lignées contréles. Les figures 43 B & C indiquent
clairement que le niveau d’expression transcriptionnel et traductionnel de CYP6d5 est
trés fortement diminué. En revanche, on remarque que le niveau d’expression de

CYP12d1 et CYP6a8 n’est pas affecté (Figure 43B).

Ces résultats montrent que le géne CYP6d5 intervient dans la transformation de la
caféine en théobromine et suggerent que cette enzyme intervient dans la dégradation du

meétabolite M2 en un métabolite secondaire inconnu.

3.4.2- Role de CYP6a8 dans le métabolisme de la caféine

La figure 44A indique qu’'une diminution de l'expression de CYP6a8 dans
I'ensemble de cellules du corps chez les individus transgéniques RNAiCYP6a8/Actine-
GAL4 entraine une augmentation significative de la quantité de théobromine, du
métabolite M2 et de la théophylline en comparaison avec les lignées contrdles. En
revanche, la modulation du niveau d’expression de CYP6a8 n’affecte pas la quantité de

paraxanthine formée.
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Figure 44: Role de CYP6a8 dans la dégradation de la caféine chez Drosophila melanogaster.

A- Quantification des métabolites de la caféine par densitométrie chez les individus transgéniques
RNAiCYP6a8/Actine-GAL4 et controles RNAiICYP6a8/+ et Actine-GAL4/+. Les différences
statistiques pour chaque métabolite ont été évaluées par une ANOVA a un facteur (n=3).

B- Quantification du niveau d’expression transcriptionnel des génes CYP6a8, CYP12d1 et CYP6d5
dans le corps entiers des individus transgéniques RNAiCYP6a8/Actine-GAL4 par RT-q-PCR. Les
différences statistiques ont été évaluées avec la macro d’analyse REST (n>3, * P value < 0.05).
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Figure 45: Role de (CYP12d1 dans la
dégradation de la caféine chez Drosophila melanogaster.

A- Quantification des métabolites de la caféine par densitometrie chez les individus transgéniques
RNAiICYP12d1/ Actine-GAL4 et controles RNAiICYP12d1/+ et Actine-GAL4/+. Les différences
statistiques pour chaque métabolite ont été évaluées par une ANOVA a un facteur (n=3).

B- Quantification du niveau d’expression transcriptionnel des génes CYP12d1, CYP6a8 et CYP6d5
dans le corps entiers des individus transgéniques RNAiCYP12d1/Actine-GAL4 par RT-q-PCR. Les
différences statistiques ont été évaluées avec REST (n>3, * P value < 0.05).
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La figure 44B montre que les individus RNAiCYP6a8/Actine-GAL4 présentent une
diminution de I'expression de CYP6a8 de 90 % alors que le niveau d’expression de
CYP12d1 et CYP6d5 n’est pas modulé (Figure 44). Cette expérience suggere une
implication de CYP6a8 dans la biotransformation de la théobromine, du métabolite Mz et

de la théophylline en métabolites secondaires inconnus.

3.4.3- Role de CYP12d1 dans le métabolisme de la caféine

Chez les individus transgéniques RNAi CYP12d1/Actine-GAL4, la quantité du
métabolite M2 est significativement diminuée alors que les quantités de théobromine,
paraxanthine et de théophylline ne sont pas modifiées (Figure 45A). Le niveau
d’expression de CYP12d1 est diminué de 70 % alors que celui de CYP6a8 est fortement
augmenté (400 %) et celui de CYP6d5 n’est pas modifié dans le corps entier des individus
RNAiCYP12d1/Actine-GAL4 (Figure 45B). Ces résultats suggérent un éventuel role de
CYP12d1 dans la dégradation de la caféine en métabolite Ma.

Conclusion

Nous avons mis en évidence que chez Drosophila melanogaster, la caféine est
dégradée en plusieurs métabolites. A l'instar des mamiferes, nous avons identifié
plusieurs métabolites tels que la théobromine, la paraxanthine et la théophylline. La
thébromine est majoritaire parmi les métabolites identifiés ce qui est original par rapport
aux mammiferes. En revanche, notre protocole ne nous a pas permis d’identifier I'acide
1,3,7-triméhylurique. Nous avons également mis en évidence, en utilisant deux
techniques différentes, que le métabolisme de la caféine chez l'insecte est également
dépendant des CYP. L’étude transcriptomique menée par notre équipe nous a permis
d’identifier de nombreux CYP dont I’expression est fortement induite par la caféine tels
que CYP12d1, CYP6a8 et CYP6d5. Nos expériences suivantes nous ont permis d’établir
clairement que CYP6d5 est impliqué a la fois dans la transformation de la caféine en
théobromine et dans la transformation du métabolite M2 en un métabolite inconnu. De
plus, nous avons montré que CYP6a8 serait impliqué dans la dégradation de plusieurs
métabolites: la théobromie, la théophylline et le métabolite M2. Enfin CYP12d1 pourrait
biotransformer la caféine en métabolite M2. Nous avons également mis en évidence une
régulation compensative de l'expression transcriptionnelle entre les genes CYP12d1 et

CYP6as8.
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Discussion / Perspectives: Approche chimiosensorielle

Chapitre 7: Discussion / Perspectives

L’objectif de ce travail était d’identifier et d’étudier le rdle fonctionnel des EMX et plus
particulierement celui des Cytochromes P450 (CYP) dans la perception sensorielle et le

métabolisme de la caféine chez Drosophila melanogaster.

Partie 1: Intérét de I’étude transcriptomique

Plusieurs études antérieures ont montré qu'une exposition a de nombreuses molécules
aversives telles que le phénobarbital, le DTT et la caféine entrainait une régulation
transcriptionnelle de certaines EMX, chez la larve et I'adulte des insectes (Bhaskara et al, 2006,
Willoughby et al, 2006). Généralement, ces approches transcriptionnelles visent
essentiellement a mettre évidence le développement d'une résistance vis-a-vis de molécules
potentiellement toxiques comme les insecticides. (Daborn et al, 2001, Daborn et al, 2002,
Giraudo et al, 2010, Le Goff et al, 2006, Misra et al, 2011, Morra et al, 2010). Bien que I'étude
des interactions EMX / caféine soit prédominante dans les thématiques écologiques et
représente un intérét scientifique en soi, I'objectif de notre étude transcriptomique était de
mettre en évidence une interaction EMX / caféine dans les composantes gustatives d'une part et
métaboliques d’autre part, jusque-la encore tres peu étudiée. La caféine est une molécule
sensorielle qui va étre détectée et percue au niveau du systéme nerveux périphérique puis du
systéme nerveux central et entrainer une réponse comportementale d’évitement adaptée a la
survie de 'animal. La caféine, qui est potentiellement toxique, va étre biotransformée dans les

tissus gustatifs puis dans le tractus digestif, afin d’étre éliminée hors de 'organisme.

Pour la premiere fois, 'étude transcriptomique menée au sein de notre laboratoire a
permis de caractériser I'ensemble des génes dont I'expression est modulée dans les organes
sensoriels et dans '’ensemble du corps apres une ingestion de caféine (12 heures d’exposition)

chez la drosophile male adulte.

Nous avons répertorié de nombreux geénes appartenant aux différentes phases des
enzymes du métabolisme des xénobiotiques (CYP, UGT/GST, Transporteurs) dont I'expression

est modulée par la caféine.
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Nous avons également répertorié des familles de protéines appartenant aux événements
péri-récepteurs tels que les protéines de transport (OBP) mais également des récepteurs

sensoriels dont I'expression parait étre modulée par la perception et 'ingestion de caféine.

Nous avons ainsi mis en évidence I'ensemble des acteurs participant potentiellement a la
prise en charge, la dégradation, la signalisation et a I’élimination de la caféine dans les

appendices sensoriels et dans le corps de la drosophile.

Cela correspond a ce que I'on pourrait appeler le « péri-réceptome » de la caféine, c’est-
a-dire le réseau de protéines impliquées dans les évenements péri-récepteurs liés a une
perception gustative dans les appendices sensoriels et a I'ingestion/détoxication de la caféine
dans le corps de la drosophile. Cependant les interactions des différentes protéines de ce réseau
restent a déterminer. En effet, si on prend uniquement le cas des EMX, des interactions
coopératives et fonctionnelles entre ces protéines (phase I-phase I, phase II-phase II, phase I-
phase II) ont été démontrées (Ishii et al, 2007) ce qui étend la complexité du péri-réceptome.
Ces protéines pourraient également interagir avec les récepteurs comme cela a été proposé

entre les OBP et les récepteurs olfactifs.

Partie 2: Perception sensorielle de la caféine chez Drosophila melanogaster

2.1- La caféine induit I'expression d’EMX dans les organes sensoriels
(antennes / pattes/ ailes/ proboscis) chez Drosophila melanogaster

Parmi les genes du péri-récéptome de la caféine les plus fortement induits dans les
appendices sensoriels, nous avons répertorié plusieurs candidats tels que les enzymes dites de
Phase I (CYP12d1, CYP6a8, CYP6d5, CYP4d14 et CYP4d1), des enzymes de phase Il (GSTDZ, GSTD?7,
GSTDS5, UGT86Dd, UGT36BDb) et des transporteurs dits de phase III (MDR50c, MRP1).

Parmi ces candidats, certains ont déja été identifiés comme étant induits par d’autres
molécules aversives telles que le phénobarbital et I'éthanol, attestant ainsi leur réle majeur dans
la détoxication d'un large éventail de xénobiotiques (Bhaskara et al, 2006, Daborn et al, 2001,
Le Goff et al, 2006, Misra et al,, 2011, Morra et al, 2010, Willoughby et al, 2006). Des protéines
de transport, OBP50c et OBP56f, fortement induites dans les appendices sensoriels ont

également été identifiées et pourraient jouer un role dans le transport de la caféine.
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Le niveau d’induction des genes candidats a été vérifié par RT-q-PCR. On remarque que
les genes annotés comme étant sur-exprimés par I'étude transcriptomique sont également sur-
exprimés par PCR quantitative. Toutefois, pour certains candidats (CYP6a8, CYP6d5) I'écart
entre les niveaux d’expression peut se montrer important. Cela peut peut-étre s’expliquer par

les différentes techniques et les outils d’analyses utilisés.

Chez les mammiferes, il est connu qu’'un ligand peut également induire la transcription
de son récepteur, nous nous attendions donc a observer une modulation de I’expression des

récepteurs gustatifs sensibles a la caféine tels que Gré66a, Gr33a et Gr93a.

Cependant, dans nos conditions expérimentales, I'expression d’aucun récepteur sensoriel
n’est modulée par la caféine dans les organes sensoriels. Ce résultat pourrait s’expliquer par le
fait que les récepteurs exprimés au niveau des neurones dans les appendices sensoriels ne
seraient peut-étre pas soumis a la régulation génique mais pourrait étre déja synthétisés et
recrutés en présence d'une concentration élevée de xénobiotiques et ainsi assurer une

dynamique de transduction du signal rapide et efficace.

Il est aussi envisageable que 12 heures d’exposition a la caféine soit un temps trop long
pour observer une régulation génique des récepteurs sensoriels au niveau des appendices
sensoriels. En effet, les organes sensoriels constituent la premiére barriere entre le systéme
chimiosensoriel de I'animal et son environnement et ils doivent étre sensibles et rapides dans le
traitement des informations sensorielles. Apres 12 heures d’exposition, la détection de la caféine
constituerait moins une modalité sensorielle qu'une modalité post-ingestive de la caféine. En
revanche, d’apres notre mise au point, cette durée d’exposition est adaptée a la régulation des

EMX.

Afin d’éclaircir ce point, il serait intéressant de réaliser une étude transcriptomique afin
d’étudier plus précisément la cinétique d’expression des récepteurs sensibles a la caféine dans

les appendices sensoriels suite a une exposition de 1 heure et de 6 heures.

2.2- La perception de la caféine peut étre perturbée par une diminution
de I'expression des CYP dans les organes sensoriels

Afin d’identifier un éventuel rdole des CYP dans la perception sensorielle de la caféine,

nous nous sommes intéressés a I'organisation de la sensille gustative au niveau du probosci
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ainsi qu’aux différentes populations de cellules participant a la réception et au traitement

du signal sensoriel par le SNC.

Compte tenu du réle fondamental des neurones sensoriels dans la transduction du signal
sensoriel, nous avons décidé tout d’abord, d’étudier 'impact de I'inhibition de nos CYP candidats
dans les neurones sensoriels. De plus, au sein de la sensille, les neurones cohabitent avec 3 types
de cellules nourricieres dites « accessoires »: thormogenes, tricogénes et techogenes. La
proximité entre les neurones sensoriels et les cellules accessoires font de ces derniéres une cible
intéressante dans 1'étude de l'implication des CYP dans la modulation de la perception

sensorielle.

Lorsque les tests de comportement ont été réalisés, nous ne disposions pas encore
d’anticorps anti-CYP afin de valider la pertinence des lignées GAL4 utilisées. Cependant compte
tenu de l'organisation des sensilles sensorielles, notre choix s’est porté sur trois lignées GAL4
distinctes: deux lignées neuronales neuralized-GAL4 et Gr66a-GAL4 qui permettent
respectivement de cibler I'ensemble des neurones du systeme chimiosensoriel et les neurones
portant les récepteurs sensibles a la caféine et la lignée Cut-GAL4 spécifique des cellules

accessoires.

2.2.1- Ciblage des neurones sensoriels (neuralized-GAL4 ; MB247-
GAL4 et Gr66a-GAL4)

Nous avons étudié les conséquences d’'une diminution (RNAi) de I'expression des CYP les
plus induits par la caféine, dans les neurones des organes sensoriels (via neuralized-GAL4 et
GR66a-GAL4) sur la perception de la caféine a I'aide du test gustatif a double choix (MultiCAFE).
Nous avons vérifié en parallele par RT-q-PCR que le niveau d’expression des candidats dans les
lignées transgéniques correspondantes était diminué dans les organes sensoriels. A I'issu des
tests de perception, les individus transgéniques RNAiCYP/neur-GAL4 et RNAiCYP/Gr66a-GAL4
pour CYP6a8, CYP6d5 et CYP4d14 présentent une perception de la caféine altérée. L’activité
neuronale de CYP6a8, CYP6d5 et CYP4d14 semble intervenir dans la perception de la caféine.

La protéine Neuralized s’exprime dans les organes sensoriels mais également dans les
corps pédonculés (MB247-GAL4) qui font partie du systeme nerveux central. Nous avons donc
vérifié qu'une diminution de I'expression de ces CYP dans le SNC n’affectait pas la perception de
la caféine. C’est effectivement le cas, en revanche nous avons constaté qu'une diminution de

I'expression de CYP6a8 dans les corps pédonculés (MB247-GAL4) semble modifier le profil de
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consommation des individus CYP6a8 transgéniques suggérant un role de CYP6a8 dans le

systéme nerveux central.

[l faut noter que les tests gustatifs réalisés avec les individus issus des deux lignées pilotes
GAL4 (neuralized et Gr66a) ont indiqué des résultats similaires sur la perception de la caféine.
Ces résultats suggeérent un chevauchement des patrons d’expression de ces deux lignées pilotes.
Il serait intéressant de confirmer une éventuelle co-expression entre ces deux sous-populations

de neurones par immunohistochimie.

A l'issu des résultats comportementaux avec les candidats CYP6d5 et CYP4d14, nous
avons décidé d’axer notre étude sur CYP6d5 car la diminution ciblée de ce candidat dans les

neurones sensoriels entraine une perturbation de la perception de la caféine la plus significative.

Les processus péri-récepteurs impliquant les EMX sont des processus périphériques dans
la physiologie globale de la gustation. Une perspective importante de nos résultats
comportementaux serait de mesurer l'activité neuronale périphérique des différentes lignées
transgéniques CYP6d5 aprés une stimulation a la caféine. Ceci peut étre réalisé par
électrophysiologie monosensillaire en particulier sur la sensille S5 du proboscis qui semble étre
la sensille la plus sensible pour enregistrer l'activité des neurones L2 aprés une stimulation a la

caféine (Ling et al, 2014, Weiss et al, 2011).

2.2.2- Etude de la dérégulation de CYP6d5 via la lignée élément P
(26475)

Afin de mettre en évidence un réle de CYP6d5 dans la perception de la caféine. Nous avons
utilisé une lignée d’insertion qui présente un transposon au niveau de l'exon 2 pouvant
potentiellement perturber I'expression de CYP6d5. Les tests comportementaux avec cette lignée
montrent une perturbation importante de la perception de la caféine confirmant le role de
CYP6d5 dans cette détection. Bien que cette lignée P n’ait pas été caractérisée par PCR inverse,
nous avons plusieurs arguments montrant que l'insertion de I'élément P au niveau de 'exon 2

de CYP6d5 entraine une dérégulation transcriptionnelle et traductionnelle de CYP6d5.
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La caractérisation de I'élément P pourra étre complétée en analysant les séquences
adjacentes du lieu d’insertion par PCR- inverse et séquencage et en générant des lignées
d’excision propre de I'élément P (rescue).

2.2.3 Ciblage dans les cellules accessoires (Cut-GAL4)

L’une des étapes délicate de ce projet a été d’identifier et de sélectionner un marqueur
des cellules accessoires exprimé dans le proboscis. A ce jour, trés peu d'informations sont

disponibles sur les marqueurs des cellules accessoires dans le proboscis.

Nous avons arrété notre choix sur le marqueur Cut qui est un marqueur de toutes les
cellules accessoires (thormogenes, tricogénes et techogenes) dans le systéme mécano-sensoriel

de l'aile (Van De Bor & Giangrande 2001).

Tout d’abord, nous avons vérifié si nous pouvions extrapoler son expression dans le
proboscis. Nous avons mis en évidence que Cut s’exprime au sein du proboscis dans des cellules
non neuronales, cependant nous n’avons aucune information sur le type de cellules accessoires

marquées dans le proboscis.

A l'issu des tests comportementaux, nous n’avons pas observé d’effet de la diminution de
I'expression de CYP6d5 spécifiquement dirigée dans les cellules exprimant Cut dans la détection

de la caféine.

Afin de compléter cette étude comportementale, plusieurs perspectives intéressantes
pourront étre envisagées. Tout d’abord, nous pourrions tester 2 autres lignées GAL4 décrites
comme étant spécifiques des cellules accessoires: nompA et ASE5 qui s’expriment
respectivement dans les cellules techogénes et thormogenes. Ensuite, il serait également
intéressant de déterminer si CYP6d5 présente un role dans la détection de la caféine via les
cellules gliales en utilisant la lignée driver Repo-GAL4, apres avoir au préalable déterminé une

éventuelle co-expression entre les cellules exprimant Repo et CYP6D5 par immunohistochimie.

Les EMX sont organisées en un réseau complexe d’enzymes chevauchantes. Plusieurs
enzymes de la méme famille ou de phases différentes peuvent intervenir dans la dégradation
d’'une méme molécule. Qu’en est-il de I'organisation des EMX dans la perception sensorielle de
la caféine ? Il serait tres intéressant de générer des lignées doubles RNAiCYP pour CYP6d5 et
CYP4d14 par exemple et ainsi nous pourrions peut-étre observer cet « effet cumulatif » dans

I'altération de la perception de la caféine. Par ailleurs, il serait intéressant de générer des lignées
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doubles RNAi en combinant des enzymes de différentes phases (CYP et UGT par exemple) parmi
le péri-réceptome de la caféine, afin de mettre en évidence si des EMX d’autres classes
participent a la perception sensorielle de la caféine.

2.3- Localisation de CYP6d5 par hybridation in situ et
immunohistochimie

Nous avons basé notre projet sur l'identification par analyse transcriptomique d’EMX
candidates potentiellement impliquées dans la perception de la caféine. Les tests gustatifs sur
les lignées RNAi impliquent effectivement CYP6d5 dans la perception de la caféine. Nous avons

donc souhaité mettre en corrélation ces résultats avec la localisation de CYP6d5.

Compte tenu de la proximité entre les molécules sensorielles et les neurones sensoriels
et du role de détoxication des CYP, il semblait judicieux de s’intéresser a une éventuelle co-
localisation de CYP6d5 avec un ou plusieurs type cellulaire abrités par la sensille telles que les
neurones et les cellules accessoires afin d’asseoir 'hypothese d'une implication des CYP dans la

dynamique rapide et efficace des récepteurs.

A Tissu de l'étude du patron d’expression de CYP6d5 par hybridation in situ et

immunohistochimie, nous avons mis en évidence 3 zones d’expression de CYP6d5.

Tout d’abord, nous avons observé que CYP6d5 s’exprime au niveau des cellules de
I’épiderme du proboscis. Celles-ci constituent une premiere barriere de protection du proboscis
a I'instar de la peau chez 'homme. Compte tenu du réle de détoxication premier des CYP, nous

pouvons conclure que CYP6d5 y joue un réle de protection.

De la méme maniere, nous avons constaté que CYP6d5 s’exprime également au niveau
des cellules bordant les trachées. Les trachées sont un lieu d’échange de gaz entre
I'environnement et I'animal, la présence d’enzyme de détoxication en bordure des trachées

renforce leur role dans la détoxication de I'organisme.

Par ailleurs, nous avons également remarqué que CYP6d5 s’exprime dans une structure
située a la base des sensilles sensorielles, au niveau des poches sensillaires. Bien que le
marquage se révele tres diffus et granuleux, nous avons établi une co-expression de CYP6d5 avec

la membrane plasmique des neurones sensoriels et des cellules accessoires.
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En effet, dans la littérature, les cellules accessoires sont décrites comme entourant les
neurones et formant une sorte de gaine de protection pluristratifiée. Lorsque I'expression de Cut
est adressée a la membrane plasmique dans la lignée transgénique Cut-GAL4 / UAS-mCD8-GFP,
I’ensemble des cellules accessoires de la poche sensillaire exprimant Cut sont mises en évidence
par un marquage trés diffus et granuleux. Nous avons remarqué que le profil d’expression de
CYP6d5 est similaire a celui de Cut-GAL4 / UAS-mCD8-GFP suggérant que CYP6d5 s’exprime au

niveau de la membrane plasmique des cellules accessoires.

Le schéma ci-dessous propose le mécanisme d’action soulevé pour notre étude:
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Figure 46: Schéma hypothétique du mécanisme d’action de CYP6d5 membranaire dans la
perception sensorielle de la caféine chez Drosophila melanogaster.

CYP6d5 est exprimé a la membrane des neurones et des cellules accessoires dans les sensilles gustatives
ainsi que dans les cellules épidermiques du proboscis. L'inhibition ciblée de CYP6d5 dans les neurones
entraine une perturbation de la perception de la caféine. Ceci s’expliquerait par une implication de
CYP6d5 dans la dynamique de clairance du récepteur sensoriel, permettant a ce dernier de conserver sa
sensibilité.
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En effet, une étude récente a montré que chez les mammiferes, plusieurs CYP étaient
adressés a la membrane plasmique (Neve & Ingelman-Sundberg 2008) et chez l'insecte, cette
hypothése a également été formulée en proposant que les CYP soient ancrés dans la membrane
plasmique avec leurs sites actifs dirigés vers I'espace extracellulaire afin d’expliquer l'aspect
dynamique et réactif des phénomenes se produisant dans I'’espace péri-récepteur (Maibeche-
Coisne et al, 2004b). En perspective, une étude par microscopie électronique permettrait de

conclure sur cette localisation.

2.4- Role de CYP6d5 dans la perception sensorielle de la caféine chez

Drosophila melanogaster

De maniére originale, nos résultats suggérent que CYP6d5 s’exprime au niveau de la
membrane plasmique des neurones sensoriels et qu'une diminution de I’expression ciblée dans
les neurones sensoriels provoque une perturbation de la perception a la caféine. Ainsi une
exposition a la caféine, en 'absence ou en présence de faible quantité de CYP6d5 entrainerait une
saturation du récepteur sensible a la caféine provoquant une altération de la perception de la

caféine.

En revanche, bien que CYP6d5 semble également étre adressée a la membrane des
cellules accessoires, une inhibition ciblée de CYP6d5 ne semble pas altérer la perception de la
caféine. Ce phénotype comportemental peut s’expliquer par le fait que les cellules accessoires
n'expriment pas les récepteurs sensoriels sensibles a la caféine et ne participent pas la
transduction du signal sensoriel. Ainsi une inhibition de I'expression CYP6d5 au niveau de la

membrane des cellules accessoires n’aurait pas d’'impact sur la perception de la caféine.

Notre étude conforterait 'hypothése émise dans I'étude de (Maibeche-Coisne et al,
2004b), suggérant une localisation d’'un CYP au niveau de la membrane cytoplasmique avec un

site actif dirigé vers I'espace extracellulaire (Figure 46).

L’hypothese de la sécrétion de CYP6d5 dans la lymphe sensillaire laisse penser qu’un effet
comportemental aurait dii étre observé lorsque l'expression de CYP6d5 est inhibée dans les
neurones sensoriels et dans les cellules accessoires. Or, seule une inhibition dans les neurones
provoque une altération de la perception de la caféine. Ces résultats pourraient s’expliquer par
une sécrétion basale de CYP6d5 différentielle entre les neurones et les cellules accessoires

correspondant a une sécrétion plus importante de CYP6d5 dans les neurones.
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Partie 3: Métabolisme de la caféine chez Drosophila
melanogaster

3.1- La caféine induit une régulation de I'expression d’EMX dans le

corps (abdomen /thorax)

Plusieurs genes induits dans les appendices sensoriels et dans le corps (CYP12d1, CYP6a8,
CYP6d5, CYP4p1, CYP304al, CYP6a9, CYP6a20 et GSTD5) ont déja été répertoriés dans des
travaux antérieurs sur la régulation des EMX dans la résistance aux insecticides (Daborn et al,
2012, Le Goff et al, 2006, Willoughby et al,, 2006). Nous avons également remarqué que les 3
CYP les plus fortement induits dans les appendices sensoriels sont également ceux les plus
fortement exprimés dans les corps. Cette observation renforce I'idée d’un role de ces CYP dans

la prise en charge et la dégradation de la caféine.

Parmi, les génes dont 'expression est modulée par la caféine, nous avons également
observé plusieurs enzymes du péri-réceptome de la caféine (OBP, CYP, GST, UGT, transporteurs)
dont I'expression est fortement diminuée par I’exposition a la caféine. Cette constatation est
surprenante car la logique voudrait qu'un organisme mobilise I'ensemble de son systeme de
détoxication pour éliminer une molécule potentiellement toxique. La sous-expression d’EMX
suite a une exposition a un xénobiotique est tres peu documentée dans la littérature. On peut
supposer que dans certains cas particuliers, 'organisme programme certains genes d’'EMX afin
que leur expression ne soit pas induite par leur ligand, mais au contraire réprimée afin de
conserver la biodisponibilité du ligand. Par exemple, I'acide litocholique (un acide biliaire
synthétisé par la flore intestinale chez I'homme), dont les propriétés anticancéreuses ont été

démontrées, inhibe UGT2B7, I'’enzyme chargée de son catabolisme (Lu et al, 2005).

Cette inhibition concernerait des enzymes dont I'activité parasiterait celle des enzymes
impliquées dans le métabolisme de la caféine, peut étre en perturbant les interactions
coopératives des EMX (phase I-phase I, phase II-phase II, phase I-phase II) qui ont été
démontrées (Ishii et al, 2007).

L’analyse des données transcriptomiques est un exercice trés délicat a effectuer, d’autant
plus que les EMX sont organisées en réseau d’enzymes aux activités chevauchantes et aux
interactions fonctionnelles. Mais, elle nous a cependant permis de suggérer l'existence d'un
réseau de protéines potentiellement impliquées dans la prise en charge, la dégradation,

'interaction ligand / récepteur et I'élimination de la caféine dans le corps de la drosophile.
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Afin d’impliquer fonctionnellement les CYP dans le métabolisme de la caféine chez
Drosophila melanogaster, nous avons sélectionné les 3 CYP les plus fortement induits par la

caféine dans le corps: CYP12d1, CYP6a8 et CYP6d5.

3.2-Caractérisation du métabolisme de la caféine

Chez les mammiféres, la caféine est principalement métabolisée par CYP1A2 en 4
meétabolites: paraxanthine, théobromine, théophylline et 'acide 1,3,7-triméthylurique (Kot &

Daniel 2008b).

Pour la premiére fois chez les insectes, nous avons montré que la caféine ingérée est
dégradée en 8 métabolites distincts. Parmi ces métabolites, nous en avons répertorié 4 qui sont
majoritaires dont 3 qui sont communs avec les vertébrés, a savoir la théobromine, la
paraxanthine et la théophylline et un métabolite nommé M2 que nous n’avons pas encore

identifié mais qui devra étre caractérisé ultérieurement par HPLC préparative et RMN.

La dégradation de la caféine en théobromine, en paraxanthine et en théophylline implique

une conservation entre vertébrés et invertébrés de la voie de dégradation par N-déméthylation.

Chez les mammiferes, le métabolite majoritairement synthétisé a partir de la caféine varie
entre les espéces. Par exemple chez '’homme, la paraxanthine est la forme la plus métabolisée
alors que chez le rat et le singe, c’est respectivement l'acide 1,3,7-triméthylurique et la

théophylline qui sont les métabolites majoritaires (Berthou et al, 1992, Bonati et al, 1984).

Chez la drosophile, notre étude a révélé que la caféine est majoritairement métabolisée
en théobromine, cela suggere I'existence de mécanisme enzymatique propre ala drosophile vis-

a-vis de la caféine.
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Dans I'étude du métabolisme de la caféine chez la drosophile, nous n’avons pas pu

identifier I'acide 1,3,7-triméthylurique. Plusieurs hypotheses se posent :

- I'acide 1,3,7-triméthylurique est issu d’'une hydroxylation en C-8 de la caféine chez les

mammiferes et il se pourrait que cette voie métabolique n’existe pas chez la drosophile.

- Le profil de migration des métabolites radiomarqués dérivant de la caféine chez la
drosophile montre deux métabolites avec un temps de rétention tres proche de celui de 'acide
triméthylurique. Selon I'étude de (Benchekroun et al, 1997), le marquage radioactif peut
modifier 1égerement le profil de migration de certaines molécules. S’il s’avére que le marquage
radioactif de cette molécule peut modifier son temps de rétention, il se pourrait que I'acide 1,3,7-
triméthylurique soit I'un de ces métabolites mais I'étude quantitative révele qu’il ne ferait pas

parti des métabolites majoritaires de la caféine.

Seuls les 4 métabolites majoritaires (théobromine, M2, paraxanthine et théophylline) ont
été considérés pour la suite de notre étude. En effet, nous ne pouvons pas exclure 1‘éventualité
que les 4 autres métabolites de plus faible intensité, observés apres 2 heures de consommation
de la caféine, soient des métabolites secondaires issus de la dégradation des 4 métabolites

principaux.

Pour tester cette hypothese, il serait intéressant de réaliser une cinétique sur des lignées
controles afin de caractériser la dynamique de dégradation de la caféine au cours du temps. De
plus, dans notre étude, nous avons choisi d’étre en condition saturante de caféine, mais nous
pourrions envisager de réduire cette concentration qui nous permettrait peut-étre d’observer a

la fois la disparition de caféine et 'apparition des métabolites de la caféine.

L’utilisation d'un inhibiteur des CYP en 'occurrence, le métyrapone, nous a permis de
mettre en évidence pour la premiere fois que le métabolisme de la caféine chez les insectes est

également CYP-dépendant.

3.3- Implication de CYP12d1, CYP6a8 et CYP6d5 dans le métabolisme de
la caféine dans le corps

Par ailleurs, les études de (Kot & Daniel 2007) en particulier montrent que généralement
les CYP induits par un xénobiotique participent a son métabolisme. Afin de vérifier si c’est le cas

chez la drosophile, nous avons inhibé spécifiquement I'expression de
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CYP12d1, CYP6a8 et CYP6d5 dans I'ensemble du corps des individus et analysé leur profil

meétabolique suite a I'ingestion de caféine.

(i)- La diminution de I'expression de CYP6d5 ciblée dans I'’ensemble du corps entraine
une disparition de la théobromine et une augmentation de la quantité du métabolite M2. Ces
résultats montrent clairement que CYP6d5 biotransforme la caféine en théobromine. De plus,
I'augmentation de la quantité du métabolite M2 peut refléter une accumulation de M2 suggérant

que CYP6d5 pourrait étre impliqué dans la dégradation du métabolite Ma.

En parallele, nous avons vérifié le niveau d’expression de CYP6d5, CYP6a8 et CYP12d1
candidats dans la lignée CYP6d5 transgénique. Seule 'expression de CYP6d5 est diminuée
indiquant une spécificité d’'inhibition de CYP6d5 chez les individus CYP6d5 transgéniques.
Toutefois, étant donné que seul le niveau d’expression de nos 3 candidats a été mesuré, nous ne
pouvons pas exclure que l'expression d’autres CYP soit modulée au sein de ces individus

transgéniques.

(ii)- Une diminution de 'expression de CYP6a8 entraine une augmentation significative
de la quantité de théobromine, du métabolite Mz et de la paraxanthine suggérant une implication
de CYP6a8 dans la dégradation de ces métabolites principaux. La vérification q-PCR a révélé que

seule I'expression de CYP6a8 était diminuée chez les individus CYP6a8 transgéniques.

(iii)- Enfin, une diminution de l'’expression de CYP12d1 entraine cette fois-ci une
diminution de la quantité du métabolite M2 suggérant une implication de CYP12d1 dans la
biotransformation de la caféine en M2. Cependant, la vérification par RT-q-PCR a montré que
chezles individus CYP12d1 transgéniques, I'expression de CYP12d1 était diminuée de 70 %, celle
de CYP6a8 augmentée de 400 % par rapport a son niveau basal et celle de CYP6d5 reste
inchangée. Ces variations refletent peut étre un phénomene de compensation transcriptionnelle

entre CYP12d1 et CYP6a8 reflétant ainsi la complexité du réseau des EMX.

Nous avons constaté que lorsque I'expression de CYP12d1 diminuait alors celle de CYP6a8
augmentait, la quantité de Mz diminuait. Si, comme nous I'avons suggéré précédemment, CYP6a8
participe a la dégradation du métabolite M2 alors la quantité de M2 devrait diminuer, et c’est que

nous constatons. Ainsi I'action des enzymes CYP12d1 et CYP6a8
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serait complémentaire: CYP12d1 interviendrait dans la dégradation de la caféine en Mz et

ensuite CYP6a8 interviendrait pour transformer le métabolite M.

Une seconde hypothése ne peut pas étre exclue. Le phénotype observé pourrait étre
uniquement di a l'action de CYP6a8 qui serait sur-exprimé chez les individus CYP12d1
transgéniques. Afin d’étayer cette hypothese, il faudrait sélectionner une autre lignée CYP12d1

transgénique dans laquelle I'expression de CYP6a8 ne serait pas modulée.

Le schéma ci-dessous récapitule les éventuels roles fonctionnels de nos CYP candidats dans

la dégradation de la caféine:
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Figure 47: Schéma hypothétique de I'implication des CYP12d1, CYP6a8 et CYP6d5 dans la voie de
dégradation de la caféine chez Drosophila melanogaster.

Nos résultats ont montré que la caféine est dégradée par les CYP en 4 métabolites primaires: la
théobromine, la paraxanthine, la théophylline et un métabolite non identifié nommé dans notre étude M.
Plus précisément, nous avons démontré que CYP6d5 serait responsable de la biotransformation de la
caféine en théobromine et participerait également a la dégradation du métabolite M. Le candidat CYP6a8
seraitimpliqué dans la dégradation des métabolites la théobromine, M; et la théophylline. Enfin, CYP12d1
semblerait impliqué dans la dégradation de la caféine en métabolite M.

Notre étude ne nous a pas permis d’identifier des candidats impliqués dans la
dégradation de la caféine en paraxanthine et en théophylline. Seuls 3 CYP ont été testés.

Cependant nous ne pouvons pas exclure I'intervention d’autres CYP et ou d’autres EMX.
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Nous avons pour la premiere fois mis en évidence le role direct de CYP6d5 dans la
biotransformation de la caféine en théobromine, elle apparait étre une enzyme pivot du

métabolisme de la caféine (Figure 47).

Chez les mammiferes, bien que CYP1A2 catalyse la majorité de la dégradation de la
caféine pour chaque réaction de N-déméthylation, d’autres enzymes CYP sont également
impliquées (Kot & Daniel 2008b, c). De maniere originale, chez la drosophile CYP6d5 catalyserait
a elle seule, la réaction de 1N-déméthylation. Il peut étre envisagé d’exprimer CYP6d5 en cellule

hétérologue afin de tester cette activité spécifique.

Dans I'étude des mécanismes de résistance vis-a-vis de la caféine en tant qu’insecticide,
les lignées présentant un niveau élevé d’expression de CYP6d5 et/ou une capacité accrue de
synthese de la théobromine pourraient servir de modele d’étude. En effet, la spécificité de
CYP6DS5 en fait une enzyme dont le role est critique dans le métabolisme de la caféine et donc

dans sa détoxication.

D’autre part, la sélection de lignées présentant une réduction du niveau d’expression ou
d’activité spécifique de CYP6D5 pourrait étre utilisée pour étudier I'impact physiologique et
neurophysiologique de la caféine. En effet, les roles fonctionnels de la caféine et de la
théobromine ont été décrits chez les mammiferes. Il serait intéressant d’étudier les effets
physiologiques des métabolites de la caféine et notamment, ceux de la théobromine chez les
insectes. Il a d’ailleurs été montré que la théobromine présentait des effets moins déléteres que
la caféine sur la mortalité, la fécondité chez la femelle et sur 'accouplement chez le male

drosophile (Matsagas et al.,, 2009)

L’équipe de Montell a montré par des études électrophysiologiques qu'une excision du
gene codant Gr66a entrainant une perturbation de la réponse a la caféine, de la paraxanthine. En
revanche la détection de la théobromine n’est pas modifié dans ce contexte génétique (Moon et
al, 2006). De plus, il a montré par une étude comportementale qu'une délétion de Gr93a
provoquait une perturbation de la perception de la caféine et de la théophylline, en revanche la
perception de la paraxanthine et de la théobromine ne semble pas affectée dans ce contexte
génétique (Lee et al, 2009). Ces résultats suggéreraient que la théobromine pourrait étre
détectée par un autre récepteur gustatif sensible aux molécules aversives tel que Gr33a. Dans
une certaine mesure, nos résultats apportent quelques éléments de réponse. En effet, apres 12

heures d’exposition a la caféine, nous avons observé une induction transcriptionnelle de Gr33a
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dans le corps de la drosophile. De plus, nous avons mis en évidence que la théobromine est le
meétabolite majoritaire de la caféine. Cette induction de Gr33a pourrait étre provoquée par la
théobromine issue de la dégradation de la caféine dans le corps. Afin de valider cette hypothese,
il faudrait tester la réponse électrophysiologique d'une lignée GR33a mutante envers la

théobromine.

Il existe un intérét grandissant du modeéle drosophile dans I’étude des pathologies et la
mise au point de traitements médicamenteux (Pandey & Nichols 2011). Chez 'homme, apres
ingestion de caféine, I'analyse qualitative et quantitative des métabolites de la caféine permet
de préciser le phénotype d’activité des CYP et de CYP1A2 en particulier. Ceci permet d’adapter
la posologie d'un traitement dont le métabolisme passe par ces mémes enzymes. Comme
CYP1A2, CYP6D5 semble avoir un role critique dans le métabolisme de la caféine. Ainsi, a I'instar
de CYP1A2, le dosage des métabolites et de la caféine et de la théobromine en particulier
permettrait de définir le phénotype CYP6D5 des lignées de drosophiles pour adapter le
traitement a I'étude. Cela implique d’étudier le réle de CYP6D5 dans le métabolisme des
médicaments. On peut noter que le phénobarbital, un médicament de type barbiturique, induit

I'expression de CYP6d5 (Le Goff et al, 2006, Sun et al, 2006).

Enfin, si 'on met en perspective les résultats obtenus pour le métabolisme de la caféine
et ceux obtenus concernant le role des CYP dans sa perception sensorielle, il apparait important
de vérifier si le métabolisme caractérisé dans le corps est équivalent a celui existant dans les
appendices sensoriels. Néanmoins, nous avons montré en réalisant deux études paralleles qu'il
y avait une corrélation évidente entre la caractérisation de CYP6d5 comme enzyme critique du
métabolisme de la caféine et le role significatif de cette enzyme dans la perception sensorielle de

la caféine.

140



Matériels et Méthodes



Matériels & Méthodes

Chapitre 8: Matériels et Méthodes
1- Matériels
1.1- Conditions d’élevage des drosophiles

Les drosophiles sont élevées dans une piece a 25°C avec un cycle de 12h de jour/12h de
nuit. Les souches sont entretenues sur un milieu nutritif (1,5% d’agar-agar, 10% de levure de
biere, 9% de farine de mais, 0,4% de para-hydroxy-benzoate de méthyle) assurant le
développement des larves et des adultes. Le maintien des souches se fait par repiquage des
adultes dans des tubes de milieu frais a chaque génération. A 25°C, une dizaine de jours sépare
deux générations, ce qui facilite I'étude rapide de la transmission des caractéres héréditaires.
De plus, I'ensemble des souches est également maintenu dans une piece a 18°C, ce qui permet

d'allonger le temps de développement des drosophiles a environ 20 jours.

1.2- Les lignées utilisées

Les différentes lignées utilisées ont été obtenues aupres du Bloomington Stock Center et
du Vienna Drosophila Ressource Center (VDRC). Leur génotype est décrit dans Flybase
(http://flybase.org/).

1.2.1- Les lignées controles

Deux lignées sauvages Canton-S (Cs) et W111s ont été utilisées en tant que lignées
témoins au cours de ce travail. Ces lignées nous ont également servi pour la mise au point des

parametres d’analyse des tests de comportement gustatif.
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Figure 48: Le Systeme GAL4/ UAS géne rapporteur.

Des individus porteurs du transgéne promoteur tissu-spécifique-GAL4 sont croisés avec des individus
porteurs du transgéne UAS-gene rapporteur. Les individus issus de ce croisement exprimeront GAL4
dans les cellules ou s’exprime le promoteur tissu-spécifique. Le géne rapporteur peut-étre par exemple
un marqueur fluorescent (GFP) ou un ARN interférent (RNAi).
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1.2.2- Les lignées transgéniques

1.2.2.1- Systéeme UAS/GAL4

Le systéme UAS-GAL4 est une technique qui fait intervenir deux séquences spécifiques
de la levure Saccharomyces cerevisiae, intégrées par mutagénese dans le génome de la
drosophile: (1) le gene GAL4 codant le facteur de transcription GAL4 et des séquences
activatrices contenant des sites de liaison UAS (Upstream Activator Sequence) pour la protéine
GAL4. Le gene GAL4 peut étre associé a un promoteur dont I'expression spatio-temporelle est
connue. Ainsi, les promoteurs tissus-spécifiques sont capables de diriger 1'expression du
facteur de transcription GAL4 selon leur propre profil d’expression. Le facteur de transcription
GAL4 se fixe aux séquences UAS situées en amont d’'un gene rapporteur et entraine ainsi sa
transcription. Le géne rapporteur sera activé uniquement dans les cellules ou la protéine GAL4
s’exprime. Une lignée GAL4 choisie pour son patron d’expression peut servir a piloter une

multitude de transgenes UAS-rapporteur.

Afin d’obtenir une lignée qui exprime un gene rapporteur de maniere tissu-spécifique, il
est nécessaire de croiser deux souches transgéniques: la premiere contient un promoteur tissu
ou cellules-spécifique associé au géne GAL4, dont le profil d’expression est connu et la seconde
renferme un gene rapporteur associé aux séquences UAS. La descendance exprimera le gene
rapporteur uniquement au niveau des tissus ou des cellules ou s’exprime GAL4. Il est par
exemple possible de vérifier le profil d’expression des lignées GAL4 en les croisant avecla lignée
transgénique présentant les séquences UAS associées a la molécule fluorescente GFP (green
fluorescente protein). Ainsi, les individus issus du croisement entre la lignée driver-GAL4 et
UAS-GFP exprimeront la GFP uniquement dans les tissus et cellules ou s’exprime la protéine

GAL4 et seront visible en fluorescence (Figure 48) (Duffy 2002).
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1.2.2.2- Lignées transgéniques GAL4 utilisées

Tableau 7: Liste des lignées GAL4 utilisées

Lignées Génotypes / Alléles Lignée | Provenance | Expression Tissus
. W+; P{GAL4-btl.S}2, P{UASp-Act5C.T:GFP}2/Cy0, . L .
Actine5C-GAL4 { 12, P{UASP-AC 12/Cy 8807 Bloomington Ubiquitaire Corps entier
P{lacZ-un3}276
Neuralized-GAL4| W11s; P{GawB}neurGAL4-A101 KgV/TM3, Sb1 | 6393 Bloomington Neurones Appendices
sensoriels sensoriels
Elav-GAL4 W+ P{GAL4-elav.L}2 8760 Bloomington Neurones Proboscis
MB247-GAL4 W; P{Mef2-GAL4.247)3 50742 Bloomington Mushroom | = Mushroom
Bodies Bodies
Gr66a-GAL4 W, P{Gr66a-GAL4}2; TM6B/MKRS 28801 K. Scott Neurones Proboscis
sensoriels Pattes
Gr33a-GAL4 Wr;Sp/Cy0; P{Gr33a-GAL4}3 J. Carlson Neurones Proboscis
sensoriels Pattes
) Cellules .
Cut-GAL4 W+; P{cut-GAL4.B}3 27327 Bloomington . Proboscis
accessoires
Repo-GAL4 W+; P{repo-GAL4/TM6B}3 45224 Bloomington  |Cellules gliales Proboscis

1.2.3- Lignées transgéniques UAS ARN interférent utilisées (RNAi)

L’utilisation d’'une lignée UAS-dsRNAi couplée avec une lignée driver-GAL4 permet de

diminuer le niveau d’expression d'un gene cible dans des tissus ou des organes spécifiques.

Tableau 8: Liste des lignées RNAI utilisées

Génes Numéro CG Lignée Insertion | Chromosome | Provenance
CYP12d1 CG30489 49271 GD 2 VDRC
CYP12d1 CG30489 109256 KK 2 VDRC

CYP6a8 CG10248 4884 GD 2 VDRC

CYPba8 CG10248 100459 GD 2 VDRC

CYP6d5 CG3050 12138 GD 2 VDRC

CYP6d5 CG3050 12139 GD 2 VDRC

CYP6d5 CG3050 107641 KK 2 VDRC
CYP4d14 CG3540 14598 GD 3 VDRC
CYP4di4 CG3540 14599 GD 1 VDRC
CYP4d14 CG3540 48318 GD 3 VDRC
CYP4d14 CG3540 48319 GD 2 VDRC

CYP4d1 CG3656 109341 KK 2 VDRC
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Figure 49: Mécanisme de ’ARN interférence (RNAi).

L’ARN double brin précurseur est clivé en petits fragments de 25pb appelés siRNA. Les siRNA sont pris
en charge par le complexe protéique RISC et entraine le clivage et la dégradation de I’ARN cible.
Le RNAi peut ainsi directement inhiber ou rendre silencieux I'expression du gene cible.
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1.3- Principe de I'ARN interférent

1.3.1- Génération des siRNA

Le mécanisme d’extinction d’expression de gene est déclenché par l'introduction d’ARN
double brin (ARN db) dans la cellule. Les ARN db sont pris en charge par une ribonucléase
appelée DICER, qui va cliver les ARN db précurseurs en petits fragments d’ARN db de 21 a 25 pb
nommés siRNA (small interfering RNA). Apreés clivage, les siRNA double brins, fixés a DICER vont
s’associer a la protéine Argonaute pour former le complexe multi-protéique RISC actif (RNA-

indices silencing complex).

1.3.2- Activation du complexe RISC

Une fois le complexe RISC activé, les deux brins du siRNA sont dissociés et I'une des extrémités
5’ de 'ARN reste fixée a la protéine Argonaute, ce brin sera appelé brin guide tandis que le brin
complémentaire sera dégradé. Le siRNA simple brin va diriger le complexe RISC vers la séquence
de 'ARNm cible. Si la complémentarité entre le siRNA et 'ARNm cible est parfaite, alors le
complexe RISC va cliver '’ARNm et entrainer sa dégradation empéchant ainsi la traduction de la

protéine correspondante (Figure 49).
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2- Méthodes
2.1- Approche transcriptomique

2.1.1- Exposition a la caféine

Des individus Cs males agés entre 4 et 6 jours ont été mis a jeliner pendant 16 heures a
25°C dans un tube en verre contenant du papier humide. Ensuite, ils ont été transférés sur un
milieu d’élevage supplémenté en caféine a une concentration finale de 18mM pendant 24 heures.
Apres I'exposition, ils ont été anesthésiés sur la glace puis les proboscis ont été disséqués
manuellement et 'ensemble des autres appendices sensoriels ont été séparés des corps et
récoltés par la méthode de séparation sur un tamis. Les échantillons ont été conservés a -80°C
dans 500puL de TRIzol (5 Prime). Quatre conditions ont été réalisés pour cette étude: 3 réplicats
biologiques de corps / d’appendices sensoriels traités a la caféine et 3 réplicats biologiques de
corps / d’appendices sensoriels non traités a la caféine. Dans le cas des individus non traités a la

caféine, le volume de caféine ajouté au milieu nutritif a été remplacé par de |'eau distillée.

2.1.2- Etude transcriptomique

Laréalisation et I'analyse de I’étude transcriptomique a partir d'une puce pan-génomique
de drosophile ont été confiées a la société Imaxio. Les échantillons d’ARN ont été hybridés sur
des lames type Microarray (Drosophile 4 X 44K, Agilent Technologies) selon une approche
simple couleur. Cette approche permet une comparaison directe des intensités de fluorescence
entre les puces, sans avoir recours a une référence commune. Au préalable, les ARNs ont été
dosés au spectrophotometre NanoDrop ND-1000 et dilués a 180ng/uL en vue du marquage.
L’intégrité, la qualité et la pureté des ARN ont été évaluées par un Bioanalyseur 2100 (Agilent

Technologies).

Marqueés par le kit Low Input Quick Amp labelling kit, one color (Agilent Technologies),
les ARNc (ARN marqués a la Cyanine 3) ont été purifiés sur colonne RNeasy Mini kit (Qiagen) et
clivés par dénaturation (30 min, 60°C) en fragments d’ARNc de 50 a 200 nucléotides. L'étape de
fragmentation des ARNCc est essentielle afin d’éviter la mise en place de structures secondaires

des transcrits qui peuvent interférer avec I'étape d’hybridation sur puce.
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Ensuite, les ARNc marqués a la Cyanine 3 ont été hybridés sur la puce pan-génomique
pendant 17 heures a 65°C et les lames ont été scannées (scanner G2505C, Agilent Technologies)

et analysées avec le logiciel Feature Extraction 10.1.

Analyses statistiques :

L’étude transcriptomique est définie par deux parametres (les tissus et le traitement). Les 4

conditions de I'étude pouvant étre comparées sont les suivantes:

(i) Lesappendices sensoriels traités a la caféine et (ii) non traités a la caféine.

(iii) Les corps traités a la caféine et (iv) non traités a la caféine.

Selon la comparaison souhaitée, deux tests statistiques différents ont été utilisés. Les

différences significatives d’expression de génes entre les quatre conditions ont été évaluées par

une ANOVA avec les critéres suivants: p-value < 0.05 et une correction de Benjamini-Hochberg.

Par contre, les différences significatives d’expression de génes entre deux conditions ont
été évaluées par un test t avec les criteres suivants: p-value < 0,05 et une correction de

Benjamini-Hochberg.

Pour notre étude, plusieurs genes candidats, dont I'expression est induite par I’exposition
a la caféine dans chaque tissu, ont été sélectionnés avec un facteur d’induction (Cut-off)

supérieur a 2 et une p-Value inférieur a 0,05.
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5mM saccharose / 10mM caféine
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Figure 50: Présentation du dispositif comportemental MultiCAFE.

(A)- Test contrdle saccharose: Les individus testés ont le choix entre deux solutions colorées de
saccharose a 1ImM et 5mM.

(B)- Test caféine: Dans le cas du test caféine, les individus ont le choix entre une solution de saccharose
1mM et un mélange de saccharose 5mM et caféine 10mM.

Les individus sont testés pendant 2 heures a 'obscurité et un indice de préférence est calculé vis-a-vis du
1mM saccharose al’issu du test. Modifié a partir de (Sellier et al,, 2011).
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2.2- Approche comportementale

2.2.1- Tri des individus

A I'émergence, les individus males et femelles, anesthésiés au COz, sont sexés sous une
loupe binoculaire (Leica MZ6), puis groupés en lot de 45 individus dans des tubes contenant du
milieu frais. Cinq a sept jours apres 'émergence, la capacité des individus a détecter la caféine
est évaluée en utilisant des tests comportementaux gustatifs a choix multiple. La veille du test,
les individus sont mis a jeliner pendant 18 a 20 heures dans un tube en verre contenant du papier

humide.

2.2.2- Test comportemental de gustation MultiCAFE

Le test comportemental de gustation MultiCAFE permet d’évaluer la capacité des
individus testés a discriminer deux solutions différentes lorsqu’ils sont confrontés a ce choix
(Sellier et al, 2011). De plus, le MultiCAFE permet a la fois de visualiser et de mesurer avec

précision le volume consommé de chaque solution.

Les individus de chaque lignée sont sexés et testés entre 5 et 7 jours apres I'’émergence.
Ils sont mis a jeliner pendant 18 a 20 heures a 25°C dans un tube en verre contenant du papier
humide la veille du test. Les tests comportementaux sont réalisés dans une piece a 25°C avec

50% - 60% d’humidité afin de limiter I'évaporation des solutions.

Les individus sont introduits par lot de 35-40 mouches dans une boite en plastique
(Caubere ; Réf962 dimension 90*60*20) qui contient une lame en verre fixée avec de la patafix
(UHU). Au préalable six capillaires, (Fisher Minicaps 5pL Référence 95860) remplis des solutions
d’intérét ont été fixés sur lalame en verre avec du scotch double face (UHU) de maniére paralléle,
dans le méme plan et a égale distance les uns des autres (Figure 50). Ensuite, les boites sont
placées dans une enceinte humidifiée a l'obscurité pendant 2 heures. Afin de faciliter la
visualisation de la consommation des différentes solutions, dans chaque capillaire, les deux

solutions sont colorées avec un colorant rouge (2mg/mL de sulforhodamine).

Trois capillaires sont remplis d’'une solution de saccharose a 1mM et les trois autres
capillaires sont remplis avec une solution de saccharose a 5mM dans le cas du test Controle
saccharose (Figure 50A) ou avec un mélange de saccharose a 5mM/caféine a 10mM dans le cas

du test caféine (Figure 50B). Les boites sont scannées une premiere fois avant d’'introduire les
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drosophiles a t=0 heure puis a la fin du test a t=2 heures. Une boite témoin (Evaporation), ne
contenant pas de drosophiles, est réalisée a chaque test dans les mémes conditions afin de

mesurer I'évaporation moyenne qui a eu lieu dans chaque capillaire au cours de I'expérience.

Les images sont analysées en utilisant le logiciel Image ] qui permet de mesurer le volume
moyen consommé de chaque solution dans chaque capillaire. Afin de déterminer avec précision
le volume moyen consommé dans les capillaires, il est indispensable de retrancher le volume

moyen d’évaporation des solutions dans chaque capillaire.

Ensuite, un indice de préférence pour la solution de saccharose 1mM est calculé pour

chaque lignée transgénique et controle ainsi que pour chaque test.

Lorsque I'IP calculé est compris entre 0 et 1, il indique une préférence marquée des
individus pour la solution de référence : saccharose 1mM. Si I'IP est compris entre -1 et 0, il
montre une préférence des individus, d'une part, pour le saccharose 5mM dans le test controle
saccharose (Figure 50A), et d’autre part, pour le mélange saccharose 5mM/caféine 10mM dans

le test caféine. (Figure 50B).

Analyse statistique: Les différences obtenues entre les indices de préférence des lignées
mutantes et leurs témoins ont été analysées par le test non paramétrique de Kruskal-Wallis
(Rcmdr ; version 3.0.2). Les données sont considérées significativement différentes lorsque la p

value est inférieure a 0,05 (* p < 0,05).

2.3- Approches en Biologie Moléculaire

2.3.1- Séparation / Dissection des tissus

La séparation des différents tissus (corps, tétes et appendices sensoriels) est effectuée
sur des individus agés de 5 a 7 jours, qui sont placés dans un dispositif contenant un tamis muni
d'un maillage suffisamment fin pour ne laisser passer que les appendices (3éme segment
antennaire, palpes labiaux, pattes, soies).

Le tamis et les individus sont refroidis grace a de I'azote liquide permettant la fragilisation
des tissus et leur conservation, puis le tout est placé sur un agitateur type vortex pendant 30

secondes afin de séparer les différents tissus par friction mécanique.
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Ensuite, le contenu du tamis est transféré dans un autre tamis disposant d'un maillage plus
grand, permettant de séparer les tétes des corps. Les tissus sont immédiatement placés dans
500pL de TRIzol (5 Prime) puis stockés a -80°C jusqu’a utilisation.

Lors de l'utilisation de lignées driver GAL4 dont I'expression est limitée au proboscis et
aux pattes prothoraciques, la technique de séparation sur tamis n’a pas pu étre réalisée. Les
tissus ont alors été disséqués manuellement sur des individus anesthésiés sur la glace. Les
nombres de mouches nécessaires pour extraire les ARN de ces tissus pour un réplicat biologique
sont les suivantes: entre 10 et 20 pour les corps entiers; entre 100 et 200 pour I'ensemble des

appendices sensoriels et entre 80 et 100 pour les proboscis et les pattes prothoraciques.

2.3.2- Extraction d’ARN totaux

Les tissus sont placés dans des microtubes contenant 500uL de TRIzol (5 PRIME) et une
bille de tungsténe (Tungsten Carbide Beads, 3 mm, Qiagen) et 'ensemble est placé dans le
TissueLyser (Qiagen) (2x 30 sec a 30 Hz) afin de lyser I'ensemble des tissus et des cellules. Les
échantillons sont, par la suite, incubés a température ambiante pendant 5 minutes afin de
permettre une compléte dissociation des complexes nucléoprotéiques. Un volume de 50uL de
BAN (4-bromoanisole) (Euromedex) est ajouté et 'homogénat est mélangé vigoureusement puis

incubé a température ambiante pendant 10 minutes.

Une premiere centrifugation (12 000 g, 15 min a 4°C) permet la séparation de deux
phases: organique et aqueuse. Les phases organique et intermédiaire contiennent le phénol, le
chloroforme, les lipides, les protéines ainsi que ’ADN génomique. Les ARN totaux contenus dans
la phase aqueuse sont transférés dans un nouveau tube et sont précipités par 250uL
d'isopropanol, puis incubés a température ambiante pendant 10 minutes. Les échantillons sont
ensuite centrifugés (12 000 g, 10 min a 4°C) et le culot obtenu est lavé deux fois dans 500pL
d'éthanol 75° et centrifugé a chaque fois a 7 500 g pendant 5 minutes a 4°C. Le culot est séché a

'air ambiant.

Les ARN totaux issus des corps entiers, du mélange appendices sensoriels / tétes et de la
dissection proboscis / pattes prothoraciques sont respectivement repris dans 150puL, 80puL et
12uL. d'eau DEPC. La qualité et la quantité des ARN extraits sont déterminées par
spectrophotométrie et les échantillons sont conservés a -80°C. La qualité et la quantité des ARN

extraits sont déterminées par spectrophotométrie et les échantillons sont conservés a -80°C.
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2.3.3- Dosage spectrophotométrique de 'ARN

La concentration des ARN totaux est mesurée par spectrophotométrie. La mesure de la
densité optique des échantillons est effectuée a 260 et 280 et 230 nm (1 unité de Densité
Optique: 40ug /uL d’ARN). Les ratios 260/280 et 260/230 permettent d’évaluer la pureté des
ARN. Les ARN sont considérés comme purs si le ratio DO260/DO2s0 est compris entre 1,8 et 2,0.
Au-dessous de cette valeur, les échantillons sont contaminés en protéines. Le ratio DO260/D0230
est un indicateur de contaminations phénoliques et doit étre supérieur a 2,0. Il est également

possible de vérifier la qualité des ARN totaux par électrophorese sur gel d’agarose 1%.

2.3.4- Synthese des ADN complémentaires (ADNCc)

Afin d’éliminer toute trace d’ADN génomique, 2ug d’ARN totaux sont incubés avec la
DNAse 1 (RNAse free; 1U/pL; Fermentas) pendant 30 minutes a 37°C dans un volume
réactionnel de 20pL. La réaction est stoppée par I'ajout de 2pL. d’EDTA et incubée pendant 10

minutes a 67°C.

La réaction de transcription inverse consiste en une synthése d'ADN complémentaire
(ADNc) a partir d'ARNm par transcription inverse (Reverse Transcriptase). La rétro-
transcription des ARN est réalisée selon le protocole du kit iScript (BioRad). Le mélange
réactionnel contient 10pL d’ARN totaux (1pg d’ARN digéré), 4uL du tampon RT (5X) et 1puL
d’enzyme Reverse Transcriptase. Le programme de reverse transcriptase est composé de 3
étapes, une premiere étape de 5 minutes a 25°C, ensuite 30 minutes a 42°C et enfin 5 minutes a
85°C.

2.3.5- PCR en temps réel ou PCR quantitative (q-PCR)

La PCR quantitative (q-PCR) est une méthode in vitro qui permet la quantification relative
du taux d’expression (ou transcription) d’'un gene cible par rapport a celui d'un gene de
référence. Apres une étape de reverse transcription des ARNm en ADNc, une courte séquence
nucléotidique spécifique (environ 100pb) est amplifiée a 'aide d’'un couple d’amorces encadrant
larégion cible. A I'inverse d'une PCR classique, ou I'analyse des résultats se fait par la mesure de
la quantité de produit formé apres un nombre de cycles prédéfinis, la PCR quantitative permet
la détermination d’un cycle seuil (Ct: cycle threshold) pour lequel le produit de PCR atteint une
quantité donnée. Pour cela, on utilise un fluorophore (SYBR Green [; BioRad) dont le signal

augmente proportionnellement avec la quantité de produit amplifié au cours de la réaction.
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Tableau 9: Liste des amorces utilisées en PCR quantitative

Noms Séquences nucléotidiques (5'-3') Tm
RP-49 L CCCAAGGGTATCGACAACAG 60
RP-49 R GTTCGATCCGTAACCGATGT 60

o Tubuline L TGTCGCGTGTGAAACACTTC 60
a Tubuline R AGCAGTAGAGCTCCCAGCAG 60
CYP4acl L GCCATTCTGGAGATGAAGGT 60
CYP4acl R GGGCAGGAGTTTAAAGTTCCTAAT 60
CYP4ac2 L CGGTGCCTTTCATTGGAC 60
CYP4ac2 R GCATGATTAAACCGTTGACCA 60
CYP4d1 L GCCCTGAACGTGCTTCACCAG 60
CYP4d1R GTGCTCTTGTCATTGCCCACCA 60
CYP4d14 L TGAGGTTCAGGCTCGCGTCTTC 60
CYP4d14 R ATCTCGCCCTTGCGCTCCAT 60
CYP4d20 L TGGAGATCATGGATCGACATAG 60
CYP4d20 R CTTACCATCGGCCACCTTT 60
CYP4d21 L GGAATTATGGTGGAGAAATTGAA 60
CYP4d21 R GAATAGGTCCACGCACGTTT 60
CYP4pl L TCCGACATTCCATTTCAACA 60
CYP4p1 R AGGAACTTTTGACTCTCCGTTTT 60
CYP6a8 L GGCTGAGGTGGAGGAGGT 60
CYP6a8 R CGATGACGAAGTTTGGATGA 60
CYP6a9 L GGAAAAGTCTCCCATTGTCG 60
CYP6a9 R CGATTACGTCGGTGGTGAAT 60
CYP6a20 L GTCCTGCCTGCACTTTCCT 60
CYP6a20 R ATCGAAGACCGATGCAGTTC 60
CYP6d5 L AAGCAACTGCCTGCGAAC 60
CYP6d5 R CAATAATGTCGATGGCGTATGT 60
CYP12a5 L GGCTCAGGGAGGAGGTTATG 60
CYP12a5 L AAGCTTCCGTAAACTCGGAAT 60
CYP12d1 1L TTAGCTTGTTCATGTGCC 60
CYP12d1 L ATTTACGTGGGTCCCGTTC 60
CYP304a1 L GCGAGGAAATGGGCAAAT 60
CYP304al R GCATTCCGCTGGAACTGTAT 60
CYP313alR TGTGGACAACATGACCATGAA 60
CYP313a1 L CCGCGTCGTTGAAGTTTAAG 60
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Ainsi, au cours de l'étape de PCR, l'incorporation d'un fluorophore permet la
quantification et le suivi en temps réel de la quantité de produit d’amplification néoformé. Par
analyse, il est ensuite possible de déterminer le taux relatif d’ARNm cible par rapporta un ARNm

témoin (Actine, RP-49, Tubuline et Cyclophiline) (Tableau 10).

La réaction contient un mélange de 10uL du mix SYBR Green, 5uL. du mélange d’ADNc
dilué au 1/5¢éme et 5uL d'un mélange d’amorces a 10uM. L’amplification et la quantification d'un
taux de transcrit pour un gene d’intérét peuvent étre visualisées a 'aide du logiciel MylQ
(BioRad). Le programme de gq-PCR est composé de six étapes : (1) une étape d’activation de
I'enzyme pendant 3 minutes a 98°C, (2) une amplification PCR classique répétée 40 fois ; (2.1)
une phase de dénaturation de 30 secondes a 95°C, (2.2) une phase d’hybridation de 30 secondes
a 60°C puis (2.3) une phase d’extension de 30 secondes a 72°C. Un nouveau cycle de dénaturation
d’1 minute a 95°C (4) un cycle d’1 minute a 55°, (5) une étape de 10 secondes a 55°C sur 80
cycles (+0.5°C a chaque cycle) et (6) maintien a 20°C. Au cours de I'étape (5) une courbe de fusion

est réalisée ce qui permet de vérifier qu'un seul produit a été amplifié.

Pour chaque condition, trois réplicats biologiques sont utilisés et déposés en dupliqua
technique, des contréles négatifs sans ADNc sont également déposés sur la plaque. Pour calculer
I'efficacité de la PCR, une gamme de dilution en cascade au 1/10&me est réalisée en 4 points a
partir d’'un mélange d’ADNc. L’échantillon non dilué est composé d’'un mélange en quantité
équivalente de tous les ADNc qui sont utilisés pour 'expérience. Une efficacité optimale d'une

PCR est une valeur proche de 2.

Un géne de référence est par définition un gene dont I'expression ne varie pas d’une
condition a l'autre. Le niveau d’expression du gene d’'intérét est normalisé par le niveau
d’expression du géne référence. Le choix des genes de référence est donc crucial pour I'étude
précise du niveau d’expression d'un géne d’intérét. Des logiciels tels que geNorm et BestKeeper
sont disponibles afin de mesurer la stabilité de plusieurs genes dits de référence. Dans le cadre
de notre étude, nous avons sélectionné 4 genes de référence: Actine, Rp-49, Tubuline et

Cyclophiline.
Analyse statistique: Pour comparer les niveaux d'expression entre différents échantillons, nous
avons utilisé le logiciel Relative Expression Software Tool (REST) en méthode AACt (Pfaffl et al,

2002). Ce logiciel permet de comparer deux échantillons par un test de randomisation (nombre
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d'itérations fixés a 2000) qui prend en compte la spécificité et |'efficacité des amorces. Un couple
d'amorce sera choisi si son efficacité est de 1'ordre de 100% avec une marge d’erreur de 10%.
Pour le traitement des données, un échantillon ou une condition témoin doit étre défini comme

référence pour les comparaisons.

2.4- Hybridation in situ: syntheése des ribosondes

2.4.1- Extraction d’ADN génomique

Une vingtaine de mouches adultes sont broyées dans 250uL de tampon
d’homogénéisation (EDTA 0,1M ; Tris-HCl pH 9 ; SDS 1%) puis le broyat est incubé a 70°C
pendant 30 minutes. Apres ajout de 35uL d’une solution d’acétate de potassium 8M, le mélange
est incubé pendant 30 minutes dans la glace, puis centrifugé (15 min, 13000 rpm, 4°C). Afin
d’obtenir un surnageant limpide, I'étape suivante est réalisée deux fois.

Le surnageant est transféré dans un nouveau tube et un volume de 250uL de phénol /
chloroforme est ajouté puis le mélange est centrifugé (5 min, 13 000 rpm, 4°C). Il est important
de ne pas vortexer le mélange pour préserver 'intégrité de I’ADN.

L’ADN est précipité par 150uL d’isopropanol puis centrifugé (5 min, 10 000 rpm, 4°C). Le
culot d’ADN est lavé deux fois a I'’éthanol 70° puis centrifugé (5 min, 13 000 rpm, 4°C). Une fois
sec, le culot est dissous dans 100uL de Tris-EDTA puis quantifié par spectrophotométrie a

260nm.

Tableau 10: Liste des oligonucléotides utilisés pour la synthése des sondes en hybridation in situ

Noms Séquences nucléotidiques (5'-3") Tm
CYP6D5 L CCAACTGGCCCACGATGTGTT 60
CYP6D5 R CCATTAGCTTCTTGAGTTCCAGCTCCTT 60
CYpP12D1 L CCAATGGCTTGGGAACCATGA 60
CYP12D1 R GTCCGTGAATTTGAAGGGGAACG 60
CYP6AS L CCAGCATTTACCCCGAACCCTTT 60
CYP6A8 R | GTCCACCTTCAGATAGATTCCGTCTTTCAC 60
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2.4.2- Réaction d’amplification en chaine (PCR)

L’ADN est mélangé au milieu réactionnel (Tris-HCl 20mM pH 8.4 ; KCI 50mM ; MgCl2
3mM) additionné des 4 dNTP, des amorces spécifiques et 2U de Taq Polymérase.

L’ADN est dénaturé 5 minutes a 94°C, puis les trois étapes de dénaturation (30 sec, 94°C),
d’hybridation des amorces (1 minute, 5 degrés en dessous du Tm des oligonucléotides) et de
polymérisation (2 min a 72°C). Ce cycle est répété 30 fois. La réaction s’achéve par une étape

d’élongation de 10 minutes a 72°C.

2.4.3- Purification de l'insert

L’ADN amplifié par PCR est purifié afin d’éliminer la matrice et les amorces (QIAquick
PCR Purification Kit, Qiagen). Le mélange est filtré par centrifugation sur une colonne qui
adsorbe ’ADN a haute force ionique (KI>4 M). Apres deux lavages a I’éthanol, 'ADN est élué par
50uL d’eau ultra pure et quantifié par spectrophotométrie (1 unité de DO a 260nm équivaut a

50pug d’ADN/mL).

2.4.4- Ligature

L’insert purifié est ligaturé au vecteur pGEM-T Easy par une T4 DNA ligase (pGEM-T Easy
Vector Systems, Promega) pendant 1 heure a température ambiante selon un ratio molaire
insert/vecteur: 3/1. Le mélange réactionnel de 10uL contient 3 U de T4 DNA ligase (3U/uL), 5uL
de tampon 2X Rapid Ligation Buffer (Tris-HCl 60mM pH 7,8 ; MgCl2 20mM ; DTT 20mM ; ATP
2mM ; polyéthylene glycol 10% (v/v)), 50ng de vecteur pGEM-T Easy et l'insert a liguer.

2.4.5- Transformation bactérienne

Les produits de ligature sont ajoutés a 100uL de cellules compétentes TOP10 et incubés
1h dans la glace. Apres un choc thermique (42°C pendant 45 sec), les cellules sont incubées a
37°C pendant 30 minutes dans 800uL de LB, puis cultivées sur milieu solide (LB/Agar 15g/L ;
Ampicilline 100pg/mL) pendant 16 heures a 37°C.
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2.4.6- Analyse des sous-clones

Les bactéries recombinantes sont cultivées (16 heures, 37°C, 180 tours/min) dans 5mL
de LB additionné d’ampicilline (100pg/mL), puis ’ADN plasmidique des sous clones est extrait
et purifié sur une colonne échangeuse d’anions (Nucleospin Plasmid QuickPure, Macherey
Nagel). La qualité du sous-clonage est vérifiée par digestion de ’ADN des sous-clones par EcoRI
dont les sites de restriction sont de part et d’autre du site d’insertion. Ensuite, I'analyse des
fragments de restriction est effectuée par séparation électrophorétique en gel d’agarose 1%. Afin
de vérifier 'orientation de I'insert, les clones d’intérét, ayant intégré les inserts, sont digérés par
des enzymes appropriées. Afin de s’assurer de I'intégrité des séquences, les clones (50-100ng)

sont séquencés par 'entreprise Eurofins MWG Operon.

2.4.7- Marquage de la sonde ARN (ribosondes)

Le marquage des sondes sens et anti-sens est réalisé par transcription in vitro suivant le
protocole du kit Roche (Dig RNA labelling kit, Roche). Une fois synthétisées, les ribosondes
marquées a la digoxigénine sont dosées par spectrophotométrie a 260 nm et analysées sur gel

d’agarose 1%.

2.5- Hybridation in situ sur proboscis in toto

2.5.1- Préparation des proboscis

Les expériences de localisation par HIS ont été réalisées sur des individus males agés de
5a 7 jours, exposés au préalable a un milieu nutritif supplémenté en caféine. Apres exposition,
les individus sont anesthésiés sur la glace et les proboscis sont disséqués manuellement, percés
a l'aide d’'une minutie et incubés dans une solution de PFA 4% ; Na2C0O3 0,1M pH 9,5; 0,03%

Triton pendant 24 heures a 4°C sous agitation.

L’utilisation d’'une minutie pour percer l'extrémité proximale du labellum permet
d’améliorer la pénétration du fixateur. Le lendemain, les tissus sont rapidement lavés (3 lavages
; 2 min) avec une solution de PBS 1X; 0.03% Triton et incubés pendant 10 minutes dans une
solution d’'HCl 0.2M ; 0.03% Triton sous agitation. Les proboscis sont a nouveau rincés

brievement (3 lavages ; 2 min) dans une solution de PBS 1X; 1% Triton.
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2.5.2- Hybridation in-situ

Les proboscis sont immergés dans une solution de pré-hybridation (50% Formamide ; 4X
SSC ; 1X Denhardts ; ARNt (250pg/mL) ; ADN de sperme de saumon dénaturé (250pug/mL) ;
50pg/mL d’héparine ; 0.1% Tween) et placés sous agitation a 55°C pendant au moins 6 heures.

Par la suite, la solution de pré-hybridation est remplacée par une solution d’hybridation
(50% Formamide ; 4X SSC ; 1X Denhardts ; ARNt (250pg/mL) ; ADN de sperme de saumon
dénaturé (250pg/mL) ; 50pg/mL d’héparine ; 0.1% Tween ; 5% de sulfate de Dextran) contenant
125ng de la ribosonde préalablement dénaturée 3 minutes a 95°C. L’hybridation est réalisée a

55°C sous agitation pendant au minimum 16 heures.

2.5.3- Immunodétection

A l'issu de I'’hybridation, les proboscis sont rincés (4 lavages, 15 min) avec une solution
de SSC 0.1X ; 0.03% Triton a 60°C sous agitation. Les tissus sont ensuite incubés dans une
solution de blocage (1% Blocking Reagent (TSA-Plus Fluorescein System, PerkinElmer), TBS,
0.03% Triton) pendant 5 heures a 4°C. Les proboscis sont incubés en présence d'un anticorps
dirigé contre la digoxigénine couplé a une peroxydase pendant 48 heures a 4°C. L’anticorps anti-
digoxigénine permet de détecter les complexes ARNm/ribosondes anti-sens. Une molécule de
peroxydase couplée a un anticorps primaire va fixer plusieurs molécules de tyramide couplées
a la fluorescéine permettant ainsi une amplification du signal (TSA-Plus Fluorescein System,
PerkinElmer). Les proboscis sont rincés au PBT (5 lavages, 15 min) a température ambiante sous
agitation. Afin d’amplifier le signal détecté par I'anticorps anti-digoxigénine, les proboscis sont
incubés dans la solution contenant les molécules de Tyramide - FITC (Fluorescein-
isothiocyanate) (diluée au 1/50 dans le tampon adéquat) pendant 45 minutes a température
ambiante et a 'abri de la lumiére. Les proboscis sont a nouveau rincés par du PBT pendant 30
minutes et montés entre lames et lamelles dans le milieu de montage Vectashield H-1200 avec

DAPI (Vector).

La technique d’hybridation in situ utilisée dans notre étude a été développée et mise au
point a partir du protocole d’hybridation in situ sur antenne in toto de 1'étude réalisée chez le
moustique Anopheles gambiae (Schultze et al, 2013). Les images ont été réalisées grace a un
microscope confocal a balayage laser Leica TCS SP2 AOBS (laser Arg, HeNe et Diode 405nm) et

du logiciel Leica Confocal Software.
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2.6- Immunohistochimie

2.6.1- Production et Test de I'anticorps anti-CYP6D5

Le programme de production et de purification des anticorps polyclonaux anti-CYP6D5 a
été confié a la société Proteogenix. A partir de la séquence protéique de I'enzyme CYP6D5 de la
drosophile, deux régions spécifiques, dites immunogenes, ont été sélectionnées pour la synthese
de peptides.

Les séquences ainsi que les positions des deux peptides sont les suivantes:
KGKRSFGMAIYDMYK-cys (47-61) et cys- LAYKPERYLENGKDYT (424-439). L’ajout d’une
cystéine au peptide est indispensable pour le couplage a la protéine Keyhole Limpet Hemocyanin

qui sert a la purification sur colonne d’affinité.

Deux lapins (New Zealand White) sont immunisés deux fois avec le mélange de peptides
de synthése (Jour 0 et Jour 49) avant d’étre sacrifiés au 88¢me jour. Avant les injections, des
prélevements sont effectués afin de réaliser des tests sur les sera pré-immuns et immuns pour
déterminer les titres (ELISA) et pour détecter une activité due a la présence des nouveaux

anticorps polyclonaux.

Ces deux anticorps ont été testés en immunohistochimie sur proboscis afin de

sélectionner I'anticorps le plus efficace et la dilution a utiliser pour obtenir un signal optimal.

2.6.2- Traitement des tissus

Les expériences de localisation par immunohistochimie ont été réalisées sur des
individus males agés de 5 a 7 jours et exposés au préalable a un milieu nutritif supplémenteé en
caféine. Apres l'exposition, les individus sont anesthésiés sur la glace et les proboscis sont
disséqués manuellement et percés a I'aide d'une minutie dans une solution de PBS 1X; 0.2%
Triton. Les tissus sont fixés dans une solution de PFA 4% ; PBS 1X ; 1% Triton pendant 45
minutes a température ambiante et sous agitation. L’utilisation d’'une minutie pour percer
I'extrémité basale du labellum permet d’améliorer la pénétration du fixateur. Les proboscis sont
rincés (5 lavages, 15 min) avec du PBS 1X; 0.2% Triton a température ambiante, puis incubés
avec une solution de blocage (0.5% Blocking Reagent ; NaCl 0.15M ; Tris HCI 0.1M pH 7.5)

pendant 45 minutes sous agitation.
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2.6.3- Immunodétection

Les proboscis sont incubés avec différents anticorps primaires dilués dans une solution
PBS 1X; 0.2% Saponine pendant 48 heures a 4°C. Les proboscis sont rincés (5 lavages, 15 min)
avec une solution de PBT et incubés pendant 2 heures avec les anticorps secondaires adéquats
al'obscurité et sous agitation.

Rincés (5 lavages, 15 min) avec une solution de PBT, les proboscis sont montés entre
lames et lamelles dans un milieu de montage Vectashield H-1200 avec DAPI (Vector). Les images
ont été réalisées grace a un microscope confocal a balayage laser Leica TCS SP2 AOBS (laser Arg,

HeNe et Diode 405 nm) et du logiciel Leica Confocal Software.

Tableau 11: Liste des anticorps primaires et secondaires utilisés en immunocytochimie

Anticorps pour Immunohistochimie
Noms Dilution Origine
Anti-CYP6D5 (lapin) 1/1 000 Proteogenix
) Anti- digoxigénine-POD (mouton 1/500 Roch
Anticorps & g : ( ) L —
.. Anti-GFP (chévre) 1/500 Rockland
primaires ,
Anti-Elav (rat) 1/500 DSHB
Anti- Repo (souris) 1/10 DSHB
Anti-lapin Alexa 488 1/400 Molecular Probes
Anticorps Anti-chévre Alexa 488 1/400 Molecular Probes
secondaires Anti-rat alexa 594 1/400 Molecular Probes
Anti-souris 594 1/400 Molecular Probes

2.7- Biochimie
2.7.1- Extraction de protéines

Les proboscis d'une centaine d’individus males agés entre 4 et 7 jours, anesthésiés sur la
glace, sont disséqués manuellement est stockés dans 100puL de tampon de lyse dénaturant (Tris
0.1M pH 6.8 ; 0.1% SDS ; 20% Glycérol ; 2% Inhibiteur de protéase). Les Tissus sont broyés a
'aide du TissueLyser (2X 30 sec, 30Hz) et sont centrifugés (12 000 g, 2 min, 4°C). L’extrait de
protéines contenu dans le surnageant est transféré dans un nouveau tube et stocké a — 20°C.

Les protéines sont dosées par la méthode de Bradford (DC Prot Assay, BioRad) a 595nm

avec une gamme de BSA (Bovine sérum albumine) allant de 0Omg/mL a 4mg/mL.
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Le dosage de protéine est validé lorsque le coefficient de variation de la droite de

calibration est inférieur a 10%.

2.7.2- Electrophorese sur gel de polyacrylamide

Les échantillons (40pg) supplémentés en tampon de charge Laemmli (Biorad) (v/v) et en
- mercaptoéthanol (2.5%) sont incubés pendant 5 minutes a 95°C et sont déposés dans des gels

de polyacrylamide pré-coulés a gradient 4% - 15% (Mini-PROTEAN, BioRad).

La migration se fait dans un tampon de migration (1% SDS ; 14,4% Glycine, 3% Tris) pendant 25

minutes a 200 V.

Tableau 12: Liste des anticorps primaires et secondaires utilisés en Western Blot

Anticorps pour Western-Blot
Noms Dilution Origine
Anticorps Anti-CYP6DS5 (lapin) 1/5 000 Proteogenix
primaires Anti-Actine (souris) 1/ 200 DSHB
Anticorps Anti-Lapin AP 1/15000 Sigma
secondaires Anti-Souris AP 1/10 000 Sigma

2.7.3- Western-Blot

2.7.3.1- Transfert semi-sec et Coloration rouge Ponceau

Le gel est ensuite transféré en condition « semi-sec » sur une membrane de nitrocellulose

(0.45pun) pendant 25 minutes a 20 V.

Afin de valider la qualité du transfert des protéines, la membrane de nitrocellulose
(Biorad) est colorée au rouge Ponceau (0.2% Rouge ponceau ; 3% Acide trichloroacétique ; 3%
Acide sulfosalicylique) (Sigma) puis décolorée rapidement a I’eau distillée. Si le transfert est
efficace, les bandes correspondant aux protéines sont visibles sur la membrane. La membrane
est ensuite incubée dans une solution de blocage (Régilait 5% dilué dans PBS) pendant 4 heures

minimum sous agitation.
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2.7.3.2- Immunodétection

La membrane est incubée pendant une nuit, sous agitation, a 4°C avec I'anticorps primaire
dilué dans une solution de Régilait 0,1%. Aprés 5 ringcages de 15 minutes au TBS-T (150mM
NaCl; 20mM Tris ; 1% Tween), la membrane est incubée avec I'anticorps secondaire couplé a la
phosphatase alcaline pendant 1 heure a température ambiante et sous agitation.

Apres 5 ringages de 15 minutes a température ambiante, la membrane est incubée dans
le tampon de révélation de la phosphatase alcaline (Tris 0,1M pH 9,5 ; NaCl 0,1M ; MgClz 0,05M)
puis incubée avec les substrats de 'AP: 34% NBT [nitro-blue tetrazolium] et 17.5% BCIP [5-
bromo-4-chloro-3’-indolyphosphate] a I'abri de la lumiére jusqu’a ce que les bandes d’intérét

apparaissent. La réaction est stoppée a I'ajout du tampon d’arrét (PBS 1X; EDTA 20mM).
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2.8- Métabolisme de la caféine: Approche en spectrométrie de masse

2.8.1- Produits chimiques

Tableau 13: Liste des métabolites standards utilisés

Molécule N°CAS Masse molaire Fourisseur Formule chimique
(g / mol)
O pHa
HSC\N N
Caféine 58-08-2 194.19 Sigma-Aldrich A L »
07 "N" N
CHs
HsC CHg
_
Métyrapone 54-36-4 226.27 Sigma-Aldrich - | |
x> (0] N
N
O pHB
HgC\N N
Paraxanthine  611-59-6 180.16 Sigma-Aldrich Py L »
0”7 "N" "N
H
o) CHg
HN N
Théobromine 83-67-0 180.16 Sigma-Aldrich A L2
o7 NN
CHa
o]
HaC,
N N
Théophylline 58-55-9 180.16 Sigma-Aldrich A I
07NN
CHg 1
o
. CH n o]
Adde13.7 g4 15441 210.19 Santa Cruz R Y
triméthylurique )\N | L
° H
o]

7-8- HaCx N~-CH
Hydroxyéthyl- 519-37-9 224.22 Sigma-Aldrich A L »
Théophylline 07 "NT N

CHg
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2.8.2- Exposition des individus a la caféine

Les individus males et femelles sont exposés a un mélange saccharose 100mM / caféine 20mM
en adaptant le dispositif du test comportemental MultiCAFE. A I'issu du test, les individus ayant
I'abdomen rouge sont triés et groupés par lots de 100 individus (50 males, 50 femelles). Cette

premiere sélection constitue un réplicat comportemental.

2.8.3- Préparation des échantillons

Les réplicats comportementaux de 100 individus sont homogénéisés dans 650uL de
Tampon potassium 100mM a pH 7.5 au TissueLyser (4 broyages, 30 sec, 30 Hz) puis centrifugés
(14 000 rpm, 15 min, 4°C) afin d’éliminer un maximum des débris cuticulaires. Les surnageants
de 3 réplicats comportementaux sont ensuite regroupés pour constituer un réplicat

«Métabolisme HPLC».

Apres deux centrifugations a (14 000 rpm, 15 min, 4°C) et (14 000 rpm, 5 min, 4°C)
chacune, un volume de 1.5 mL de surnageant est récupéré pour chaque échantillon
«Métabolisme HPLC». L’ajout de 30uL d’étalon interne 7-3-Hydroxyéthyl-théophylline a 50mg/L
(Sigma) permet de standardiser tous nos échantillons qui vont par la suite subir une étape
d’extraction et rendre compte du rendement de I'expérience. Les échantillons sont rapidement
vortexés puis 150uL d’acétonitrile glacial sont ajoutés pour précipiter les protéines et stopper

toutes les réactions de métabolisme enzymatiques.

Apres une centrifugation (14 000 rpm, 10 min, 4°C), la caféine et ses métabolites contenu
dans le surnageant vont étre concentrés par une étape d’extraction liquide/ liquide a I'éthyle
acétate / propan-2-ol (8/1 v/v). Le mélange de 15mL est vigoureusement agité pendant 10
minutes a 4°C puis centrifugés (2 500 g, 10 min, 4°C). Les surnageants sont récupérés et
transférés dans des tubes coniques puis placés dans un bain-marie a 50°C et évaporés sous flux
d’azote. Le culot est repris dans 100uL de la phase mobile (8% méthanol, 92% eau ultra pure)

pour étre a une concentration finale en étalon interne de 15pg/mL.
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2.8.4- Séparation et analyse des métabolites de la caféine par
chromatographie liquide haute performance (HPLC)

L’ensemble des expériences de métabolisme en HPLC et spectrométrie de masse ont été

conduites en collaboration avec la plate-forme ChemoSens (CSGA, Dijon).

L’étude du métabolisme de la caféine a été réalisée sur une chaine HPLC Dionex UltiMate
™ 3000 LC intégralement pilotés par le logiciel Chromeleon ®. La phase stationnaire de la
colonne utilisée pour la séparation des composés étudiés est de type C18 Hypersil Gold
(Thermo) de 15cm x 2.1mm, greffée avec des particules de 3um de silice. La phase mobile est
constituée d’'un mélange contenant 8% de méthanol et 92% d’eau ultra pure et une seringue
d’injection préléve 10uL d’échantillon (10pg/mL) et I'injecte dans la colonne. La colonne est
maintenue a 40°C et le débit isocratique du solvant est de 0.3mL/min pendant un run de 25

minutes.

2.8.5- Analyse du métabolisme de la caféine par spectrométrie de
masse (LC-MS/MS)

Un spectrometre de masse Quantum TSQ a triple quadrupdles (Thermo), équipé d’'une
source d’ionisation électrospray (ESI, mode ionisation positif, 4 000kV, 350°C) a été utilisé pour
'identification des métabolites de la caféine chez la drosophile. L’azote est utilisé comme gaz
pour I'évaporation et la nébulisation. L’appareil est équipé de deux analyseurs couplés, de type
triple quadrupoles. La fragmentation est réalisée avec de I'argon a une pression de 1.5mTor et
I'énergie de collision est de 15V. L’acquisition et I'analyse des données sont réalisées a I'aide du
logiciel Xcalibur (Thermo). Le ratio masse / charge de chaque métabolite (caféine, théobromine,
théophylline et paraxanthine) (Sigma) a été déterminé et optimisé dans ces conditions. Afin de
quantifier les différents métabolites de la caféine dans les échantillons, une gamme étalon est
effectuée en début et fin d’analyse Cette gamme étalon est constituée d'un mélange des
meétabolites en concentration croissante (0.01 a 20pg/mL) et une quantité fixe d’étalon interne

(7-B-hydroxyéthyl-théophylline, 10pg/mL).

Analyse statistique: Les différences obtenues pour les quantités de chaque métabolite entre les
lignées mutantes et leurs témoins ont été analysées avec les tests paramétriques suivant :

(plusieurs facteurs) ANOVA et (deux facteurs) test de Student en conditions indépendantes. (R

168



Matériels & Méthodes

[Remdr] ; version 3.0.2). Les données sont considérées significativement différentes lorsque la

p value est inférieure a 0.05 (* p < 0,05).

2.9- Métabolisme de la caféine: Approche en chromatographie sur

couche mince

La chromatographie est une méthode physique de séparation de mélanges en leurs
constituants, elle est basée sur les différences d’affinité des substances a I’égard de deux phases,
'une stationnaire, I'autre mobile. La chromatographie sur couche mince (CCM) est constituée de
deux variables: la phase stationnaire solide sur une plaque, et la phase mobile liquide, nommée
éluant. Le mélange a séparer est déposé sur la phase fixe qui est ensuite mis en contact avec la
phase mobile. La phase mobile migre de bas en haut, par capillarité, le long de la phase fixe en
entrainant les constituants du mélange. Ce phénomeéne d’élution permet la séparation des
constituants du mélange a analyser. Chaque constituant migre d’une certaine hauteur,
caractéristique de la substance, que 1'on appelle rapport frontal. Dans le cas de notre étude, la
technique de chromatographie sur couche mince (CCM) est utilisée en vue de séparer et

d’analyser les différents métabolites de la caféine.

2.9.1- Traitement des individus

Les individus males et femelles agés de 4 a 7 jours, mis a jeunés au préalable pendant 12
heures dans un tube en verre contenant un papier humide, sont exposés sur un milieu nutritif
supplémenté en caféine a 18mM pendant 20 heures afin d’activer le systeme d’enzymes de
détoxication. Suite a I'exposition, les individus sont a nouveau transférés dans leur tube de jeline

pendant 3 heures.

Les individus sont a nouveau exposés, cette fois-ci a la caféine radiomarquée (8- 14C,
Biotrend) en adaptant le dispositif du test comportemental MultiCAFE. Au cours de ce test, les
individus ont a leur disposition 4 capillaires contenant un mélange de saccharose 100mM et
20pL de caféine radiomarquée 14C (Concentration 0.1mCi/mL, Activité 52.1mCi/mmol). Afin de
visualiser les individus ayant consommé le mélange d’intérét, la solution est colorée avec un
colorant rouge (2mg/mL de sulforhodamine). Les boites sont placées a I'abri de la lumiere, dans

une enceinte humide située dans une chambre d’incubation a 25°C pendant 2 heures.
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2.9.2- Préparation des échantillons

Les individus ayant un abdomen rouge, attestant de leur consommation, sont triés,
regroupés par lot de 50 individus et homogénéisés dans 150uL de tampon de lyse dénaturant
(Tris 0.1M; 0.1% SDS ; 20% Glycérol ; 10% Inhibiteur de protéase) au piston pellet. Apres deux
centrifugations (7 000 rpm, 5 min), un surnageant exempt de débris cuticulaires est recueilli

puis dosé au compteur a scintillation.

2.9.3- Comptage et dépot sur plaque de silice

Afin de déterminer la quantité de radioactivité de chaque échantillon, 5pL de surnageant
sont mélangés a 5mL de liquide scintillant puis quantifiés dans un compteur a scintillation (Tri-

Carb 3110TR, PerkinElmer).

Pour chaque échantillon, un volume correspondant a 150 000 dpm de radioactivité est
déposé sur une plaque en verre couverte de silice greffée des particules de NH2 (Nano-SIL
NH2/UV, Macherey et Nagel) optimisées pour la séparation des xanthines. Ces plaques sont
issues d'une nouvelle génération de plaque de CCM en silice. Elles sont plus hydrophiles et la
greffe de groupements amines leur confere un avantage certain. Ce revétement chimiquement
neutre est aussi efficace humidifié par I’eau ou les solvants organiques. Ces plaques présentent

également un indicateur fluorescent.

Les dépots sontalignés a 2cm du bord de la plaque en verre, puis séchés pendant quelques
minutes sous la hote. Sur chaque plaque, une quantité de caféine radiomarquée correspondant
a 150000 dpm (si besoin diluée dans le tampon d’homogénéisation) est déposée en tant que

dépot controle.

La phase mobile est composée d'un mélange de Chloroforme, Dichlorométhane et
d’Isopropanol en proportion (4 /2 / 1) (v /v /v). Le bas de la plaque est placé dans la cuve afin
que la phase mobile pénetre dans la silice par capillarité et sépare les métabolites de caféine

contenus dans les dépots selon leur polarité et leur affinité avec la phase mobile.

La migration est arrétée lorsque la phase mobile a atteint 1 a 2cm du haut de la plaque et
une encoche est faite dans la silice pour marquer le front de migration. La plaque est sortie de la

cuve puis séchée quelques minutes sous la hote et est recouverte de film plastique (Saran).
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2.9.4- Exposition

La plaque en silice est ensuite placée dans une cassette d’exposition (Kodac) avec un film
photographique (Kodac BioMax MR Film 18 *24cm ; Sigma) et placée a -80°C pendant 2

semaines.

2.9.5- Révélation et analyse des films photographiques

Le film est révélé en chambre noire dans un bain de révélateur (Developer HC-110 Kodac
Professional, dilué au 1/16éme dans I'eau distillée, Sigma) jusqu’a apparition des bandes. Le film
est ensuite rincé a I'eau puis fixé (Fixateur Kodac Professional Polymax RT dilué au 1/4¢me dans

'eau distillé, Sigma).

Les films sont scannés et analysés avec le logiciel Image ] 1.47. Pour chaque bande deux
parametres sont calculés. (1) Un rapport frontal calculé selon la formule suivante: Rf=h/ Hou h
estla distance parcourue par la molécule d’intérét et H la distance parcourue par la phase mobile
et (2) l'intensité de la bande exprimée en unité d’aire sous la courbe. L’aire sous la courbe de
chaque composé sera rapporté a I'aire sous la courbe de la caféine afin d’établir un ratio pour

chaque métabolite.

Analyse statistique: Pour chaque métabolites, les différences obtenues pour les ratios d’aire
entre les lignées mutantes et leurs témoins ont été analysées avec les tests paramétriques
suivant : (plusieurs facteurs) ANOVA et (deux facteurs) test de Student en conditions
indépendantes. (R [Rcmdr] ; version 3.0.2). Les données sont considérées significativement

différentes lorsque la p value est inférieure a 0.05 (* p < 0,05).
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Roéle des Cytochromes P450 dans la perception sensorielle et le métabolisme de la caféine chez
Drosophila melanogaster

Les insectes ont développé un systéme chimiosensoriel gustatif leur permettant de discriminer
les stimuli sensoriels indispensables a leur survie et a leur reproduction. Afin d’étre efficace, le systéme
gustatif doit étre sensible et permettre une élimination rapide des molécules sensorielles afin d’éviter la
saturation des récepteurs et ainsi assurer la détection et I'intégration des signaux chimiosensoriels.

Présentes dans I'espace péri-récepteur, les enzymes du métabolisme des xénobiotiques (EMX),
impliquées principalement dans la détoxication des organismes, pourraient avoir un role central dans la
modification et/ou I'arrét du signal sensoriel en catalysant la biotransformation de ces molécules et en
favorisant leur élimination.

Afin d’analyser I'implication des EMX dans les processus chimiosensoriels, nous avons centré
notre étude sur le role potentiel des Cytochromes P450 (CYP), dans la perception et le métabolisme de la
caféine chez Drosophila melanogaster.

Nous avons identifié plusieurs CYP dont I'expression est fortement modulée dans les organes
sensoriels et dans le corps par la caféine. L’inhibition ciblée de I'expression de certains CYP dans les
neurones sensoriels provoque une perturbation de la perception de la caféine, mettant ainsi en évidence
le role crucial de ces enzymes dans les mécanismes chimiosensoriels. En parallele, nous avons caractérisé
le métabolisme de la caféine chez la drosophile puis, nous avons mis en évidence I'implication directe de
CYP6d5 dans la dégradation de la caféine en théobromine.

L’ensemble de ces travaux montre pour la premiére fois, I'implication directe des cytochromes P450
dans les mécanismes de perception sensorielle et dans le métabolisme de la caféine chez la drosophile.

Mots-clés: Caféine, Cytochromes P450, Perception gustative, Métabolisme, Drosophile

Implication of Cytochromes P450 in the sensory perception and the metabolism of caffeine in
Drosophila melanogaster

Insects have developed a gustatory system, allowing them to detect sensory molecules essential
to their survival and their reproduction. In order to be efficient, the gustatory system must be sensitive,
allowing a rapid elimination of sensory molecules in order to avoid the receptor saturation and insuring
the detection and the integration of chemosensory signals.

Located in the peri-receptor environment, xenobiotic metabolizing enzymes (EMX), mainly
implicated in detoxification, could have a crucial role in the modulation of the sensory signal by catalyzing
the biotransformation of sensory molecules and promoting their elimination.

To analyze the involvement of XME in chemosensory processes, we focused our project on the
putative role of Cytochromes P450 (CYP) in caffeine sensory perception and metabolism in Drosophila
melanogaster.

We identified several CYP, which the expression is strongly modulated in sensory organs and in
the body by caffeine. The specific-targeted silencing of some CYP expression in sensory neurons leads to
an alteration of caffeine perception, revealing the crucial role of these enzymes in chemoperceptive
processes. In parallel, we characterized the caffeine metabolism in Drosophila, and highlighted a direct
involvement of CYP6d5 in the degradation of caffeine into theobromine.

This work shows for the first time, a direct implication of cytochromes P450 in sensory perception
mechanisms and in the metabolism of caffeine in Drosophila.

Keywords: Caffeine, Cytochrome P450, Taste perception, Metabolism, Drosophila




