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Résume

Les populations de rongeurs sont responsables de nombreux problémes économiques et
sanitaires. Pour ces raisons certains rongeurs sont qualifiés de nuisibles, tels que le rat brun, le
rat noir et la souris domestique. En conséquence, leurs populations doivent étre gérées. Cette
gestion implique des mesures sanitaires et écologiques strictement indispensables mais passe
aussi par I'utilisation de produits chimiques toxiques. Dans le cadre de la lutte chimique, les
AVKs sont actuellement les molécules les plus utilisées. Ces AVKSs inhibent la coagulation
sanguine et sont a I’origine d’hémorragies mortelles. La cible pharmacologique des AVK est
I’enzyme VKOR, codée par le géne vkorcl. Cependant, 1’utilisation intensive des AVKs
depuis les années 1950 a eu pour conséquence, chez les rongeurs, la sélection de résistance a
ces molécules. La résistance de cible a été bien étudiée chez le rat brun mais est trés peu
connue chez la souris domestique et le rat noir.

Afin d’approfondir nos connaissances sur la résistance de cible de la souris une enquéte de
terrain impliquant de nombreux applicateurs répartis sur I’ensemble du territoire francgais, a
¢té mise en place. Cette enquéte a permis de mettre en évidence de nombreuses mutations
dans le géne vkorcl. Nous avons observé la présence de mutations faux-sens uniques mais
aussi la présence de doubles mutations impliquant la modification de deux acides aminés dans
la protéine. Nous avons également retrouvés grace a cette enquéte des groupes de mutations
qui avaient été décrites dans d’autres pays et qui sont issues de 1’introgression du géne vkorcl

de Mus spretus dans le génome de la souris domestique.

Nous avons cherché a caractériser les conséquences catalytiques des mutations faux-sens que
nous avions observées dans le géne vkorcl. Dix-huit protéines mutées, présentant des
mutations uniques mais aussi des doubles mutations, ont ainsi été produites par voie
hétérologue. Leurs propriétés catalytiques et en particulier leurs sensibilités aux AVKs ont été
caractérisées. Les mutations ne modifiant qu'un acide aminé induisent une faible résistance
aux AVKs, a I’exception de deux mutations, Y139C et L128S. Ces deux mutations conferent
une résistance plus importante. Les doubles mutations engendrent une résistance sévere vis-a-

vis des AVKs de premicre mais aussi de seconde génération.

Nous avons également cherché a étudier les conséquences, en terme de résistance, de
I’introgression du geéne vkorcl spretus dans des souris domestiques. Ce gene présente 4

mutations par rapport a celui de la souris domestique. Néanmoins, dans la nature, de
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nombreuses combinaisons issues de ces 4 mutations sont retrouvées. La mise en place d’une
lignée porteuse de ces mutations a permis de préciser le phénotype résistant induit.
L’expression hétérologue des protéines VKORCI1 mutées porteuses de chacune de ces 4
mutations mais aussi des associations de ces mutations (doubles, triples et quadruples
mutations) a été réalisée. Si aucune de ces mutations isolément n’induit une résistance
notable, seules certaines associations de deux mutations mais surtout certaines associations de
3 mutations confeérent un profil de résistance trés important comparable a celui de la vkorcl

spretus.

Nous nous sommes intéressés de fagon treés particuliere a la mutation W59G que nous avions
aussi retrouvée dans notre enquéte. En effet, cette méme mutation observée dans le gene
humain inactive cette enzyme VKORCI. Nous avons piégé des souris porteuses de ce
génotype, nous avons ¢établi une lignée et nous avons étudié leur survie, leur résistance, leur
activit¢ VKOR hépatique et I’expression de vkorcl. La protéine recombinante VKORCI1 de
souris porteuse de la mutation W59G est inactive. Ces souris sont viables et se reproduisent
méme lorsque la mutation est a 1’état homozygote. Elles sont résistantes au coumaféne. Elles
ne semblent pas exprimer le gene vkorcl alors méme que le knock out naturel (syndrome
VKCFD2) est mortel chez I’homme et le KO artificiel est mortel chez la souris. De fagon
surprenante, elles présentent une activit¢ VKOR hépatique suggérant qu’un mécanisme de

suppléance a di €tre mis en place chez ces souris.

Chez le rat noir, nous avons observé une mutation de VKORCI1 dans un élevage proche de
Saragosse en Espagne dans lequel la gestion de ces rongeurs posait d’évidents problémes.
Nous avons caractérisé cette mutation Y25F et montré que cette mutation induisait une
résistance, notamment a la bromadiolone. L’article publi¢ correspond a la premicre

démonstration d’une résistance de cible dans cette espéce.
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Partie 1 : Introduction générale

Les rongeurs sont des animaux capables de dévaster des cultures et de détruire des stocks
entiers de denrées alimentaires par consommation directe ou dégradation due a des excrétas.
Chaque année, les pertes céréalieres totales estimées seraient de 1’ordre de 10% a 20% de la
production mondiale. Les pertes estimées de riz seulement, sous 1’action des rongeurs,
correspondent a la consommation humaine de 230 millions de personnes. En pensant que la
famine est encore présente dans certaines parties du monde, ce constat est effarant. De plus,
de par leur activit¢ de grugeage, les rongeurs sont a l’origine de nombreux dégats
infrastructuraux, et d’incendies. Ils sont donc responsables de problémes économiques
majeurs, mais également de problémes sanitaires sérieux. En effet, ils sont réservoirs de plus
de 40 pathogenes tels que la leptospirose, la peste ou encore les hantavirus, responsables de la
mort de plusieurs milliers de personnes chaque année. Ces rongeurs sont donc qualifiés de
nuisibles et une gestion de leur population est donc indispensable.

Cependant, de par leur vitesse de reproduction fulgurante, leur comportement néophobe et
d’éviction alimentaire, cette lutte est particulierement compliquée. Différentes molécules sont
commercialisées en France, cependant les antivitamines K (AVKSs) sont les produits les plus
fréquemment utilisés car ils contournent le comportement d’éviction alimentaire des rongeurs.
En effet, ces AVKSs tuent les rongeurs dans un délai de 3 a 4 jours ce qui empéche les autres
membres de la colonie de rongeurs de faire le lien entre I’AVK ingéré et la mort de leurs
congéneres.

Les AVKs sont des molécules destinées a empécher ou a retarder la coagulation du sang. Ils
augmentent la fluidité sanguine et sont donc susceptibles de provoquer des saignements. Pour
ce faire, ces AVKs vont interagir avec une enzyme clé du recyclage de la vitamine K : la
VKORCI. Or cette vitamine K est essentielle pour la coagulation. En inhibant VKORCI, les
AVKs empéchent le recyclage de la vitamine K et engendrent une augmentation de la fluidité
sanguine. Ces molécules ont été utilisées, au départ, pour le traitement de maladies
thromboemboliques chez ’Homme. Puis ces AVKs ont été utilisés comme rodenticides afin

de gérer les populations de rongeurs.

La large utilisation des AVKs comme rodenticides a débuté apres la seconde guerre mondiale,
avec pour commencer [’'utilisation d’AVKs de premicre génération. Cependant, des
phénomeénes de résistance sont apparus, d’abord chez le rat brun, suivi ensuite de trés pres

chez la souris, rendant ces molécules de premicre génération peu efficaces. L’inefficacité de
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ces molécules a conduit les industriels a développer des AVKs de plus en plus efficaces
appelés AVKs de seconde génération. Ces AVKs de seconde génération ont cependant des
inconvénients majeurs de par leur nature trés hydrophobe, ils ont une demi-vie plus longue,
sont plus rémanents et entrainent des intoxications secondaires. Ainsi, de nombreux rapaces
ou encore des renards ont été intoxiqués en se nourrissant des carcasses de rongeurs ayant
consomme¢ des AVKSs. Une utilisation résonnée des AVKSs soit de premiére génération, soit de
seconde génération est nécessaire afin d’exercer une gestion efficace des populations de

rongeurs tout en diminuant le plus possible le risque d’écotoxicité secondaire.

Cette gestion efficace passe par une meilleure compréhension du phénoméne de résistance.
Une partie de cette résistance peut étre métabolique, avec une métabolisation plus rapide des
AVKs due a D’expression des cytochromes P-450, tel que I’enzyme codée par le gene
CYP2C9. Mais cette résistance provient essentiellement de mutations sur le géne vkorcl
codant pour I’enzyme VKORCI cible des AVKs. Cette résistance est appelée résistance de
Cible. Elle est telle que des populations de rats bruns ou de souris peuvent survivre a des
doses 200 fois plus élevées que la dose normalement 1étale.

La résistance aux AVKs a ¢été particulierement bien étudiée chez Rattus norvegicus. En
revanche, la résistance chez Mus musculus domesticus ainsi que chez Rattus rattus est
nettement moins connue, cependant de plus en plus de problémes de gestion de ces rongeurs

sont relatés.

Face a I'utilisation intensive des AVKs, il est indispensable de mieux connaitre la résistance
aux AVKs autant dans un intérét économique et écologique que dans un intérét sanitaire.
L’objectif de cet ouvrage est une meilleure compréhension de la résistance de cible chez la
souris et le rat noir en France. Afin de répondre a cet objectif, I’étude Ratail a été mise en
place, consistant en une collecte d’échantillons de souris venant de toute la France et en une
analyse de la séquence de leur géne vkorcl. Nous nous sommes ensuite focalisés sur la
caractérisation biochimique des mutations du gene vkorcl détectées au cours de cette étude en

France.

Afin de développer ce travail que j’ai réalisé, je consacrerai la premiére partie de ce mémoire
a une revue bibliographique des connaissances actuelles qui ont orienté mes travaux. Dans
une seconde partie, ces travaux seront décrits et seront par la suite suivis dans une troisiéme

partie, d’une discussion générale.
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Partie 2 : Revue Bibliographique

l. Les rongeurs

L’urbanisation de la population mondiale est en constante augmentation depuis le début des
années 80. Avant cette période, la population était principalement rurale. Avec 1’essor de
I’industrialisation, les populations ont quitté les campagnes pour venir s’établir en ville. Dans
les années 1800, on considérait que 2% de la population mondiale vivait en ville. Cette
proportion a graduellement augmenté, en passant de 14% en 1900 puis a 30% (1).
Actuellement, on considére que pres de 50% de la population mondiale se trouve en milieu

urbain.

Cette urbanisation grandissante a eu inexorablement des conséquences écologiques en
modifiant les milieux. Les paysages agricoles ont été remplacés par des milieux urbains et
suburbains. Ce changement a détruit de nombreux habitats propices a accueillir différentes
especes fauniques, mais il a aussi favorisé la création de nouvelles niches écologiques dans les
espaces urbains. Ces niches représentent une opportunité intéressante pour les rongeurs. Le
mode de vie urbain a également évolué au fil des décennies, ainsi les greniers abritent
maintenant de moins en moins de nourriture de type céréales ou graines. Par contre, les égouts
se généralisent et les déchets de 1’alimentation humaine, qui comprennent de plus en plus de
viande, attirent les rongeurs en ville. Parmi ces rongeurs, on retrouve principalement, Rattus
norvegicus, Rattus rattus et Mus musculus domesticus. Ces especes ont donc proliféré en
milieu urbain. De ce fait, de nombreuses ¢tudes ont €été menées sur ces rongeurs, en

commengant par leurs origines et leur mode de vie.

11 est important de noter que certains de ces rongeurs, tel que Rattus norvegicus, possedent un
systtme complexe de hiérarchie entre les membres d’une méme colonie. Les ressources
trophiques, qui correspondent a I’ensemble des possibilités d’alimentation et de nidification
disponibles en un endroit, conditionnent la régulation des colonies murines. Un phénoméne
d’autorégulation est mis en place naturellement. Ce phénomeéne s’explique grace a plusieurs
comportements. Dans une colonie murine, les femelles matures inhibent les capacités de
reproduction des jeunes femelles, le temps de trouver un nouveau territoire. De plus, si les
ressources alimentaires sont réduites, les femelles peuvent naturellement repousser les males

afin d’espacer la fréquence des portées, et dans certains cas elles peuvent méme également
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tuer leur progéniture. Enfin, les jeunes males reproducteurs sont souvent chassés de la
colonie, ce qui est a I’origine de la migration de ces individus vers de nouveaux territoires
pour former une nouvelle colonie. Ce comportement explique la dissémination rapide des

rongeurs.

Le mode de vie de ces rongeurs sera développé dans la suite de cette partie, ainsi que les
problémes économiques et sanitaires engendrés par ces animaux. Enfin, nous terminerons par

les moyens de lutte existant actuellement, afin de gérer ces populations de rongeurs.

A. Les Rats

Taxonomie : Animalia, FEumetazoa, Bilateria, Deuterostomia, Chordata, Craniata,
Vertebrata, Gnathostomata, Euteleostomi, Sarcopterygii, Tetrapoda, Amniota, Synapsida,

Mammalia, Theria, Eutheria, Rodentia, Myomorpha, Muroidea, Muridae, Murinae, Rattus

Les rats peuvent étre présents dans tous les endroits tempérés de la plancéte. Ceux qui sont
commensaux ont proliféré en méme temps que les humains. Rattus rattus et Rattus norvegicus
sont les espéces de rats commensales. Cependant, il n’y a jamais eu de competition entre ces
deux especes car ils ne fréquentent pas les mémes biotopes et ont donc rarement 1’occasion de
se faire face et de s’affronter. D’ailleurs de nombreux témoignages de dératiseurs
expérimentés établissent 1’existence de doubles infestations pacifiques avec Rattus norvegicus
vivant dans les caves et les étables et Rattus rattus vivant en hauteur notamment dans des

silos a grains.
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1. Rattus rattus
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Figure 1 : Photo de Rattus rattus

Provenant des foréts équatoriales d’Asie du sud-est (2), Rattus rattus est également prénomme
rat noir di a son pelage sombre (figure 1). Son histoire n’est pas trés bien connue, cependant,
on estime qu’il était présent en Europe des le début de I’Empire romain, soit au IV siécle (3),
et prospere grace au transport commercial terrestre et maritime. Il est trés commun au Moyen
Age et jusqu’a la fin du XVIII siécle (2). Le rat noir a été par la suite supplanté par Rattus

norvegicus.

Rattus rattus trouve dans les villes de 1’époque un biotope convenant a sa nature frileuse et
arboricole : un abri chaud et élevé avec des provisions en grains et en fruits.
Morphologiquement, le rat noir posseéde un museau pointu de forme triangulaire, de gros yeux
et de grandes oreilles arrondies, minces, mobiles, translucides, et dépourvues de poils. Sa
queue est longue et effilée, gris foncé, avec 260 anneaux, et est surtout plus grande que son
corps (une longueur d’environ 25 cm pour un corps compris entre 17 et 20 cm (2)). Il possede
4 doigts aux pattes antérieures et 5 aux postérieures. Son pelage varie du noir a I’agouti avec
souvent sa partie ventrale plus claire. Son poids maximal est aux alentours de 250 g, ce qui le
place, au niveau de son gabarit, bien en dessous du rat brun.

Sa maturité¢ sexuelle est atteinte vers 68 jours, avec une durée de gestation moyenne de 21
jours (3). Les femelles ont en moyenne 3 a 5 portées par an. Les portées se composent

généralement de 5 a 8 petits. Les petits sont sevrés vers 3 a 4 semaines.
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Le rat noir posséde une mauvaise vision des couleurs, en revanche ses sens de 1’odorat, de
I’ouie et du toucher, grace aux vibrisses, sont vraiment trés développés.

Leur longévité, dans la nature, ne dépasse généralement pas un an, en revanche, en captivite,
les individus peuvent vivre plusieurs années. Un projet de domestication a d’ailleurs été tenté
dans les années 80/90 en Angleterre. Cela n’a pas engendré un grand succes, di a leur nature

sauvage, ils sont beaucoup plus compliqués a domestiquer que le rat brun.

Ce sont des animaux sociaux qui vivent en petits groupes familiaux hiérarchisés (3), pouvant
atteindre plus d’une cinquantaine d’individus. Ils préférent nicher dans les parties supérieures
des structures. En effet, ce sont de bon grimpeurs, mais ils peuvent aussi sauter en longueur et
en hauteur jusqu’a 1,20 m. Ces animaux préferent les lieux chauds et secs car ils sont tres
sensibles a I’humidité. Ils sont omnivores a tendance frugivore et granivore, la quantité de
nourriture absorbée est importante car ils consomment entre 10% et 15% de leur poids par

jour (3).

2. Rattus norvegicus

Figure 2 : Photo de Rattus norvegicus

Rattus norvegicus est également nommé : rat brun, rat surmulot ou encore rat d’égout (figure
2). Son nom laisserait présager qu’il vient de Norvege, mais en réalité il n’en est rien. Il
provient d’Asie, plus précisément de Chine et du Japon. Il arrive en Europe au cours du XVIII
eme siecle, en empruntant comme le rat noir les moyens de transport commerciaux, et

supplantant petit a petit le rat noir.
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Morphologiquement, Rattus norvegicus posse¢de un museau court et assez carré, avec de petits
yeux. Ses oreilles sont courtes et €paisses, velues, aux poils ras et fins. Sa queue est épaisse,
annelée et dépourvue de poils, elle apparait grise-bicolore. Il posséde un corps d’une longueur
de 25 cm environ, avec une queue d’une taille équivalente a son corps. Adulte, il peut peser
de 350 a 500g. II est donc plus gros et plus lourd que le rat noir. Il posséde 4 doigts aux pattes
antérieures et 5 aux postérieures. Son pelage est court, d’apparence hirsute, qui varie du roux

au gris brun mais avec une partie ventrale gris claire.

Sa maturité sexuelle est atteinte trés tot vers 50 jours (3). La durée de gestation est comprise
entre 22 et 24 jours. Les femelles, dans la nature, peuvent avoir entre 3 et 5 portées par an
avec 7 a 8 petits par portée. La mere allaite ses petits durant 3 semaines et s’en occupe jusqu’a
la portée suivante. Ainsi, le rat brun est une espéce possédant un trés fort taux de
renouvellement de sa population.

Les petits, a la naissance, sont aveugles et dépourvus de poils. Ils ouvrent les yeux au bout de
15 jours et le nid est abandonné au bout de 22 jours. Le rat brun, comme Rattus rattus, ne
posseéde pas une bonne vue, il se fie plutot a son odorat et a son ouie pour interagir avec son
environnement, et utilise aussi énormément ses vibrisses. Il posséde une bonne aptitude a la
course et a la nage, mais il n’est pas aussi bon grimpeur que le rat noir. Il peut tout de méme
sauter jusqu’a 60 cm de hauteur et passer a travers des trous de 12 mm de diametre.

Rattus norvegicus est un animal qui aime 1’humidité et vit a proximité d’un point d’eau car
ses besoins en eau sont trés importants. Il vit généralement a 1’extérieur, ne s’introduisant
dans les entrepdts que pour y trouver une source alimentaire. Il réside dans des terriers creusés
a proximité de batiments ou sous des fondations. Il vit en colonie, en petites unités familiales
organisées et défendant férocement leur territoire qui peut s’étendre sur une surface de 100 m?
environ. C’est un rongeur avec un comportement plutot agressif. Il est omnivore et adapte son
régime alimentaire en fonction du milieu dans lequel il se trouve. Le rat brun consomme

jusqu’a 1/10éme de son poids par jour, sont environ 25 g de nourriture (3).
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B. Les Souris

Taxonomie : Animalia, FEumetazoa, Bilateria, Deuterostomia, Chordata, Craniata,
Vertebrata, Gnathostomata, Euteleostomi, Sarcopterygii, Tetrapoda, Amniota, Synapsida,

Mammalia, Theria, Eutheria, Rodentia, Myomorpha, Muroidea, Muridae, Murinae, Mus.

La souris a probablement une répartition mondiale, plus étendue que n’importe quel autre
mammifére hormis I’Homme. Leur répartition géographique a d’ailleurs été facilitée par sa
relation commensale de certaines especes (Mus musculus domesticus) avec les humains, qui
remonte au moins a 8000 ans. Le genre Mus regroupe 4 especes en Europe. Nous nous
intéresserons pour la suite exclusivement a deux espéces de souris : Mus musculus domesticus

et Mus spretus.

1. Mus musculus domesticus

Figure 3 : Photo de Mus musculus domesticus

L’aire d’origine de 1’ancétre commun du complexe d’espece Mus musculus est le sous
continent indien. Les migrations et les fondations de colonies ont permit leur extension sur les
différents continents (3). Mus musculus domesticus aurait migré soit par 1’Afrique du nord
soit par la Turquie. Cette espece de taille relativement petite, mesure chez I’adulte entre 7 et
18 cm, et pése généralement entre 14 et 30 g (figure 3). Sa queue est plus longue que son
corps (2), et est munie de rares poils trés fins. Ses membres antérieurs possédent 4 doigts

munis de griffes et d’un pouce atrophié, tandis que ses membres postérieurs sont plus longs et
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dotés de 5 orteils munis également de griffes. Sa coloration varie trés largement, en fonction
de la région et du biotope qu’elle habite. En général, son pelage est gris-brun, assez uniforme,
et la face ventrale est légérement plus claire. Les femelles sont matures entre le 28™ et le
49°™ jour. La gestation dure entre 18 et 24 jours. Elles peuvent avoir 4 & 6 portées par an,
allant de 5 a 7 petits. Cela a pour conséquence une prolifération trés rapide de I’espece en un
laps de temps trés court.

Cette espece est tres bonne grimpeuse et peut sauter jusqu’a 30 cm de hauteur. Sa petite taille
lui permet de passer dans des ouvertures de 6 mm de diametre, donc pratiquement partout.
C’est une espece qui se montre peu, elle est généralement active au crépuscule et surtout la
nuit.

Les souris possedent une excellente audition et un sens de 1’odorat trés développé. Elles
peuvent communiquer entre elles grace a des cris aigus. De plus, de nombreuses études
attestent d’'une communication chimique. En effet, le sens olfactif est utilisé¢ principalement
dans les échanges sociaux, comme le marquage de territoire, la recherche de partenaires
sexuels, ou encore 1’identification des congénéres (4). Des récepteurs olfactifs nommés V2
localisés dans la muqueuse de I’organe vomero-nasal sont a 1’origine de ce phénomene (5). Ils
sont exprimés conjointement avec les récepteurs du Complexe Majeur d’Histocompatibilité
(CMH). Ils semblent intervenir dans la reconnaissance de I’identité du partenaire sexuel.
Ainsi cela permettrait notamment de limiter 1’accouplement entre individus consanguins et
favoriserait la diversité génétique.

La vie sociale des souris est fortement régulée par la détection qu’elles opérent, grace aux
odeurs, entre individus de divers statuts, dominants ou dominés, reproducteurs ou non. Jane
Hurst, de I’université de Liverpool, a montré que via I’urine, de nombreuses informations sont
émises telles que 1’état physiologique des femelles, ou encore le statut social de la souris. Les
composés volatils responsables ont été localisés dans 1’urine ou la glande prépuciale des
males. Ces odeurs peuvent directement affecter 1’état physiologique des femelles (6) en

déclenchant la puberté, en synchronisant les cycles cestraux : I’effet Whitten, et peuvent méme

parfois causer I’avortement des femelles gestantes : 1’effet Bruce.

Les souris domestiques sont des animaux trés curieux, qui errent sans cesse d’un endroit & un
autre en grignotant ¢a et la. De grands déplacements de ces individus entre des fermes sur des
distances supérieures a 500 m voire jusqu’a 2 km ont d’ailleurs été observés (3). Elles ont un
régime omnivore. Elles occupent toutes les formes d’habitat humain, des immeubles en
agglomération aux batiments agricoles, des entrepdts et méme des refuges en haute altitude.

3
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2. Mus Spretus

Figure 4 : Photo de Mus spretus (source : https://www.flickr.com)

Mus spretus a été décrite en 1863 par Lataste en Algérie (figure 4). Elle se serait différenciée
en Afrique du nord puis elle aurait migré vers 1I’Europe du sud-ouest. De ce fait, ces souris
sont présentes dans 4 pays du Maghreb : au Maroc, en Algérie, en Libye et en Tunisie. Elles
sont ensuite remontées dans la quasi-totalité de 1I’Espagne ainsi qu’au Portugal et dans le sud
de la France. Du fait de ses faibles besoins en eau, Mus spretus peut occuper des biotopes plus
arides que Mus musculus dommesticus. Mus spretus vit toujours a 1’état sauvage et n’est

jamais commensale comme la souris domestique (3).

Morphologiquement, Mus spretus différe peu de Mus musculus domesticus, mis a part la
queue de Mus spretus qui est plus fine, plus claire et plus courte. En effet, la queue est moitié
plus petite que le corps. De plus, la Mus spretus ne dégage pas la méme odeur musquée

caractéristique de Mus musculus dommesticus.

Les femelles sont matures a 6 ou 7 semaines et les males un peu plus tard vers 8 semaines.

Elles peuvent avoir des portées de 5 petits environs (3).

Ces deux especes sont sympatriques sur une partie de leurs aires de répartition géographique,
de ce fait une hybridation entre ces 2 especes est possible (7). Mais cette hybridation n’est

possible que dans un seul sens. Les males sprefus peuvent s’accoupler avec une femelle Mus
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musculus domesticus et engendrer des hybrides fertiles. L’inverse, en revanche, conduit a la

formation d’embryons qui meurent au 18™ jour de leur développement in utero.

L’hybridation de ces 2 espéces permet le transfert d’une partie du génome de Mus spretus
dans le celui de Mus musculus domesticus. Les conséquences de ce transfert constituent une
partie importante du travail dans cette thése. Ces souris introgressées ont été retrouvées en

Espagne, en Allemagne ainsi que dans le sud de la France (7).

C. Problemes économiques

Les rongeurs cités précédamment sont généralement qualifiés d’individus commensaux. Une
relation de commensalisme implique qu’une espéece tire profit d’une autre espeéce sans lui
causer de préjudice. Hors, ce n’est pas le cas pour la relation unissant les rongeurs a I’homme.
Le terme kleptoparasitisme serait plus appropri¢ pour caractériser 1’association existant entre
rongeurs et humains (4). Cette relation se produit au détriment de ’Homme, puisqu’elle
entraine des impacts négatifs importants tant au niveau social qu’économique. Les cofits
associés a la présence de rongeurs sont difficiles a estimer. Ils sont la somme de plusieurs
facteurs : des impacts alimentaires, infrastructuraux et industriels, environnementaux et

¢cologiques.

1. Impacts alimentaires

D’importantes pertes économiques sont reliées a la consommation et a la contamination de la
nourriture (3). Les rongeurs peuvent causer des dégats directs sur les récoltes en dégradants
les pieds des cultures ou en dégradant les lieux de stockages céréaliers. Ces derniers étant des
réserves de nourriture abondante, ils sont un milieu idéal pour le développement d’une

colonie de rongeurs.

En considérant une production mondiale de graines, comprenant les céréales, les
légumineuses et les oléagineuses (d’apres le site www.statistica.com), en 2015 d’environ 2,5
milliards de tonnes, 20% de cette production est rendue inutilisable aprés le stockage a cause
majoritairement de la consommation et des souillures engendrées par les rongeurs. Ces pertes
au stockage représentent 500 millions de tonnes de graines, soit la quantité nécessaire pour
nourrir 1,35 milliard d’hommes. Les pertes avant méme le stockage ne sont pas prises en

compte dans ces chiffres. Cependant, de nombreux rongeurs dégradent les cultures avant

o
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méme la récolte en s’attaquant aux pieds des plantes cultivées, tels que Microtus arvalis ou

Arvicola terrestris.

2. Impacts structuraux

De nombreux dommages sont engendrés par ’activité de grugeage et de creusage. Les
rongeurs, possédant des incisives a croissance continue, consomment toutes sortes de
nourriture, mais également toute sortes de matériaux, des meubles en bois a des appareils
¢lectroniques en passant par des fils électriques. On estime que les rongeurs passent 2% de
leur temps a gruger, ainsi ils sont responsables d’importantes dégradations pouvant amener a
des situations potentiellement dangereuses. De nombreux exemples peuvent étayer ces
propos.

En quelques années, en grugeant la structure de supports d’immeuble, les rats sont capables
de détruire ou d’infliger des dégats considérables a un immeuble (8). De plus, de part leur
activité de creusage, en créant des galeries, ils peuvent provoquer des glissements de terrains,

I’affaissement de digues et de canaux entrainant des inondations (8).

Les rongeurs sont également responsables de nombreux incendies en rongeant les cables
¢lectriques. Les compagnies d’assurance américaine estiment qu’environ 25% des feux dont
la cause est inconnue sont dus aux rongeurs (9). Egalement, en grignotant les fils €lectriques,
les rongeurs peuvent entrainer des catastrophes ferroviaires. Cela a été le cas lors de ’accident
de train du 17 juillet 2014 a Denguin. Les rongeurs, en grignotant une partie des cables
électriques gérant la circulation du train sur le réseau, ont entrainé un faux contact activant
ainsi un feu vert qui n’aurait pas di 1’étre. Ainsi une collision entre un TER et un TGV a eu

lieu et une quarantaine de personnes furent blessées.

L’industrie automobile est également victime de I’activit¢ des rongeurs. En effet, le moteur
des voitures constitue un terrain de grignotage idéal. Les protections autour des moteurs étant
¢laborées en substances biodégradables a base de céréales, les rongeurs provoquent de
nombreux dégats. Les garages estiment a I’heure actuelle qu’au moins deux véhicules par

semaine sont en panne a cause du grugeage d’un rongeur.
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3. Impacts écologiques

Les rongeurs sont également impliqués dans la disparition et 1’extinction de nombreuses
especes indigénes, dans les écosystémes qu’ils ont envahis et colonisés en dehors de leurs
aires de répartitions naturelles. Moore ef al en 1992 ont montré que les rats, en milieu
insulaire, auraient contribué¢ a I’extinction de nombreuses especes telles que des mammiferes,
des serpents, des geckos, des scinques, des batraciens, des escargots, des arthropodes ainsi
que des oiseaux (10). A I’heure actuelle, on estime que les rats bruns sont responsables de la

disparition d’une vingtaine d’especes d’oiseaux dans le monde (3).

Une étude sur la prédation des graines par les souris dans une forét de Nouvelle Z¢élande a
montré que les souris consommaient la totalit¢ des semences et avaient une implication

néfaste sur la dynamique de population des arbres (11).

Angel et al, en 2009, ont examiné I’impact des souris sur des iles de ’océan Austral et ils ont
constaté un impact négatif aussi bien sur la faune que la flore (12). Des recherches effectuées
sur les iles de Gaugh dans 1’océan Atlantique, qui abritent 20 espéces rares d’oiseaux, ont
montré que les souris étaient responsables de I’échec de reproduction de ces oiseaux, ce qui a

conduit a une chute préoccupante de leur population.

4. Impacts financiers

Comme nous I’avons dit précédemment, estimer 1’impact financier global causé par les
rongeurs est compliqué. A partir d’études réalisées aux Etats Unis, Battersby et a/ ont estimé
que le cout engendré par la destruction de matériel était de 158 environ par rat (9). En
considérant que le nombre de rats présents aux Etats Unis est d’environ 250 millions, les
dommages engendrés par ces derniers atteignent des sommes considérables, et ce sans
compter les cofits de traitement de dératisation.

A I’heure actuelle, la menace des rongeurs sur les milieux insulaires est un enjeu crucial et de
nombreux plans de lutte contre les rongeurs voient le jour afin de protéger des especes

menacées. La mise en place de ces plans constitue un cott financier non négligeable.

Enfin, en grignotant les cables électriques, téléphoniques ou de réseaux informatiques, les
rongeurs peuvent aussi entrainer un arrét partiel des chaines de production, entrainant ainsi

une perte financiére conséquente pour les entreprises.
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Les rongeurs causent donc de nombreux problémes économiques, cependant 1’impact

sanitaire da a leur présence doit également étre pris en compte.

D. Problémes sanitaires

Les rongeurs, et plus particulierement les rats et les souris, sont décrits par 1’Organisation
Mondiale de la Sant¢ comme représentant un risque important pour la sant¢ humaine. En
effet, ces rongeurs sont les vecteurs de graves maladies touchant I’homme. Leurs morsures,
leurs excréments, et méme leur pelage permettent la transmission de plus d’une quarantaine
de maladies par la propagation de parasites (endo et ectoparasites), de bactéries et de virus (8).
Parmi les maladies vectorisées directement par les rats et les souris, nous retrouvons les
hantaviroses, la leptospirose, la peste et bien d’autres. Cependant nous nous attarderons sur
ces 3 maladies dans les parties suivantes. Le grand potentiel des rats comme vecteurs de
maladies est di a plusieurs facteurs (8). Le premier de ces facteurs étant I’environnement dans
lequel ils vivent. Ils vivent dans des milieux humides et sales tels que des égouts, des
poubelles, qui sont propices a la contamination par des microorganismes pathogénes.
Cependant, pour qu’il y ait risque sanitaire, cela nécessite la combinaison de deux parameétres
qui sont : d’une part I’exposition aux pathogenes et d’autre part la possibilité de transmission
a I’homme. Or, le rat et la souris fréquentent le milieu de vie de ’homme. Ils sont en contact
direct avec ’homme ou tout au moins avec les objets qu’il utilise fréquemment, assurant la
transmission de leurs pathogeénes. Les rongeurs, de par leur taille, peuvent se faufiler partout
et se propager rapidement a la surface du globe, avec leurs pathogenes. Et grace a leur rythme
de reproduction élevé, ils assurent une dissémination rapide de leurs pathogénes également.
L’OMS considere que le rat présente un danger particuliérement élevé pour les personnes
ayant une sensibilité accrue comme les enfants et les personnes agées (9). Cependant, en ce
qui concerne les hantaviroses, la leptospirose et la peste, ces maladies touchent n’importe
quelle catégorie de personnes, quel que soit leur age, et ont été responsables d’un grand

nombre de morts.
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1. Peste

L’animal en lien direct avec la peste est Rattus rattus. Le peste est ce que 1’on appelle une
maladie « mondiale » car elle a touché 3 continents : I’Afrique, 1’Asie et I’Europe. Dans
I’histoire, il s’est produit 3 grandes épidémies de peste : la peste Justinienne a I’ Antiquité, la
peste noire en 1348 et la peste responsable de la derniére pandémie en Chine 4 la fin du 19°™

siecle (13).

Cette maladie est due a un bacille : Yersinia pestis, découvert en 1894 a Hong Kong par M.
Yersin. Ce bacille, long de 1 a 1,5 um, immobile et encapsulé, posséde une température
optimale de croissance a 25°C. La survie dans I’environnement de ce bacille est trés variable.
Sur le sol il disparait rapidement, mais il peut subsister des mois ou des années dans le terrier
de rongeurs si les conditions sont propices. Cela explique d’ailleurs la persistance de cette
maladie.

Cependant, la peste humaine n’est possible que par I’existence du trio « puce- rat- homme ».

11 existe deux formes de peste : la peste bubonique et la peste pneumonique. La premiére est
due a la pénétration cutanée du bacille par la piqure d’une puce. Ainsi, le bacille entre dans la
circulation sanguine, et au bout de 2 ou 3 jours, un ganglion apparait, nommé¢ le bubon. Les
bactéries se disséminent par voies lymphatique et sanguine vers la rate, le foie,
éventuellement les poumons, et provoque une septicémie pouvant entrainer alors le déces.
Dans certains cas, un abces pesteux pulmonaire se forme chez le malade, et la maladie touche
alors les poumons, devenant la peste pneumonique. Celle-ci peut se transmettre d’homme a
homme sans I’intermédiaire de la puce, via des gouttelettes de salive projetées par la toux.
Dans le cas de la peste bubonique, le vecteur assurant I’épidémie est la puce. La puce, qui va
transmettre le bacille Yersinia pestis, est Xenopsylla cheopis, puce du rat, mais qui a défaut de
son hote naturel vit aussi sur I’homme (14). Cependant, Xenopsylla cheopis n’est pas la seule
puce responsable, il y en a bien d’autres, environ 220 genres. En effet, selon I’environnement
et surtout la température, Xenopsylla cheopis ne peut survivre et le bacille choisira a défaut
d’autres puces (14).

Xenopsylla cheopis vit dans la fourrure du rat, que ce soit Rattus rattus ou Rattus norvegicus,
et elle va transmettre le bacille et donc la peste au rat. En effet, il faut tout de méme garder a
I’esprit que la peste est primitivement une maladie de rongeurs. Une fois le rat mort, les puces
quittent leur héte pour en trouver un nouveau. Cependant, puisque le rat noir vit a proximité
de ’homme, c’est a ce moment que soit un rat soit un homme sera la proie de ces puces et

pourra €tre contaminé par la peste bubonique.
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Actuellement, le traitement curatif est basé sur la streptomycine. A 1’origine, le taux de
mortalit¢ de la peste était de 93% mais, maintenant grace aux antibiotiques, ce taux a été

réduit a 16%.

A I’heure actuelle, la peste sévit encore dans quelques endroits dans le monde. Ainsi aux Etats
Unis, en 2015, 11 cas de peste ont été déclarés dont 3 mortels. A Madagascar, ou la peste fait

encore des ravages, il y a entre 300 et 1200 cas chaque année avec 28% de mortalité.

2. Leptospirose

La leptospirose est une zoonose ubiquitaire de préoccupation mondiale. Elle est provoquée
par des bactéries Spirocheétes pathogeénes du genre Leptospira. Cette zoonose touche aussi
bien les pays industrialisés que les pays en voie de développement (15,16). Elle est présente
sur tous les continents sauf 1’ Antarctique (15). La leptospirose peut étre considérée comme
une maladie ré-émergente (17,18) qui entraine de nombreux problémes économiques et de
santé publique. La leptospirose a un réel impact économique car les leptospires peuvent
infecter le bétail tel que les bovins ou les chevaux par exemple, et entrainer des échecs de leur
reproduction (19). De plus, cette zoonose entraine de nombreux autres problémes
¢conomiques qui sont, a I’heure actuelle, en train d’étre étudiés par un groupe de travail de
I’OMS (http://www.who.int/zoonoses/diseases/lerg/en/). Du point de vue de la santé publique,
le taux d’incidence de la leptospirose n’a cessé d’augmenter ces derniéres années, et le
nombre de cas graves estimé est d’environ 500 000 personnes infectées par an au niveau
mondial (20). Dans le monde, il y a environ 0,1 a 1 cas pour 100 000 habitants par an, dans
les zones ayant un climat tempéré, et plus de 10 cas pour 100 000 habitants dans les zones
ayant un climat tropical (18). Cependant, 1’incidence réelle de la leptospirose est fortement
sous-estimée car la grande majorité des pays ne possede pas de systeémes de notification
obligatoire des cas de leptospirose. L’incidence des cas de leptospirose n’est ainsi relevée que
par les cas graves entrainant une hospitalisation et une demande de diagnostic de laboratoire.
Donc, tous les autres cas qui n’entrainent pas une hospitalisation ne sont pas répertoriés (18).
Des centaines de personnes décedent chaque année de cette infection, le taux de létalité
avoisine 10 % environ (21). La France métropolitaine a la plus forte incidence de leptospirose
de Europe de l'ouest (22) avec 0,44 cas pour 100 000 habitants (23). En France, la
surveillance de cette maladie est basée sur un systéme de rapport volontaire de la part des
laboratoires gérés par le Centre National de Référence de I’Institut Pasteur Paris (CNR) (23).

Le genre Leptospira peut étre divis€ en deux grands groupes sérologiques : le groupe
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Leptospira interrogans (s.l) regroupant toutes les souches de leptospires pathogenes, et le
groupe Leptospira biflexa (s.]) comprenant les souches saprophytes qui ne présentent aucun
danger pour les humains. Ces deux groupes sont divisés en de multiples sérovars (16, 22). Les
sérovars sont antigéniquement déterminés par 1’expression des Lipopolysaccharides (LPS) sur
leur membrane externe, et ces sérovars sont alors ensuite regroupés en sérogroupes. Ces
sérogroupes n’ont pas de statut taxonomique mais sont utiles pour la compréhension
épidémiologique (16,24). Il existe plus de 300 sérovars répartis dans 24 sérogroupes (25).
Parallelement, suite aux études d’hybridation ADN-ADN, une classification génomique a été
¢tablie avec actuellement 20 especes décrites : 8 espéces pathogenes, 7 espéces saprophytes
et 5 espéces dont la pathogénicité n’est pas clairement connue (26). Cependant, la
classification sérologique et la classification génomique ne sont pas superposables.

Les leptospires sont des bactéries spirochétes minces, hélicoidales et mobiles, d’environ
0,1um de diametre et de 6 a 20 um de longueur (15; 24) (figure 5). L’origine de la mobilité de
ces bactéries provient de deux flagelles péri-plasmiques qui sont localisés a chaque extrémité
de la bactérie (26). Leur membrane externe posséde de nombreuses protéines telles que des
LPS. Leur génome a une taille d’environ 5 000 kb et est composé de deux chromosomes : un
chromosome de 4 400 kb et un second plus petit de 350 kb (24). Le génome des leptospires
surpasse ceux des autres bactéries en terme de nombre de genes codant pour des protéines
(27). La taille importante de leur génome leur confére la capacité de vivre dans de nombreux
milieux différents (25). Dans I’environnement, ces bactéries pathogenes survivent sur des sols
humides ou dans de 1’eau douce stagnante (19) pendant de longues périodes de temps, surtout
si le pH est Iégérement alcalin. Par ailleurs, elles vivent trés bien dans des environnements a
forte viscosité car elles peuvent s’agréger entre elles, ce qui augmente leur survie (20).
Cependant les leptospires sont aérobies obligatoires (15, 24) et sont sensibles aux UV. En
effet, elles ne posseédent pas de Super Oxyde Dismutase (SOD), ainsi elles n’ont pas la
possibilité de lutter contre le stress oxydatif, par conséquent une exposition aux UV leur est

fatale (28). Enfin, les leptospires ont un optimum de croissance a 28- 30°C (15,24).

Le pH, la salinité, la viscosité et la température sont donc des facteurs essentiels pour la survie

des leptospires pathogenes (20).
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Figure 5: Photographie au microscope électronique de L. interrogans, sérovar icterohaemorrhagiae

par Levett et al (24)

Les leptospires pathogenes vivent dans I’organisme de nombreux mammiféres. Cependant,
elles peuvent se retrouver a 1’état libre dans I’environnement. Elles peuvent infecter de
nombreux hotes en traversant leurs muqueuses (telles que celles du nez, des yeux ou de la
bouche), via une abrasion cutanée ou la peau humide (18,24). Une fois ces bactéries dans la
circulation sanguine, elles se multiplient pendant une semaine et colonisent de nombreux

organes tels que les reins (16,18).

La leptospirose humaine est une maladie qui peut étre trés variée dans son expression
clinique. On peut observer des cas bénins quasi asymptomatiques ou exprimant simplement
un syndrome grippal. Les formes plus graves peuvent étre caractérisées par une insuffisance
rénale aigué ictérique (ou maladie de Weil) ou un syndrome hémorragique pulmonaire. La
létalité est en moyenne de 10% mais peut étre beaucoup plus élevée suivant la forme

considérée (jusqu’a 50 % dans le cas du syndrome pulmonaire hémorragique sévere).

La sévérit¢ de la maladie dépend de plusieurs facteurs, tels que le statut immunitaire
individuel de I’héte, le sérovar, et des facteurs liés a la relation hote-sérovar qui ne sont pas

encore connus a I’heure actuelle (15,18).

De nombreux traitements existent mais ils doivent étre effectués au début de I’infection pour
étre efficaces. En cas de leptospirose de faible gravité, un traitement avec de la Doxycycline
ou de I’Amoxiciline est suffisant (18,25). Il existe ¢galement des vaccins permettant de se
prémunir face a la leptospirose. Toutefois a I’heure actuelle, les vaccins ont une efficacité
faible car ils sont sérovars-spécifiques et ne peuvent pas offrir une protection a long terme. Le
nombre important de sérovars existants ainsi que le colit élevé de production d’un vaccin

multisérovars sont les principales limites de la vaccination (18,28).
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Les leptospires ont deux types d’hotes, les hotes dits « accidentels » tels que ’homme, et des
hotes « réservoirs » (15,18,28) tels que les rongeurs. Les hotes accidentels vont développer de
nombreux signes cliniques et vont excréter des leptospires dans leur urine apres la période de
colonisation rénale et parfois pendant plusieurs semaines suivant la guérison (29). En
revanche, les hotes réservoirs ne vont pas développer de signes cliniques, mais vont excréter
des leptospires dans leur urine pendant une trés grande partie de leur vie (15,29). Le fait
d’excréter des leptospires dans I'urine favorise la dissémination de ces bactéries dans

I’environnement.

Les hotes peuvent étre contaminés, soit par transmission indirecte par contact avec un
environnement contaminé par 1’urine d’un animal infecté (15,16) soit par contact direct avec

I’urine d’un animal infecté (20,24).

Les facteurs d’exposition aux leptospires sont multiples. Par le passé, dans les pays
industrialisés, la leptospirose affectait surtout les personnes sur leur lieu de travail (30). En
effet, les leptospires infectaient surtout les agriculteurs, les commercants d’animaux, les
vétérinaires, les égoutiers et les soldats (15,18,31). En revanche, depuis quelques années,
d’autres catégories de personnes sont concernées par cette zoonose car d’autres facteurs sont
majoritairement responsables de ces infections. Parmi ces facteurs, il y a notamment : les
sports aquatiques tels que le rafting et le canoé-kayak (20,23,32), le jardinage (24), le fait de
marcher pieds nus (24,33), ou encore de voyager a 1’étranger dans des zones d’endémie (18).
En France métropolitaine, la leptospirose devient ainsi plutdt une maladie de loisir. Dans les
pays tropicaux, I’insuffisance sanitaire, le manque de ramassage des ordures et les inondations

sont les facteurs responsables de la majorité des cas de leptospirose (21,31).

Pour se prémunir contre une infection, quelques moyens peuvent étre facilement mis en en
place, tels que se faire vacciner, ou encore porter des gants, des lunettes et des bottes pour les
travailleurs les plus exposés. De plus, des détergents sont mis dans les eaux usées des égouts,
ce qui permet de réduire considérablement la survie des leptospires (24). Enfin, une gestion
constante des populations de rongeurs est indispensable afin de réduire la dissémination des
leptospires dans I’environnement et de diminuer les cas de leptospirose humaine (18). En
effet, le role du rat brun comme source d’infection humaine aux leptospires a été découvert en
1917 (24). Le rat est un hote réservoir des leptospires (17,29). Il existe une relation hote-

bactérie entre Rattus norvegicus et le sérogroupe Icterohaemorrhagiae (34).
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Il a été montré que la prévalence de portage de leptospires au sein des populations de Rattus
norvegicus est trés élevée pour la leptospirose et ce rongeur est considéré comme le principal
responsable des cas d’infections humaines de leptospirose (18,28,29). En France, le taux de
prévalence estimé est de 34,7% chez le surmulot (35). Cela est directement dii & son mode de
vie. Le rat est un commensal qui colonise tous les habitats humains et vit aussi au contact des
leptospires. Il se nourrit des déchets et des sources alimentaires les plus diverses (36). En zone
urbaine, les rats ont des territoires réduits et subissent une forte promiscuité synonyme
d’agressivité, y compris avec les populations humaines, d’ou un risque accru de transmission

directe ou indirecte de la leptospirose (36).

3. Hantavirus

Les Hantavirus sont regroupés au sein de la famille des Bunyaviridae (37). Leur génome est
compos¢ de 3 molécules d’ARN simple brin avec une polarité négative. Ces 3 ARN simples
brins codent respectivement pour la nucléoprotéine N, deux glycoprotéines d’enveloppe (Gn
et Gc) et une RNA polymérase RNA dépendante. 22 espéces d’Hantavirus sont officiellement
décrites mais le nombre de taxons décris a augmenté récemment de maniére importante. Une
centaine d’espéces ou de variants dans 1’espéce sont décrits actuellement. Les Hantavirus sont
présents sur tous les continents. Ainsi, 5 especes d’Hantavirus circulent sur le continent
Européen : le virus Puumala (PUUV), le virus Seoul (SEOV), le virus Dobrava Belgrade
(DOBYV), le virus Saaremaa (SAAYV) et le virus Tula (TUV) (37).

Chaque espece d’Hantavirus est portée par un hote spécifique (38), dont majoritairement des
rongeurs. L’infection de I’hote naturel (réservoir) se traduit par une infection chronique au
cours de laquelle le virus persiste dans les organes. La durée de la virémie et de I’excrétion
varie selon 1’association Hantavirus-hote. La transmission du virus entre les hotes naturels se
fera par contact direct (morsure) ou indirect par inhalation d’excrétas ou de sécrétions. De la
méme maniere, les Hantavirus peuvent passer des rongeurs a I’homme. La transmission inter
humaine est rare mais a cependant déja été décrite au Chili.

Une fois ’homme infecté par le virus, 2 syndromes différents peuvent se développer. Dans le
cas des Hantavirus asiatiques et européens, tel que le virus Seoul, I’individu infecté développe
une fievre hémorragique avec syndrome rénal : FHSR, avec un taux de létalité variant de
0.1% a 10%. Les Hantavirus américains, causent plutét un syndrome pulmonaire, avec un
taux de mortalit¢ plus ¢élevé allant de 30% a 60% (Institut Pasteur). Actuellement, le

traitement de ces maladies est symptomatique, aucun traitement spécifique n’est disponible.
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La prévention de I’infection consiste surtout a limiter le contact avec les rongeurs et leurs

excrétions.

Les hotes réservoirs du virus Seoul sont Rattus rattus et Rattus norvegicus. A cause de ses
hotes naturels, SEOV est le seul Hantavirus possédant une distribution potentiellement
mondiale (39). SEOV a été retrouvé au Japon, en Corée du sud, en Egypte, aux USA, au

Brésil, au Pays Bas et également en France, plus particulicrement a Lyon (37).

E. Bénéfices des rongeurs

Les rongeurs, et plus exactement les rats et souris sont responsables de nombreux problémes
comme ¢énoncé précédemment. Cependant, en écologie, tout étre vivant interagit avec son
environnement et posséde un role. Les rongeurs n’échappent pas a ce principe, et les rats

possedent eux aussi leur importance.

Actuellement, dans les villes, les rats sont indispensables car ils participent a 1’élimination des
déchets organiques rejetés par notre société. A Paris, on estime aujourd’hui que les rats
dévorent chaque jour I’équivalent de 800 tonnes de déchets. Sans cette activité, les
canalisations d’eaux us€es seraient en permanence bouchées. De plus, les rats jouent
également un réle majeur comme ressource alimentaire dans certains pays tels qu’en Asie, en
Inde et en Afrique. En France, le rat a servi de réserve alimentaire lors du siege de Paris entre
1870 et 1871. Enfin, au Mozambique, des muridés du genre Cricetomys sont utilisés pour
détecter les mines anti personnels. Pour terminer, les rats blancs d’¢élevage sont utilisés

aujourd’hui en laboratoire pour divers tests et études capitales.

Le réel probléme associé aux rongeurs est leur capacit¢ de reproduction rapide, ainsi ils
deviennent, en trés peu de temps, incontrélables. L’homme est en partie responsable, car en
modifiant ’environnement, il a permis aux rats et souris d’obtenir de nouvelles niches
¢cologiques favorables a leur développement. Cela a entrainé tous les problémes énumeérés.
De ce fait, la gestion des rongeurs est actuellement indispensable. L’objectif n’étant pas une
éradication compléte de ces espéces mais un contrdle des populations de rongeurs. Pour cela
de nombreux moyens existent aujourd’hui. Le mode de gestion est une problématique actuelle
compliquée car certains de ces moyens de gestion entrainent des conséquences €cologiques

non négligeables.
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F. Gestion des populations de rongeurs

La gestion par I’homme des rongeurs a commencé deés le Néolithique, lorsque 1’homme,
devenu sédentaire a di stocker sa nourriture. Dés lors, il a di protéger ses denrées
alimentaires des rongeurs. L’urbanisation se développant par la suite, cette gestion se
complexifie et ne concerne plus seulement I’aspect alimentaire. La lutte contre les rongeurs
dans les grands centres urbains existe depuis de nombreuses années. En 1841 déja, le maire de
New York était engagé dans cette lutte (8). De par leur mobilité et leur diversité importante
d’habitats, les rongeurs en ville sont difficiles a gérer. Malgré toutes les techniques et nos
connaissances actuelles, de nombreuses villes n’arrivent toujours pas a controler
adéquatement leur population de rongeurs. Deux types de méthodes peuvent étre mises en
place : la lutte préventive et la lutte curative.

Concernant la lutte préventive, celle-ci consiste a empécher les rongeurs de pénétrer, de
circuler et de nidifier dans les batiments et d’avoir acce€s aux ressources en eau et nourriture.
Les rats affectionnent les tas de détritus et d’ordures, de ce fait, dans le cadre de la lutte
préventive, il faut tenir les lieux de stockage de nourriture en parfait état de propreté. Les
abords des batiments doivent également €tre bien entretenus. De plus, installer des grillages et
utiliser du ciment lisse comme matériau de construction permettent de lutter contre une
invasion potentielle de rongeurs. Cependant, il faut généralement y songer lors de la

construction du batiment car sa mise en place ultérieure est difficile et onéreuse.

En ce qui concerne la lutte curative, elle consiste a utiliser contre les rongeurs des dispositifs

physiques, biologiques ou chimiques.
La lutte curative va étre développée dans cette partie.

1. Dispositifs physiques

a) Piégeage

C’est une technique ancienne qui a une efficacité plutdt limitée. Elle permet de piéger
seulement quelques individus. En cas de réelle infestation par une population de rongeurs,
cette technique n’est pas suffisante. Parmi les pieges possibles, nous pouvons citer les nasses,
les tapettes et les plaques de glue. L’avantage est que le corps de I’animal sera retrouvé,

permettant ainsi une identification de ’espece. Egalement, avec cette technique, il n’y a pas
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de risque d’empoisonnement pour le manipulateur. En revanche, ces piégeages posent une

réelle question sur la souffrance animale.

b) Ultrasons

Les rats et les souris sont sensibles aux ultrasons. Dans cette optique, des essais en utilisant
des ultrasons ont été mis en place. Cependant, les résultats se sont révélés assez médiocres,
car les sons sont atténués par les parois, les meubles etc... Actuellement, des essais utilisant

des infrasons sont testés et semblent intéressants.

2. Lalutte biologique

a) L'utilisation de germes pathogenes

En 1893, Daniz, chercheur a I’Institut Pasteur, isole dans le sang de rongeurs (de campagnols,
de mulots et de souris), une salmonelle : la salmonelle enterica, appartenant au sérovar
Typhimurium. Cette salmonelle contamine les animaux a sang chaud et provoque la mort d’un
campagnol des champs en 5 a 6 jours. Cette méthode de lutte fut utilisée lors de la pullulation
de 1912 qui toucha 25 départements. Cette lutte a grande échelle nécessita la mise au point de
procédés de multiplication et de production du bacille en grande quantité. De 1923 a 1925,
plusieurs hectares de cultures ont été traités en Normandie, puis en Belgique en 1937 avec un
succes apparent. L utilisation de cette méthode se poursuivit jusqu’au début des années 1960
puis fut définitivement abandonnée, du fait de résultats inconstants dans la nature, mais
surtout due a I’observation de cas de mortalit¢ chez des animaux domestiques et chez

I’homme.

b) L'utilisation de prédateurs

L’utilisation de certains ennemis naturels des rongeurs semble étre une idée judicieuse afin de
gérer les populations de rongeurs, en théorie. Parmi les prédateurs des rongeurs, nous
retrouvons les rapaces par exemple, ou encore les serpents. En pratique, I’utilisation de tels
animaux est impensable en milieu urbain. Les chats domestiques ont toujours été utilisés
comme ennemis des rongeurs. En effet, la domestication du chat par les Egyptiens fut motivée

par le souci de protéger leurs réserves de céréales contre les dégats commis par les rongeurs.
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De nos jours, ’efficacité des chats est limitée, et ils s’attaquent beaucoup plus aux souris

qu’aux rats. Cependant, la présence de chats semble tout de méme agir de maniére répulsive.

3. Lutte chimique

C’est la méthode de lutte la plus utilisée actuellement. Les rodenticides appartiennent a des
familles chimiques trés diverses. Tous les rodenticides a usage domestique font I’objet d’une
réglementation stricte visant a limiter les risques toxiques pour ’homme. Cependant, certains
détournements de produits a usage strictement réservé aux professionnels peuvent conduire a
de graves intoxications (40). Les rodenticides peuvent étre classés en deux catégories : les

poisons violents et les anticoagulants.

a) Les poisons violents

Quelques exemples de poisons violents vont étre décrits ci-dessous. Cependant, certains de

ces produits, de par leur mode d’action, ne sont plus autorisés actuellement en Europe.

a)l) La Bromethaline

La bromethaline est un produit de synthése appartenant au groupe des Diphénylamines (41).
Sa structure chimique est: 2,4-dinitro-N-methyl-N-[2,4,6-tribromophenyl]-6-[trifluoro-
methyl] benzenamine (42). Ses propriétés rodenticides ont été présentées pour la premicre fois
en 1979. Apres ingestion, la Bromethaline est rapidement absorbée. Elle subit ensuite une
¢tape de N-déméthylation dans le foie pour former un métabolite : le desmethyle
bromethaline. Ce métabolite est plus toxique que la molécule initiale. Ensuite, le desmethyle
bromethaline et la bromethaline vont agir sur le systéme nerveux central (SNC) en provoquant
un découplage de la phosphorylation oxydative mitochondriale. Ainsi, il y a une réduction de
la synthése d’ATP (42). En effet, la Chaine Respiratoire Mitochondriale (CRM) continue de
fonctionner mais I’ATPsynthase est inhibée par le déficit du gradient électrochimique venant
des H+. De par le manque d’ATP, les pompes Na" et K" ATP dépendantes n’assurent plus
leur rdle, entrainant une perte du controle osmotique dans la cellule et une entrée d’eau. Cette
rétention d’eau augmente la pression sur les axones, entrainant ainsi une démyélinisation et
une diminution de la transmission de I’influx nerveux. L’animal empoisonné souffre alors de

graves problémes neurologiques et meurt d’un arrét respiratoire.
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Ce produit ne posséde pas d’antidote. Son usage a ¢té interdit en Europe, mais est encore

autorisé aux Etats Unis.

a)2) La Crimidine

La crimidine fait partie de la famille des convulsivants, au méme titre que les métaldéhydes et
de la strychnine. La crimidine est un composé organique artificiel hétérocyclique présentant
une analogie structurale avec la vitamine B6 (40). Une fois ingéré, ce rodenticide est
rapidement absorbé par voie intestinale et accumulé dans le SNC, le foie et les reins. De par
son analogie de structure avec la vitamine B6, la crimidine est un antagoniste de cette

vitamine et a des conséquences importantes dans le SNC.

La vitamine B6 intervient comme co-facteur dans le métabolisme des acides aminés, ainsi que
dans la réaction de phosphorolyse du glycogéne en glucose. Ainsi, la crimidine, inhibe le

métabolisme du glucose menant a un déficit d’énergie dans le SNC.

De plus, la crimidine empéche la décarboxylation de I’acide glutamique en GABA (figure 6)

Décarboxylation GABA

Acide glutamique

Figure 6 : Schéma du mode d’opération de la Crimidine

Ainsi, il y a une baisse de la concentration intracérébrale de GABA, menant a des crises

convulsivantes chez I’animal intoxiqué, et entrainant sa mort.

a)3) L’alphachloralose

L’alphachloralose est un composé organique artificiel provenant de la condensation d’une
molécule de glucose avec une molécule de chloral anhydre en présence d’acide sulfurique
(43). Ce rodenticide, ¢galement nommé chloralose ou gluchoral, fut découvert en 1889. Il fut
d’abord utilis¢é en médecine humaine pendant de nombreuses années comme hypnotique et
anesthésique (40). Son utilisation thérapeutique a complétement cessé depuis 1989 mais il sert
maintenant de rodenticide, composé a 80% d’alphachloralose et de 20% de betachloralose. 11
est utilis¢ sous forme de poudre ou d’appat dont les concentrations varient de 10% a 96%.

Actuellement, de nouveaux appats a 4% sont commercialisés.
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Une fois ingére¢, il est rapidement absorbé par voie intestinale et distribué au niveau hépatique.
I1 subit ensuite de nombreuses bio-transformations. Pour commencer, il subit une hydrolyse
du chloralose en glucose et en chloral. Puis, le chloral est réduit en trichloroéthanol. C’est ce
métabolite secondaire qui est toxique pour ’organisme. Le trichloroéthanol est ensuite
distribu¢ au niveau du SNC. L’alphachloralose a des propriétés a la fois dépressives et
excitatrices. Ses propriétés dépressives entrainent un €tat comateux chez ’animal, ainsi qu’un
abaissement de sa température corporelle. C’est cette hypothermie qui engendre la mort de
I’animal. L’animal entre donc dans un coma hypothermique, qui est généralement interrompu
par de breéves périodes d’agitation. Le chloralose posséde donc 2 effets, un effet sédatif et un
effet d’exitation motrice, d’ou I’expression qui lui est attribuée : le cerveau engourdi et la
moelle éveillée. En cas d’intoxication involontaire, le seul traitement repose sur une
décontamination digestive. Le recours aux barbituriques est contre indiqué car ils risquent
d’aggraver le coma et I’hypothermie. Sur le terrain, ce rodenticide posséde une mauvaise
appétence, le rendant donc peu consommé. Le second inconvenient est son efficacité qui est
dépendante de la température extérieure. Le rongeur, en période estivale, n’entre pas en

hypothermie et se réveille.

a)4) Le Cholecalciferol

Le cholécalciférol, également appelée vitamine D3, est utilisé pour ’hypercalcémie qu’il
engendre chez les animaux (44). De par cette fonction, il est utilis¢é comme rodenticide. Une
fois ingéré, le cholécalciférol est absorbé au niveau gastro-intestinal et transporté dans le sang
vers le foie via des protéines de transport de la vitamine D. Au niveau hépatique, le
cholécalciférol est métabolis¢ en 25-OH-cholécalciférol (calcifédiole), puis en 1,25-
dihydroxycholécaliferol (calcitriol) (44). C’est le calcitriol qui est le métabolite responsable
de la toxicité¢ de cholécalciférol. En effet, le calcitriol augmente ’absorption intestinale de
calcium, et libére le calcium des os, provoquant ainsi I’hypercalcémie. De plus, il agit aussi en
diminuant la synthése d’hormones parathyroidiennes, ce qui favorise 1’augmentation de la
phosphorémie dans le plasma. L’hypercalcémie a pour conséquences des troubles
fonctionnels et organiques chez 1’animal intoxiqué. Pour les troubles fonctionnels, il y a une
diminution de I’excitabilité neuromusculaire, de la contractilité des muscles lisses, de la
filtration glomérulaire par vasoconstriction de 1’arteére rénale afférente, ainsi que des troubles
de I’excitabilité du myocarde et des perturbations de la sécrétion et de I’activité de certaines

hormones. C’est notamment le cas de la vasopressine, I’hypercalcémie diminue I’influence de
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la vasopressine sur les tubules rénaux, provoquant une augmentation de diurése. Les troubles
organiques se traduisent d’une part, par une action toxique directe du calcium sur les cellules
épithéliales tubulaires rénales, mais aussi une dégénérescence des cellules spléniques,
hépatiques et myocardiques. D’autre part, en raison de [I’hypercalcémie et de
I’hyperphosphatémie, des calcifications dystrophiques des tissus mous se forment dans les
reins, les poumons, le myocarde et les gros vaisseaux. Toutes ces altérations menent a la mort

de ’animal.

a)5) Le Phosphure de zinc

Le phosphure de zinc est couplé a un appat afin d’étre utilisé comme rodenticide. Il a été
utilisé pour contrdler les populations de rongeurs mais il est maintenant interdit en Europe
pour un usage en intérieur. L’utilisation en extérieur pour tuer notamment les taupes est
autorisée. La toxicité du phosphure de zinc est liée a la production de phosphine (45). Les
propriétés rodenticides de la phosphine ont été découvertes en 1933 par le docteur Freyberg.
Une fois ingéré, le phosphure de zinc est hydrolysé, en condition acide, et la phosphine, sous
forme gazeuse, est produite. Elle entre ensuite dans la circulation sanguine pour aller se
stocker dans le foie, les poumons et le cceur. La phosphine va alors dénaturer
I’oxyhémoglobine, interférer avec la synthése de protéines, dont celle du cytochrome C
oxydase, dans les cellules cardiaques et pulmonaires et inhiber la respiration oxydative
mitochondriale (45). Cela entraine alors des problémes pulmonaires (oedéme) et cardiaques
menant rapidement a la mort de I’animal. Il n’y a pas d’antidote spécifique connu

actuellement.

a)6) La Norbormide

La norbormide a ¢été¢ découverte en 1960 et a la particularité intéressante de tuer
spécifiquement les rats (46). En effet les rats sont 150 fois plus sensibles que les souris. Une
¢tude menée par Ravindram et a/ en 2009 a essayé d’expliquer ce phénomeéne. Leur hypothése
était qu’un métabolite de la norbormide était formé par la microflore des rats et c’était ce
métabolite qui était responsable de la mort des rats. Cependant, ’auteur n’a pas réussi a
prouver son hypothése. Quoi qu’il en soit, la norbormide provoque une vasoconstriction des
petites artéres périphériques et une vasodilatation des artéres systémiques de gros calibre,
entrainant des problémes cardiaques (46). Ce rodenticide est peu utilis¢ actuellement,

notamment a cause de sa mauvaise appétence.
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L’utilisation des poisons violents est soumise a de nombreuses restrictions car ils sont
dangereux a utiliser pres des lieux de stockage des denrées alimentaires ou des lieux
d’habitation. Etant des poisons violents ils représentent un réel danger pour les hommes et la
faune non cible. En effet, un défaut majeur de ces produits est qu’il n’existe pas d’antidote
spécifique, avec une action rapide, nécessaire pour contrer une intoxication accidentelle. De
plus, le second défaut est leur mode d’action qui engendre une mort violente et trés rapide.
Cela a pour effet de rendre méfiant la colonie de rongeurs, surtout les populations de rats.
Ainsi, quelques individus de la colonie vont manger le poison et mourir. Les autres individus
vont faire le lien entre I’appat consommé et la mort de leurs congéneéres, et ne consommeront
pas les appats. Pour ces raisons, les poisons violents sont peu utilisés maintenant. On leur
préfére aujourd’hui des rodenticides a action retardée comme les anticoagulants antivitamine

K (AVKs).

b) Les AVKs

La lutte contre les rongeurs est une tiche complexe, du fait de leur comportement néophobe et
d’éviction alimentaire. En effet, les rats sont de nature néophobe, ils se méfient de tout ce qui
est nouveau dans leur environnement. Leur comportement d’éviction alimentaire signifie que
seuls quelques rats vont goutter les nouvelles sources de nourriture et s’ils développent des
signes cliniques rapidement, les autres individus du groupe associeront la nouvelle source de
nourriture a la mort de leurs congénéres et ne consommeront plus le produit (47). Cependant,
les AVKs, grace a leur mode d’action, vont différer la mort de 1’animal de 3 ou 4 jours,
¢vitant ainsi le comportement d’éviction alimentaire. Différentes molécules sont
commercialisées en France, mais les AVKs sont de loin les produits les plus fréquemment
utilisés. L’utilisation des AVKs comme rodenticides a débuté apres la seconde guerre
mondiale. Les AVKs sont des molécules destinées a empécher ou a retarder la coagulation
sanguine. Ils provoquent ainsi des hémorragies.

Les AVKs constituent une part importante de cette revue bibliographique. Leur découverte,
ainsi que leur structure et leur mode d’action seront développés par la suite plus en profondeur
dans une partie qui leur est consacrée.

Les AVKs vont entrainer des troubles de la coagulation, provoquant ainsi la mort des

rongeurs intoxiqués.
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Il. La coagulation

La coagulation est un processus indispensable a la vie et est un des ¢léments de I’hémostase.
L’hémostase constitue I’ensemble des mécanismes concourant a maintenir le sang a 1’état
fluide a I’intérieur des vaisseaux : en arrétant les hémorragies d’une part et en empéchant les

thromboses d’autre part.

Tableau 1: Facteurs intervenant dans les phénoménes thrombogénes et antithrombogénes.

Facteurs thrombogénes Facteurs antithrombogénes
Facteur de coagulation Plasminogene
Plaquette Antithrombine
Facteur d’activation plaquettaire Protéine C
Facteur de Van Willebrand Protéine S
Facteur tissulaire TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor)
o Facteur d’activation du plasminogéne (t-PA, urokinase)
Fibrinogéne

Les différents protagonistes de I’hémostase sont cités dans le tableau 1 et sont présents dans la

circulation en équilibre (figure 7).

Eauilibre hémostatiaue

Facteurs thrombogénes Facteurs antithrombogénes

© ®

Diathése hémorragique Thrombophilie

Figure 7 : Shéma représentant I’équilibre hémostatique

m
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L’hémostase peut étre déclinée en 3 étapes successives (figure 8) :
» L’Hémostase Primaire.
» L’Hémostase Secondaire ou coagulation plasmatique.

» L’Hémostase Tertiaire ou fibrinolyse.

Bréche vasculaire

Hémostase primaire

Thrombus plaquettaire

Coagulation

Thrombus fibrino-plaquettaire

ISTOP Arrét du saignement

Fibrinolyse

Dissolution du caillot
Reperméabilisation du vaisseau

Figure 8 : Les différentes étapes de la coagulation (polycopié de M. Moerloose et Madame Boehlen)

A. Hémostase Primaire

L’hémostase primaire est la premiére étape ayant pour but d’obstruer la bréche vasculaire
en formant un thrombus plaquettaire. Le clou plaquettaire est formé dans les 3 a 5 minutes
suivant la lésion de I’endothélium vasculaire. Ce thrombus plaquettaire est ensuite consolidé

lors de I’étape de I’hémostase secondaire.

1. Les acteurs majeurs de I’'Hémostase Primaire

Les acteurs permettant cette hémostase primaire sont: les cellules endothéliales, les

plaquettes, le facteur de Von Willebrand et le fibrinogene.
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» Les cellules endothéliales : toutes les parois vasculaires de 1’organisme sont
constituées de 3 couches : 1’adventice, la média et I’intima (figure 9). La média est
plus ou moins développée selon le type de vaisseau. Dans le cas d’une artére, la média
est tres développée. Elle est riche en fibres musculaires permettant les phénomenes de
vasoconstriction. L’intima, quant a elle, est formée d’une couche constituée de
cellules endothéliales séparées du sous endothélium par la membrane basale. Le sous
endothélium possede des microfibrilles constituées d’un type de collagene trés
thrombogéne. Il est le lieu de 1’adhésion des plaquettes et de I’activation de la
coagulation. Les cellules endothéliales possedent des propriétés de synthése trés
importantes : elles vont notamment synthétiser le facteur de Von Willebrand, la
prostacycline (PGI2), la thrombomoduline (permettant I’activation de la protéine C),

I’activation du plasminogene (t-Pa) et I’inhibiteur du plasminogene (Pal).
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Figure 9 : Structure de la paroi vasculaire (polycopié de J.F.Schved)

» Les plaquettes : également nommées thrombocytes, sont synthétisées dans la moelle
osseuse. Leur durée de vie est relativement courte, entre 4 et 8 jours. Ce sont des
¢léments de forme discoide, de 2 a 4 pm de diamétre et dépourvus de noyaux (figure

10). Le taux normal de plaquettes chez 1’adulte est de 150000 a 300000 /ul. Elles sont




formées d’une membrane composée d’une double couche de phospholipides répartis
de fagon asymétrique. Les phospholipides anioniques sont prédominants a 1’intérieur
de la plaquette et seront externalisés lors de I’étape d’activation plaquettaire. Cette
membrane est riche en cholestérol, en calcium, en glycoprotéines : notamment GPIB
et GPIIb-IIla et en récepteurs tels que les récepteurs pour le facteur de Von
Willebrand, le fibrinogéne et aussi celui de la thrombine. Les plaquettes possedent
¢galement un réseau de microtubules et de microfilaments maintenant leur forme
discoide au repos. Enfin, elles possédent aussi un cytoplasme riche en granules : des
granules denses riches en calcium, ATP, ADP et en sérotonine et des granules alphas
contenant le facteur de Von Willebrand et le facteur IV. Ces granules peuvent libérer

leur contenu rapidement et en grande concentration 1a ou se déroule le processus de

coagulation.
CD9 Granules alpha
GPIIb-111a T ; Facteur 4 plaquettaire
olIpp3 & e Y Facteur Willebrand
P _ [Fibrinogene, Facteur V...
=) aopi
a5pl
a2pl

GPIa-Ila

Granules denses
IBa Calcium

o = L

Figure 10 : Schéma d’une plaquette (polycopié de M. Moerloose et Madame Boehlen)

Bicouche phopholipidique

» Le facteur de Von Willebrand (du nom du docteur Erik Von Willebrand, médecin
finlandais qui I’a découvert en 1926) : est une glycoprotéine multimérique du plasma
jouant deux roles essentiels: transporteur du facteur VIII, cofacteur de la coagulation,
et médiateur de l'adhésion puis de l'agrégation des plaquettes lors d'une Iésion

vasculaire. Il est synthétisé par les cellules endothéliales ainsi que par les plaquettes.

> Le fibrinogeéne : cette molécule est un dimeére. Chaque dimére est composé de 3

chaines : alpha, béta et gamma. La molécule de fibrinogéne posséde un domaine
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central E et deux domaines latéraux D. Le fibrinogéne posseéde un rdle crucial lors de

I’hémostase primaire et secondaire.

L’hémostase primaire se déroule en deux phases : la phase vasculaire dans un premier temps

et la phase plaquettaire dans un second temps.

2. La phase vasculaire

Lorsque le vaisseau est 1ésé, une vasoconstriction reflexe, liée a 1’¢lasticité de la paroi
vasculaire, va alors avoir lieu. Ensuite, cette vasoconstriction devient active suite a la
contraction des fibres musculaires lisses de la média. Cette vasoconstriction a pour effet de
ralentir I’écoulement du sang et de regrouper les plaquettes et les protéines coagulantes au
niveau de la 1ésion. Une fois que le sang atteint le sous endothélium thrombogéne, la phase

plaquettaire peut alors débuter.

3. La phase plaquettaire

La phase plaquettaire est divisée en trois actions successives de la part des plaquettes : tout
d’abord I’adhésion des plaquettes sur le sous endothélium, puis 1’activation des plaquettes et

enfin leur agrégation (figure 11).
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@ collagine & - (M) fbrinogine

Figure 11 : Etapes de la phase vasculaire (polycopié de M. Moerloose et Madame Boehlen)
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a) L’adhésion plaquettaire

Les plaquettes, des leur sortie du vaisseau lésé vont adhérer a la structure sous endothéliale
mise a nue par la breche vasculaire. L’endothélium va exprimer les facteurs de Von
Willebrand a leur surface qui auront un rdle d’ancrage pour les plaquettes, qui s’y fixeront par
le biais de leur récepteurs GPIb. Une premiére couche monocellulaire de plaquettes va ainsi se

constituer.

b) Activation plaquettaire

Suite a I’adhésion, les plaquettes vont s’activer, entrainant un changement de leur forme : de
discoide, elles passeront a une forme sphérique. Elles vont ensuite émettre des pseudopodes
permettant d’augmenter leur surface membranaire afin de recouvrir au mieux la Iésion. Elles
vont ensuite exprimer les récepteurs GPIIbIlla de surface et sécréter le contenu de leur
granules alpha et denses. Ainsi, la sérotonine et 1’adrénaline aux propriétés vasoconstrictrices
seront relachées, également le facteur plaquettaire ou thromboplastine, qui favorise la
coagulation et I’exposition des récepteurs membranaires GPIIblIla, I’ADP et le thromboxane
A2 capables d’activer a leur tour les autres plaquettes sanguines environnantes et de stimuler

I’agrégation plaquettaire.

c) L'agrégation plaguettaire

Sur la premiére couche de plaquettes se fixent alors d’autres plaquettes activées. Pour cela, les
récepteurs de surface GPIIblIla vont subir une modification conformationelle leur permettant
de fixer le fibrinogéne, en présence de calcium. Ainsi, grace au fibrinogene, des ponts entre
les plaquettes se forment, créant ainsi le premier thrombus dit thrombus blanc. Ce thrombus
blanc a pour réle d’arréter au mieux les pertes sanguines. Cependant, ce thrombus blanc est
fragile, il devra €tre consolidé par la suite lors de I’Hémostase Secondaire.

Pour finir, lors de I’agrégation plaquettaire, grace a 1’action d’une flipase, il y a une inversion
de ’orientation des phospholipides anioniques membranaires des plaquettes, en particulier des
phosphatidyls sérines. Ainsi, lors de 1’hémostase secondaire, les phosphatidyls serines
permettront a certains facteurs de coagulation de venir se fixer spécifiquement aux plaquettes

activées par le biais du calcium.
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B. L’Hémostase secondaire

L’hémostase secondaire, également appelée coagulation plasmatique, a pour objectif de
renforcer le thrombus blanc en convertissant le fibrinogéne soluble en fibrine insoluble. Les
mailles de fibrine vont emprisonner les cellules sanguines circulantes, notamment les globules
rouges, formant ainsi le thrombus rouge. Les facteurs de coagulations ont un rdle primordial
lors de cette étape de coagulation plasmatique, car ils sont directement responsables de la
conversion du fibrinogene en fibrine. La coagulation est une cascade de réactions
enzymatiques aboutissant a 1’activation progressive des différents facteurs de coagulation et

menant a son terme a la production de fibrine.

1. Les facteurs de coagulation

Les facteurs de coagulations sont synthétisés, pour la plupart, dans le foie, et sont divisés en 3
catégories : en pro-enzymes ou zymogenes de serine protéases : les facteurs II, VII, X, XI, et
XII ; en cofacteur : facteur V et VIII et en substrat : le fibrinogéne (facteur I). Ces facteurs de
coagulation sont résumés dans le tableau 2. Il existe toujours au moins deux formes pour ces
facteurs : une forme non active tel que le facteur X et une forme active avec le suffixe « a »,
tel que le facteur Xa. Chaque facteur a 1’état activé pourra a son tour soit activer un autre
facteur, soit modifier certaines protéines impliquées ou non dans la coagulation. Certains des
facteurs de coagulation portent des résidus gamma-carboxylés. La gamma carboxylation de
ces résidus est trés importante car elle leur permet de fixer le calcium. En effet, grace a
I’action de la flipase, le calcium circulant va tout d’abord se fixer aux phosphatidyls sérines
des membranes plaquettaires. Par la suite, via le calcium, les facteurs de coagulation portant
des résidus gamma carboxylés, pourront a leur tour se fixer aux membranes plaquettaires. Le
calcium possede donc un role primordial permettant aux facteurs de coagulation de se fixer et
de se concentrer localement.

La gamma carboxylation est réalisée par une gamma glutamyl carboxylase (GGCX), cette
réaction nécessite la présence d’un cofacteur qui est la vitamine K hydroquinone. Ces facteurs
sont donc appelés des facteurs vitamine K dépendants. Il s’agit des facteurs II, VII, IX et X.
En cas de carence en vitamine K hydroquinone, ces 4 facteurs ne seront pas gamma
carboxylés. Il circule alors dans le sang des substances appelées PIVKA (protein induced by
vitamin K absence), les PIVKA 11, VII, IX et X. Ce sont des précurseurs non carboxylés, donc
inactifs car leur liaison aux phospholipides membranaires, via le calcium, est impossible.

s
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Tableau 2 : Résumé des différents facteurs de coagulation

Numéro du facteur Nom du facteur Demi-vie
I Fibrinogéne 436 jours
Il Prothrombine 3a4jours
I Facteur tissulaire
v Calcium ionisé
Vv Proaccelérine 12 a 36h

Vil Proconvertine 4 3 6h
VI Facteur antihémophilique A 10 a 16h
IX Facteur antihémophilique B 24h
X Facteur de Stuart Prower 1a2jours
Xl Facteur Rosenthal 1a2jours
Xl Facteur Hageman 2 a3jours
XMl Facteur Laki-Lorand (stabilisant la fibrine) 3a7jours

2. Déroulement du processus de coagulation

La coagulation est une cascade de réactions enzymatiques aboutissant a la formation de
fibrine insoluble. L’enzyme clé permettant la transformation du fibrinogene en fibrine est la
Thrombine : le facteur II. L’activation du facteur II en Ila découle de la voie exogene et

endogene.
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La cascade de la coagulation

[7] Phase contact
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Figure 12 : Représentation de maniére simplifiée de |la cascade d’activations menant a la formation

de fibrine (polycopié de M. Richard)

a) Lavoie du Facteur tissulaire

Cette voie est déclenchée par la libération du facteur tissulaire. Ce dernier est normalement
absent de la circulation sanguine, mais il est exprimé au niveau des cellules musculaires lisses
de la paroi vasculaire et des fibroblastes. Il est donc exposé lors de la bréche vasculaire. C’est
une protéine membranaire de trés forte affinité pour le facteur VII. Lorsque le facteur
tissulaire entre en contact avec le sang, il se complexe avec le facteur VII circulant et permet
ainsi I’activation du facteur VII en VIla (en présence de calcium). Le facteur VIla active a son
tour le facteur X en Xa. La suite de la cascade de coagulation correspond a la voie commune

avec ’activation du facteur X comme base.

b) La voie endogéne de la coagulation ou « systéme contact »

Pour la voie endogene, tous les €léments nécessaires a la coagulation sont présents dans le
plasma, sans besoin d’apport extérieur. Celle-ci se caractérise par une activation en cascade de

plusieurs facteurs plasmatiques au contact de I’endothélium 1ésé et en présence d’ions

-
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calciques. Cette voie s’active lorsque le facteur XII entre en contact avec la surface
« mouillable » chargée négativement, qui entraine un changement de conformation en facteur
Xlla. Ensuite, le facteur XIIa active a son tour le facteur XI en Xla qui active le facteur X en

Xa en présence d’ions calciques.

c) Lavoie commune de la coagulation

Le facteur Xa adsorbé a la surface des phospholipides d’origine tissulaire ou plaquettaire
s’associe avec le facteur Va pour former le complexe prothrombinase (en présence d’ions
calciques). Ce complexe prothrombinase active le facteur II en Ila: en thrombine. La
thrombine est une enzyme dont le substrat principal est le fibrinogéne. La thrombine, en
dehors de son role pour le fibrinogéne, catalyse également sa propre activation en favorisant
la génération du facteur Va, du Vllla, du [Xa et du facteur XIlla qui a comme role majeur la

stabilisation du caillot.

La thrombine : Ila clive sur la molécule du fibrinogeéne, deux petits peptides (A et B), libérant
ainsi les sites de liaison et formant un monomeére de fibrine. Ensuite, les monomeéres de fibrine
s’organisent en réseau instable. Le réseau de fibrine est stabilisé par la suite, par les liaisons

covalentes générées par le facteur XIlIa.
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Figure 13 : Schéma du mécanisme de tranformation du fibrinogéne en fibrine insoluble (polycopié de

J.F.Schved)

Dé¢s que la thrombine apparait, le processus de coagulation s’amplifie. En quelques secondes
se forme un réseau de fibrine stable et insoluble qui emprisonne les globules rouges pour

former le thrombus rouge.

d) Systeme de régulation de la coagulation

Dans le plasma, il existe plusieurs systémes anticoagulants physiologiques dont le role est de
maintenir 1’équilibre hémostatique en contenant les réactions pro-coagulantes a un niveau
basal. De plus, lors d’un épisode de coagulation, il est trés important pour I’organisme que les
enzymes formées lors de 1’activation de la coagulation ne circulent pas dans le plasma, car
elles risqueraient d’entrainer un processus pathologique grave. Afin d’éviter ce phénomene,
chaque facteur activé va étre par la suite inactivé. Trois systemes d’inhibition sont connus

actuellement : le systéme de I’antithrombine, le systéme protéine C- protéine S et le TFPI.

» Le TFPI (tissue factor pathway inhibitor): est capable d’inhiber le complexe facteur
Vlla- facteur tissulaire, permettant ainsi d’inhiber 1’activation du facteur X lors de

I’activation de la voie du facteur tissulaire.

-
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» La protéine C-protéine S : la protéine C est présente dans le sang sous forme inactive.
Elle est activée par le complexe thrombine- thrombomoduline. La protéine C va
ensuite former avec la protéine S un complexe puissant inhibant les facteurs Va et
Vllla. La protéine S circule dans le sang soit a I’état libre (40%), soit liée a une
protéine. En se complexant avec la protéine C, elle optimise 1’action anticoagulante de
la protéine C. Les protéines C et S sont des protéines vitamine K dépendantes
nécessitant une gamma-carboxylation pour étre fonctionnelles.

» L’antithrombine, synthétisée par les cellules de I’endothélium vasculaire, inhibe
principalement la thrombine (facteur Ila) et le facteur Xa. Elle va également inhiber un
peu moins efficacement le facteur IXa et Xla. Son action anticoagulante est

considérablement augmentée par I’héparine.

Il faut également signaler I’action de la protéine Z. Cette protéine a été identifiée en 1977 et
isolée en 1984 (48). Son rdle enzymatique n’est pas clairement identifié, cependant la proteine
Z est un cofacteur de ZPI, une protéase du facteur Xa. Cette protéine Z est également une

protéine vitamine K dépendante.

La cascade de la coagulation
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Figure 14 : Schéma représentant la régulation de la coagulation par I'action de 3 mécanismes

inhibiteurs (en vert) (polycopié de M. Richard)
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C. L’Hémostase tertiaire ou Fibrinolyse

La fibrinolyse est le 3éme temps de I’hémostase. C’est un processus enzymatique visant a
dissoudre la fibrine. Elle tend ainsi a empécher ’installation mais surtout I’extension du
caillot en détruisant les polymeres de fibrine. La fibrinolyse, comme pour la coagulation

plasmatique, va étre régulée via des activateurs et des inhibiteurs (figure 15).
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Figure 15 : Schéma de I'étape de fibrinolyse (polycopié de M. Moerloose et Madame Boehlen)

La fibrinolyse fait intervenir un précurseur inactif circulant dans le plasma : le plasminogene,
synthétisé au niveau hépatique. Sous I’influence d’activateurs, le plasminogene est transformé
en plasmine. La plasmine est une enzyme protéolytique trés puissante capable de dégrader la
fibrine du caillot, mais également le fibrinogéne.

La transformation du plasminogene est contrélée par deux activateurs :

» L’activateur du plasminogeéne (t-PA) : lors de tout phénoméne lesionnel, le t-PA est
synthétisé par les cellules de I’endothélium vasculaire, qui le libérent sur le site du
caillot. Le t-PA va ensuite activer le plasminogéne en plasmine.

» La pro-urokinase (U-PA): est synthétisée sous forme inactive par les cellules

épithéliales du glomérule rénal. La pro-urokinase s’active en urokinase au contact du

61
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caillot et en présence de thrombine. L’urokinase transforme ensuite le plasminogéne

en plasmine.

La fibrinolyse est régulée par deux types d’inhibiteurs :

» Les inhibiteurs de la plasmine : I’a2antiplasmine et I’a2macroglobuline. La plasmine
libre n’est pas normalement trouvée dans le plasma, car en plus de dégrader la fibrine
et le fibrinogene, la plasmine peut également dégrader d’autres protéines. De ce fait,
une fois son rdle joué, la plasmine est immédiatement complexée avec
I’a2antiplasmine.

» Les inhibiteurs des activateurs du plasminogeéne : le PAI-1 qui inhibe essentiellement

le t-PA et le PAI-2 qui inhibe 1’urokinase.

Au niveau du caillot, la plasmine générée se fixe sur la fibrine et la lyse, produisant ainsi des
fragments trés hétérogenes appelés PDF pour: produits de dégradation de la plasmine.
Certains de ces PDF sont capables d’inhiber la formation de fibrine et [’agrégation

plaquettaire.

L’Hémostase est un processus physiologique complexe dont les acteurs primordiaux sont les
facteurs de coagulation. Quatre de ces facteurs (II, VII, IX et X) ainsi que les protéines C, S et
Z sont des protéines vitamines K dépendantes. La vitamine K a donc un role prépondérant

dans la coagulation.
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lll. Lavitamine K

Les vitamines sont des substances organiques, sans valeur énergétique propre, mais qui sont
nécessaires a 1’organisme. Les animaux supérieurs n’ont pas la capacité de produire ces
vitamines. Elles doivent donc étre fournies par I’alimentation, ou par leur microflore
digestive. La vitamine K est essentielle pour 'organisme. En effet, elle permet une
modification post traductionnelle trés particuliere de certaines protéines, la gamma
carboxylation, leur permettant de se lier au calcium. Cependant 1’approvisionnement digestif
en vitamine K réduite est trés inférieur aux besoins liés a la gamma carboxylation des
protéines. L’organisme a donc mis en place un systéme permettant de renouveler

constamment son stock de vitamine K.

A. Découverte

La découverte de la vitamine K, comme de nombreuses découvertes, fut fortuite. Elle eut lieu
a I’occasion de recherches sur le métabolisme du cholestérol, en 1929, par deux danois : Carl
Peter Henrik Dam et Schonheyder. A cette époque, ces deux scientifiques étudiaient les
maladies en rapport avec des carences alimentaires, ressemblant au scorbut, chez les poulets
(49). Dam entreprit de nourrir des poulets avec une alimentation pauvre en lipides et en
cholestérol, et il constata ’apparition d’hémorragies sous cutanées et intramusculaires.
Cependant, en comparaison avec le scorbut, les signes cliniques persistaient méme apres
administration d’acide ascorbique. Cela le conduisit a la recherche d’un nouveau facteur anti
hémorragique liposoluble. En 1935, aprés plusieurs expériences sur des poulets nourris avec
des régimes appauvris ou enrichis en lipides, ou en vitamines liposolubles, Dam a été en
mesure de décrire plus précisément ce composé liposoluble ayant un lien avec la coagulation.
Grace a ces expériences, il exclut le role des vitamines A, D et E. Il nomma alors ce facteur
antihémorragique : la vitamine K, avec K pour Koagulation en danois. Dans le méme temps,
Schonheyder constatait 1'absence de prothrombine dans le sang des animaux déficients,
Almquist parvint a soigner ceux-ci en leur administrant des extraits de luzerne. En 1936, Dam
réussit a extraire la vitamine K1 de la luzerne et trois ans plus tard, en 1939, Edward Adelbert
Doisy, un chercheur américain, réalisa sa synthese chimique. En 1939 également, la vitamine
K2 fut extraite a partir de chair de poisson avariée. En 1943, pour la découverte de la vitamine
K ainsi que la découverte de sa structure chimique, Carl Peter Henrik Dam et Edward
Adelbert Doisy regurent conjointement le prix Nobel de Médecine.

e

Mémoire de These - J. GOULOIS




B. Les différentes vitamines K

Le nom «vitamine K » regroupe en fait plusieurs composés appartenant a la famille des
quinones. Toutes ces molécules ont en commun un noyau 2-méthyl-1,4 naphtoquinone (figure
16), nécessaire au transfert d’électrons (50). Mais ces molécules différent entre elles de par

leur chaine latérale carbonée, plus ou moins saturée en positon 3.

O
ooC
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O

Figure 16 : Noyau 2-méthyl-1,4 naphtoquinone

Nous pouvons distinguer trois types de vitamine K : la phylloquinone (vitamine K1), les

ménaquinones (vitamine K2) et la ménadione (vitamine K3).

Phyllogquinone
R = H Meénaquinone (MKn)
CH; | (= vitamine K2)

Menadione
(= vitamine K3}

Figure 17 : Représentation des 3 types de vitamine K ( R comme chaine latérale)

1. Lavitamine K1

La chaine latérale de la phylloquinone est une chaine phytyl. La K1 est majoritairement
retrouvée dans les 1égumes verts (51), tels que dans les brocolis et les épinards et également
dans certaines huiles comme 1’huile de colza ou de soja. Sa biosynthése dans les plantes est
peu connue. Les premiers travaux ont été réalisés sur des plants d’épinards. Il semble que la
Phylloquinone soit majoritairement retrouvée dans la membrane des chloroplastes. La
vitamine K1 est directement impliquée dans [’activation des facteurs de coagulation II, VII,
IX et X, et elle sera stockée dans le foie. Cependant, elle peut aussi étre convertie en vitamine

K2. La vitamine K1 est utilisée comme médicament en médecine humaine.

.
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2. Lavitamine K2

Le nom « vitamine K2 » regroupe un grand nombre de molécules nommeées MK(n). La chaine
latérale des vitamines K2 est composée d’un nombre variable d’unités isoprénoides allant de
n=4 a 13. Ainsi, chez les animaux, la chaine latérale se compose majoritairement de 4 ou 6
unités isoprénoides. Les vitamines K2 sont essentiellement retrouvées dans les aliments
fermentés, donc provenant de bactéries ou de levures, tel que le fromage (52). De plus, la
microflore intestinale est capable de synthétiser les ménaquinones (52), notamment les MK7
et MK8. Cependant I’apport par ces bactéries est faible. Enfin, la MK4 peut étre synthétisée a
partir de la phylloquinone. Les ménaquinones s’accumulent préférentiellement dans les tissus
extra-hépatiques (53). Beulens a observé une accumulation de ménaquinones et une utilisation
plus importante de ces ménaquinones dans les tissus extra-hépatiques, par rapport a la

vitamine K1 (54).

3. Lavitamine K3

La ménadione ne présente pas de chaine carbonée latérale. Cette vitamine est une forme
uniquement synthétique. Etant dépourvue de chaine latérale, elle est la moins hydrophobe des
vitamines K. A cause des effets secondaires néfastes, de nombreux médicaments contenant de
la K3 ont été retirés du marché. En revanche, les aliments pour animaux sont souvent
supplémentés en K3. Celle-ci sera ensuite transformée en K2 dans I’organisme par addition
d’une chaine latérale. Elle possede une activité biologique 2 a 3 fois supérieure a la K1 et K2,

ainsi 1 mg de K3 équivaut a 3,8 mg de K1 (55).

C. Propriétés physico chimiques et Métabolisme

1. Stabilité

La vitamine K est liposoluble. Elle est stable a la chaleur. Cependant, elle sera rapidement

dégradée en présence de lumiere, d’agents alcalins ou acides et en cas d’irradiation.
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2. Absorption

Dietary vitamin K
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Figure 18: Absorption intestinale et transport de la vitamine K jusqu’au foie par Shearer (52)

Les différents types de vitamine K ne sont pas absorbés de la méme fagon en fonction de leur
lipophilie (56). Un bol alimentaire riche en lipides facilite I’absorption de la vitamine K.
Ainsi la phylloquinone synthétique (K1 en médicament), est mélangée dans un excipient
huileux et est absorbée a plus de 80%. En revanche, la K1 contenue dans les légumes verts
n’est absorbée qu’entre 5% et 15%. Cette mauvaise absorption peut étre expliquée par la
localisation de la K1 dans les plantes. Elle est située dans les chloroplastes, en association
¢troite avec la membrane des thylakoides, la rendant moins disponible. Les ménaquinones
alimentaires sont bien absorbées, alors que les ménaquinones produites par la flore intestinale
sont trés peu absorbées. L’absorption de la vitamine K se fait principalement au niveau de
I’intestin proximal, aprés solubilisation dans des micelles composées de sels biliaires et de
produits issus de la lipolyse pancréatique (57) (figure 18). La biodisponibilit¢ de la
ménaquinone provenant de la microflore intestinale est faible car ces ménaquinones sont
essentiellement présentes dans le colon distal. Cependant, il y a peu de sels biliaires
nécessaires a la solubilisation des ménaquinones dans le colon, de ce fait les ménaquinones
sont excrétées sans avoir ¢té absorbées. De nombreux animaux, comme les lapins et certains
rongeurs, sont coprophages, en mangeant leurs excréments, cela leur permet de récupérer les

ménaquinones issues de leur flore intestinale.

Mémoire de These - J. GOULOIS




Les micelles, contenant la vitamine K, sont ensuite présentées au niveau de la membrane
apicale des entérocytes, ou les différents lipides seront absorbés par I’intermédiaire de
transporteurs protéiques. Une hypothese fut proposée récemment par Takada (58), concernant
le transporteur intestinal de la vitamine K1. Selon son étude, une protéine de transport du
cholestérol nommée NPCI1L1, pour Nienmann Pick Cl-like 1, permettrait 1’absorption de la
vitamine K1. L’absorption de la vitamine K2 n’est toujours pas, a ce jour, expliquée
concretement. Cependant, nous pouvons émettre 1’hypothese que les vitamines K2, de par leur
homologie de structure avec la K1, pourraient peut-étre passer dans les entérocytes via
NPCILI. Ceci reste une hypothese a ce jour, cependant, NPC1L1 marque un pas essentiel

dans la compréhension de 1’absorption de la vitamine K.

3. Transport de la vitamine K

Une fois dans les entérocytes, la vitamine K est incorporée dans des chylomicrons. Les
chylomicrons sont ensuite assemblés avec des apoprotéines : apo A et apo B-48. Ils sont alors
sécrétés, au pdle basal des entérocytes, dans les vaisseaux chyliféres de I’intestin, puis ils
rejoignent la circulation sanguine par le canal thoracique. Une fois dans le sang, les
chylomicrons acquierent les apoprotéines C et E et subissent I’action des LPL : lipoprotéines
lipases plasmatiques qui libérent alors les triglycérides. La lipolyse conduit a la formation des
LDL. Les LDL vont ensuite se fixer sur les hépatocytes par ’intermédiaire de récepteurs
spécifiques reconnaissant les apoprotéines B et E. Suite a leur liaison, il y a alors endocytose
des LDL dans les hépatocytes. Les LDL sont par conséquent délivrées aux lysosomes. Les
apoprotéines sont alors dégradées en acides aminés et la vitamine K est libérée dans le foie.
Les récepteurs LDL sont majoritairement présents au niveau du foie, mais aussi sur quasiment

toutes les cellules de I’organisme, tels que sur les ostéoblastes.

4. Stockage et métabolisation

La vitamine K est majoritairement stockée dans le foie, principalement sous la forme MK4, a
90% et un peu sous forme de K1 : environ 10% (52). En effet, les MK4 peuvent provenir
directement de la métabolisation de la K1 par I’action de ’enzyme UBIADI1. Cette enzyme
clive la chaine phytyl de la phylloquinone pour former une ménadione qui est ensuite

prénylée par UBIADI1 afin de former la MK4 (59). De plus, de faibles quantités de K1 et de
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fortes quantités de MK4 sont également retrouvées dans des tissus extra-hépatiques comme le

cerveau, la pancréas et les poumons (60).

5. Excrétion

La vitamine K est excrétée dans 1’urine et la bile. D’apres des expériences effectuées avec des
traceurs par Shearer et son équipe (57), pour une dose de phylloquinone injectée, 20% est
excrétée via ’urine et 40% a 50% par les féces via la bile. Donc 60% a 70% de la quantité de
phylloquinone absorbée durant un repas est perdue lors de 1’excrétion. La phylloquinone et les
ménaquinones sont métabolisées par le cytochrome CYP4F2 (61). Deux métabolites sont
formés dans le foie apres raccourcissement de la chaine carbonée pour les rendre moins
hydrophobes : I’acide K1 et I’acide K2. D’ailleurs, chez I’homme, la mutation V443M sur le
geéne codant pour le CYP4F2, entraine une diminution de 1’activité de ce cytochrome (62).
Cela a pour conséquence une augmentation du stock de vitamine K disponible pour la vy-
carboxylation des protéines vitamines K dépendantes.

Ces résultats suggerent que les réserves de 1’organisme en vitamine K sont constamment

renouvelées.

D. Fonctions

La vitamine K exerce d’une part des fonctions directes sur I’organisme et d’autre part, des
fonctions indirectes par I’intermédiaire de son rdle indispensable dans I’activit¢ de gamma
carboxylation sur les protéines vitamine K dépendantes (PVKD). Le role précis des PVKD

sera décrit en détail par la suite.

1. Direct

La vitamine K (K1 et MK(n)) posseéde des effets spécifiques sur 1’organisme, outre son role
dans la gamma carboxylation. Plusieurs études tendent a montrer un lien entre vitamine K et
réponse anti-inflammatoire. Récemment, Mizushina (63) s’est intéress¢é a des composés
intermédiaires entre la vitamine K3 et la MK-4, a savoir la MK-2. Il a montré que la MK-2
diminue I’activation de NF-Kb et la production de TNFa, responsables de la réponse
inflammatoire. De plus, la vitamine K jouerait également un role de prévention des dommages

oxydatifs. En effet, Li et al en 2003 (64) ont démontré que la mort cellulaire provoquée par le
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stress oxydatif peut étre empéchée par de faibles concentrations de K1 et de K2 dans les
neurones et les oligodendrocytes en culture. De plus, des études par Mukai (65) ont montré
que la vitamine K2 posséde une plus grande capacité que 1’ubihydroquinone-10 a régénérer
I’atocophérol, résultant de la principale voie physiologique de piégeage des radicaux libres.
Cela tend donc a démontrer le role de la vitamine K comme antioxydant. De plus, la vitamine
K est impliquée dans la synthése de sphingolipides (66), ainsi que dans 1’activité exocrine du
pancréas (67). Enfin, la MK-4 a ¢été identifiée dans les années 1990 comme une vitamine
ayant un rdle capital dans le bon fonctionnement de 1’0s. En effet, en inhibant la synthése de
prostaglandine E2, qui sont des agents de la résorption osseuse synthétisés par les
ostéoblastes, la vitamine K2 protége 1’os (68).

La vitamine K est utilisée aujourd’hui aussi bien en médecine humaine que vétérinaire. Elle
est principalement utilisée comme antidote en cas d’empoisonnement aux rodenticides chez
I’homme ou les animaux domestiques et en cas d’intoxication iatrogénes aux AVKs. Son
utilisation débuta lorsque sa forme pure fut disponible. Les patients présentant comme
symptomes un ictere et des problémes biliaires associés a des hémorragies étaient traités avec
de la vitamine K. Depuis 1961, le comité de nutrition de I’American Academy of Pediatric
recommande le traitement prophylactique des nouveaux nés avec de la vitamine K, afin de
prévenir la maladie hémorragique du nouveau-né (MHNN). Cette maladie se présente sous
forme de saignements imprévus, souvent accompagnés d’ecchymoses et d’hémorragies
gastro-intestinales et intracraniennes. Grace a 1’administration de vitamine K, la MHNN

classique s’observe rarement maintenant.

Enfin, la vitamine K1 peut également étre prescrite dans un but de protection du systéme
cardiovasculaire en cas de formation d’athérosclérose. En effet, la vitamine K1 ralentit la

progression de la calcification (69) et diminue la perte d’¢lasticité artérielle (70).

2. Indirect

En 1974, a la suite de recherches sur le réle de la vitamine K, le professeur Stenflo, ainsi que
I’équipe de Nelsestuen, ont simultanément décrit un acide aminé y-carboxyglutamate (Glu)
inhabituel au niveau du facteur II (prothrombine). Ce « Gla » provient d’une carboxylation
post traductionnelle des résidus glutamates « Glu ». Cette réaction de y-carboxylation est
réalisée grace a I’action d’une enzyme nommée GGCX pour Gamma Glutamyl Carboxylase.
Cependant, cette réaction nécessite un cofacteur qui est la vitamine K hydroquinone. Cette

réaction de y-carboxylation a lieu dans le réticulum endoplasmique des hépatocytes, mais
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¢galement dans d’autres cellules, notamment les cellules musculaires lisses et les ostéoblastes.
Les protéines nécessitant cette y-carboxylation afin de devenir fonctionnelles sont des PVKD.
Elles sont caractérisées par la présence d’un domaine riche en acide glutamique dans leur
structure. La structure di-carboxylique des résidus « Gla » permet de créer des liaisons salines
trés intenses avec des cations divalents et en particulier avec le calcium ionisé. Donc, la
présence de résidus « Gla» est indispensable aux PVKD afin de pouvoir lier des ions
calciums.

Les fonctions de la vitamine K découlent a fortiori des fonctions des PVKD qu’elle rend

fonctionnelles.

E. Les PVKD

Les protéines vitamine K dépendantes sont des protéines ayant besoin de la vitamine K afin
d’accomplir leur role physiologique. Ainsi nous pouvons distinguer d’une part 1’enzyme
GGCX qui a besoin de la vitamine K comme cofacteur pour réaliser la y-carboxylation et
d’autre part les enzymes y-carboxylées qui sont impliquées dans la coagulation, le
métabolisme du calcium et d’autres processus physiologiques. Les PVKD sont des protéines
avec des acides glutamiques qui doivent étre y-carboxylés en glutamate afin que ces protéines
soient fonctionnelles. Cette réaction post traductionnelle nécessite la GGCX ainsi que la

vitamine K, mais également du CO, et de I’O; (figure 19).
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Figure 19 : Etape de gamma-carboxylation par GGCX
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1. GGCX

GGCX a été découverte en 1975 (71) et purifiée pour la premiére fois en 1991 a partir de foie
de bovin (72). La méme année, les ADNc codant pour la GGCX bovine et humaine furent
isolés. Le gene codant pour la GGCX fait 13Kb et comporte 15 exons. GGCX est une
protéine membranaire de 758 acides aminés avec 5 segments transmembranaires. Elle est
localisée dans la membrane du réticulum endoplasmique (90% dans le réticulum
endoplasmique rugueux et 10% dans le lisse). L’extrémité N terminale de cette protéine est
localisée dans le cytoplasme et I’extrémité C terminale dans la lumiere du réticulum

endoplasmique (figure 20).

NH; 343

Cytoplasm
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Figure 20 : Topologie de I'enzyme GGCX par stafford en 2005 (51)

a) Mode d’action

La y-carboxylation consiste en la substitution d’un atome d’hydrogéne par un groupement
carboxylé COO- sur le carbone y d’un acide glutamique « Glu », le transformant ainsi en
acide y-carboxyglutamique « Gla ». Ainsi GGCX catalyse deux réactions chimiques couplées
au niveau de son site actif, a savoir I’addition de CO2 pour former un « Gla » d’un co6té, et de

’autre co6té, I’oxydation de la vitamine K hydroquinone en vitamine 2,3 époxyde, en présence

d’0s.

GGCX se lie spécifiquement aux PVKD car elles possedent un propeptide spécifique de 18
acides aminés en amont des domaines « Gla » (73). Ce propeptide fut découvert en 1985 par
Pan et Price (74). Il se fixe sur la GGCX au niveau d’un site d’interaction différent du site

actif de GGCX. Il a été montré que des mutations dans la séquence du propeptide diminuent

-
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fortement la y-carboxylation de la protéine (75). Une fois la PVKD y-carboxylée, le

propeptide est €liminé par protéolyse dans 1’appareil de Golgi.

b) Mécanisme catalytique de GGCX

Fury et son équipe ont proposé en 1999 un mécanisme de carboxylation, ou la vitamine KH2
est considérée comme une base faible (76). Son postulat concernant I’implication d’une
cystéine dans le site actif de GGCX (77) pour amorcer la réaction a été modifi¢ par Rishavy
en 2006 qui met en évidence la lysine comme étant I’¢lément déclencheur de la réaction (78).
Ainsi, la réaction de y-carboxylation commence avec la lysine 218, présente dans le site actif
de GGCX, déprotone la vitamine KH2 en présence d’O, permettant d’obtenir une base forte,
hautement réactive. Cette base forte va alors déprotoner le résidu glutamyl afin d’aboutir a la
formation d’un carbanion qui réagit avec le CO, pour former un résidu glutamyl y-carboxylé :
un « Gla », tandis que la vitamine K est protonée pour former la vitamine 2,3 époxyde (figure

21).

C __t;rbc;wl;e_ -:)— _N_Hz
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Figure 21 : Reaction de y-carboxylation selon Berkner (73)
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Durant la y-carboxylation, le propeptide reste li¢ sur la GGCX, contrairement au domaine
« Gla » nouvellement formé, ce qui entraine le positionnement du prochain résidu « Gla » afin
d’étre y-carboxylé. Lorsque tous les résidus « Glu » du domaine « Gla » de la PVKD sont y-
carboxylés, 1’affinit¢ du propeptide pour la GGCX est réduit, libérant ainsi la protéine

modifiée.

En raison de DI’activation allostérique initiée par la liaison entre la GGCX et la PVKD, le
rapprochement des résidus « Glu » non modifiés vers le centre actif de ’enzyme est augmenté
(79). La liaison enzyme-substrat provoque un deuxiéme changement de conformation

allostérique, conduisant a une affinité accrue de la GGCX pour la vitamine KH2 (80).

2. Les différentes PVKD

La vitamine K hydroquinone est indispensable a la GGCX pour réaliser la y-carboxylation.
Sans cette vitamine K, les résidus « Glu » ne sont pas modifiés en « Gla », ce qui rend les
PVKD non fonctionnelles. En effet, les résidus « Gla » conférent des charges négatives
permettant aux PVKD de lier le Ca2+ avec une haute affinité. Cette liaison aux ions CA2+
jour un role central dans la liaison des PVKD aux lipides membranaires et dans

I’accomplissement de leurs fonctions physiologiques.

Actuellement, les PVKD connues sont au nombre de 16 et peuvent étre réparties en deux
catégories : les PVKD hépatiques et les PVKD extra-hépatiques.

Pendant de nombreuses années, on a attribué¢ aux PVKD un réle physiologique concentré
exclusivement dans la coagulation. Cependant, I’identification de 9 autres protéines contenant
des résidus carboxyglutamates a permis d’orienter les recherches vers de nouvelles fonctions
de la vitamine K, toutes liées a la capacité de ces PVKD a lier le calcium via leur domaine

« Gla ».

Dans un premier temps, les PVKD hépatiques, a savoir les facteurs intervenant dans la
coagulation, seront rappelés brievement, puis dans un second temps, les PVKD extra

hépatiques seront détaillées plus précisement.

a) PVKD hépatigues

Sur les 16 PVKD, 7 d’entre elles sont synthétisées dans le foie et possédent un réle dans

I’hémostase. Comme rappelé dans la partie sur la coagulation, les facteurs II, VII, IX et X
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sont essentiels pour former le caillot. Ces 4 facteurs possédent 10 ou 12 résidus « Glu » a leur
extrémité N terminale, ils ont besoin d’étre y-carboxylés afin de pouvoir fixer le calcium et
interagir avec les phospholipides membranaires. Dam a d’ailleurs observé qu’une carence en
vitamine K entraine des hémorragies.

Egalement, via la y-carboxylation, la vitamine K est impliquée dans 1’activation de la protéine
C, de la protéine S et de la protéine Z. Ces 3 protéines ont des propriétés inhibitrices de la

coagulation.

La protéine C (PC):

La PC activée est une serine protéase, synthétisée par le foie, jouant un role central dans la
coagulation. En effet, une fois activée par la thrombine liée a la thrombomoduline, la PC
inactive les facteurs Va et VIlla, en présence de la protéine S. De plus, la PC exerce un effet
pro-fibrinolytique en inactivant la PAI1 (81). Des études récentes montrent un lien entre la
protéine C et la prolifération des cellules endothéliales (82). En effet, la PC activée se fixe sur
les cellules endothéliales via le récepteur EPCR (endothélial protein C receptor). En se fixant
sur EPCR, la PC active une protéase : la PAR-1 qui par phosphorilation va a son tour activer
la voie des MAPK (mitogen activated protein kinase) (83). Etant donné que la voie des
MAPK est impliquée dans la régulation du cycle cellulaire et de la prolifération cellulaire, la
protéine C activée semble ainsi induire la prolifération des cellules endothéliales et provoquer

I’angiogenese (82).

La protéine S (PS):

La PS est retrouvée dans le foie, mais également dans le cerveau, le cceur, les ovaires, la rate
etc... La PS est un cofacteur de la protéine C, permettant d’optimiser I’action anticoagulante
de la protéine C. De plus, Rosing en 2008, a montré que la PS va servir de cofacteur au TFPI
permettant de stimuler 1’inhibition du facteur tissulaire (84). D’ailleurs, pour des personnes
ayant un déficit en protéine S, il y a une augmentation du risque de développer des thrombi
veineux. La PS circule dans le sang soit a I’état libre (40%), soit liée a une protéine. Une fois
complexée a la C4BP, la PS va limiter I’activation du complément et va également éliminer
les cellules apoptiques par phagocytose. Sans régulation, le complément peut provoquer une
réponse inflammatoire indésirable au niveau des tissus infectés. Durant I’apoptose, la
phosphatidylsérine est exposée vers I’extérieur de la membrane cellulaire de telle sorte que le

complexe protéine S- C4BP s’y fixe via les résidus « Gla » de la protéine S. Le C4BP peut
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alors intervenir sur la derniére étape de I’activation du complément et assurer sa fonction de
cofacteur de la dégradation de la protéine C4b. Ainsi, en se liant a la protéine C4BP, la

protéine S assure un role important pour éviter une réponse inflammatoire indésirable (85).

La protéine Z (PZ) :

La PZ est la dernic¢re protéine hépatique décrite dans la littérature. Elle a été initialement
identifiée par Prowse et Esnouf dans du plasma bovin en 1977 et isolée en 1994 (86). C’est
une glycoprotéine de 62 Kda possédant 13 résidus « Gla ». La PZ présente la particularité de
ne pas avoir d’activité enzymatique. En revanche, elle sert de cofacteur a une protéase : la ZPI1
pour protein Z dependant protease inhibitor. La ZPI inhibe le facteur Xa et est 1000 fois plus
efficace une fois complexée avec la protéine Z. En 2007, Sofi et al ont observé une
association entre de faibles taux de PZ et une augmentation du risque de thrombose artérielle
(87). Ainsi, cela met en évidence un lien entre la PZ et I’athérosclérose. Butschkau en 2014 a
montré dans une étude que chez des souris Pz, apres une lésion artérielle, 1’intima était plus
épaisse que chez des souris PZ™* (88). Egalement, chez ces souris PZ™", il y a une réponse
inflammatoire accrue par la libération excessive de cytokines et 'infiltration de cellules
inflammatoires dans le tissu. Cela renforce le réle de la PZ dans la prévention des maladies

athérosclérotiques.

Enfin, Butschkau propose un lien entre la PZ et I’angiogenese. En effet, la PZ favoriserait
I’angiogenese en stimulant 1’expression du récepteur CXCR sur les cellules endothéliales et
par I’intermédiaire de la protéine G (48). Cependant concernant son role sur I’angiogenese, le

mode d’action de la PZ sur les mécanismes moléculaires sous-jacents reste a clarifier.

b) PVKD Extra Hépatigues

b)1) La famille des protéines Gla transmembanaires

Cette famille de protéines regroupe 4 PVKD dont les fonctions restent encore inconnues a ce
jour. Ces protéines peuvent tre réparties en 2 groupes : la PRG1 et la PRG2 qui sont des
protéines riches en proline 1 et 2 (89), et les protéines TMG3 et TMG4 qui sont des protéines
« Gla » membranaires (90). Ce sont toutes des protéines transmembranaires. Leur ADNc
prédit que ce sont des protéines de la membrane plasmique, alors que les autres PVKD sont

plutét des protéines circulant dans 1’espace extracellulaire. Ces protéines « Gla
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transmembranaires » sont donc liées a la membrane via un segment transmembranaire tandis
que les autres PVKD utilisent leur domaine « Gla » pour se lier a la membrane cellulaire. En
ce qui concerne les TMG, le domaine « Gla » aura une autre fonction. Berkner et Runge
proposent en 2004 une hypothése selon laquelle les cellules exprimant les TMG pouvaient
interagir via leur domaine « Gla » avec d’autres cellules exprimant la phosphatidylserine a

leur surface (85).

b)2) Protéines avec de nombreux Glu gamma carboxylables dans leur

séquence
Ces protéines sont au nombre de 2 : la GRP (Gla-Rich-Protein) et la Périostine 1. Ces deux
PVKD posseédent 16 résidus « Gla » potentiellement y-carboxylées et sont présentes dans la

plupart des tissus.

La GRP est une protéine circulante de 74 acides aminées, qui est exprimée et accumulée dans
les tissus mous mais se retrouve principalement dans 1’os et le cartilage. D’ailleurs, il a été
clairement montré que la GRP était largement associ¢e au dépdt calcique, de fagon similaire a
la MGP (91). En revanche, aucune information n’établie clairement 1’état de y-carboxylation

ainsi que sa fonction précise.

La périostine 1 se retrouve majoritairement dans les tissus conjonctifs riches en collagéne. De
plus, elle est exprimée au cours de I’ontogénese, elle est présente dans les tissus conjonctifs
soumis a des contraintes mécaniques, y compris 1’os, plus précisément le périoste, les
ligaments parodontaux, les tendons, les valvules cardiaques ou la peau (92). Elles est produite
dans les cellules mésenchymateuses stromales de la moelle osseuse, qui sont des cellules
souches capables de se différencier en ostéoblastes, en chondrocytes ou en adipocytes (93) .
La périostine 1 est associée a la matrice extracellulaire ou elle jouerait potentiellement un role
dans la minéralisation. Récemment, plusieurs études ont suggéré que la périostine 1 peut jouer
un role dans la régulation de la formation osseuse ainsi que dans le développement cardiaque
(94). Selon les tissus et 1’état de différenciation cellulaire, la périostine 1 serait plus ou moins
y-carboxylée. Ainsi, dans les cellules mésenchymateuses stromales et les adipocytes, elle

serait y-carboxylée, en revanche dans les ostéoblastes, elle serait non y-carboxylée.
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b)3) GAS 6

GAS 6 ( Growth Arrest Specific gene 6) a été découverte en 1988 (95) et caractérisée en 1993
(96). C’est une glycoprotéine de 676 acides aminés possédant 44% d’homologie avec la
séquence de la protéine S. Les domaines structuraux de ces 2 protéines différent de part le fait
que GAS 6 qui ne posséde pas un site de clivage par sérine-protéases contrairement a la
protéine S. GAS 6 va interagir avec des récepteurs membranaires a activité tyrosine kinase :
les récepteurs TAM qui comprennent les récepteurs Tyro3, AXL et Mer. GAS 6 montre une
plus grande affinité pour les récepteurs AXL (97). GAS 6 interagit avec les récepteurs TAM
par I'intermédiaire de son domaine SMBG. GAS 6 et la protéine S sont les deux ligands

connus de la famille des récepteurs TAM.

La protéine GAS 6 va jouer un réle dans une pléiade de processus physiologiques, telles que
la survie et la prolifération de divers types cellulaires, par exemple pour les cellules
vasculaires du muscle lisse (98)et les fibroblastes cardiaques (99), mais ¢galement la
migration cellulaire (100). Récemment, 1’expression de GAS 6 a été mise en relation avec la
régulation de la différenciation chondrocytaire (101) et elle serait aussi en lien avec une
tolérance altérée au glucose (102). De plus, GAS 6 régulerait négativement I’inflammation
dans les cellules dendritiques et les macrophages, et favoriserait la phagocytose des cellules
apoptiques (103). Enfin, quelques études se focalisent sur le role de GAS 6, couplé a son
récepteur AXL, sur le développement de 1’obésité. En effet, Wu dans sa publication de 2015 a
recens¢ plusieurs études cliniques mettant en lien GAS 6 avec le développement de I’obésité.
L’ensemble de ces observations le conduit a établir que GAS 6 participe a ’adipogénése en
agissant via les récepteur TAM sur la régulation et la prolifération cellulaire (104). D’ailleurs,
Augustine et al ont démontré que des souris sur-exprimant les récepteurs AXL avaient une

augmentation de poids corporel menant au développement de 1’obésité (105).

b)4) MGP

La MGP (Matrix Gla Protein) fut décrite pour la premicre fois en 1983 par Price ef al a partir
de la purification de la matrice d’os de bovin (106). C’est une PVKD composée de 84 acides
aminés, avec 9 résidus glutamiques dont 5 potentiellement y-carboxylés. La MGP est
retrouvée au sein du cartilage, des poumons, du cceur et des reins (107), mais également dans

les cellules musculaires lisses de la paroi vasculaire. C’est au sein de ces cellules que
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I’activité des MGP s’observe le plus. Sa transcription est stimulée par la vitamine D3 et
inhibée par I’acide rétinoique (108). La MGP joue un rdle essentiel dans la prévention de la
calcification tissulaire. En effet, la fonction de cette PVKD a été clairement identifiée lorsque
son expression fut éteinte chez des souris MGP™". Ces souris MGP™" étaient normales & leur
naissance, mais elles ont rapidement développé des calcifications cartilagineuses et artérielles
qui ont provoqué leur mort apres 8 semaines (109). Cependant, seule la forme y-carboxylée de
la MGP rend cette protéine fonctionnelle. En effet, la y-carboxylation permet a la MGP de
fixer les ions Ca®’ et ainsi de pouvoir se lier & des protéines morphogéniques osseuses
appelées : BMP-2 (Bone Morphogenic Protein 2) (110). La BPM-2 est un facteur de
croissance induisant la production de cartilage et d’os a partir de cellules du mésenchyme. En
se liant a BMP-2, les MGP empéchent la BMP-2 de se fixer sur son récepteur et donc
empéchent son action (111). Ainsi, par cette action, la MGP y-carboxylée régule
I’ostéogénese et agit comme principal inhibiteur de la calcification vasculaire. De plus, la
MGP peut également se lier a la vitronectine via sa région N-terminale. La vitronectine est
une glycoprotéine présente dans la matrice extracellulaire des artéres (112). Cette liaison
permet d’aider la formation de vésicules matricielles et de corps apoptiques impliqués lors de
I’apoptose des cellules musculaires lisses de la paroi vasculaire. Ces particules membranaires
permettent alors au processus de phagocytose de se dérouler de maniere optimale, car s’il
n’est pas bien établi, alors cette phagocytose peut jouer un rdle dans D’initialisation de

calcification (113).

b)5) Ostéocalcine

L’ostéocalcine (OC), également nommée BGP pour Bone Gla Protein, est une PVKD de 49
acides aminés sécrétée spécifiquement par les ostéoblastes. Son domaine « Gla » est composé
de 3 acides glutamiques potentiellement y-carboxylés, et cette OC peut circuler sous forme -
carboxylée ou non. La y-carboxylation de I’OC lui confére une forte affinité pour les ions
calcium de I’hydroxyapatite de 1’0s. Son domaine « Gla » n’est pas autant affine aux ions
calcium que celui des autres PVKD. Ainsi, alors que les autres PVKD fixent le calcium dans
le but de se fixer ensuite aux membranes cellulaires, la y-carboxylation des 3 « Glu » de I’OC
va former une hélice a ou tous les « Gla » seront orientés vers la surface et I’OC fixera le
calcium via les cristaux d’hydroxyapatite (85). Ceci explique sa forte présence de la matrice
osseuse et suppose un role fonctionnel majeur dans I’os. Cependant, des souris OC”™ ne

présentent aucune anomalie osseuse, ces souris ont méme une augmentation de leur masse
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osseuse. Chez ces souris OC'/', il a été observé une diminution de la taille des ilot de
Langerhans, une hypo-insulinémie et une diminution de 1’expression et de la concentration
plasmatique d’adiponectine (114). En 1996, Ducy et son équipe ont ajouté une ostéocalcine
recombinante a une co-culture de fibroblastes et de cellules B, ce qui a eu pour conséquence
de stimuler I’expression d’insuline. La forme non y-carboxylée de 1’OC produite par les
ostéoblastes ou libérée par I’action des ostéoclastes va étre impliquée dans 1’homéostasie du
glucose (115,116). L’OC stimule la prolifération des cellules B des ilots de Langerhans, la
sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques et la sécrétion d’adiponectine qui permet
d’augmenter la sensibilité des tissus adipeux a I’insuline. Ainsi, I’OC non y-carboxylée est
considérée a ce jour comme une hormone osseuse servant a la communication entre 1’os et le

pancréas , et assurant une régulation du métabolisme énergétique (115) (figure 22).

Pancréas
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Figure 22 : Réle de 'ostéocalcine non y-carboxylée selon Lee et al 2007

La y-carboxylation de I’OC semble étre régulée par des tyrosines phosphatases appelées OST-
PTT. En effet, lorsque le géne codant pour ces OST-PTT est éteint chez la souris (géne Esp),
Lee observe une augmentation de la prolifération de cellules B pancréatiques et une
augmentation de la sécrétion d’insuline. L’OST-PTT n’agit pas directement sur ’OC mais
plutdt sur sa y-carboxylation par I’intermédiaire des récepteurs a insuline, les récepteurs a
insuline étant des tyrosines-kinases, ils sont inhibés par des tyrosines phosphatases (117).
L’OST-PTT va donc interférer avec ’action de I’insuline sur les ostéoblastes. En effet,
I’insuline va exercer une rétroaction positive sur I’activité de I’OC non y-carboxylée. Fulzele,
dans sa publication de 2010, inhibe chez la souris les récepteurs a insuline, il observe alors de
faibles taux circulant d’OC non y-carboxylée et un déficit d’ostéoblaste. Avec 1’age, ces

souris ont développé une hyperglycémie et une surcharge pondérale (118).
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Figure 23 : Rétro-action positive de I'insuline sur la libération d’ostéocalcine non y-carboxylée selon

Ferron et al en 2010

FoxOl est une molécule connue pour stimuler la y-carboxylation de 1’OC dans les
ostéoblastes (figure 23). De plus, FoxO1 agit ¢galement sur la régulation de 1’expression de
I’osteoprotegerine (Opg) (119). 11 a été montré par Teitelbaum et Ross en 2003 que I’Opg va
se lier avec son liguant RANKL empéchant ainsi RANKL de se fixer sur son récepteur et
d’induire I’ostéoclastogénése (120). Donc I’Opg, par son action, est un régulateur négatif de
la fonction ostéoclastique. Or une inhibition de FoxO1 a pour conséquence une diminution de
I’expression et de la sécrétion d’Opg dans les ostéoblastes, ce qui permet la différentiation des
ostéoblastes en ostéoclastes. Or I’insuline, en transmettant son signal, a la capacité d’inhiber
FoxO1. Ainsi, I’insuline se fixe sur les ostéoblastes via son récepteur membranaire et inhibe
FOxO1 ce qui diminue I’expression de 1’Opg. Ainsi, cela va induire la résorption osseuse par
les ostéoclastes qui acidifieront le pH a 4,5. Ce pH permet la décarboxylation de 1’OC
synthétisée par les ostéoblastes ce qui induit une augmentation de I’0OC non y-carboxylée et

permet ses différentes actions (121).
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IV. Recyclage de la vitamine K

L’importance de la vitamine K dans la coagulation est connue depuis le milieu des années 30.
Cependant, son mécanisme d’action est resté inconnu jusqu’a la mise en évidence du cycle de
la vitamine K, nécessaire a la y-carboxylation des PVKD.

En effet, un apport adéquat en vitamine K est nécessaire afin de pouvoir réaliser la
modification post traductionnelle des « Glu » en « Gla » des facteurs de coagulation, mais
¢galement de toutes les autres PVKD extra-hépatiques détaillées précédemment. Des études
établissent que les besoins quotidiens en vitamine K sont de 1’ordre de 120 pg/jour pour un
homme adulte sain. En effet, la vitamine K a un réle essentiel de cofacteur pour la GGCX et
sera alors oxydée en vitamine K époxyde. Cette vitamine K époxyde n’est pas utilisable par
GGCX. Donc le stock de vitamine K hydroquinone est vital et indispensable. Une partie des
besoins en vitamine K réduite va étre comblée par I’apport alimentaire (56), mais cet apport
alimentaire est insuffisant (54). Pourtant, les déficits en vitamine K sont rares chez les adultes
sains (56). Cela s’explique par le fait que I’organisme met en place un recyclage de la
vitamine K époxyde en vitamine K hydroquinone, afin que celle-ci puisse a nouveau interagir
avec la GGCX. Ainsi, une molécule de vitamine K peut assurer environ 500 réactions de

carboxylation (122).

Le recyclage de la vitamine K s’effectue en deux étapes :

» Une premicre réaction conduisant a la réduction de la vitamine K époxyde en vitamine
K quinone : DP’activit¢ VKOR. L’enzyme catalysant cette réaction est appelée la
VKORCI (vitamin K epoxyde reductase sub-unit 1).

» Une seconde étape permet la réduction de la vitamine K quinone en vitamine K
hydroquinone : I’activit¢ VKR. Cette activit¢ VKR est catalysée par une NADPH
quinone oxydoréductase, NQO1 est soupgonnée d’étre I’enzyme responsable de cette
réaction, cependant VKORCI1 peut également participer de maniére minoritaire a cette

réaction.
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A. Activité VKOR

1. Vkorcl

a) Historique de la découverte du gene

L’activit¢ VKOR a été décrite pour la premiere fois en 1970 par Bell et Matshiner (123).
Cette activité fut trés rapidement décrite comme inhibable dans le foie, par une injection de
Warfarine. En 2004, deux équipes différentes : Rost ez al et Li et al ont découvert un géne
localisé sur le chromosome 16 de I’homme, 1 du rat et le chromosome 7 de la souris : le géne
vkorcl (124,125). Ce géne de 5126 paires de bases et constitué de 3 exons, code pour une
petite protéine de 163 acides aminées. Le Knockdown de ce géne par siRNA a pour
conséquence une réduction significative de D’activit¢ VKOR (125). En revanche, une
surexpression de vkorcl dans des cellules d’insectes entraine 1’apparition d’une activité
VKOR inhibable par des AVKs (124).

A cette époque, une maladie génétique humaine trés rare entrainant des hémorragies et
touchant simultanément 1’ensemble des facteurs de coagulation vitamine K dépendants sans
pour autant modifier la structure des genes correspondants, ni la structure du gene GGCX,
avait été identifiée : la VKCFD2 (Vitamin K dependant Clotting Factors Deficiency 2).
L’équipe allemande menée par Rost a alors comparé les régions chromosomiques du locus
Dlrat 219 (locus Rw) avec celles autour du locus ou avait été localisée la maladie VKCFD?2.
Puisque ces deux locus avaient été décrits comme impliqués dans I’activité¢ VKOR, 1’équipe
allemande formula alors I’hypothése que leur base génétique était commune. Apres
séquencage des zones orthologues de ces deux régions génétiques, Rost et son équipe
réussirent a repérer le géne responsable et le nommerent vkorcl.

L’analyse systématique des séquences du gene vkorcl a permis de mettre en évidence que ce
gene appartient a une large famille de génes homologues retrouvés aussi bien chez les

vertébrés que chez les plantes et les bactéries (126).
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Figure 24 : Cycle du recyclage de la vitamine K (127)

La fonction de vkorcl dans I’activité VKOR a été pleinement acceptée en 2009 grace aux
travaux de Spohn et son équipe, qui ont réussi a obtenir de souris vkorcI™ (128). Si ces souris
naissent normalement, 50% d’entre elles meurent d’hémorragie lors de la premicre semaine et
au bout de trois semaines, ’ensemble des souris est décédé. Cependant, une injection
journaliere de vitamine K permet de les maintenir en vie avec un phénotype identique a celui
de souris sauvages (vkorcl H ). En revanche, si I’injection journaliére de vitamine K n’est plus
réalisée, les souris meurent en une semaine. L’analyse sanguine de ces souris montre
d’ailleurs que deux jours apres I’arrét de I’injection de vitamine K, 1’activité des facteurs de
coagulation devient indétectable. Cela atteste donc bien de la relation qui lie vkorcl, I’enzyme
VKORCI et I’activité des facteurs de coagulation par y-carboxylation. VKORCI1 posséde

donc un réle central dans le cycle de la vitamine K, au méme titre que GGCX (figure 24).

b) Topologie

VKORCI est une enzyme localisée dans la membrane du réticulum endoplasmique rugueux.
Dés la découverte du gene vkorcl, Stafford proposa une topologie de VKORCI avec 3

domaines transmembranaires (125). La méme année, Goodstadt et Ponting analysérent
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I’homologie de 37 séquences de VKORCI et ils prédirent que VKORCI posséderait plutot 4
domaines transmembranaires. Suite a la cristallisation d’un homologue bactérien a VKORCI :
I’ubiquinone réductase de Synechococcus sp (129), il a été mis en évidence que la partie
catalytique de 1’'ubiquinone réductase s’organise selon 4 domaines transmembranaires, ce qui
rejoint I’hypothese de Goodstadt et Ponting.

Grace a cette structure cristallographique, deux topologies trés similaires de VKORCI
humaine furent proposées d’une part par Li ef al et d’autre part, par Waztka et al en 2010.
Chacun d’entre eux s’accorde sur le fait que VKORCI1 possede une extrémité N-terminale
cytoplasmique, ainsi que 4 domaines transmembranaires et une longue boucle terminale

reliant les domaines transmembranaires 1 et 2 (figure 25).

AN - B

o
i

)

Cytoplasm

R3I5P
RIIP

)

)& Bloese®®

ER Lumeni
Pariplasm

Cytoplasm

Figure 25 : Topologie de VKORC1 proposé par Li et al a gauche (129) et par Watzka et al a droite (130)

L’étude des différentes VKORs, réalisée par Goodstadt et Ponting en 2004 a mis en évidence
une haute conservation de 4 cystéines : Cys 43, 51, 132 et 135 (131), avec les Cystéines 132
et 135 qui forment le motif CXXC, un motif rencontré dans de nombreuses oxydoréductases.
Egalement, un autre acide aminé est fortement conservé entre les especes : la sérine en
position 57. L’importance de ce motif Cys132-XXCys135 a ét¢ mise en évidence en 2005 par
Rost (132). Jin ef al en 2007 ont remplacé les 2 cystéines en alanine par mutagénese dirigée,
et cela a conduit a une perte de I’activit¢ VKOR, prouvant ainsi que ces deux cystéines font
partie du site actif de VKORCI1 (133). L’ensemble des travaux de mutagénése dirigée sur les
acides aminés conservés a permis de suggérer la participation de la Sérine 57 dans la fixation
du substrat, ’implication des Cystéines 132 et 135 dans le centre redox CXXC et

I’implication des Cystéines 43 et 51 dans le transfert du pouvoir réducteur (134).

.
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c) Mécanisme catalytique

En 1981, donc 23 ans avant la découverte du géne VKORCI1, un mécanisme réactionnel de
conversion de 1’époxyde de vitamine K en vitamine K quinone fut propos¢ par Silverman,

basé sur des études chimiques (135) (figure 26).

demi-étape 1 demi-étape 2
VKORC1 réduite VKORC1 oxydée
[ =

§—§ X

0 . 0
Vitamine K époxide Vitamine K quinone

Figure 26 : Mécanisme réactionnel de la réduction de la vitamine K époxyde en vitamine K quinone

(Silverman, 1981)

Ce mécanisme implique un site actif composé de deux cystéines et d’un acide aminé acide qui
pourrait jouer le rdle de catalyseur acide-base. Dans la forme oxydée de 1’enzyme, ces
cystéines se trouvent sous forme de pont disulfure et prennent la forme de groupement thiol
dans I’enzyme réduite. L’activation de I’enzyme est réalisée via la réduction de ce pont
disulfure, ainsi I’enzyme est réduite. L’enzyme réduite fixe alors I’époxyde de la vitamine K
et ’atome d’oxygene de cet époxyde est protonné par 1’acide aminé acide de VKORCI
proche du site actif. De facon concomitante, par un mécanisme vraisemblablement concerté,
le thiol d’une des 2 cystéines du site actif attaque le carbone 2 de 1’époxyde formant un adduit
covalent (demi-étape 1). La protonation du groupement hydroxyle conduit ensuite, toujours
par un mécanisme sans doute concerté, au départ du groupement OH- sous forme de H,O
avec formation de la forme oxydée de I’enzyme et de la vitamine K quinone (demi- étape 2)

(figure 26).

Apres la demi-étape 1, VKORCI doit étre protonnée pour pouvoir finir son activit¢ VKOR.
Toutefois, aucune explication n’a été décrite dans la littérature jusqu’a 2013 ou Matagrin ef al
ont réussi a détailler ce mécanisme catalytique de manicére un peu plus poussée, en faisant
intervenir la tyrosine en position 139 (qui pour rappel est un aminoacide conservé dans la

séquence de VKORC1) comme donneur de proton (figure 27).

.
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Figure 27 : Mécanisme réactionnel de la réduction de vitamine K époxyde en vitamine K quinone

(Matagrin et al., 2013)

Cette séquence réactionnelle reste toujours d’actualité, cependant aucune étude n’a permis de
confirmer ce modele depuis la découverte de VKORCI. De plus, le ou les partenaires
réducteurs primordiaux a la régénération de la VKORCI réduite n’ont pas été identifiés in
vivo malgré de nombreuses recherches sur le sujet. Pour les études enzymatiques réalisées in

vitro, le dithiothréitol (DTT) est le réducteur utilisé, notamment par notre laboratoire.

2. VKORC1L1

En 2004, le séquengage systématique de génome humain a mis en évidence I’existence d’un
gene paralogue a vkorcl. Ce geéne fut nommé vkorclll, du fait de 1’existence de motifs trés
similaires a ceux retrouvé dans vkorcl, vkorclll résulterait probablement de la duplication
d’un géne ancestral a vkorcl. vkorclll, comme vkorcl, est composé de 3 exons et code pour
une proté¢ine, nommée VKORCILI, de 176 acides aminés (124). VKORCILI1 présente plus
de 60% d’homologie avec VKORCI. D’ailleurs, le motif CXXC décrit comme site le
catalytique de VKORCI est ¢galement présent chez VKORCILI. De plus, les cystéines 43 et
51 ainsi que la tyrosine 139 sont également conservées chez VKORCILI1. Cette protéine est
trés fortement conservée entre les especes, ainsi les séquences protéiques sont identiques a
100% entre rats et souris et a 97% entre ’homme et les rats/souris.

En 2011, Westhofen et al ont proposé une topologie de VKORCILI, calquée sur celle de
VKORCI proposée par watzka (136). Ainsi, VKORCILI1 posséderait é¢galement 4 domaines
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transmembranaires, et les extrémités N et C terminales seraient localisées du coté

cytoplasmique du réticulum endoplasmique (figure 28).
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Figure 28 : Topologie de VKORC1L1 d’aprées Westhofen et al (136)

Avant 2011, I’enzyme VKORCI était considérée comme la seule enzyme capable d’effectuer
I’activit¢ VKOR. Cependant, Westhofen et son équipe ont démontré, aprés expression
hétérologue de VKORCILI1 en cellules HEK 293T, que VKORCILI posseéde une activité
vitamine K époxyde réductase. En 2013, Hammed ef al ont exprimé VKORCILI1 en levure
Pichia pastoris afin d’étudier ses propriétés catalytiques. Ils ont remarqué que VKORCILI1
¢tait 50 fois plus résistante aux AVKs que VKORCI1 (137). De plus, vkorclll serait
faiblement transcrit dans les tissus hépatiques (137,138) : de ce fait, dans le foie, VKORCILI
ne permettrait pas la y-carboxylation des facteurs de coagulations (via GGCX). En revanche,
des transcrits de VKORCILI sont retrouvés en forte quantité dans les tissus extra-hépatiques,
comme le cerveau, les testicules etc (137,138). En ce qui concerne le cerveau, Westhofen a
propos¢ 1’hypothese que VKORCILI, de par son activit¢ vitamine K époxyde réductase,
permettrait de lutter contre le stress oxydant (136). En revanche, dans les autres tissus extra-
hépatiques, VKORCILI permettrait la y-carboxylation des PVKDs comme 1’0OC, la MGP ou
Gas6 afin d’assurer leur fonctionnement. D’ailleurs, Spohn en 2009 a montré, en utilisant des
souris vkorc1™", que ces souris €taient incapables de y-carboxyler les facteurs de coagulation,
mais en revanche, elles étaient capable de y-carboxyler la MGP dans les parois artérielles afin
de prévenir les calcifications ectopiques (128). En conséquence, VKORCILI1 pourrait étre

une voie de supplémentation a VKORCI1 dans les tissus extra-hépatiques.
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B. Activité VKR

L’activit¢ VKR correspond a la réduction de la vitamine K quinone en vitamine K
hydroquinone. Cette réaction peut étre réalisée par VKORC1 et VKORCILI1, mais en
majorité, elle est catalysée par une NADPH quinone oxydoréductase, appelée également DT-
diaphorase. Pendant de nombreuses années, NQOI1 était considérée comme 1’enzyme
permettant de catalyser cette réaction. En effet, NQOI est capable d’effectuer la réduction de
la vitamine K quinone en hydroquinone (139). De plus, en cas d’intoxication aux AVKs,
I’antidote est la vitamine K quinone, qui sera ensuite réduite en hydroquinone, et ce malgré la
présence de d’AVKs bloquant la VKORCI1. Donc I’enzyme réalisant cette réaction n’est pas
VKORCI et est insensible aux AVKs. Il s’avere que NQOI1 est trés peu sensible aux AVKs
(139). Pour toutes ces raisons NQOI semblait étre 1’enzyme catalysant cette activit¢ VKR.
Cependant, une étude menée par Ingram et son équipe en 2013, portant sur des souris nqol'/ ',
a 16vélé que ces souris nqol”” ne présentaient pas de modification de leur activité VKR,
comparé a des souris sauvages (140). Ainsi NQOI ne serait pas I’enzyme majeure

responsable de ’activité VKR.
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V. Inhibition de I'activité VKOR

A. Historique par AVKs et découverte de la warfarine

Les AVKs ont ét¢ découverts grace a leur effet indésirable. Tout débuta en effet dans les
années 1920, aux Etats Unis et au Canada, lorsque des hémorragies spontanées survinrent
dans des troupeaux de bétail ayant consommé du mélilot doux avarié. En 1922, le vétérinaire
pathologiste Frank Shofield rapporta que ces hémorragies étaient dues a I’ingestion par les
animaux d’ensilage moisi obtenu a partir de mélilot, et il nota un temps de coagulation
allongé chez ces animaux. Il constata également que le retrait du tréfle doux de I’alimentation
du bétail permettait leur guérison (141). En 1937, Quick constata une diminution du taux de
prothrombine chez ces animaux atteints de cette maladie hémorragique. En 1939, 1’équipe de
Karl Paul Link isola I’agent responsable de ces hémorragies: la 3,3’-diméthyléne-4-
hydroxycoumarine, il la synthétisa la méme année et la nomma dicoumarol. I1 montra
¢galement qu’un traitement avec de la vitamine K1 contrait les effets du dicoumarol,
conférant ainsi au dicoumarol un réle d’anticoagulant anti-vitamine K (142). Il s’avere que le
Me¢lilot moisit contenait du dicoumarol, son action anticoagulante a également été mise en
¢vidence lors de tests chez le lapin (143). Cette molécule explique la toxicité du tréfle avarié,
en revanche le treéfle frais est lui inoffensif. Lors de la dégradation du tréfle doux, la
coumarine va étre oxydée en 4-hydroxycoulmarine, cette molécule sera ensuite couplée a du
formaldéhyde et sera dimérisée pour former le dicoumarol.

Apreés la découverte du dicoumarol, 1’équipe de Link développa 106 analogues du
dicoumarol. Un de ces analogues fut retenu et développé comme raticide : la warfarine (warf
en I’honneur de la Wisconsin alumni research fundation et le suffixe «arin» pour
coumarine). Des 1948, Iactivité anticoagulante de la warfarine promut cette molécule au rang
de rodenticide. Cependant, en 1951, il y eut une intoxication a la warfarine chez I’homme,
sans conséquence dramatique, mais cela a suggéré 1’utilisation de la warfarine a des fins
thérapeutiques chez I’homme. En 1953, des essais cliniques démarrérent aux Etats Unis, sur
I’utilisation de la warfarine. Son utilisation en médecine humaine connut un essor fulgurant
lorsque le président américain Eisenhower bénéficia d’un traitement a la Warfarine a la suite
d’une crise cardiaque en 1955 (144).

A T’heure actuelle, les AVKs sont utilisés en médecine humaine afin de prévenir les maladies
thrombo-embolitiques et sont également utilisés en tant que rodenticides afin de gérer les

populations de rongeurs. Les AVKs agissent, dans les deux cas, de la méme manicre en
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inhibant la synthése de certains facteurs de coagulation. Cependant les molécules utilisées en
médecine humaine et celles utilisées comme rodenticides sont différentes, hormis la

warfarine.

B. Structure et propriété des AVKs

[4]
o ] g s ] !F
S ~F - | Sy ‘Q‘»\
I
~F = o = “ P
\
OH OH o
4-0H-coumanne 4-DH-thigcoumanne Indane-1_3-dione

Figure 29 : Structure chimigue des trois familles d’AVKs

Les AVKs peuvent étre classés en trois grandes familles (Figure 29) :

» Les dérivés de la 4-hydroxycoumarine : avec la warfarine, le coumatétralyl, Ila
bromadiolone, le difénacoum, le brodifacoum et le flocoumaféne ;
» Les dérivés de la 4-hydroxythiocoumarine : avec la diféthialone ;

» Les dérivés de I’indane-1,3-dione : avec la chlorophacinone.
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Figure 30 : Structure chimique des rodenticides les plus utilisés

Tous les AVKs cités sont utilisés comme rodenticides afin de gérer les populations de
rongeurs. Actuellement, les AVKs peuvent étre divisés, selon leur efficacité, en deux

générations :

» Les AVKs de premiere génération, avec la warfarine, le coumatétralyl et la
chlorophacinone: ce sont des AVKs possédant une efficacité modérée requerant d’étre
consommé¢ durant plusieurs jours afin d’étre pleinement actifs ;

» Les AVKs de seconde génération, avec la bromadiolone, le difénacoum, le
brodifacoum, la diféthialone et le flocoumaféne : ces AVKs sont trés efficaces, une

prise durant une seule journée est suffisante pour engendrer la mort.

Coumatétralyl Bromadiolone Brodifacoum, Diféthialone
i i i } | } > EFFICACITE
Warfarine Chlorophacinone Difénacoum Flocoumaféne

Certaines personnes classent les AVKs en trois générations plutdt que deux, en mettant la

bromadiolone et le difénacoum dans la catégorie des secondes générations.

o
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Cependant, j’ai fait le choix personnel de prendre la classification des AVKs en deux
générations pour la suite de ce mémoire. Ce classement en terme d’efficacité a été réalisé

selon nos résultats issus d’études in vitro et in vivo.

Les AVKs présentent une analogie structurale avec la vitamine K. Leurs propriétés
physicochimiques varient en fonction de la nature de leur chaine latérale et de la présence ou
non d’halogénes ou d’un hétéroatome de soufre. Ils sont faiblement solubles dans I’eau et

faiblement volatiles.

C. Métabolisme chez le rat

1. Généralités

Les AVKs sont généralement administrés par voie orale. Leur absorption par le tractus
intestinal se fait au niveau de 1’estomac et du jéjunum. Leur biodisponibilité par voie orale est
proche de 100%. Une intoxication par voie cutanée a la warfarine a déja été décrite au
Vietnam (145). Une fois les AVKs dans la circulation sanguine, ils vont se lier de fagon
réversible a I’albumine (& 97%). Seule la fraction libre est active et métabolisée. La fraction
liée, quant a elle, sert de réservoir a I’activité anticoagulante. Une fois la fraction libre arrivée
au niveau du foie, les AVKSs sont alors métabolisés par les mono-oxygénase et les enzymes de
phase II du réticulum endoplasmique hépatiques. Le métabolisme hépatique est réalisé par les
cytochromes P450 (CYP). Le type de CYP-450 impliqué varie en fonction de I’espece et de la
molécule (146). Chez le rat, les principaux cytochromes impliqués sont le CYP3A, les
CYP2CI11 et 2C12 ainsi que les CYP2B et 1A. De plus, il existe des spécificités en fonction
des sous familles de CYP-450 selon le sexe de 1’animal. Par exemple, chez le rat, les femelles
sur-expriment le CYP2C12 et sont dépourvues de CYP3A, tandis que les jeunes males sous-
expriment le CYP2CI11. Chez ’homme, de nombreuses études ont mis en évidence une
différence de temps de coagulation entre hommes et femmes (147), d’ou peut-Etre une
métabolisation différente. De plus, le principal cytochrome impliqué dans le métabolisme des
AVKs chez I’homme est le CYP2C9. Cependant, 3 variants de ce cytochome existent, le
2C9*! le 2C9** et le le 2C9*°. Selon le variant, Eriksson ef al/ ont montré que la
métabolisation était fortement modifiée, ainsi la dose thérapeuthique de warfarine devait étre

adpatée selon le variant (tableau 3) (148).
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Tableau 3 : Doses de warfarine recommendées selon le variant CYP2C9 (Erickson et al (148))

CYP2C9 (mg/day)
*1/*1 *1/*2 *1/*3 *2/%2 *2/*3 *3/*3
5-7 5-7 3-4 3-4 3-4 0.5-2

Enfin, I’excrétion aprés métabolisation est principalement fécale. La cinétique d’élimination
des AVKSs est biphasique avec une premie¢re phase rapide de quelques heures, puis une

seconde phase beaucoup plus longue de plusieurs semaines (40).

En ce qui concerne la warfarine, des études ont montré qu’elle est capable de traverser la
barricére placentaire et ainsi d’induire une dysmorphie faciale incluant une hypoplasie nasale
chez I’enfant par la suite, que I’on nomme « Fetal warfarin syndrom » (149). La Warfarine
présente donc un risque reprotoxique. A ce jour, ce risque reprotoxique n’a été prouvé que

pour cette molécule.

2. Exemple du métabolisme de la warfarine chez le rat

Peu d’informations sont connues sur le métabolisme des AVKs chez les rongeurs. Cependant,
le métabolisme de la warfarine a été décrit chez le rat. Ainsi, I’oxydation de la warfarine est
principalement catalysée par les CYP1Al, CYP2B1, CYP2CIl1 et CYP3A2 (150). Ce
métabolisme oxydatif aboutit a la formation de cinq métabolites : les 4’-, 6-, 7-, 8- et 10-OH-
warfarine (figure 31). Ces métabolites sont ensuite glucuroconjugés par 1’action de 1’'UDP-

glucuronyltransferase afin d’étre hydrosolubles et excrétés dans I'urine (151).
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Figure 31 : Métabolisme de la warfarine chez le rat catalysé par les CYP1A1, CYP2B1, CYP2C11 et
CYP3A2 (151)

Le métabolisme des autres AVKs utilisés comme rodenticides reste a ce jour inexploré.
Cependant, des ¢études menées au sein de notre laboratoire semblent indiquer que le
métabolisme oxydatif de la chlorophacinone est principalement médié par le CYP2B, celui du

Coumatétralyl par le CYP3A et celui du difénacoum par le CYP2C11.

D. Mécanisme d’action

Les AVKs sont des anticoagulants oraux qui interviennent de maniére indirecte sur la
coagulation en inhibant 1’activit¢ VKOR. Ex vivo, lorsque des microsomes hépatiques de rats
sont utilisés comme source d’enzyme a activit¢ VKOR, I’inhibition est de type non compétitif
et les constantes d’inhibition vont de 0,7 uM pour la warfarine (figure 32) a 5 nM pour le

brodifacoum.
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Figure 32 : Représentation de Lineweaver et Burk d’une inhibition non-compétitive de I’activité VKOR

par des microsomes de foies de rats sensibles (152)

Etant donné ’homologie structurale entre les AVKs et la vitamine K époxyde, Li et al. (2010)
proposent qu’ils partagent le méme site de fixation. Toutefois, le caractére non compétitif et
irréversible de cette inhibition laisse penser que I’AVK et la vitamine K époxyde ne se fixent
pas au méme endroit sur VKORCI1 (134). Si le site de fixation des AVK n’est pas clairement
défini, une hypothése implique la tyrosine 139 de la VKORCI1 dans cette liaison et plus
précisément le motif TY A (Thréonine — Tyrosine — Alanine) (132,151).

Les AVK vont bloquer le cycle de recyclage de la vitamine K en inhibant deux étapes
successives du cycle : la réduction de la vitamine K époxyde en vitamine K quinone (activité
VKOR), et la réduction de la vitamine K quinone en hydroquinone (activit¢ VKR) par la
VKORCI (124,125). L’arrét du cycle de la vitamine K entraine une diminution de la vitamine
K disponible et donc une diminution de I’activité gamma-glutamyl-carboxylase. Les facteurs
de la coagulation vitamine K dépendants restent alors sous forme non-gamma-carboxylée et
voient leur activité pro-coagulante fortement diminuée : ils sont alors appelés PIVKA (protein
induced by vitamine K antagonist). Leur dosage dans le plasma permet de caractériser un état
de subcarence en vitamine K. Les facteurs de coagulation étant sous forme non-gamma-
carboxylée, le calcium ne peut pas étre fixé par la pince « di-carboxylique », ce qui empéche
I’interaction avec les phospholipides anioniques plaquettaires. Les AVK induisent ainsi une

augmentation du temps de coagulation et retardent la formation de fibrine.

En dépit de leur utilisation intensive dans le monde entier, le mode d’action des antagonistes

de la vitamine K est resté incertain. Le mécanisme d’inhibition proposé par Silverman (1980)
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implique 1’acylation par I’inhibiteur d’une des 2 cystéines du site catalytique de VKOR ou
¢ventuellement d’un acide aminé nucléophile et proche dans 1’espace. Le thioester produit (si
une des 2 cystéines est le nucléophile) rendrait compte du caractere irréversible de I’inhibition
et de son mécanisme non compétitif. Cependant, 1’instabilité relative de ce thioester rendrait
sa mise en évidence difficile a pH neutre.

D’autres études indiquent que ’effet inhibiteur de la warfarine serait plus important lorsque la
VKOR est incubée avec ’inhibiteur préalablement a I’introduction du dithiotréitol (153). Les
auteurs en concluent que la warfarine interagirait avec la VKOR oxydée et bloquerait la
réduction de la VKOR contredisant le mécanisme décrit par Silverman (1980). Enfin, plus
récemment, Rishavy et al. proposent I’hypothése selon laquelle la fixation de la warfarine
constituerait une barriére empéchant la cascade de transfert d’électrons nécessaire a

I’activation de la VKORCI1 (134).

Egalement, Gebauer et al ont montré le role essentiel du groupement OH en position 4 de la
structure coumarinique (154). Ainsi, méme une méthylation de ce groupement inhibe I’effet
inhibiteur des dérivés coumariniques. Considérant le mécanisme d’action du recyclage de la
vitamine K présenté par Matagrin en 2013 (figure 27), il est possible de concevoir que I’OH
en position 4 de la coumarine puisse €tre considéré par I’enzyme VKORCI1 comme le
métabolite réduit de I’époxyde de vitamine K. VKORCI essayerait de poursuivre son action
(demi étape 2), sur la 4-hydroxycoumarine et ne pouvant pas déshydrater la 4-
hydroxycoumarine (contrairement au métabolite réduit de 1’époxyde de vitamine K),
I’enzyme serait alors bloquée a ce stade. Elle ne pourrait pas libérer la 4-hydroxycoumarine,
car la sortie de la vitamine K réduite n’est possible que par la modification conformationelle

de VKORCI induit par la création du pont disulfure C132-C135.

Le mécanisme d’inhibition des AVKs n’est toujours pas clairement établi a ce jour.

E. Ecotoxicité secondaire

Depuis la découverte de la warfarine comme rodenticide, les AVKs ont remplacé les toxiques
aigues directs comme la Strychnine. Le mode d’action retardé des AVKs permet de
contourner les problémes d’aversion alimentaire, ce qui rend ces AVKs trés efficaces pour
gérer les populations de rongeurs, en milieu urbain comme rural. Cependant, 1’utilisation
intensive des AVKs a eu pour conséquence la sélection de rongeurs résistant aux AVKs de

premiere génération (155). Ce phénomene de résistance a conduit au développement de
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nouveaux AVKs : les AVKs de seconde génération que 1’on connait aujourd’hui sous le nom
de difénacoum, brodifacoum, diféthialone et flocoumaféne. Ces AVKs de seconde génération
sont beaucoup plus efficaces que ceux de la premicre génération, mais ils présentent
¢galement des demi vies hépatiques plus longues et une lipophilie plus importante, entrainant
une augmentation de la persistance dans le corps de 1’animal intoxiqué (156). En effet, le
coefficient de partage (Log Kow pour octanol/ eau) pour les AVKs de premiere génération est
inférieur a 5. Ainsi, leur bio-accululation dans 1’organisme est faible. En revanche, les
secondes générations ont un Log Kow entre 5,17 et 8,5, et posseédent en concéquence un
grand potentiel de bio-accumulation (157). Les AVKs vont s’accumuler dans le foie (tableau

4).

Tableau 4 : Données expérimentales établies chez le rat (40)

Formule DL 50 aigu Demi-vie dans
oral .
brute le foie
mg kg-1
c Warfarine C19H1604 186 67 jours
(V]
3 2
g 5 Coumatetralyl C19H1603 16,5 55 jours
3
Chlorophacinone Cy3H1503Cl 6,26 35 jours
Bromadiolone C30H24BrOg4 1,125 170-318 jours
S
‘g Difénacoum C31H2403 1,8 128 jours
2
& Brodifacoum C31H2303 0,27 113-350 jours
2
S Diféthialone C31H23BrO,S 0,56 74-126 jours
a
Flocoumaféne C33Hp5F304 0,25 215 jours

Les demi-vies plus longues vont engendrer des problemes d’écotoxicité secondaire. En effet,
un rat intoxiqué par un AVK, étant plus faible, aura plus de risques de se faire attraper et
consommer par un prédateur tel qu’un renard ou une buse. En mangeant un seul rat intoxiqué,
le prédateur ne risque pas de développer de signes cliniques dus aux AVKs. Cependant, en
consommant plusieurs rats intoxiqués, alors le prédateur sera lui-méme intoxiqué et mourra :

écotoxicité secondaire : la faune non cible est touchée.
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De nombreuses études ont mis en évidence des cas d’empoisonnement de la faune sauvage
aux AVKs, notamment pour les renards et les oiseaux. En effet, en France, la réduction de la
densité de renard (Vulpus vulpus) a été associée avec 1’utilisation de la Bromadiolone pour
gérer les populations de campagnols (4Arvicolas terrestris) (158). Une observation similaire a
¢été effectuée au Canada (159). Une étude réalisée en Allemagne en 2015, sur le dosage
d’AVK dans le foie de renard, a montré que sur 331 foies analysés, 59,8% présentaient des
résidus d’AVKs, et principalement des résidus de seconde génération : de la bromadiolone et
du brodifacoum (160). Concernant I’intoxication secondaire des oiseaux aux AVKs, cela a été
décrit dans de nombreux pays: en Ecosse, en Grande Bretagne, aux USA, en Nouvelle

Zg€lande, au Canada, en Espagne et en France (160).

Enfin, la faune sauvage n’est pas la seule faune touchée par 1’intoxication aux AVKs. En
effet, des études montrent un empoisonnement régulier d’animaux domestiques par des AVKs

(161).
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VI. Résistance aux AVKs chez les rongeurs

A. Historique

L’utilisation des AVKs avec I’introduction de la warfarine dans les années 1950 a marqué un
tournant dans la gestion des populations de rongeurs. Cependant, peu de temps apres le début
de I'utilisation de la warfarine, des résistances a ce produit ont commencé a apparaitre. Ainsi,
le phénomene de résistance est apparu pour la premiére fois en 1958 en Ecosse chez Rattus
norvegicus (162), puis ce fut le cas de Mus musculus domesticus en 1960 (163). Bien que
I’Ecosse fiit le premier pays a rapporter le probléme de rats bruns résistants, le phénomene

s’est largement étendu, non seulement en Europe mais dans le monde entier (tableau 5).

Tableau 5 : Statut de la résistance dans le monde par Pelz en 2005 (164)

Country R. norvegicus | R. rattus M. m. domesticus Reference
Belgium + + Lund (1984); Baert (2003)
Denmark + + + Myllymaki (1995); Lodal (2001)
Finland + Myllymaki (1995)
France + + + Myllymaki (1995)
Germany + + + Myllymaki (1995); Pelz (2001)
United Kingdom + + + Myllymaki(1995); Kerins et al. (2001)
Italy + Alessandroni et al. (1980)
The Netherlands + + De Jonge (1994)
Sweden + Lund (1984)
Switzerland + Muhr (1981)

Canada + + Siddiqi and Blaine (1982)
United States + + + Jackson and Ashton (1986)
Japan + Naganuma etal. (1981)

Australia + Saunders (1978)

Les premieres études menées sur la résistance débuterent a partir de rats capturés en Ecosse,
qui avaient I’aptitude a survivre en consommant des AVKs en une quantité normalement
mortelle. Afin de pallier le manque d’efficacité des AVKs de premiére génération, des AVKs
de seconde génération ont vu le jour entre 1970 et 1980, avec la bromadiolone et le
difénacoum, puis plus tard le brodifacoum, la diféthialone et le flocoumaféne (164).
Cependant, des résistances a ces AVKs (bromadiolone et difénacoum) ont par la suite été

rapportées (165,166).
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De nombreuses définitions du mot « résistance » existent. Cependant, celle de Greaves et al
en 1994 semble la plus efficace : « la résistance aux anticoagulants correspond a une perte
majeure d’efficacité de ces derniers, lors d’une utilisation correcte dans des conditions
normales. Cette perte d’efficacité est due a la présence de rongeurs possédant une sensibilité
aux anticoagulants notablement réduite et transmise génétiquement » (167). Les mots
« utilisation correcte » et « condition normale » revétent une grande importance car une
population de rongeurs peut ne pas mourir a la suite d’un traitement aux AVKs, que ce soit
des AVKs de premiére ou de seconde génération, sans pour autant présenter une résistance.
En effet, il suffit, tout simplement, que les rongeurs ne consomment pas [’appat. Cela est
souvent constaté lorsqu’il y a une compétition alimentaire importante sur le site, ainsi les
rongeurs mangeront la nourriture qu’ils ont ’habitude de consommer et non 1’appat, et donc
ils ne mourront pas. En revanche, dans le cas de la consommation : « une sensibilité¢ aux
AVKs notablement réduite et transmissible génétiquement », c’est de la Résistance. Deux

types de résistance peuvent étre distingués :

» la Résistance de Cible : due a des mutations sur le géne vkorcl ;

» la Résistance Métabolique : due aux cytochromes P-450.

B. Résistance de Cible

1. Historique

De nombreuses expériences ont été réalisées afin de découvrir quelle était I’origine de la
résistance aux AVKs. Chez les rongeurs et notamment chez le rat brun (Rattus norvegicus),
une forte implication de facteurs génétiques dans la résistance aux AVK fut trés tot suspectée.
Ainsi, un travail de comparaison réalisé¢ entre le test BCR (Blood Clotting-Response) et le
statut génétique de rat avant ou apres croisement avec des rats standards (168) permit de
suspecter ’existence d’un géne de la résistance qui fut appelé Rw (War chez la souris). Ce
gene Rw fut ensuite localisé sur le chromosome 1 du rat (169,170). Puis sa localisation fut de
plus en plus précise suite aux travaux de Kohn et Pelz (171,172) par le suivi de la liaison du
gene Rw avec un microsatellite D1Arb18 (171), puis avec 8 microsatellites (172), puis enfin
avec 26 microsatellites recouvrant une région de 32 cM (centiMorgan) incluant le géne Rw.
La liaison la plus intense a été observée pour D1rat219. Ainsi, le marqueur D1Rat219 contenu

dans cette région estime la résistance correctement chez 91% des rats testés. Il est le meilleur
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marqueur de la résistance méme si d’autres marqueurs potentiels sont modifiés par
déséquilibre de liaison. En conséquence, les auteurs localisent le locus Rw dans une zone de
2,2 ¢M autour de D1rat219 (173). Enfin, Rost et al en 2004 et Li ef al en 2004 ont identifié le
gene vkorcl comme géne codant pour I’activité VKOR et son polymorphisme comme étant

responsable de la résistance observée chez les rats et les souris.

2. Polymorphisme vkorcl

Apres la découverte de vkorcl, ce gene fut 1’objet de nombreuses études et de nombreux
polymorphismes du geéne vkorcl ont été découverts (164,174). Les mutations découvertes sont
des SNP pour « Single-Nucleotide-Polymorphism », ¢’est-a-dire qu’un nucléotide va muter,
donc étre remplacé par un autre nucléotide. Ainsi lors de la transcription de vkorcl et de la

traduction de la protéine VKORCI, cela va entrainer un changement d’acide aminé.

a) Rat

En 2005, Pelz et son équipe ont réalis¢ une ¢tude afin de découvrir la distribution

géographique des résistances chez le rat brun en Europe (figure 33).

il
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Y139F ) uoq @ vis

Figure 33 : Distribution géographique des mutations retrouvées chez le rat brun en Europe (164)
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Ainsi, ils découvrirent cinq mutations associées a de la résistance aux AVKs en Europe. Ces
cinq mutations présentaient une distribution géographique bien précise avec Y139C en
Allemagne, Y139F en France, Y139S au Pays de Galle, L120Q en Angleterre et L128Q en
Ecosse. Une étude plus récente réalisée par Grandemange et a/ en 2010 a mis en évidence une
distribution plus complexe de ces mutations, puisque 1’ensemble de ces mutations ont été
retrouvées en France (figure 34) (175). La mutation Y139F est tout de méme la mutation la

plus répandue en France.

®2 vi30F
& vi30c
QO L120Q
@& L1230
@ L128s
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» HaploB
i) HaploC
&  S103Y

Figure 34 : Distribution géographigue de la résistance chez Rattus norvegicus en France par

Grandemange (175)

Rost et son équipe ont également étudié¢ ce phénomene de résistance. Ils ont analysé 250
¢chantillons de rats et de souris provenant du monde entier afin de lister les mutations
potentiellement causales de résistance. A partir des mutations trouvées, ils ont caractérisé
I’implication de ces SNP dans la résistance aux AVKs en exprimant les VKORC1 mutées en

cellules HEK. L’activit¢ VKOR a ensuite été évaluée sans et avec warfarine (Figure 35).
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Figure 35 : Activité VKOR et inhibition par la warfarine des VKORC1 mutantes de rat ( Rost et al (174))

Cependant, I’expression en cellule HEK étant faible, 1’exploration fonctionnelle a été tres
limitée : une seule concentration de warfarine a 60 uM a été utilisée. De ce fait les
interprétations étaient limitées. Cependant, leur travail met en évidence qu’une mutation en
position 139 a tendance a apporter une résistance a la warfarine.

Face a l’absence de données in vitro et a la difficult¢é d’en obtenir, une exploration
fonctionnelle in vivo relative a 1’étude des conséquences des mutations a donc par la suite été
réalisée par Grandemange et al en 2009 (176). Puisque les mutations ont toujours été
détectées chez des rats sauvages, il était difficile dans ces conditions d’attribuer un effet
spécifique a un geéne en particulier, le reste du génome restant totalement inconnu. C’est
pourquoi Grandemange et al ont réalisé 1’introgression de la mutation 139F dans le génome
d’une souche de rat de laboratoire. Aprés 6 générations successives, la proportion du génome
du rat sauvage donneur de la mutation 139F a pu étre estimée a 1.56%. La taille du segment
moyen inséré (centré autour de vkorcl) était de 28,3 Mb. Les conséquences phénotypiques
associées a cette mutation ont alors pu étre appréhendées. La présence de cette seule mutation
est responsable de la résistance aux AVKs de premiére génération observée chez le rat
sauvage. Cette mutation présente a I’état hétérozygote engendre un phénotype intermédiaire,
démontrant une codominance entre les alléles sauvages et mutés (176).

En 2011, Hodroge et al/ ont caractéris¢ I’implication de ces mutations dans la résistance en

exprimant les VKORC1 mutées dans la levure Pichia pastoris (figure 36).
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Figure 36 : Facteur de résistance des rVKORC1 mutées exprimées en levure par rapport rVYKORC1

sauvage

Ils ont ainsi établi que la VKORC1 mutée seule est impliquée dans la résistance aux AVKs.
De plus, ils ont travaillé en paralléle sur des microsomes de levure et sur des microsomes de
foie pour chaque VKORCI1 mutée et ils ont obtenu des résultats similaires, permettant ainsi

d’assoir la solidité de leur modéle.
b) Souris

Rost et son équipe ont également travaillé sur les SNP retrouvés chez la souris (174). Ils ont
décrit huit mutations et les ont étudiées avec des cellules HEK. Cependant, les mémes limites
que pour le modéle rat étaient présentes et donc peu d’informations concrétes sur la résistance
éventuelle ont été apportées. En 2001, Pelz et al ont décrit de nouvelles mutations sur la

vkorc1 de souris (tableau 6) (177).
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Tableau 6 : Mutations chez la souris retrouvées par Pelz et al (177)

Table 2. Incidence of genotypes and proportion of homozygous
aming acid substitutions in VKORC1 of house mice
Incidence

Amino acid Populations Homozygous
substitution (n) m (%) (3%)
Leu1285er 18 185/248 75 66
Tyr139Cys 10 B84/146 63 65
Arg12Trp/Ala265er/Alad48Thr 13 62/124 50 57
ArgGileu 12 53/104 51 63
Glu37Gly 1 12113 92 Fis
Arg58Gly 1 2021 95 60
Trp59Leu 1 1213 92 58
Trp595%er 1 2/26 7 50
Leu124GIn 1 29 27 0

La méme année, Song et al ont décrit une VKORCI avec 4 mutations :
R12W/A26S/A48T/R61L, cette VKORCI est présente chez les Mus spretus et le géne codant
pour cette enzyme est la vkorcl spretus. Apres un croisement initial entre Mus spretus et Mus
musculus domesticus, suite a leur cohabitation en Afrique du nord et en Espagne, cela a
permis I’introgression de petites parts du génome de Mus spretus dans celui de Mus musculus
domesticus, dont notamment le géne vkorcl spretus. Ces souris introgressées se sont ensuite
reproduites avec des souris domestiques, transmettant ainsi leur géne vkorcl spretus (7). Ces

souris introgressées spretus ont été retrouvées en Espagne et en Allemagne (figure 37).

34/50 M. m. domesticus

[ VKORC1 M. m. domesticus  * ;- ;“°¢ ‘ ¢
1 VKORC1 M. spretus Nt ‘
e ( ) y
. 3 Eastern
Western European 6‘@‘\ | European house
house mouse mouse
(M. m. musculus)

(M. m. domesticus)
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=
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Figure 37 : Polymorphisme de vkorcl chez la souris domestique en Europe (Song et al 2011)
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A partir de souris introgressées spretus capturées, Song et son équipe ont testé in vivo
I’efficacité¢ de trois AVKs afin d’étudier la résistance potentielle de ces souris aux AVKs.
Concernant le Coumatétralyl et la Bromadiolone, aucune souris introgressée spretus n’est
morte. Ces souris sont donc résistantes aux AVKs. Cependant, cette résistance est-elle
seulement due a leur vkorcl spretus ou est-ce qu’il y a également une résistance métabolique

associée. Cette hypotheése ne peut pas étre exclue.

La Résistance de Cible, chez le rat brun, a pour conséquence une perte significative
d’efficacit¢ des AVKs de premicre génération ainsi qu’une partie des AVKs de seconde
génération. Les rats ont la capacité de migrer sur de longues distances (via le transport de
marchandise etc...) et possédent un grand pouvoir reproducteur. Ces deux caractéristiques
vont permettre la dispersion de la résistance (164). Chez le rat brun, la résistance a bien été

¢tudiée, en revanche, pour les souris, cela est nettement moins clair.

3. Cytochrome P450

La résistance métabolique est connue depuis longtemps chez les insectes qui ont la capacité
de détoxifier des composés chimiques par une surexpression d’enzymes. Chez les rongeurs, la
résistance métabolique est principalement due a 1’action des cytochromes P-450. En 2001,
Sugano et al ont rapporté la présence de rats noirs résistants a la Warfarine a Tokyo (178).
Dans les microsomes de foie de ces rats, une surexpression du CYP-3A a été trouvée, par
rapport a des rats noirs sensibles (179). Or I’action de CYP-3A avait été rapportée comme
permettant de diminuer 1’effet des AVKs et d’augmenter la tolérance a de hautes doses de
warfarine chez I’humain (180). Ainsi, chez le rat noir, la résistance a été¢ longtemps considérée
comme métabolique. Cependant, des mutations sur le géne vkorcl ont été décrites (164), mais

sont peu connues.

Enfin, la Caluménine a été également suspectée comme mécanisme de résistance métabolique

par Wallin en 2001 (181). Cependant, ce type de résistance n’a été€ observé nulle part ailleurs.

Une association entre résistance métabolique et Résistance de Cible est une possibilité déja
envisagée par Lasseur ef al en 2006, Markussen et al en 2008 et Ishizuka ef al en 2008, qui

permettrait aux rongeurs de résister aux AVKs de deuxieme génération (figure 38).
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Figure 38: Association entre le mécanisme de résistance de cible et la résistance métabolique par

Ishizuka (151)

C. Cout biologique

En 1983, Fasco et son équipe découvrent que pour certains rats, 1’activit¢ VKOR conduit a la
synthése d’hydroxyvitamine K. Pour rappel, a cette période, le géne de la VKORCI1 n’avait
pas encore ¢été découvert. Ils en conclurent alors que la formation de ’hydroxyvitamine K
résulte d’une conversion non enzymatique (153). Ensuite, Thijssen et al ont reporté en 1989
qu’une mutation en position 139, chez le rat, avait pour conséquence une résistance a la
Warfarine d’une part, mais d’autre part avait une activité VKOR basale plus faible par rapport
a celle d’un rat sensible (182). Matagrin et a/ ont montré par la suite que des rats Y139C et
Y 139F avaient respectivement une activité VKOR 3 fois et 6 fois plus faible que celle des rats

non mutés (183).

De plus, Watzka et al. ont mené une étude sur 626 patients et ont découvert que la VKORCI
Y139S produit de I’hydroxyvitamine K a hauteur de 70% (contre 30% de vitamine K
quinone) (130). En 2013, notre laboratoire a éclairci le mécanisme. Selon nous, la formation
d’un hydroxyvitamine K par la VKORCI mutée en 139 ne résulte pas d’une conversion non
enzymatique mais plutét d’une modification du mécanisme réactionnel, ce qui démontre le

role crucial de la tyrosine 139 dans ce mécanisme. L’alcool de la Tyr139 intervient dans la
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protonation du groupement hydroxyle du C3 de I’intermédiaire de la vitamine K, produit

apres la demi-étape 1.
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Figure 39 : Formation de 3-OH-vitamine K par VKORC1 mutée en position 139 par Matagrin et al 2013

En absence de tyrosine, un autre proton peut &tre utilisé pour produire de la vitamine K
quinone mais la formation de I’hydroxyvitamine K, ne nécessitant pas de protonation, est
privilégiée (figure 39). Ceci conduit également au ralentissement important de la réaction

(183).

Ces répercussions sur ’activité de VKORCI1 conduisent & une diminution de la concentration
de vitamine K hydroquinone. Les animaux peuvent alors se retrouver en état de carence en
vitamine K et cela peut avoir des conséquences néfastes non seulement pour 1’activation des
facteurs de coagulation, entrainant une capacité de coagulation réduite (184) mais également
sur toutes les PVKD extra-hépatiques comme I’ostéocalcine ou encore la MGP. Chez le rat
muté Y139C, il a été montré des calcifications artérielles, en lien direct avec la MGP. Ces
calcifications ont d’ailleurs été¢ observées au niveau de 1’aorte (185). Au sein de notre
laboratoire, nous avons observé des difficultés quasi systématiques dans la reproduction de
certaines de nos souches de rats mutés ainsi qu’une croissance ralentie. Une relation entre des
problémes de reproduction chez des rats mutés Y139C a déja fait I’objet d’une étude en 2011

par Jacob et al (186).
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Partie 3 : Objectifs de la these

Les AVKSs sont utilisés pour gérer les populations de rongeurs depuis le début des années 50.
Ces AVKs ont pour cible I’enzyme VKORCI codée par le gene du méme nom. Des mutations
spontanées de ce géne ont été décrites comme responsables du phénotype de résistance aux
AVKs chez le rat. En revanche, concernant les souris, peu d’informations sont connues sur
I’impact des mutations sur la résistance. Rost et al, en 2009, a initi¢ un travail sur les
mutations retrouvées chez la souris et leurs conséquences en exprimant en cellules HEK les
VKORCI1 mutées. Cependant, due a une faible expression, ils n’ont pu observer de résultats
qu’a une concentration de 60 uM de warfarine, ce qui n’est pas raisonnable pour faire des
interprétations. Hodroge ef a/ ont exprimé les VKORCI1 recombinantes mutées retrouvées
chez Rattus norvegicus dans un systeéme levure : Pichia pastoris. 1ls ont trouvé une
concordance entre 1’activit¢ VKOR du foie et I’activité de la protéine recombinante VKORC1

exprimée en levure.

Les objectifs de la these seront regroupés en trois axes.

Premier objectif :

Afin de caractériser 1’état de la résistance de cible chez Mus musculus domesticus en France et
chez Rattus rattus, une étude en collaboration entre 1’équipe 1233 et le partenaire industriel
Liphatech a ét¢ mise en place. Cette étude, nommée RATAIL, consiste a récolter des
¢chantillons de souris et de rats noirs de toute la France et a analyser la séquence du gene

vkorcl.

-

Le premier objectif de cette thése a été de déterminer les SNP retrouvés chez Mus musculus

domesticus en France et chez Rattus rattus grace a une ¢tude terrain, et ensuite, a partir des
mutations répertori€es, de caractériser les propriétés catalytiques des protéines recombinantes
VKORCI1 par un systeme d’expression en levure Pichia pastoris, afin de prédire les

phénotypes correspondant a ces animaux.

J
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Deuxiéme objectif :

Song et al ont décrit des souris Mus musculus domesticus possédant une VKORCI1 différente
qui appartient normalement aux souris Mus spretus. Ils ont ainsi montré que ces souris
provenaient de 1’hybridation entre une souris Mus musculus domesticus et une souris Mus
spretus, permettant un transfert de géne dont notamment le géne vkorcl. Ainsi, des souris
Mus musculus domesticus avec la vkorcl spretus ont été retrouvées en Espagne ainsi qu’en
Allemagne. Lors de I’é¢tude Ratail des souris introgressées spretus ont été retrouvées en
France et nous avons pu capturer ces souris et créer une lignée de souris introgressées spretus

dans nos animaleries.

ﬂe second objectif de cette thése est d’étudier la sensibilité de ces souris aux AVKSs. \

- En utilisant une approche in vivo par des tests de sensibilité en aquarium.

- En utilisant une approche ex vivo basée sur les propriétés catalytiques de ’activité
VKOR hépatiques de souris porteuses du gene vkorcl spretus.

- En ¢étudiant une approche in vitro basée sur les propriétés catalytiques de
VKORCI1 portant les 4 mutations caractéristiques du géne vkorcl spretus ou

chacune de ces mutations de facon isolée et enfin les différentes combinaisons

\ possibles de doubles ou triples mutants /

Troiséme objectif :

Enfin, lors de 1’étude Ratail nous avons observé la mutation W59G. Cependant, la position 59
est décrite chez I’humain comme une mutation inactivant I’activit¢ VKOR tout comme la
mutation a 1’origine du syndrome VKCFD2. La détection de ce génotype était donc
parfaitement surprenante chez des souris sauvages car a 1’état homozygote, ces souris auraient
du présenter un syndrome hémorragique mortel.

4 )

Le troisieme objectif de cette thése a été de piéger puis de mettre en place une lignée de

souris W59G et d’observer les consequences de 1’homozygotie sur la survie des animaux, sur

la résistance aux AVKs éventuellement associée a cette mutation puis enfin d’analyser

I’activit¢ VKOR hépatique.

- J
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Partie 5 : Matériels et méthodes

l. Matériels utilisés

A. Réactifs de biologie cellulaire

L’ensemble des réactifs entrant dans la composition des milieux de culture de levures et de
bactéries (peptone, extrait de levure, Yeast Nitrogen Base, LB et LB Agar) provient de chez
Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). La zéocine est fournie par Invitrogen

(Cergy- Pontoise, France).

B. Réactifs biochimiques

Les réactifs entrant dans la composition des solutions tampons sont fournis par Sigma. La
vitamine K1 et les anticoagulants warfarine, difénacoum, brodifacoum et le flocoumaféne
proviennent de chez Sigma-Aldrich. La chlorophacinone, la bromadiolone et la diféthialone
sont données par Liphatech (Pont de Casse, France). Les vitamines K1 (Sigma) ont été
oxydées en vitamine K 2,3-époxyde, selon le protocole de Tishler et a/ (187). Leur pureté

(supérieure a 99 %) a été évaluée par LC/MS.

C. Réactifs de biologie moléculaire

Les enzymes de restriction sont fournies par New England Biolabs (Hitchin, UK). Le vecteur
d’expression pPICZB, la souche de levure Pichia pastoris SMD 1168, le kit de transformation
des levures «Pichia EasyComp transformation kit» sont fournis par Invitrogen et les
bactéries compétentes « Stellar Competent Cells » sont fournies par Ozyme (Montigny-le-
Bretonneux, France). Les amorces utilisées pour la mutagénése dirigée sont fournies par

Eurogentec (Angers, France).

Les kits de mini-préparation et de midi-préparation d’ADN plasmidique proviennent de
QIAGEN (Courtaboeuf, France). La Pfu Turbo® DNA Polymérase est fournie par
Stratagene (La Jolla, CA). L’anticorps primaire polyclonal anti c-myc et I’anticorps

secondaire conjugué HRP sont fournis par Ozyme.

Mémoire de These - J. GOULOIS

112




D. Matériel pour test in vivo

Les appats anticoagulants utilisés pour les tests en aquarium proviennent pour la warfarine
0,025%, la chlorophacinone 0,005%, la bromadiolone 0,005% et la diféthialone 0,0025% de
Liphatech. Le coumatétralyl 0,0375%, le difénacoum 0,005%, le brodifacoum 0,005% et le

flocoumaténe 0,005% ont été achetés dans le commerce sous forme de pate.

1. Méthodes expérimentales

A. Etude de la résistance en France

1. Contact des professionnels

Les professionnels de la dératisation (PCO : Pest Control Operator) ont été recrutés grace a la
base de données de Liphatech et leurs délégués commerciaux. Chaque PCO a recu un kit
contenant des eppendorfs 1,5 ml, des lames de scalpel et de 1’é¢thanol 70% permettant

d’effectuer un prélévement de tissus d’un rongeur et son stockage pour une courte duré.

2. Envoi des colis et réception

Les échantillons ont été envoyés sous enveloppe kraft par la poste a ’'USC 1233 rongeurs
sauvages, de Vetagro-sup a Marcy I’étoile. Une fois réceptionnés, les échantillons ont été

stockés a -20°C en attendant d’étre utilisés.

3. Extraction de ’ADN génomique

L’ADN génomique a été extrait a partir de I’échantillon de tissus de rongeur et en utilisant le
kit « Nucleo-spin Tissue extraction kit » fourni par Macherey-Nagel (Hoerdt, France). Une

fois extrait, ’ADNg a été conservé a -20°C.

4. Amplification du géne Vkorcl par PCR

L’identification des mutations éventuellement présentes dans VKORCI se fait par séquengage
des trois exons du géne vkorcl et des 2000 paires de bases en amont du site d’initiation de la

traduction du gene.
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a) Rats

2ul d’ADNg ont été utilisés afin d’amplifier le géne vkorcl de rat, en utilisant des primers
spécifiques. Afin de séquencer la totalité du gene, deux couples de primers ont été utilisés.
Les séquences du premier couple de primers sont : rVKOR-S1 et rVKOR-ASI
(C'GGTTCTTCCCTCTTGTGTCTG') et (C GGGTCACCAAGACATGAGGTG®), pour
amplifier le gene vkorcl de rat du nucléotide -36 au nucléotide +1127. Les séquences du
second couple de primers sont : rVKORCI-S2 et rVKORCI-AS2
(' ACTTGGGCAAGGCTCATGTG?) et ( AAGAGTAGGGGACAAGGTGGC?), pour

amplifier le géne vkorcl de rat du nucléotide 848 au nucléotide 2183.

b) Souris

2ul d’ADN g a été utilisé afin d’amplifier le géne vkorcl de souris et en utilisant des primers
spécifiques. Afin de séquencer la totalit¢ du gene, deux couples de primers ont été utilisés.
Les séquences du premier couple de primers sont: sVKOR-S1 et sVKOR-ASI
( GATTCTTCCCTCCTGTCC?) et C AGACCCTGTCTCAAAACCTA?®), pour amplifier le
gene vkorcl de souris du nucléotide -36 au nucléotide +1727. Les séquences du second
couple de primers : sVKORC1-S2 et sVKORC1-AS2 sont
(C GAAAGCAGAACACTTAGCAGG?) et (C AACCAACAGCAGAATGCAGCC®), pour

amplifier le géne vkorcl de souris du nucléotide 1252 au nucléotide 2512.

5. Séquencage

Les amplicons pour chaque échantillon de rat ou de souris sont séquencés par Biofidal
(Vaulx-en-Velin, France) a I’aide d’amorces internes spécifiques.

Les amorces rat sont les suivantes :

Pour I’exon 1 : > GCC-AGA-TGA-TTT-TGG-AGT-CTG *

Pour I’exon 2 : > CCG-GAG-GCA-CCA-GGC-TGA *

Pour I’exon 3 : > GAA-TTA-TTG-AAC-AGA-TGA-GGC *

Les amorces souris sont les suivantes :

Pour I’exon 1 : > GAT-TCT-TCC-CTC-CTG-TCC>

Pour ’exon 2 : > CAT-GCC-AGG-TCA-ATG-CCC-TTT *
Pour I’exon 3 : > ACT-CTG-GGT-CCC-AAG-AAT-TAT *

114
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6. Lecture des séguences

Les séquences sont lues en utilisant le logiciel Bioedit® afin de vérifier les séquences ainsi
que I’état génotypique. Les mutations sont détectées en comparant les s€quences regues aux
séquences de référence de Mus musculus domesticus, de Rattus norvegicus et de Rattus rattus

en utilisant le logiciel CLC Sequence viewer7".

7. Résultats

Les mutations retrouvées pour chaque échantillon sont rentrées sur une base de données ou
sont précisés le lieu du prélévement, 1’historique des traitements effectués ainsi que le nom du
PCO et son adresse. Ensuite, un rapport est envoyé au PCO pour chaque échantillon qu’il
nous a fait parvenir. Dans ce rapport est précisé la mutation retrouvée, 1’état génotypique et
des préconisations, basées sur nos études, sur la molécule la plus efficace afin de gérer les

populations de rongeurs avec la mutation trouvée.

8. Extraction des ARN totaux et synthése d’ADNc

Les ARN totaux ont été extraits a partir de tissus de foie : I’extraction se fait dans un premier
temps dans du TRIzol (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) puis en utilisant le kit SV Total
RNA Isolation System de Promega (Charbonnieres, France). La concentration et la pureté des
ARN sont déterminées grace a un spectrometre (UV-160A, Shimadzu, Roucaire, France)
mesurant a 260 nm et 280 nm. Les ADN complémentaires ont été synthétisés a partir de
100 ng d’ARN total dans un volume final de 20 pL contenant 500 pmol d’oligo(dT) et de 200
U d’une reverse transcriptase (MMLYV, Invitrogen, Cergy Pontoise, France) selon les

instructions du fournisseur.

9. PCR quantitative temps réel

Les PCR temps réel ont été réalisées avec le thermocycleur MX3000P de Stratagéne
(Amsterdam, Pays-Bas) en utilisant des amorces spécifiques pour la détection de Vkorcl,
Vkorclll, Ggex et Nqol. Le géne Gapdh a été utilis¢é comme geéne de ménage et amplifié

dans les mémes conditions que celles instaurées pour les différents genes cibles.

Dans un volume de 20 pl, 1 ng d’ADNc et 200 nM de chaque amorce sont ajoutés a un mix
réactionnel contenant du 5X HOT BIOAmp Evagreen® qPCR Mix (Biofidal, Vaux-en-Velin,

France) autorisant une amplification optimale de I’ADN. Cette amplification commence par
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Iactivation de la HOT BIOAmp® DNA Polymerase a 95°C pendant 15 min. Suivent ensuite
40 cycles d’amplification (30 sec a 95°C — 40 sec a 60°C — 30 sec a 72°C). La spécificité de
I’amplification est vérifiée apres les 40 cycles grace a la courbe de dissociation tracée en
augmentant la température a un rythme régulier (de 0,01°C par seconde de 60°C a 95°C).
Dans ces conditions, I’efficacité des amplifications des genes de Vkorcl et de Vkorclll sont
similaires (101% et 99%, respectivement), ce qui permet de comparer leur expression
relative. Pour chaque échantillon, le Ct (correspondant au nombre minimal de cycles a partir
desquels on obtient un maximum d'intensité franchissant le seuil défini) est déterminé en
duplicat dont nous allons calculer la moyenne. La détermination de la quantité du géne cible
présent dans chaque tissu est normalisée en lui soustrayant le Ct du géne de ménage (ACt =
Ct cible — Ct ménage) et sa concentration relative est déterminée grace a la formule suivante :

2-ACt.

B. Etude « in vitro »

Afin de caractériser les propriétés catalytiques des enzymes VKORCI de rat et de souris et de
déterminer les conséquences de ces mutations (les mutations de VKORCI1 détectées dans la
bibliographie et celles identifiées au cours de cette étude) sur le fonctionnement de I’enzyme,
les protéines recombinantes ont ét¢ exprimés dans la levure méthylotrophique Pichia pastoris.
Ce systeme permet un fort taux d’expression de la protéine d’intérét en présence de méthanol.
La levure Pichia pastoris posséde la capacité d’utiliser le méthanol comme seule source
carbonée via 1’alcool oxydase (AOX1), premiére enzyme de la voie de métabolisation du
méthanol chez Pichia pastoris. Son expression est contrdlée par le promoteur du gene Aox1,
fortement et exclusivement inductible par le méthanol. Les ADNc codant les protéines

d’intérét sont placés sous le contrdle de ce promoteur.

1. Construction plasmidique

L’ensemble des constructions plasmidiques a été réalisé sur le méme schéma. Les séquences
nucléotidiques de vkorcl ont tout d’abord été optimisées par Genscript (Piscataway, NJ,
USA) pour favoriser 1’expression de la protéine correspondante en Pichia Pastoris. Les
séquences nucléotidiques ainsi optimisées, additionnées en 5’ d’un site EcoRI et en 3° d’une
séquence codant la séquence protéique GGSGGSGGSEQKLISEEDL (permettant I’addition

d’un épitope c-myc (en gras) séparé de la protéine par un linker) suivie du site Xbal ont été
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synthétisées par Genscript. Ces séquences ont ensuite ¢té sous-clonées dans les sites de

restriction EcoRI et Xbal du vecteur pPICZB pour produire les vecteurs, pPICZ-mVKORCI.

2. Mutagenése dirigée

Les mutants mVKORCI ont été produits par réaction de polymérisation en chaine (PCR) a
I’aide du kit de mutagenese dirigée. Une paire de primers reverses et complémentaires
comportant en leur milieu la mutation souhaitée est utilisée, ainsi que la matrice plasmidique
non mutée. Les cycles de PCR (dénaturation, hybridation, élongation) sont réalisés dans un
appareil de PCR Mastercycler (Eppendorf, Le Pecq, France) selon les recommandations du
fournisseur. A 1’issue de la réaction, la matrice non mutée comportant des nucléotides
méthylés est digérée par ’enzyme de restriction Dpnl qui clive spécifiquement les sites
méthylés pendant 2 h a 37°C. La matrice néoformée est utilisée pour transformer les bactéries

competentes.

3. Transformation en bactérie

Des bactéries compétentes (Stellar) ont été décongelées et mises au contact de I’ADN
plasmidique pendant 5 min dans la glace. Les cellules sont soumises ensuite a un choc
thermique en les plagant a 42°C pendant 40 secondes puis 5 min dans la glace. Les bactéries
sont ensuite mises en suspension dans du milieu SOC (Ozyme) a 37°C durant 20 min avant
d’étre étalées sur un milieu LB-Agar, contenant 100 pg/ml de zéocine et incubées pendant 1
nuit dans une étuve a 37°C. Trois ou quatre colonies résistantes sont mises en culture dans un
milieu LB contenant 100 ug/mL de zéocine. L’ ADN plasmidique est ensuite extrait a partir de
ces cultures au moyen du kit QIAprep” Spin-miniprep pour la mini-préparation et du kit
QIAGEN® plasmid midi pour la midi-préparation selon les indications du fournisseur. La
séquence des plasmides obtenus est alors vérifiée par séquencage a I’aide de I’amorce AOX-

sens par Biofidal (Vaulx-en-Velin, France).

4. Transformation en levures compétentes

La transformation des levures consiste en I’intégration du gene d’intérét dans le génome de la

levure par recombinaison au niveau de la séquence 3’-AOX (figure 40).
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5 AOX1or aox1::ARG4 P Pichia Genome (his4)

5" AOQOXT or aox1::ARG4 TT y ! Gene of Interest TT
Expression Cassette

Figure 40 : Principe de la transformation des levures Pichia pastoris

Les levures compétentes sont transformées grace au kit de transformation Pichia
EasyComp ™ (Invitrogen) selon les instructions du fournisseur. Briévement, les cellules sont
mises au contact de I’ADN plasmidique préalablement linéarisé par I’enzyme de restriction
Pmel dans un tampon contenant du polyéthyléne glycol pendant 2 h a 30°C. La
transformation est réalisée en faisant subir un choc thermique aux levures en les placant a
42°C pendant 10 min. Les levures sont ensuite mises en suspension dans du milieu YPD (1 %
(p/v) extrait de levure, 2 % (p/v) peptone, 2 % (p/v) D-glucose) et placées sous agitation a
30°C pendant 3 h, puis elles sont collectées et re-suspendues dans une solution saline. Les
cellules sont étalées sur un milieu YPD-Agar (2 % (p/v) Agar) contenant 100 pg/mL de
zéocine (Invitrogen) et incubées pendant 2 a 3 jours dans une étuve a 30°C. Trois ou quatre

colonies résistantes sont mises en culture dans le milieu YPD comme décrit ci-dessus.

5. Expression des protéines recombinantes par culture de levure

La production de la VKORCI se déroule en deux phases, une phase de croissance des levures
utilisant le glycérol comme source carbonée et une phase d’induction du promoteur AOX1 ou
le glycérol est remplacé par du méthanol comme source de carbone.

Les levures sont cultivées dans du milieu BMGY constitu¢ de 1 % (p/v) d’extrait de levure,
de 2 % (p/v) de peptone, de 0,1 M de phosphate (pH 6,0), de 1 % (v/v) de glycérol et de 1,34
% (p/v) de Yeast Nitrogen Base (YNB) pendant environ 48 h sous agitation a 30 °C en
ajoutant 2% de glycérol toutes les 4 h.
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Les levures en croissance exponentielle (densité optique a 600 nm > 6) sont centrifugées a
3000 g pendant 10 min a 4°C, puis elles sont reprises dans le milieu d’induction BMMY
(milieu de culture dans lequel le méthanol remplace le glycérol). Les levures sont remises
sous agitation a 30°C et la production de la protéine d’intérét est induite par ajout de méthanol
(1 % (v/v)) 3 fois par jour (matin, midi et soir). Aprés 48 h d’induction, les levures sont

collectées par centrifugation avant la préparation des fractions membranaires (Figure 41).

Inoculation du milieu de culture
(1% extrait de levures, 2% de peptone, 0.1M de phosphate pH 6,0)

¥

Croissance des levures dansmilieu
contenant 1% de glycérol
agitation & 200 rpm a 30°C
pendant 1,5 jours

¥
’ Centrifugationdes levures a 3000 g ]

¥
| Resuspension des levures dans milieu de culture |

Induction pa'r méthanol 1%
3 fois par jour
pendant 2 jours

hd
| Centrifugationdes levures 23000 g |

¥

Préparation des fractions microsomales
(par ultracentrifugation différentielle)

Figure 41 : Expression des protéines recombinantes VKORCI par la levure Pichia pastoris

6. Récupération des fractions microsomales

Les culots de levures sont resuspendus dans un tampon de broyage 50 mM de phosphate de
sodium (pH 7,4) contenant du KCI 1,15 % (w/v). Elles sont ensuite broyées par des billes de
Zircon sous agitation constante a I’aide de I’agitateur Dispermat® LC30 (VMA-
GETZMANN, Allemagne) pendant 30 minutes a 3500 rpm et a 4°C. Le lysat est centrifugé a
10000 g durant 10 min a 4°C, ce qui permet I’¢limination des débris cellulaires, des noyaux et
des mitochondries. Le surnageant est récupéré puis centrifugé a 100 000 g durant 1 h a 4°C a
I’aide d’une centrifugeuse Sorvall® LYNX 6000 (Thermo Scientific, USA). Les culot, qui

sont les microsomes, sont ensuite repris et homogénéisés dans un tampon 50 mM HEPES (pH
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7,4), contenant du glycérol 20 % (v/v). Les microsomes sont aliquotés dans des tubes

Eppendorf et conservés a -80 °C jusqu’a utilisation.

7. Dosage des résidus d’AVKs dans le foie

Ig de tissu a été extrait avec de l'acétone en utilisant un ultra turrax IKA Labortechnik™
(VWR International, Strasbourg, France). L’extrait a été centrifugé a 3000 rpm pendant 10
min. Le surnageant a été évaporé a 60°C sous flux d'azote. L’extrait sec a été remis en
suspension dans de l'acétonitrile / hexane (50% / 50%). La phase d'hexane a été éliminée et le
reste a été séché a 60°C sous flux d'azote. L'extrait sec final a été dissous dans du méthanol et
les concentrations en AVKs ont été analysées par HPLC sur une colonne C-18 en phase
inverse (4,6 x 150 mm, 5 um; Waters, Milford, MA, USA), a une longueur d'onde de
détection de 258, 260 et 267 nm, respectivement pour le difénacoum, la diféthialone et le
brodifacoum. La colonne C-18 a ¢été chauffée a 40°C pour le difénacoum et le brodifacoum et
30°C pour la diféthialone. Un systéme d'élution a gradient a été utilisée avec un débit de 1 ml
/ min: de 30% de méthanol / 70% d'eau (0,2% acidifiée avec du H3;PO4) a 70% de méthanol /
30% d'eau durant 10 min pour le difénacoum; de 30% d'acétonitrile / 70% d'eau (acidifiée
avec 0,1% H3POy4) a 90% acétonitrile / 10% d'eau durant 14 min pour le brodifacoum et de
60% d'acétonitrile / 40% d'eau (acidifiée avec 0,2% H3PO4) a 75% d'acétonitrile / 25% eau

durant 10 min pour la diféthialone.

8. Dosage des proteines microsomales

La quantité de protéines est déterminée selon la méthode de Bradford (1976). Le principe de
cette méthode est bas¢ sur la fixation du Bleu Brillant de Coomassie G-250 (réactif Bio-Rad,
Bio-Rad, Hercules, CA) sur les résidus basiques des protéines entrainant une variation du
maximum d’absorbance de 465 a 595 nm (effet bathochrome). L’absorbance a 595 nm va
donc étre proportionnelle a la quantité de colorant li¢ et donc a la quantité de protéines dans
I’échantillon. La concentration en protéines est calculée par rapport a une gamme d’albumine
sérique bovine (BSA, fraction V, Sigma) de 0 a 10 mg/ml traitée dans les mémes conditions

que les échantillons.
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9. Western Blot

Le Western Blot est réalisé apres séparation des protéines, en fonction de leur masse
moléculaire, par électrophorése sur gel de polyacrylamide dans des conditions réductrices. Le
Western Blot consiste a transférer les protéines présentes sur un gel d’électrophorese sur une
membrane de polyvinylidene fluoride (PVDF) qui subira ensuite divers traitements
immunochimiques. Le SDS-PAGE (12%) a ¢été réalisé selon le protocole décrit par Laemli
(188). Le transfert des protéines sur membrane PVDF a été réalisé selon le protocole décrit
par Towbin et al. en 1979. Les protéines VKORCI1 ont ensuite été détectées par
immunorévélation par utilisation d’un anticorps primaire anti-c-myc.

Bri¢vement, apres saturation de la membrane par une solution de lait 5% dilu¢ dans un
tampon PBS, la membrane a été incubée a 4°C toute une nuit avec 1’anticorps primaire anti-c-
myc (1/1000éme) (Ozyme). Apres des ringages successifs au PBS, la membrane a ensuite été
mise en contact de I’anticorps secondaire de lapin conjugués a une péroxydase (1/5000¢me)
(Ozyme) pendant 1h a température ambiante. La détection terminale a été réalisée en
incubant la membrane avec une solution ECL RevelBlot” Intense (Ozyme) et révélée par

chimiluminescence a ’aide de 1’imageur Syngene® (Ozyme).

10. Activité enzymatique

L’incubation standard a été effectuée dans un tampon hepes 200 mM (pH 7,4) contenant 150
mM de KCI, ImM de dithiothréitol, en présence de 0,5 a 3 mg de protéines microsomales
contenant la protéine recombinante étudiée. La concentration de substrat, c’est-a-dire la
vitamine époxyde (K1>0), était de 200 uM pour une réaction standard dans un volume final
de 1 mL. Aprés incubation pendant 30 min a 37°C, la réaction était arrétée par ajout de 2 mL
d’isopropanol, aprés une centrifugation de 10 min a 3000g, 2 mL d’hexane étaient ajoutés.
Apres centrifugation pendant 10 min a 3000g, la phase organique était ensuite récupérée et
évaporée a sec sous flux d’azote. Le résidu sec était immédiatement repris dans 200ul de

méthanol.

L’analyse de la vitamine K produite a été¢ effectuée par LC-APCI/MS/MS (6120 Quadrupole
LC/MS série 6120) avec une interface APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonisation) et le
softxare LCMS Chemstation (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) (validé pour

I’analyse de la vitamine K1).
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La séparation des produits a été réalisée par chromatographie inverse sur une colonne XTerra
MS C18 (2.1mm x 50mm, 2.5um, Waters, Milford, MA, USA) maintenue a 48°C. La
séparation a été assurée en condition isocratique par utilisation d’une phase mobile méthanol
0.1%-acide acétique (96/4). Le débit était de 0.4 mL/min. Le volume injecté était de 20pul. La
température du plateau de I’autosampler était réglée a 5°C et les échantillons étaient protégés
de la lumiere. La détection du produit a été réalisée par MS/MS avec une source APCI en
mode positif. La pression du nébuliseur a été réglée a 60 psi, la température de gaz sec a
350°C, le flux de gaz sec a 5 1/min, et la température de vaporisation a 400°C. La tension du
capillaire a été fixée a 4000V, et 1’aiguille corona utilisée était de 10pA. La fragmentation de
I’ion initial (451.4) correspondait a la vitamine K. Les critéres d’identification de la vitamine
K1 était le temps de rétention (3,9min) et la production du fragment 187 a partir de 1’ion 451.
La vitamine K époxyde correspondait a la fragmentation de 1’ion initial (467.0). Le critére

d’identification de la vitamine K1>O était le temps de rétention (2,9min).

La linéarité et la précision ont été testées de 25 a 2000 ng/ml (n=20). La réponse était linéaire
sur toute la gamme de concentration testée avec un coefficient de corrélation (R?) au-dessus

de 0,99. La précision était comprise entre 80 et 120% des concentrations théoriques.

11. Analyse des résultats

La détermination des constantes cinétiques Km et Vmax a été réalisée par mesure de I’activité
apres addition de concentrations croissantes de vitamine K1>0O (de 0 a 200 uM). Les valeurs
de Km et Vmax ont été évaluées a 1’aide du logiciel d’ajustement non linéaire, SigmaPlot 9.0

(Erkraft, Allemagne) a partir de I’équation de Michaelis-Menten :
v=(Vmax x S)/(Km + S)

v, représente la vitesse initiale
Km, la constante de Michalis-Menten
S, la concentration en substrat (mM)

Vmax, la vitesse maximale de la réaction

La détermination des constantes d’inhibition Ki a été réalisée par mesure de Dactivité a
concentrations croissantes en vitamine K1>0 (de 0 a 200 uM) en présence de concentrations
variables d’inhibiteurs. Les valeurs de Ki ont été évaluées par régression non-linéaire a partir

de I’équation d’inhibition non-compétitive :
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v=[(Vmax/ (1 + I/ Ki))] x (S/ (Km + S))

v, représente la vitesse initiale

I, la concentration d’anticoagulant (I’inhibiteur)
Km, la constante de Michalis-Menten

S, la concentration en substrat (mM),

Vmax, la vitesse maximale de la réaction

Ki, la constante d’inhibition

C. Expérimentation animale

1. Animaux

Les souris domestiques introgressées spretus ainsi que les souris W59G ont €té capturées sur
le terrain puis mises en quarantaine durant trente jours avant d’€tre amenées dans nos
animaleries. Les souris CD1 ont été fournies par le laboratoire Charles River (L’arbresles,
France) et laissées en zone d’acclimatation pendant une période minimale de cinq jours. L’eau
et la nourriture étaient disponibles ad libitum. Les souris ont ensuite été utilisées dans le cadre
d’introgression d’une mutation, ou de tests réglementaires de suivi de mortalité. Une fois
mortes, le foie des souris a été rapidement retiré soit afin d’en extraire immédiatement les
ARN totaux, soit pour en extraire les microsomes contenant les enzymes catalysant I’activité

VKOR.

2. Création de la lighée W59G

La création d’une telle lignée repose sur l’introduction d’un allele d’une lignée dite
« donneuse » dans une lignée consanguine dite « receveuse ». Ceci est réalisé en établissant
des croisements en retour ou backcross répétés entre individus porteurs de cet allele et
individus de la lignée receveuse. A chaque croisement avec la lignée receveuse, la proportion
du génome des souris sauvages de la lignée donneuse est divisée par deux. Ainsi, apres dix
générations de backcross, la proportion de génome de I’individu donneur est en théorie de
0.1%. On sélectionne a chaque génération des souris hétérozygotes pour la mutation W59G.
A la suite d’un croisement entre un individu hétérozygote W59G et un individu de la lignée

porteuse, les descendants ont alors deux génotypes possibles : homozygotes non mutés ou
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hétérozygotes. Par génotypage, les descendants hétérozygotes étaient sé€lectionnés afin de

réaliser la génération suivante.

3. Tests réglementaires de suivi de mortalité

Avant l'essai, tous les animaux ont été maintenus sous alimentation A04 de chez SAFE
(Augy, France) et de l'eau ad libitum. Les individus ont été pes€s avant le début du test. Des
tests sans possibilités de choix d'alimentation ont été effectués sur des groupes de dix souris.
Les souris ont été nourries avec des appats sous forme de pate contenant soit 0,0025% de
diféthialone, 0,005% de brodifacoum, 0,005% de difénacoum, 0,005% de flocoumafen,
0,005%, de chlorophacinone 0,005% de bromadiolone, ou 0,0375% de coumatétralyl. La
période d'alimentation était de cing jours pour les males et les femelles. Le contenu des pots
de nourriture a été pesé tous les jours et la consommation d'appats a été relevée. La mortalité
des souris a €galement ét¢ observée quotidiennement. A la fin de la période d'alimentation
avec des appats toxiques, les souris ont recu le régime alimentaire des animaux A04 a
nouveau et elles ont ét¢ mises en observation durant une période supplémentaire de dix-sept

jours. Le critére pour la résistance était la survie sur une période de vingt et un jours.
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Partie 6 : Résultats

l. Caractérisation de I'implication des SNPs de vkorc1 souris
découverts lors du projet Ratail dans la résistance aux AVKs

A. Objectifs

Le projet Ratail nous a permis de découvrir 18 VKORCI mutées chez la souris domestique.
Nous avons déterminé leurs propriétés vis-a-vis de 3 AVKs de premiére génération et de 3
AVKs de seconde génération. Puis en les comparant a la VKORC1 WT nous avons déterminé
les facteurs de résistance pour chacune des VKORC1 mutées et par chacun des AVKs utilisés.
Ainsi, connaitre les facteurs de résistance pour chaque AVK devrait permettre de mieux

choisir quelle molécule utiliser en fonction de la mutation rencontrée.

B. Méthodes

Apres extraction de ’ADNg des échantillons de souris, 1’identification des SNPs présents sur
le geéne vkorcl s’est faite par séquencage des 3 exons du gene. Les VKORCI1 mutées ont
ensuite été exprimées en levure Pichia pastoris. Leur réponse aux AVKs a été évaluée par
détermination des Ki vis-a-vis du coumatétralyl, de la chlorophacinone, de la bromadiolone,

du difénacoum, du brodifacoum et de la difethialone.

C. Principaux résultats

L’¢tude Ratail a permis de découvrir de nouvelles mutations non décrites chez la souris et
¢galement de montrer I’existence de doubles mutations sur la VKORCI des souris.
Concernant les simples mutations, L128S et Y139C sont celles qui apportent une résistance
sévere aux AVKs de premiere génération. Les secondes générations restent quant a elles
efficaces. Les autres simples mutations apportent une résistance moyenne aux AVKs de
premiere génération. Les VKORCI présentant deux mutations impliquent une résistance

sévere aussi bien aux AVKs de premiere que de seconde génération.

Ces résultats ont fait I’objet d’un article en soumission, présenté ci-dessous.

Mémoire de These - J. GOULOIS

125




Adaptative evolution of the Vkorcl gene in Mus musculus
domesticus is influenced by the selective pressure of anticoagulant

rodenticides

Joffrey Goulois'?, Véronique Lambert', Lionel Legros?, Etienne Benoit' and Virginie

Lattard""

''USC 1233 INRA-Vetagro Sup, Veterinary School of Lyon, 1 avenue Bourgelat, 69280

Marcy I’Etoile, France

2 Liphatech, Bonnel, 47480 Pont du Casse, France

"To whom correspondence should be adressed

Key-words: Mus musculus domesticus, VKORC1, mutations, anticoagulant rodenticides,

selection pressure



Corresponding author

Dr Virginie Lattard

USC 1233 INRA-Vetagro Sup

69280 Marcy I’Etoile, France

Phone: +33-(0)4 78 87 27 27

Email: virginie.lattard@vetagro-sup.fr

Running title: Adaptative evolution of Vkorcl mutations in Mus musculus domesticus



Abstract

Anticoagulant rodenticides are commonly used to control rodent pests all over the world.
They specifically inhibit VKORCI, an enzyme essential for the recycling of vitamin K, and
thus prevent blood clotting and cause death by haemorrhage. Numerous mutations of
Vkorclgene were reported in rodents, and some lead to resistant to rodenticides phenotype.

In this study, presence and distribution of Vkorcl mutations were evaluated in France. 266
mice tails were received from 65 different locations. Species identification for each sample
was based on mitochondrial cytochrome b sequence. The coding sequences and splice
junctions of Vkorcl gene were amplified and sequenced to detect mutations and consequences
of these mutations on the susceptibility to anticoagulant rodenticides were evaluated by
expressing recombinant VKORC]1 enzymes.

More than 70% of mice were found to be carrier of Vkorcl mutation. Among these mice,
80% were homozygous. Contrary to brown rats for whom one predominant Vkorcl genotype
was found in France, twelve different Vkorcl genotypes were observed in the French house
mice with high frequency. This strong diversity of genotypes was supported by a strong
diversity of single mutations but also by combination of mutations by genetic recombination.
The single mutation leading only to moderate to severe resistance only to first generation
AVK, the preservation of the diversity of mutations in mice population is certainly associated
to the management practices by using preferentially first generation AVK. The double
mutations leading to resistance to all AVK, the emergence of such double mutations must be

regarded as an adaptive response to the use of second generation AVK.



Introduction

Tracks of the presence of house mice are found since the Neolithic. They are native of Asia
and Middle East (Boursot et al. 1996) and due to their small size and their fast reproduction
capacity, they quickly invaded Europe. Today, house mice are the most widespread mammals
on the Earth and present in all the continents and all environments (rural, urban and insular)
(Angel et al. 2009). Mus musculus domesticus figure on the list of the UICN as one of the 100
most invasive species in the world. They are responsible, with rats, for the degradation and for
the destruction of numerous cereal crops. Twenty percent of the world food was reported to
be consumed or contaminated by rats and mice (Indiana Department of Health). They are also
carriers of many zoonotic pathogens. Moreover, they are also responsible for damages to
substructures, electronic or electric networks resulting in important economic repercussions
and even, in many fires.

To manage populations of rodents, chemical controls have been organized since 1950 by
using antivitamin K (AVK) anticoagulant rodenticides. The intensive use of such molecules
for pest control since the 1950° have selected many resistance strains of rodents. Resistance
was first detected in brown rats in 1958 (Boyle 1960) and in house mice in the early 1960’s
(Dodsworth 1961) in the United Kingdom. Since, resistance has been reported worldwide, in
many European countries, in the United States (Jackson and Kaukeinen, 1972) in Canada
(Siddiq & Blaine 1982), in Japan (Tanaka et al. 2012), in Australia (Saunders 1978). The
emergence of such resistance to anticoagulants belonging to the first generation (i.e., warfarin,
diphacinone, coumatetralyl, chlorophacinone) led to the development of new AVK belonging
to the second generation (i.e., bromadiolone, difenacoum, flocoumafen, brodifacoum and
difethialone) in the 1970’s and 1980°s. Nevertheless, the use of such molecules, excessively
persistent, exacerbated the risk of primary and secondary poisoning of non-target species
(Hughes et al. 2013; Jacquot et al. 2013; Caloni et al. 2016). Therefore, such molecules
should be use carefully.

The resistance to AVKs was proposed to be supported by two major mechanisms in rodents
1/ a metabolic resistance due to an accelerated detoxification system involving cytochrome
P-450 (Sugano et al. 2001; Ishizuka et al. 2007) and 2/ a target resistance due to the
inefficiency of AVKs to specifically inhibit the Vitamin K epoxide reductase (VKOR)
activity. This VKOR activity is involved in the recycling of vitamin K by allowing the
reduction of vitamin K epoxide in vitamin K quinone. Vitamin K is necessary for the

activation of clotting factors II, VII, IX and X. Inhibition of VKORCI1 enzyme by AVK



molecules results in the absence of gamma-carboxylated clotting factors II, VII, IX and X
and thus compromises the coagulation process.

Even if the VKOR activity was described in the 1970’s, the VKORCI1 enzyme catalyzing
this activity was identified only in 2004 by two different teams (Li et al. 2004; Rost et al.
2004). This enzyme of 163 amino acids is coded by the vkorcl gene. This gene is located on
the chromosome 7 in mice and on the chromosome 1 in rats. Single nucleotide
polymorphisms of this gene were immediately proposed to be responsible for resistance to
AVK (Rost et al. 2004; Pelz et al. 2005; Grandemange et al. 2009; Hodroge et al. 2011)
(Rost et al, 2004; Pelz et al, 2005; Grandemange et al, 2009a; Hodroge et al, 2011) and
appear to support the resistance process in Western Europe, even if cohabitation of target
resistance and metabolic resistance had been demonstrated in Denmark (Markussen et al.
2007, 2008).

In this paper we describe different new mutations in the Vkorcl gene in Mus musculus
domesticus found in France, but also different double mutations resulting from a
recombination process between mice populations carrying the corresponding single
mutations. We thus analyze using recombinant VKORCI1 the consequences of the mutations
observed in France on the resistance to AVK. Finally, this study allows to compare the

evolution pattern of VkorcI-dependent resistance between humans, rats and mice.
Materials and Methods

Mice tissue sampling

Mus musculus domesticus samples were collected from the national network of PCOs in 27
out of 95 departments (French administrative areas) covering all the country. The tails of dead
mice were cut, and the samples were sent to the laboratory by mail in individual tubes with
70 alcohol. They were frozen at —20 °C until analysis. For each tail, PCO filled a
questionnaire indicating the site where the mouse was trapped, the method of trapping (bait,

trap or other method), the chemical method used for the last 6 months before the trapping.

Vkorcl sequencing

Genomic DNA was extracted from tail sample using the Macherey-Nagel Nucleo-spin Tissue
extraction kit (Hoerdt, France). Two pl of genomic DNA was amplified using specific
primers of Vkorcl gene. In order to sequence the totality of the Vkorcl gene, two sets of

primers were used. The sequences of the first set of primers sVKOR-S1 and sVKOR-ASI



were (5’-GATTCTTCCCTCCTGTCC-3’) and (5’-AGACCCTGTCTCAAAACCTA-3’),
respectively, and were used to amplify mouse Vkorcl gene from nucleotide -36 to nucleotide
+1727. The sequences of the second set of primers sVKORC1-S2 and sVKORC1-AS2 were
(5’-GAAAGCAGAACACTTAGCAGG-3’) and (5’-AACCAACAGCAGAATGCAGCC-3’),
respectively, and were used to amplify the mouse Vkorcl gene from nucleotide (+)1252 to
nucleotide (+)2512. Mouse Vkorcl amplifications were performed using sVKOR-S1 and
sVKOR-AS1 or sVKOR-S2 and sVKOR-AS2 (10 pmol), Accuprime polymerase (1 units,
Invitrogen) in a 25 pl reaction volume containing 2 pul DNA, 2.5 pl 10X Accuprime buffer
and 200 uM of each deoxynucleotide triphosphate. The amplification was performed at 94°C
for 3 min followed by 40 cycles at 94°C for 20 s, 64°C for 20 s, 68°C for 50 s, and a final

extension step at 68°C for 10 min. The amplified products were sequenced on both strands.

DNA mutation screening assay

The VKORCI exons 1, 2 and 3 from the 250 mouse samples were sequenced (Biofidal, Lyon,
France). The sequences were read with Bioedit software. They were analyzed using clc
sequence viewer 7 software and compared to published Mus musculus domesticus sequences
published in Genbank in order to detect the homozygous mutations. The heterozygous

mutations were detected by examination of the sequencing chromatogram.

Heterologous expression of wild type and mutated Mus musculus domesticus VKORCI1

The coding sequence corresponding to the Mus musculus domesticus VKORCI fused with a
c-myc tag via a flexible (GGS); in its 3’-extremity was optimized for heterologous expression
in yeast and synthetized by GenScript (Piscataway, NJ, USA). The synthetized nucleotide
sequence included EcoRI and Xbal restriction sites at its 5’- and 3°- extremities, respectively.
This nucleotide sequence was subcloned into pPICZ-B (Invitrogen, Cergy Pontoise, France)
and sequenced on both strands.

Construction of mVKORCI1 mutant was carried out using pPICZ-mVKORCI1 as template
with the Quick change site directed mutagenesis kit (Stratagene) according to the
manufacturer’s recommendations. Mutant was checked by sequencing, and was thus

expressed in P. pastoris as described by Hodroge et al (Hodroge et al. 2011, 2012).



Subcellular fractionation of yeast cells

Microsomes were prepared from yeast cells by differential centrifugation. Briefly, yeast cells
were resuspended in 50 mM Phosphate Buffer (pH 7.4) containing 1.15 % (w/v) of KCI. They
were broken with Zircon beads using Dispermat® LC30 (VMA- GETZMANN, Germany) (30
min — 3500 rpm) continuously at 4 °C and further submitted to differential centrifugation a
continuously at 4°C. The 100,000 g pellet corresponding to the membrane fraction was
resuspended by Potter homogenization in HEPES glycerol buffer (50 mM Hepes, 20%
glycerol, pH 7.4). Protein concentrations were evaluated by the method of Bradford using
bovin serum albumin as a standard. Microsomes were frozen at -80°C and used for kinetic

analysis.

Vitamin K epoxide reductase activity (VKOR) assays and kinetics

Microsomal vitamin K epoxide reductase (VKOR) activity was assayed as described
previously (4, 15). Briefly, standard reactions were performed in 200 mM Hepes buffer (pH
7.4) containing 150 mM KCl, 1 mM dithiothreitol and 1 g.L-1 of total proteins. The reaction
was started by the addition of vit K1>O solution in 1% Triton X-100 and incubated at 37°C
for 30 min. In these conditions, the reaction was linear according to the time of incubation and
the quantity of incubated proteins. After incubation at 37°C for 30 min, the reaction was
stopped by adding of 2 mL of isopropanol. After centrifugation at 3000 g for 10 min in order
to precipitate proteins, 2 mL of hexane was added. After centrifugation at 3000 g for 10 min,
the hexane layer was removed and dried under nitrogen. The dry residue was immediately
dissolved in 0.2 mL of methanol and reaction product was analyzed by liquid
chromatography-mass spectrometry.

The LC-APCI/MS/MS used was a 6120 Quadrupole LC/MS with an Atmospheric Pressure
Chemical Ionisation (APCI) interface and a LCMS Chemstation software from Agilent
Technologies (Palo Alto, CA, USA). Chromatographic separation was performed using a
XTerra MS C18 column (2.1mm x 50mm, 2.5um, Waters, Milford, MA, USA) with a mobile
phase of methanol, 0.1% acetic acid (96:4) in isochratic condition. The column temperature
was 48°C. The flow rate in the LC column was 0.4ml/min. The injection volume was 20ul.
The temperature of the autosampler tray was set to 5°C and the samples were protected from
the daylight. Detection was by MS with APCI source in positive mode. Nebulizer pressure
was set to 60psi, dry gas temperature to 350°C, dry gas flow to 5 L/min, and vaporizer

temperature to 400°C. Capillary voltage was set to 4000V, corona needle to 10pA.



Identification criteria for vit K; are the retention time (tr= 3.9 min) and the selected ion 451.4.
Identification criteria for vit K;>O are the retention time (tr=2.9 min) and the selected ion
467.0. Linearity and accuracy were tested from 25 to 2000 ng/ml (n=20). The response was
linear throughout the concentration range tested with a coefficient of correlation (1*) above
0.99. Accuracy was between 80 and 120% of the theoretical concentrations.

K, Vimax and Kj values were obtained from at least three separate experiments performed on
two different batches of protein. The estimation of K, and V., values was achieved by the
incubation of at least 9 different concentrations of vit K>O (from 0.003 to 0.2 mM) to the
standard reaction. Incubations were performed in duplicate. Data were fitted by nonlinear
regression to the Michaelis-Menten model using the R-fit program. In order to evaluate the
inhibiting effect of AVKs on VKOR activity, K; were determined after addition of various
concentrations of anticoagulant (Fig. 3) to the standard reaction in the presence of increasing
amounts of vit K>O (from 0.003 to 0.2 mM) using anticoagulant concentrations from about
0.05 to 20xK;. Data were fitted by non-linear regression to the non-competitive inhibition

model v=(Vmax/(1+(I/K1)))*(S/(Km+S)) using the R-fit program.

Results

Genotyping results

A total of 266 tail samples were sent by PCO from 27 administrative departments
indicated by their respective administrative number in Figure 2. Sampling was performed in
65 different locations. Species identification for each sample was based on mitochondrial
cytochrome b sequence. For all the samples, amplified sequences presented more than 98% of
homology with sequences of cytochrome b published for Mus musculus domesticus.

To identify mutations in the Vkorcl gene of the 266 mice, the coding sequences and splice
junctions of Vkorcl gene were amplified and sequenced. Obtained sequences were compared
subsequently to published Vkorcl sequences for Mus musculus domesticus (Genbank
accession number GQ905715) and for Mus spretus (Genbank accession number GQ905711).
Only 73 samples presented no missense mutation in the coding sequences of Vkorcl gene
(i.e., 27.4% of the mice tails sent by PCO). 193 samples presented at least one missense
mutation in the coding sequences of Vkorcl gene (i.e., 72.6% of the mice tails sent by PCO).
From the 193 French mice carriers for Vkorcl missense mutations, 80% were homozygous

and only 20% were heterozygous.



Ten different mutations were found in the Vkorcl gene in the French mice. The
descriptions of the mutations found in the Vkorcl gene are summarized in Table 1. In exon 1,
5 mutations were detected. These mutations were located at nucleotide 34 (g.34C>T), 76
(g.76G>T or g.76G>A), 111 (g.111A>G) and 142 (g.142G>C). Except for the g.111A>G
mutation, these mutations were missense mutations leading to mutations R12W, A26S, A26T
and A48T, respectively. In exon 2, 2 mutations were detected. These mutations were located
at nucleotide 969 (g.969T>G) and nucleotide 976 (g.976G>T) and led to mutations W59G
and R61L, respectively. The W59G was detected only at the homozygous state. In exon 3, 3
mutations were detected at nucleotide 2177 (g.2177C>A), 2190 (g.2190T>C) and 2223
(g.2223A>G) and led to mutations L124M, L128S and Y139C, respectively.

Twelve Vkorcl genotype were observed in the French mice. Six Vkorcl genotypes
detected in the French mice led to a single mutation in the corresponding VKORCI protein
(i.e., A26T, A26S, W59G, L124M, L128S or Y139C). The locations of these genotypes are
presented in Figure 2. The observed allelic frequencies of A26T, A26S, W59G, L124M,
L128S and Y139C in our sampling, were, respectively, 1.3%, 0.4%, 1.1%, 3.4%, 14.9% and
12.3%. The allelic frequencies of these mutations were different between geographical areas.
The results are summarized in table 2 with the number of samples and the number of mutated
samples. The departments were gathered according to 5 geographical areas (i.e., Brittany,
North, Marne, South West and South East) presented in figure 2. The other genotypes led to
VKORCI1 with two or more mutations. The combination of R12W, A26S, and A48T in exon
1 associated to the R61L mutation in exon 2 were previously described as the Vkorcl™
genotype. However, other mutations were found to be present on the same allele of Vkorcl.
The g.969T>G mutation was found to be associated with the g.2177C>A mutation or the
2.2190T>C mutation at the homozygous state leading to proteins with two combined
mutations, the W59G and L124M or the W59G and L128S. The allelic frequencies of these
two genotypes in our sampling were, respectively, 2.3% and 0.4% in France. The association
of the g.969T>G mutation with the g.2177C>A mutation was only found in Brittany (Table 2
and Figure 2) and the association of the 2.969T>G mutation with the g.2190T>C mutation
was only found in Marne (Table 2 and Figure 2). The g.76G>T mutation was found to be
associated with the g.976G>T mutation or the g.2190T>C mutation at the homozygous state
leading to proteins with two combined mutations, the A26S and R61L or the A26S and
L128S. The observed allelic frequencies of these two genotypes in our sampling were,
respectively, 0.4% and 0.8% in France. Both genotype were found in the North of France
(Table 2 and Figure 2). The g.76G>A mutation was found to be associated with the



2.2190T>C mutation at the homozygous state leading to a protein with two combined
mutations, the A26T and L128S. The allelic frequency of this genotype in our sampling was
5.3% and this genotype was detected only in the North of France.

Functional consequences of VKORC1 mutations

To assess the consequences of VKORCI mutations on the functional properties of
VKORCI, wild type VKORCI and its mutants were overexpressed as c-myc-fused proteins in
P. pastoris. All the French single and double mutants, but also, mutants detetected in other
countries in previous studies, were characterized in this study. All proteins were efficiently
expressed in P. pastoris with the same expected molecular mass of approximately 20-kDa.
The ability of each membrane protein to catalyze the reduction of K>O to K was determined.
Five single or double mutants (i.e., W59G, W59L, W59S, W59G/L124L and W59G/L128S)
presented less than 2% of the VKOR activity determined for wild type VKORCI preventing
additional studies (Table 3). The other mutants were all able to reduce the vitamin K epoxide
with K, similar to wild type VKORCI (Table 3).

In order to compare the susceptibilities to AVKs of wild type VKORCI and its
mutants, their respective inhibition constants K; towards various AVKs of the first generation
(i.e., coumatetralyl, chlorophacinone) or the second generation (i.e., bromadiolone,
difencoum, difethialone or brodifacoum) were determined. All AVKs were able to inhibit the
VKOR activity in a non-competitive manner for all the mutants. Nevertheless, the
concentrations of AVKs necessary to inhibit the VKOR activity was different between
mutants and between inhibitors. Results are presented in Figure 3 as a ratio between the K;
obtained for the mutated protein and the K; obtained for the wild type protein, this ratio

representing the resistance factor of the mutated protein.

Discussion

Numerous mutations of the Vkorcl gene have been detected in house mice, in France
in this study, but also in other European countries in previous studies. In order to characterize
the consequences of the emergence of these mutations on the chemical control of mice
carriers for these mutations, the wild type and mutated VKORCI proteins were expressed in
Pichia pastoris and their catalytic properties were determined. Resistance factors
corresponding to the ratio between K; obtained for the mutated VKORCI1 and for the wild
type VKORC1 were determined for each VKORCI1 protein towards each anticoagulant



rodenticide. These in vitro resistance factors used for the first time to study the consequences
of the Vkorcl mutations in brown rats (Hodroge et al. 2011) were shown to be totally
coherent with resistance factors obtained using liver microsomes (Lasseur et al. 2005) and
with resistance factors obtained in vivo using strains of rats homozygous for wild-type
VKORCI or VKORCI-Y139F (Grandemange et al. 2009). Therefore, in this study, the
resistance factors determined in vitro by using recombinant VKORCI1 expressed in yeasts are
considered as good markers of the in vivo resistance phenotype of rodents, for whom we
possessed only fragments of tail.

In house mice, 15 mutations of the Vkorcl gene have been detected in Europe (Pelz et
al. 2005, 2012; Grandemange et al. 2010); 11 mutations in Germany and 9 mutations in
France with 6 common mutations between studies. The genetic variation of the Vkorcl gene
of mice in term of number of mutations seems to be similar to that described in humans and
rats. Indeed, mutations of the Vkorcl gene have been particularly analyzed in humans because
of the massive therapeutic use of AVK worldwide in human with almost 22 million of
patients receiving daily AVK and because of the wide variability of dosage necessary to
achieve stable anticoagulation between patients. This variability being partly due to genetic
polymorphisms in the Vkorcl gene, numerous studies have been performed to detect new
Vkorcl mutations in patients resistant to AVK. These studies allowed to detect in humans 27
mutations in the coding sequence of the Vkorcl gene (Rost et al. 2004; D’ Andrea et al. 2005;
Rieder et al. 2005; Bodin et al. 2005, 2008; Osman et al. 2006; Loebstein et al. 2007; Wilms
et al. 2008; Harrington et al. 2008, 2011; Peoc’h et al. 2009; Schmeits et al. 2010; Watzka et
al. 2011; Rishavy et al. 2011). In rats, 15 missense mutations in the Vkorcl gene of Rattus
norvegicus have been described in Europe (Rost et al. 2004; Pelz et al. 2005, 2012;
Grandemange ef al. 2010; Haniza ef al. 2015). The number of mutations found in this gene is
thus comparable between rats, mice and humans. Therefore, the existence of such a diversity
of Vkorcl mutations cannot be associated with the intensive use of AVK molecules. This
diversity of mutations is generated in rats and humans by spontaneous mutations, while in
house mice this diversity is generated by spontaneous mutations for A26T, E37G, R48G,
L124Q, L124M, L128S, Y139C, but also by introgression in the genome of Mus musculus
domesticus of the Vkorcl gene of Mus spretus for R12W, A26S, A48T and R61L (Song ef al.
2011; Liu et al. 2015).

Contrary to the number of mutations observed which is similar between species, allelic
frequencies of mutations in the Vkorcl gene are tremendously different between these three

species. Indeed, in humans, none of these mutations exceeds 1% of allelic frequency, while in



rats some mutations can reach 100% of allelic frequency in some geographical areas (Berny et
al. 2014) . The difference in the evolution of the allelic frequencies of the Vkorcl mutations
between species is certainly linked to the use of AVK, to the level of resistance conferred by
mutations and to the population structure. In humans, the allelic frequencies of Vkorcl
mutations are well below 1% and the resistance level to AVK conferred by all the mutations
are limited compared to that conferred by some Vkorcl mutations in rats. The use of warfarin
or other AVK in humans cannot be considered as a selection pressure since the average age of
patients treated with AVK is around 70 years and therefore Vkorcl mutations in humans, even
if this mutation leads to resistance to AVK, can be considered as neutral. In rats, if 15 Vkorcl
mutations have been reported in Europe, 3 mutations only are frequently and mostly observed
in Europe. In France and Belgium, the major mutation observed in the Vkorcl gene of brown
rats is the Y139F mutation (Grandemange et al. 2010; Baert et al. 2012), in Germany,
Netherland and Denmark, it is the Y139C mutation (Pelz et al. 2005, 2012; Meerburg et al.
2014) (Pelz et al, 2005; Pelz et al, 2009, Meerburg et al, 2014), and in England, it is the
Y139C and less frequently, the L120Q mutation (Buckle 2013; Haniza et al. 2015). Inside
their respective geographical areas of distribution, their allelic frequency can be very high. In
France, the observed allelic frequency of the Y 139F mutation was reported in 2010 to be 21%
from a sampling of 268 rats trapped from 91 sites well distributed in France (Grandemange et
al. 2010), while the other mutations found in France (i.e., Y139C, L128Q, L120Q, E155K,
S103Y) accounted for only 6.5% of the Vkorcl alleles analyzed. The repetition of this
resistance monitoring conducted between 2014 and 2015 by our laboratory suggests an
increase in the allelic frequency of the Y139F in France since 2010 with an observed allelic
frequency that has now reached over 50% in a population of 126 rats trapped from 18 French
administrative departments (results not shown). Moreover, this allelic frequency can reach
locally in rural areas levels close to 80% (Berny et al. 2014) with many individuals carrier for
this mutation in the homozygous state. This high frequency of homozygous individuals is
related to the structure populations with populations of very small size allowing to generate
homozygous individuals. In Germany, Netherland and England, the predominance of one
mutation in brown rats populations seems also to be the case with the Y139C mutation widely
distributed with frequencies similar to that observed in France for the Y139F mutation (Pelz
2007; Meerburg et al. 2014; Haniza et al. 2015). Nevertheless, as described for France, in all
the geographical areas, other Vkorcl mutations can be detected, but with allelic frequency
very low even inside the geographical areas where they were detected. Contrary to humans,

the frequency of the Vkorcl mutations in brown rats is linked to the selection pressure due the



intensive use of AVK to control rat populations. The Y139F, Y139C and L120Q Vkorcl
mutations confer such a benefit in the field for brown rats carrier for one of this mutations
compared to other rats, that they have become widely predominant leading to the almost
disappearance of other vkorcl mutations. Indeed, the Y139F, Y139C and L120Q mutations
lead to drastic resistance to AVK of the first generation such as chlorophacinone,
coumatetralyl, but also to some AVK of the second generation such as bromadiolone and to a
lesser extent difenacoum. During pest control management with one of these molecules, only
the brown rats carrier for one of these mutations, in the homozygous state and also, but to a
lesser extent, in the heterozygous state, survive. Fortunately, brown rats carrier for one of
these mutations are still susceptible to AVK such as difethialone, brodifacoum, and
flocoumafen and control with one of these molecules is still possible.

In mice, 15 mutations have been detected in Europe in this study and in a previous
study performed in 2012 (Pelz et al. 2012). Frequency of mice carriers for Vkorcl mutations
was found to be extremely elevated in both studies. In the previous study performed in
Germany, Switzerland and Azores, 80% of mice trapped from 30 sites were found to be
carrier of one mutation in the Vkorcl gene. Only 1 site was described to be free of mice
carrier for Vkorcl mutations. In this study, more than 70% of mice trapped from 65 sites were
found to be carrier at least of one mutation in the Vkorcl gene. Only 5 sites were found to be
free of mice carrier for Vkorcl mutations. Among the mice carrier for Vkorcl mutations, 80%
were homozygous. The results obtained in France are thus very similar to the results reported
for Germany. The frequency of mice carrier for Vkorcl mutation seems thus more elevated
than that in brown rats populations (i.e., reported to be 35% in France in 2010). In France, 9
different Vkorcl mutations are observed in house mice that are either spontaneous mutation or
mutations due to introgression of the Vkorcl gene from Mus spretus in the genome of Mus
musculus domesticus. All these mutations can be observed in the homozygous state which
demonstrates that very high allelic frequencies can be reached locally for all of them.
Contrary to the brown rat populations, no predominant mutation is observed in the French
mice suggesting a different evolution of the distribution of the Vkorcl mutations in mice
compared to brown rats.

The study of resistance factors associated with each Vkorcl mutations performed
using recombinant VKORCI1 enzymes allowed us to give additional information to better
understand this different evolution. Among the Vkorcl mutations detected in mice, some
mutations (i.e., A26T, E37G, R58G, L124M and L124Q) lead to a moderate resistance to first

generation AVK such as chlorophacinone and coumatetralyl with resistance factors of about



5; second generation molecules remaining still efficient. Such resistance factors allow
certainly mice homozygous for one of these mutations to survive when pest control is done
using first generation AVK. On the contrary, the use of second generation AVK will kill such
mice. The other Vkorcl mutations observed in mice such as L128S, Y139C or the Vkorcl™
genotype lead to a severe resistance to first generation AVK, but also to some second
generation AVK. If 9 mutations are observed in mice with high frequencies contrary to brown
rats for whom only 1 mutation is observed with high frequency, it is certainly due to a
difference in the selection pressure exerted by AVK. Until the 2000s, the most widely AVK
used to control house mice were first generation AVK because of the lower toxicity and the
lower persistence of such molecules and because of their intensive use by non-professionals.
To that extent, Vkorcl mutations conferring even limited resistance factors to first generation
AVK have been also selected, and it is certainly the mice population management practices
that have maintained the diversity of Vkorcl mutations in mice.

Moreover, the preservation of such a diversity and the high prevalence of each of these
mutations in the homozygous state are responsible for the emergence of double mutants (i.e.,
A26T/L128S, A26S/L128S, W59G/L124M, WS59G/L128S) due certainly, to genetic
recombination between mutated alleles. Indeed, in the geographical areas where double
mutations on the same Vkorcl allele were observed, mice carrying the corresponding single
mutations in the homozygous state were systematically present. For example in Brittany, mice
homozygous for the mutation W59G, mice homozygous for the mutation L124M and mice
homozygous for the double mutations W59G / L124M are found and within the same site of
capture, the 3 types of genome were also encountered. In the North of France, mice
homozygous for VkorcI®™ genotype, mice homozygous for A26S/R61L mutations and mice
homozygous for A26S/L128S mutations are found. It is surprising to find the A26S mutation
not associated with the R12W and the A48T mutation, and even sometimes with the R61L
mutation, because all these mutations were introduced together in the genome of Mus
musculus domesticus from the genome of Mus spretus by introgression of the Vkorcl gene.
The single mutations A26S, or even the double mutations A26S/R61L, probably occurred
through a non-crossover (NCO) gene conversion which is a mechanism with strong frequency
at a rate of 6x10 °/bp/generation compared to crossover gene conversion (Williams et al.
2015).

The emergence of the double mutations (A26T/L128S, A26S/L128S) confer an
evident benefit for mice carrier for these double mutations compared to mice carrier for the

corresponding single mutations (Fig. 4). While the single A26T, A26S or L128S mutations



lead to moderate resistance to first generation AVK, the double mutations lead to resistance to
all AVK currently available with resistance factors reaching levels higher than 10 towards
difenacoum and brodifacoum and close to 10 towards difethialone for A26T/L128S. Such
levels of resistance towards such molecules are never found for any of the isolated mutations
observed in mice, but also in brown rats. The emergence of these double mutations must
therefore be regarded as an adaptive response to the use of AVKs. Interestingly, the
observation of mice heterozygous for A26T and Y139C or L128S and Y139C on different
alleles can be seen as a necessary step prior to the recombination that has not yet been
demonstrated in mice but whose consequences would be certainly important. Indeed, such
double mutations on the same allele would confer levels of resistance as observed with the
A26T/L128S double mutations (Fig.4).

In this adaptive context, the use of the first generation AVK for the management of the
mice populations should have been avoided and the most powerful second generation AVK
such as difethialone, brodifacoum or flocoumafen must be preferred. Nevertheless, the
observation in the field of mice already presenting moderate resistance to the most powerful
AVK is worrying for the future control of the mice population unless the double mutations in
the Vkorcl gene are associated with an important biological cost. In brown rats, new
spontaneous mutations in the Vkorcl gene would be required to acquire resistance to these
molecules since combination of mutations seems unlikely due to the population structure and
the small number of mutations encountered and the predominance of one mutation per

geographical area.
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Table 1. Detail of SNPs and mutations of Vkorcl found in French mice

Mutation N;giiet?gse Codon WT Codonmut AAWT AAmut Exon
R12W 34 CGG TGG Arg Trp 1
A26S 76 GCA TCA Ala Ser 1
A26T 76 GCA ACA Ala Thr 1
E37E 111 GAA GAG Glu Glu 1
A48T 142 GCC ACC Ala Thr 1
W59G 969 TGG GGG Trp Gly 2
R61L 976 CGG CTG Arg Leu 2
L124M 2177 CTG ATG Leu Met 3
L128S 2190 TTA TCA Leu Ser 3
Y139C 2223 TAT TGT Tyr Cys 3
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Table 3. Apparent kinetic parameters towards vit K1>O obtained for yeast microsomes

expressing wild type or mutated VKORC1

To determine the VKOR activity, standard reactions were performed in 200 mM Hepes buffer (pH 7.4)
containing 150 mM KCl and 0.25 to 2 g1" of microsomal proteins expressing membrane wild type or mutant
VKORCI. Each data point represents the mean + SD of three individual determinations. Comparison between
two groups was done by using Mann-Whitney test. * p<0.05 compared to wild type VKORCI.

Mutations (pKI{/In)
WT 28 +3
R12W 49 £ 29
A26S 21 +£8
A26T 7+0.5
E37G 66+ 18
A48T 38+20
R58G 45+ 19
W59G VKOR activity <2% of WT
W59L VKOR activity <2% of WT
W59S VKOR activity <2% of WT
R61L 42 +£22
L124M 11+8
L124Q 20+ 7
L128S 18+5
Y139C 35+1
A26T/L128S 52+2.5
A26S/L128S 31+4
WS59G/L124M VKOR activity <2% of WT
WS59G/L128S VKOR activity <2% of WT
Vkorce I™™ 25+5
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Figure captions

Figure 1: Chemical structures of the AVK compounds used for the inhibition of the wild type
and mutated VKORCI expressed in Pichia pastoris

Figure 2: Map of France showing the distribution of Vkorcl mutations. Colored areas are
areas from where tails of mice were received. Numbers correspond to the French
administrative department. French departments are grouped in 4 geographical areas correlated
with Table 2. Brittany is colored in green, North in purple, Marne in pink, South-East in
yellow and South-West in blue. In the corresponding colored frame are marked mutations
observed in this area.

Figure 3: Comparative resistance of mutated VKORCI detected in house mice towards
various AVK.

Figure 4: Comparative effect of single and corresponding double Vkorcl mutation(s) on the
susceptibility to second generation AVK.
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Figure 1

Coumatetralyl Chlorophacinone Bromadiolone
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Il. Identification et caractérisation de la mutation Y25F
découverte chez Rattus rattus

A. Objectifs

L’¢étude Ratail a permis de découvrir une nouvelle mutation chez des rats noirs vivant dans
une ferme en Espagne. Dans cette ferme, un traitement intensif a la Bromadiolone avait lieu,
cependant la gestion de ces rongeurs a 1’aide de cette molécule semblait inefficace. Nous
avons déterminé les propriétés catalytiques de VKORCI1 Y25F en fonction de 4 AVKs de

premicre et seconde génération.

B. Méthodes

La protéine VKORC1 Y25F a été exprimée en levure Pichia pastoris. Sa réponse aux AVKs a
¢té évaluée par détermination des Ki vis-a-vis de la warfarine, de la bromadiolone, du
difénacoum et de la diféthialone. Les Ki obtenus pour VKORC1 Y25F ont ensuite été
comparés a ceux obtenus pour la VKORC1 WT de Rattus rattus et de Rattus norvegicus

exprimés en levure.

C. Principaux résultats

A partir de rats noirs piégés dans cette ferme en Espagne, le cytochrome B et le géne vkorcl
ont été amplifiés par PCR et séquencés. Sur les 10 rats piégés, tous ont été identifiés comme
étant de I’espece Rattus rattus et porteurs de la mutation Y25F a 1’état homozygote. Cette
mutation engendre une augmentation des Ki des AVKs de premicre génération, mais pas ceux
de seconde génération. Ainsi, cela permet aux rats noirs de survivre aux traitements de
Bromadiolone réalisés sur le site du piégeage. Cette résistance résulte surement de la
modification structurelle engendrée par la mutation Y25F. En effet, cette mutation entraine
une perte partielle de la structure hélicoidale du TM4 modifiant ainsi la sensibilit¢ de

I’enzyme aux AVKs. Ces résultats ont fait 1’objet d’une publication présentée ci-dessous.
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Evidence of a target resistance to antivitamin K
rodenticides in the roof rat Rattus rattus:
identification and characterisation of a novel
Y25F mutation in the Vkorc1 gene

Joffrey Goulois,*® Audrey Chapuzet,? Véronique Lambert,?
Nolan Chatron,®”< Luba Tchertanov,€ Lionel Legros,” Etienne Benoit® and
Virginie Lattard®”

Abstract

BACKGROUND: In spite of intensive use of bromadiolone, rodent control was inefficient on a farm infested by rats in Zaragoza,
Spain. While metabolic resistance was previously described in this rodent species, the observation of a target resistance to
antivitamin K rodenticides had been poorly documented in Rattus rattus.

RESULTS: From rats trapped on the farm, cytochrome b and Vkorc1 genes were amplified by PCR and sequenced in order to
identify species and detect potential VkorcT mutations. VKORC1-deduced amino acid sequences were thus expressed in Pichia
pastoris, and inhibition constants towards various rodenticides were determined. The ten rats trapped on the farm were all
identified as R. rattus. They were found to be homozygous for the g.74A>T nucleotide replacement in exon 1 of the Vkorc1
gene, leading to p.Y25F mutation. This mutation led to increased apparent inhibition constants towards various rodenticides,
probably caused by a partial loss of helical structure of TM4.

CONCLUSION: The p.Y25F mutation detected in the Vkorc1 gene in R. rattus trapped on the Spanish farm is associated with
the resistance phenotype to bromadiolone that has been observed. It is the first evidence of target resistance to antivitamin
K anticoagulants in R. rattus.

© 2015 Society of Chemical Industry

Keywords: Rattus rattus; antivitamin K; VKORC1; resistance; mutation
|

1 INTRODUCTION for 50 years. Their delayed action, with death occurring 3-7 days
Rodents cause damage to about 20 million t of wheat and as after bait consumption, obviates the alimentary aversion problem,
much rice and other cereals, corresponding approximately to which is a very important behavioural trait among rodents. AVKs
the quantity of cereals required to feed 600 million people per  2'€ the only chemical compound family used as rodenticide in the
year. Rodents are also host to more than 40 zoonoses, includ- ~ European Union.

ing leptospirosis (more than 2 million serious cases per year and AVKs specifically inhibit VKORC1, an enzyme catalysing vitamin
100000 human deaths per year worldwide), plague and some han- K 2:3-epoxide reductase (VKOR) activity. This enzymatic activity
taviruses. Rodents also damage substructures and electric or elec- 15 €ssential for recycling vitamin K 2,3-epoxide in vitamin K hydro-
tronic networks, which has important economic repercussions. quinone, which works with gamma-glutamyl carboxylase (GGCX)

Among the rodent population, two Rattus species are predom- tooactiva\t/igsttiﬂ? factor; ”’,VII:ka:(’_ X (Viﬁ/n}lgR}é—?Zpe;\(jEnt pro-
inant in Western Europe: R. norvegicus or brown rat and R. rattus teins or ). The specific inhibition o Y s stops

or roof rat. Although they have phenotypical differences, distin-
guishing the two species is often difficult. The roof rat is an old e —
species responsible for the black plague, causing death to more * Correspondence to: Virginie Lattard, USC 1233 INRA-Vetagro Sup, Veterinary
than a third of Europeans in the fourteenth century. On the other School of Lyon, T avenue Bourgelat, 69280 Marcy I*toile. France.

i . . . E-mail: virginie.lattard@vetagro-sup.fr
hand, the brown rat, which colonised Europe in the nineteenth
century, was responsible for an important decrease in the roof rat a USC 1233 INRA-Vetagro Sup, Veterinary School of Lyon, Marcy I'Etoile, France
population. In order to manage all consequent problems, it was
necessary to find a solution to control extension of the rat popula-
tion by differentapproaches - chemical, architectural and sanitary ¢ Centre de Mathématiques et de Leurs Applications (CMLA UMR 8536), Ecole
protection. Antivitamin K anticoagulants (AVKs) have been used Normale Supérieure de Cachan, Cachan, France

b Liphatech, Bonnel, France

. __________________________________________________________________________________________________________|
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clotting factor activation and results in a slow decrease in the ini-
tial stock of these clotting factors in the plasma, leading to delayed
death of the rodent by haemorrhage.>~>

After 10 years of using AVKs as rodenticide, resistant rodents
appeared in Europe®’ and also in the United States,® Canada,’
Australia’ and Japan."" Two main resistance mechanisms have
since been described. A metabolic resistance of roof rats, partially
documented in Japan, was assumed to occur through an over-
expression of CYP3A.'213 A target resistance due to a decrease
in susceptibility of VKOR activity to AVKs was also described. This
mechanism was clarified when the Vkorcl gene encoding the
enzyme that catalyses this activity was discovered."? The target
resistance phenomenon, induced by mutations in the Vkorcl
gene, has essentially been described in humans,'*~"7 mice'®"
and brown rats.2%2! The frequency of target resistance is particu-
larly very high in brown rats resident in Europe.?? Target resistance
has been poorly described in roof rats (or R. rattus). Recently, an
invasion by roof rats was observed on a farm located in Zaragoza,
Spain. Consecutive chemical control campaigns were unsuccess-
ful, with no mortality of roof rats and continued fast reproduction
of rats, suggesting resistance to bromadiolone. The purpose of
the present study was to examine the resistance of this roof rat
population to rodenticides and to gain a better understanding of
the underlying mechanisms.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Study site and sampling

On a farm located near the city of Zaragoza in north-east Spain,
traps were distributed in different buildings where the presence
of rats was suspected. A total of ten rats were trapped and then
euthanised. Tails were collected and stored in 70% alcohol for
genetic analyses. Genomic DNA was extracted from a piece of tail
using silica columns (Macherey Nagel, Hoerdt, France) according
to the manufacturer’s recommendations, and was used to amplify
cytochrome b for species determination and to amplify Vkorc1 for
mutation detection.

2.2 Species determination

A quantity of 2puL of genomic DNA extract was amplified by
PCR using specific primers of cytochrome b.2> The sequences
of the sense primer cytb-S and the antisense primer cytb-AS
were 5-TCTCCATTTCTGGTTTACAAGAC-3' and 5'-AACAATGACA
TGAAAAATCATCGTT-3 respectively. Cytochrome b amplification
was performed using cytb-S and cytb-AS (10 pmol) and GoTaq
polymerase (1 unit; Promega, Charbonniéres-les-bains, France) in
a 25 pL reaction volume containing 2 pL of DNA, 5 pL of 5x GoTaq
buffer and 200 uM of each deoxynucleotide triphosphate. The
amplification was performed at 94 °C for 3 min, followed by 35
cyclesat 94 °Cfor 305,50 °Cfor 305,72 °Cfor 90 s and a final exten-
sion step at 72 °Cfor 10 min. The amplified product was sequenced
on both strands; the resulting sequence was submitted for
blast analysis.

2.3 Vkorc1 sequencing

A quantity of 2uL of genomic DNA was amplified using
specific primers of the Vkorcl gene. In order to sequence
the totality of the Vkorcl gene, two sets of primers were
used. The sequences of the first set of primers rVKOR-S1 and
rVKOR-AST were 5 -GGTTCTTCCCTCTTGTGTCTG-3’ and 5'-GGGTC
ACCAAGACATGAGGTG-3' respectively, and were used to

amplify the rat Vkorcl gene from nucleotide —36 to nucleotide
+1141 (according to R. rattus frugivorus Vkorcl, accession
number HM181985). The sequences of the second set of
primers rVKORC1-S2 and rVKORC1-AS2 were 5'-ACTTGGGC
AAGGCTCATGTG-3" and  5-AAGAGTAGGGGACAAGGTGGC-3’
respectively, and were used to amplify the rat Vkorc1 gene from
nucleotide +848 to nucleotide +2183. Rat Vkorc1 amplifications
were performed using r'VKOR-S1 and rVKOR-AS1 or rVKOR-S2 and
rVKOR-AS2 (10 pmol) and Accuprime polymerase (1 unit; Invitro-
gen, Cergy Pontoise, France) in a 25 pL reaction volume containing
2 uL of DNA, 2.5 pL of 10x Accuprime buffer and 200 pM of each
deoxynucleotide triphosphate. The amplification was performed
at 94 °C for 3 min, followed by 40 cycles at 94 °C for 20's, 59 °C for
205, 68°C for 120 s and a final extension step at 68 °C for 10 min.
The amplified products were sequenced on both strands; the
obtained sequences were compared with R. rattus or R. norvegicus
Vkorc1 sequences published in GenBank.

2.4 Heterologous expression of wild-type and mutated R.
rattus VKORC1

The coding sequence corresponding to R. rattus VKORC1 fused
with a c-myc tag via a flexible (GGS); at its 3’ end was optimised
for heterologous expression in yeast and synthesised by GenScript
(Piscataway, NJ). The synthesised nucleotide sequence included
EcoRl and Xbal restriction sites at its 5’ and 3’ ends respectively.
This nucleotide sequence was subcloned into pPICZ-B (Invitrogen)
and sequenced on both strands.

The construction of the rVKORC1 mutant was carried out using
pPICZ-rVKORC1 as template with Quickchange site-directed
mutagenesis kit (Stratagene, La Jolla, CA) according to the
manufacturer’s recommendations. The mutant was checked
by sequencing, and was thus expressed in P. pastoris as
described below. Recombinant wild-type (VKORC1"') and mutant
(VKORC1Y?F) VKORC1 proteins were expressed in Pichia pastoris as
described previously by Hodroge etal.'” Yeast microsomes were
prepared from thawed yeast cells by differential centrifugation,
as described previously.?' Protein concentrations were evaluated
by Bradford’s method using bovine serum albumin as a standard.
Microsomes were frozen at —80 °C and used for kinetic analysis.

2.5 Immunoblot analysis

Expression level quantification of VKORC1 proteins in micro-
somal fractions was determined by Western blotting. Micro-
somal proteins were separated by 12% SDS-polyacrylamide
gel electrophoresis, transferred onto Immobilon-P  mem-
branes and probed with anti-c-myc antibodies (Invitrogen).
The resulting immunocomplexes were visualised using
alkaline-phosphatase-conjugated antimouse immunoglobu-
lins as secondary antibodies and a 5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate/nitro blue tetrazolium solution. Quantification of the
stained bands was performed by densitometry measurement
using Scion Image software. The relative intensity of the sig-
nal was correlated with the quantity of microsomal proteins.
The relation was linear from 0 to 50pg for microsomal pro-
teins. The expression level of rat VKORY?F was evaluated by
comparison with the expression of R. rattus wild type VKORC1
(VKORC1"T). For this purpose, various amounts (from 0 to
20pug) of microsomal proteins containing R. rattus VKORC1
(VKORC1"T) and various amounts of microsomal proteins contain-
ing rat VKORC1Y?°F (from 0 to 20 pg) were analysed on the same
Western blot.

wileyonlinelibrary.com/journal/ps
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2.6 VKOR activity assays and kinetics

Microsomal vitamin K epoxide reductase (VKOR) activity was
assayed as described previously."””?' The K, V.., and K, values
were obtained from at least three separate experiments performed
on two different batches of protein. The estimation of K, and V.,
values was achieved by the incubation of at least nine different
concentrations of vit K> O (from 0.003 to 0.2 mM) to the stan-
dard reaction. Incubations were performed in duplicate. Data were
fitted by non-linear regression to the Michaelis—Menten model
using the R-fit program. In order to evaluate the inhibiting effect
of warfarin on VKOR activity, K; was determined after addition
of various concentrations of anticoagulant to the standard reac-
tion in the presence of increasing amounts of vitamin K> O (from
0.003 to 0.2 mM) using anticoagulant concentrations from about
0.05 to 20 x K;. Data were fitted by non-linear regression to the
non-competitive inhibition model

vi={Voao/ [1+ (I/K)] } =[S/ (Ko +5)]

using the R-fit program.

2.7 Modelling and molecular dynamics simulations

The high-resolution crystallographic structure of VKOR from Syne-
chococcus sp. (PDB id: 4NV5)?* was retrieved from the Protein Data
Bank (PDB)?> and used as the suitable template for homology mod-
elling of VKOR from R. rattus. The in silico models of the native
VKORC1 (VKORC1"T) and its mutant Y25F (VKORC1"?*F) were gen-
erated by using the BLAST alignment of sequences and MODELLER
for 3D model building.?® Generated structural models consisting
of 161 residues were minimised. Each model was integrated into
the prepared phospholipid bilayers composed for a total of 200
lipid molecules of phosphatidylcholine (PC). Each protein inte-
grated to the membrane was explicitly solvated using TIP3P%’
water molecules in a rectangular box with a minimum distance of
10 A from protein to box wall; each system was then neutralised
using monovalentions (CI~). The total number of atoms, including
the protein, the phospholipid membrane, the water molecules and
the counterions, was 58 241.

Molecular dynamics (MD) simulations were performed using
the GROMACS 4.6.5 program package?® running on TURING at
IDRIS. The simulations were performed with a CHARMM-36 force
field modified to support PC lipid simulations.?® The simulation
length was 100 ns, with the initial 20 ns considered to be the
equilibration period; the other 80 ns of the trajectory was used
for the analysis.

3 RESULTS

3.1 Localisation of the site invaded by roof rats

The Spanish farm localised close to Zaragoza was reported to be
invaded by rats. Rats were observable all the day and were respon-
sible for serious damage to infrastructures. In spite of the con-
sumption of bait containing bromadiolone, no rat mortality was
observed, suggesting resistance to bromadiolone. To evaluate this
hypothesis, ten rats were trapped and euthanised. Identification
of the rat species was based on the mitochondrial cytochrome b
sequence. Amplified sequences presented 98% homology with
sequences of cytochrome b published for R. rattus. The compari-
son of the sequence obtained from the trapped rats with the 85 bp
partial sequence of cyt b used by Pagés et al.?> to classify the Rattini
tribe revealed full homology with the R7 group of the Rattini tribe
described as containing only R. rattus.

3.2 Detection of Vkorc1 mutations

To identify mutations in the Vkorc1 gene, the coding sequences
and splice junctions of the Vkorcl gene were amplified and
sequenced in the ten rats trapped on the farm. Obtained
sequences were compared subsequently with published Vkorc1
sequences for R. rattus frugivorus (GenBank accession number
HM181985), for R. rattus alexandrinus (GenBank accession number
HM181979) and for R. norvegicus (GenBank accession number
NM_203335). Compared with the published R. rattus Vkorcl
sequences, three nucleotide mutations were identified. The ten
rats were found to be homozygous for the g.74A > T nucleotide
mutation in exon 1 of the Vkorcl gene. The mutation changed a
TAC encoding Tyr at codon 25 to a TTC encoding a Phe (Fig. 1). The
two other mutations, also found at the homozygous state, were
silent mutations. The first was located at nucleotide 1216 in exon
2 (9.1216C>T), while the second was located at nucleotide 2209
in exon 3 (g.2209A > G).

3.3 Functional consequences of Y25F mutation

To assess the consequences of p.Y25F mutation on the functional
properties of VKORC1, wild-type VKORC1 and its Y25F mutant were
overexpressed as c-myc-fused proteins in P. pastoris. Both proteins
were efficiently expressed in P. pastoris with the same expected
molecular mass of approximately 20 kDa. Western blot analysis
showed that recombinant wild-type VKORC1 and its Y25F mutant
were expressed at similar levels (data not shown).

In order to compare the susceptibilities to AVKs of R. rattus
VKORCT1 and its Y25F mutant, inhibition constants towards various
AVKs of wild-type VKORC1 were determined. Plots of the velocity of
the VKOR activity catalysed by the recombinant R. rattus VKORC1
expressed in Pichia pastoris versus the substrate concentration in
the presence of different concentrations of warfarin are presented
in Fig. 2. Apparent K, was not modified by warfarin. On the other
hand, apparent V, ,, was lowered by the use of warfarin. This
result revealed that warfarin inhibited VKOR activity catalysed
by R. rattus wild-type VKORC1 in a non-competitive manner, as
was previously reported for R. norvegicus VKORC1.2' Data were
fitted to the Michaelis—Menten model, which takes into account
the presence of competitive, non-competitive or uncompetitive
inhibitor by non-linear regression. A fit was possible when a model
taking into account a non-competitive inhibitor only was used.
Finally, K; towards warfarin for R. rattus VKORC1 was 0.32 + 0.07 pM
(Table 1). The K; values towards bromadiolone, difenacoum and
difethialone were also determined and are presented in Table 1. K;
values determined for R. norvegicus VKORC1 are also reported to
allow comparison of the susceptibility to AVKs between R. rattus
and R. norvegicus.

The K; values towards warfarin, bromadiolone, difenacoum and
difethialone were determined with yeast microsomes express-
ing R. rattus VKORC1Y%F, as previously performed for wild-type
VKORC1. As obtained for R. rattus wild-type VKORC1, AVKs inhib-
ited VKOR activity catalysed by VKORC1Y%F in a non-competitive
manner. The K; value towards warfarin for VKORC1'%F was
increased sixfold compared with that obtained for wild-type
VKORC1; K; towards bromadiolone and difenacoum was increased
threefold. K; towards difethialone was similar to that obtained for
wild-type VKORCT.

3.4 Structural consequences of Y25F mutation
The structure of the native and mutated VKOR (VKORCT"T and
VKORC1"?F) was similar. Each protein consists of a well-folded
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VKORC1 of R. rattus from Zaragoza
R. rattus VKORC1

R. norvegicus VKORC1

M. musculus VKORC1

M. spretus VKORC1

VKORC1 of R. rattus from Zaragoza
R. rattus VKORC1

R. norvegicus VKORC1

M. musculus VKORC1

M. spretus VKORC1
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Figure 1. Alignment of the amino acid sequence deduced from the sequencing of the Vkorc1 gene in rats trapped on the Zaragoza farm with R. rattus

VKORCT or R. norvegicus VKORCT.
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Figure 2. Inhibition by warfarin (warf) of the VKOR activity catalysed by
the recombinant R. rattus VKORC1"T expressed in yeast microsomes. VKOR
activity versus vit K1> O (from 0 to 200 pM) was determined in the pres-
ence of four different concentrations of warfarin incubated with yeast
microsomes. Each data point represents the mean + SD of two determina-
tions. The experimental results were fitted by non-linear regression using
the non-competitive inhibition model.

transmembrane domain and flexible loops forming the membrane
and luminal sides of VKOR (Fig.3A). The membrane-embedded
domain is composed of four helices (TM1 to TM4) organised in
a helix bundle - a structure that is consistent with the VKOR
topology predicted by Rishavy et al.° The luminal region in both
proteins was characterised by presence of a small half-a-helix
on the loop connecting the TM1 and TM2 helices. This helix is
positioned as a lid on the four-helix bundle.

The structural difference between the native VKOR and its
mutant VKOR"?F was manifested principally in the luminal region.
The loop linking TM1 and TM2 is significantly displaced in VKORY25F
with respect to its position in the native protein, provoking a small
half-helix displacement. The mutation induced a partial loss of
helical structure of TM4 (forming the CXXC redox centre at the
membrane edge, close to the endoplasmic reticulum lumen). Such
structural rearrangement promoted by p.Y25F point mutation led

Table 1. Apparent inhibition constants (K;) towards various antivita-
min K rodenticides obtained for yeast microsomes expressing recom-
binant R. rattus VKORC1 or R. norvegicus VKORC1 proteins. To deter-
mine the VKOR activity, standard reactions were performed in 200 mM
of Hepes buffer (pH 7.4) containing 150 mM of KCl and 0.5gL~" of
microsomal proteins expressing R. rattus or R. norvegicus VKORC1 pro-
teins. Each data point represents the mean + SD of three individual
determinations

K; for K; for
R. rattus VKORC1 R. norvegicus VKORC1
(HM) (RM)
Warfarin (uM) 0.32+0.07 0.50+0.01
Bromadiolone (pM) 0.13+0.02 0.07 +0.02
Difenacoum (pM) 0.06 +0.01 0.03+0.01
Difethialone (pM) 0.08 +0.01 0.04 +0.01

to important molecular surface alteration and to active site pocket
adjustment, as illustrated in Figs 3B and C.

4 DISCUSSION

While resistance to rodenticides is frequently observed in R.
norvegicus (or brown rats) in Europe, resistance to rodenticides has
never been described in R. rattus (or roof rats) in Europe. However,
resistance to rodenticides in roof rats is often suspected by pest
control operators. Nevertheless, this resistance is in the majority of
cases explained by a non-consumption of bait developed for the
control of brown rat populations and thus unsuitable for roof rats.
Worldwide, only one case of resistance to rodenticides has been
reported in roof rats, in Japan."" The described roof rats were iden-
tified as resistant to warfarin, and this resistance was suspected to
be a metabolic resistance due to an overexpression of CYP3A.'213
The present study was prompted by reports of an important site in
Zaragoza, Spain, where a major proliferation of roof rats had been
observed. In spite of successive pest control campaigns with bro-
madiolone only, no mortality of rats was observed. Resistance to
bromadiolone and eventually to other rodenticides was therefore
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Figure 3. Structural models of the native VKOR (VKORW™T, in blue) and its mutant (VKORY?5F, in orange): (a) superimposition of two structures shown
as cartoon; (b) and (c) surface representation of VKORWT (b) and VKORY?F (c) (rotated 90° through the y-axis). The structurally conserved domains are
presented in light colours (blue in VKORWT and orange in VKORY?5F); regions manifesting the mutation-induced modifications are highlighted by bright
(dark) colours. The position of the phospholipid membrane is delimited by grey colour.

suspected on this farm. Therefore, trapped rats were used as a
source of genetic information.

In order to prevent any taxonomic confusion, the species was
confirmed by sequencing the mitochondrial gene encoding
cytochrome b. The sequence of this gene varies strongly with
species (the homology between cyt b of R. rattus and R. norvegicus
is less than 90%), and a partial 85 bp segment was shown to be
an interesting tool for establishing group membership and esti-
mating putative species boundaries.?*> Cytochrome b sequences of
rats trapped on the Zaragoza farm present a homology of more
than 98% with the published sequence for R. rattus cytochrome b,
and the characteristic 85 bp segment presents full homology with
the R1 group of the Rattini tribe described as containing only R.
rattus.?> This result was totally coherent with the initial suspicion
of the pest control operator and confirmed that the rats trapped
on the farm are roof rats or R. rattus.

To gain a better understanding of the origin of the resistance
to bromadiolone observed in rats from the Zaragoza farm, the
Vkorc1 gene was sequenced to explore the potential target resis-
tance due to Vkorcl gene mutations. Whereas target resistance
in roof rats has never been described hitherto, the most fre-
quent mechanism responsible for resistance to AVKs in brown rats
and mice is target resistance explained by Vkorc1.'®~2" In Europe,
p.L120Q, p.L128Q, p.Y139F, p.Y139C and p.Y139S are the five most
frequently detected mutations in R. norvegicus, and these muta-
tions explain most of the reported phenotype of resistance.?? In
mice, two major mutations, i.e. p.L128S and p.Y139C, are observed
in Europe'® and are associated with severe resistance to at least
first-generation AVKs. Moreover, in mice, natural introgression of
the Vkorc1 gene from Mus spretus in the genome of M. musculus
domesticus was reported.?' This natural introgression implied the
substitution of four amino acids in M. musculus VKORC1 (i.e. Arg-12,
Ala-26, Ala-48 and Arg-61) by Trp, Ser, Thr and Leu, respectively,
and leads to severe resistance to rodenticides.

In the present study, the Vkorc1 sequences obtained from rats
trapped on the Zaragoza farm are very similar to that previ-
ously reported for R. rattus alexandrinus.>? Diaz et al.>? showed that
one single non-synonymous mutation leading to p.I90L substitu-
tion and six synonymous mutations differentiates R. rattus and R.
norvegicus. The p.190L substitution is found in VKORC1 of trapped
rats, as described in R. rattus alexandrinus. On the other hand,
in the Vkorc1 coding sequence of trapped rats, two synonymous
mutations are found in comparison with the sequence reported
for R. rattus alexandrinus,*? one located in exon 2 (i.e. p.L94L) and
the other one located in exon 3 (i.e. p.A143A). Both synonymous
mutations correspond to the sequence reported for R. norvegicus.
Moreover, one non-synonymous mutation (g.74A > T) is found in
exon 1 of Vkorcl coding sequence of trapped rats, in compari-
son to the sequence reported for R. rattus alexandrinus®?, but also
to sequences reported for R. norvegicus. The g.74A > T nucleotide
mutation leads to replacement of Tyr-25 by Phe (i.e. p.Y25F). All the
rats trapped on the Zaragossa farm were found to be homozygous
for this mutation. The p.Y25F mutation has never been described
in R. rattus, R. norvegicus, M. musculus or in humans. This muta-
tion may be associated with the observed resistance phenotype,
as it was described for the five principal mutations detected in
brown rats.?! Nevertheless, the p.Y25F mutation may also have no
consequences for VKOR activity, as described for some mutations
detected in brown rats'® or in humans.'”-3* Because tails were col-
lected from dead rats, livers were not usable for microsome prepa-
ration and VKOR enzymatic characterisation. Thus, establishing the
causality of this mutation in the observed resistance phenotype
required further analyses.

To address this challenge, recombinant R. rattus VKORC1"T and
VKORC1"%F expressed in P. pastoris were used to examine VKOR
activity by a DTT-driven VKOR assay, as previously described.'”-!
This experimental method is a direct approach based on the
measurement of the VKORC1 reaction product, vitamin K. This
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experimental approach was recently challenged by other indirect
approaches designed as cell-based VKOR assays**~3 based on
the measurement of the gamma-carboxylation of overexpressed
clotting factors by the constitutive GGCX in the presence of vita-
min K hydroquinone produced by the overexpressed VKORCI.
As the results obtained by the cell-based VKOR assays are con-
flicting and some limiting steps were pinpointed,*® we chose the
DTT-driven VKOR approach, as previously used for the character-
isation of R. norvegicus VKORC1 and its mutated proteins.?! The
DTT-driven VKOR method was used because, contrary to all the
other assays published, it was validated by the use of ex vivo and
in vivo assays. The results obtained by using the DTT-driven VKOR
method for R. norvegicus, in particular the resistance factors to
VKAs, were successfully correlated with the results obtained by ex
vivo and in vivo assays.?'3”-38 Resistance factors obtained by the
DTT-driven VKOR approach using yeast microsomes expressing R.
norvegicus VKORC1 proteins were shown to be totally coherent
with resistance factors obtained by the DTT-driven VKOR approach
using liver microsomes,?'3” and with resistance factors obtained
in vivo using strains of rats homozygous for wild-type VKORC1 or
VKORC1 Y1 39F.38

Because R. rattus VKORC1"T presents only the cognate type of
amino acid substitution in position 90 compared with R. norvegicus
VKORC1"T (lle-90 in R. norvegicus is replaced by Leu-90 in R. rattus),
we first characterised the consequence of this point replacement
for susceptibility to AVKs. The catalytic properties of R. rattus
VKORC1WT are still poor, and only characterisation of R. norvegicus
VKORC1"T has previously been reported.?’¥ The K,, of 11.9 + 0.84
obtained for the recombinant R. rattus VKORC1WT towards vit
K> O is similar to that determined for R. norvegicus VKORC1"T 2!
As expected, the cognate-type amino acid substitution in position
90 does not induce alteration of the catalytic properties of VKORC1
from R. rattus and R. norvegicus. The VKOR activity catalysed by
the recombinant R. rattus VKORC1WT was inhibited by AVKs in a
non-competitive manner, as previously described for R. norvegi-
cus VKORCTWT 2! or human VKORC1"T."7 The K, values obtained
towards various AVKs (i.e. warfarin, bromadiolone, difenacoum,
difethialone) were also similar to those determined for R. norvegi-
cus VKORC1WT.2' The cognate-type amino acid substitution in
position 90 does not induce any difference between VKORC1 from
R. rattus and R. norvegicus in their intrinsic susceptibility to AVKs.

If p.Y25F mutation does not modify the K, values (i.e. the K,
is 15.9 + 4.5 for VKORC1Y?°F) compared with VKORC1"7, it leads to
clear resistance of VKORCT1 to first-generation AVKs, as evidenced
by a diminishing of VKORC1Y%F susceptibility to this type of AVK
(sixfold) respective to VKORC1WT (Fig.4). The resistance conferred
by p.Y25F mutation to second-generation AVKs is more moderate,
characterised by a three- and 2.5-fold decrease in VKORC1"?F
susceptibility to bromadiolone and difenacoum relative to R. rattus
VKORC1WT (Fig.4). No resistance to difethialone is induced by
p.Y25F mutation. These observations confirm the involvement of
p.Y25F mutation in the observed rat phenotype. Consequently,
the detection and characterisation of p.Y25F mutation in Vkorc1
of R. rattus is the first demonstration of the existence of target
resistance in roof rats, as described in R. norvegicus or in M.
musculus domesticus.

Three warfarin-binding interface domains in human VKORC1
protein may be involved in interaction with AVKs.> Tyr-25 is
included in the first warfarin-binding interface domain, from
Leu-22 to Val-29. In this domain, point mutations of other amino
acids, particularly A26P mutations, were proposed to be associated
with resistance to AVKs."*'7 Tyr-25, strictly conserved between

mvs R. norvegicus vs R. rattus

Difethialone

Bromadiolone
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Figure 4. Inhibition effect of various anticoagulants (warfarin, bromadi-
olone, difenacoum and difethialone) on R. rattus VKORC1Y?>F expressed in
yeast microsomes, in comparison with R. rattus VKORC1WT or R. norvegicus
VKORC1WT.

VKORC1 proteins,* belongs to TM1. Replacement of Tyr-25 by Phe
induces a partial loss of helical structure of TM4, which contains
the third warfarin-binding interface. Indeed, the large and accessi-
ble pocket in VKOR"T is transformed into the narrow and partially
hidden pocket in VKOR"?F, These observations are highly consis-
tent with the experimentally observed diminishing susceptibility
of the VKORC1"?F mutant to AVKs.

5 CONCLUSION

The present study demonstrates and proves the existence of a
novel Vkorcl mutation in R. rattus. We established the resistance
effect of the R. rattus VKORC1"?*F mutation to AVKs and proposed
the causality of the missense Vkorc? mutation in the resistance
phenotype observed for R. rattus. Our results represent the first
description of target resistance in R. rattus, allowing the recom-
mendation that the use of first-generation AVKs be discontinued
for roof rats processing this mutation; third-generation AVKs seem
to be more appropriate.
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Ill. Etude des conséquences de lI'introgression du géne vkorcl
spretus dans des souris Mus musculus domesticus dans le
phénotype de résistance aux AVKs

A. Objectifs

Le projet Ratail a permis de démontrer I’existence de souris domestiques introgressées avec le
géne vkorcl spretus en France. Ces souris ont été piégées dans une boulangerie de Lyon.
Nous avons déterminé dans un premier temps le phénotype de résistance de ces souris par des
tests in vivo de consommation d’appats AVKs de premicre et seconde génération. Ensuite,
dans un second temps, nous avons déterminé si ce phénotype de résistance est exclusivement

da a I’introgression de ce geéne vkorcl.

Nous avons également procédé a I’expression hétérologue et a I’étude catalytique de la
VKORCI spretus qui différe de la VKORCI1 de la souris domestique par 4 mutations
caractéristiques. Puis de fagon a comprendre le role de chacune des mutations ou bien de
I’interaction entre chacune de ces mutations, nous avons procédé a 1’expression hétérologue
de VKORCI de souris mutée en un seul point (chacune des 4 mutations) ou en deux points ou

en trois points.

B. Méthodes

Les souris introgressées spretus males et femelles ont été exposées a 3 AVKs de premicres
génération : le coumatétralyl 375 ppm, la chlorophacinone 50 ppm, et la bromadiolone 50
ppm, et a 4 AVKSs de seconde génération : le difenacoum 50 ppm, la difethialone 25 ppm, le
brodifacoum 50 ppm et le flocoumaféne 50 ppm, durant 5 jours. Aprés ces 5 jours, I’appat a
été remplacé par des bouchons et un suivi de la mortalit¢ a été réalis€ durant 17 jours. Au
final, chaque test a duré 21 jours. Les souris survivantes apres 21 jours ont été qualifiées de
résistantes. En parallele de chaque groupe de souris introgressées spretus, un groupe de souris
sensibles était associé. Le foie de chacune des souris a été prélevé afin de doser les
concentrations en AVKs présents. Ensuite, a partir de microsomes de foie de souris
introgressées spretus, I’activit¢ VKOR a été évaluée par détermination des Ki vis-a-vis des
mémes molécules utilisées lors du test in vivo. Enfin, la VKORCI spretus a été exprimée en
levure pichia pastoris et sa réponse aux AVKs a ¢été évaluée de la méme maniére qu’a partir

de microsomes de foie.
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C. Principaux résultats

1. Etude in vivo et in vitro de la résistance conférée par I'introgression de la

vkorcl spretus

Les souris males et femelles introgressées spretus sont résistantes aux coumatétralyl, a la
chlorophacinone et a la bromadiolone. Une faible résistance est observée pour le difénacoum,
le brodifacoum, la diféthialone et le flocoumaféne. Les Ki obtenus a partir de microsomes de
foie montrent des facteurs de résistance importants pour les souris introgressées sprefus pour
les AVKs de premicre génération et faibles pour les AVKs de seconde génération. Ces
résultats sont donc cohérents avec ceux obtenus avec les tests in vivo. De plus, les souris
femelles semblent moins sensibles que les males aux AVKs. Cette tendance est également
retrouvée avec les microsomes de foie. Nous avons montré que les concentrations en AVKs
dans le foie des souris introgressées spretus et le foie des souris WT sont identiques,
permettant de conclure que la résistance métabolique ne participe pas au phénotype de
résistance des souris introgressées spretus. Pour terminer, nous avons montré que les facteurs
de résistance obtenus a partir de la VKORCI spretus exprimée en levure sont cohérents avec
ceux provenant de microsomes de foie. Ainsi, le phénotype de résistance des souris

introgressées spretus est exclusivement di au 4 SNPs présents sur la vkorcl spretus.

Ce travail a fait ’objet d’une publication en soumission présentée ci-dessous.
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ABSTRACT

BACKGROUND : Antivitamin K anticoagulant (AVK) rodenticides are commonly used to
control rodent pests worldwide. They specifically inhibit the VKORCI1 enzyme essential for
the recycling of vitamin K, and thus prevent blood clotting and cause death by haemorrhage.
Numerous mutations or polymorphisms of the Vkorclgene were reported in rodents and some
lead to resistance to rodenticides. In house mice (Mus musculus domesticus), adaptative
introgression of the Vkorcl gene from the Algerian mouse (Mus spretus) was reported. This
adaptative introgression causes the substitution of four amino acids in M. musculus
domesticus.

RESULTS: The consequences of introgression were assessed by (i) the characterization of the
in vivo resistant phenotype of adaptative VkorcI™ -introgressed mice, (ii) the characterization
of the ex vivo resistance phenotype of the liver VKOR activity and (iii) the comparison of
these results with the properties of recombinant VKORCI1™" protein expressed in yeast. The
resistance factor induced by the four introgressed polymorphisms obtained using these three
approaches was dependent on the used AVKs (from 1 to 120) but were highly correlated
among the three approaches.

CONCLUSION: The 4 introgressed polymorphisms were clearly the cause of the strong
resistant phenotype observed in the field. In the context of strong selection pressure due to the
extensive use of AVK, this resistant phenotype may explain the widespread distribution of

this genotype from Spain to Germany.

Keywords: Mus musculus domesticus ; Mus spretus ; antivitamin K ; VKORCI ; resistance ;

mutation



1 INTRODUCTION

Rodents are responsible for the degradation and the destruction of numerous cereal crops.
They are also carriers of many zoonotic pathogens. Moreover, they are also responsible for
damages to substructures, electronic or electric networks. Antivitamin K molecules (AVKs)
are the main chemical rodenticides used in the world. These molecules block the vitamin K
recycling and thus limit the production of the vitamin K-dependent clotting factors (II, VII, IX
and X)'. As a consequence, AVKs provoke an internal hemorrhage and the death of the
intoxicated rodents. The VKOR enzyme is encoded by the Vkorcl gene simultaneously
described in 2004 by Li et a/ *and Rost et al .

The extensive use of these rodenticides for more than 50 years led to the selection of rodents
resistant to certain compounds of this class. Two resistant mechanisms were described. A
metabolic resistance due to the increased metabolism of AVKs as suggested in roof rats
(Rattus rattus) *> which could also be detected in brown rats (Rattus norvegicus) even in
association with the target resistance mechanism ®’. The target resistance corresponds to
mutations or polymorphisms (SNPs) in the Vkorcl gene resulting in a decrease of the
inhibitory effect of AVKs towards the VKOR activity catalyzed by VKORCI enzyme.
Numerous mutations or SNPs have been detected in this gene that are associated with a

10, mice > and humans '"'?. The use of recombinant VKORC1

10,12,13

resistant phenotype in rats *
enzymes expressed in yeast appears to be a useful tool to study the resistance associated
with Vkorcl mutations or SNPs. This experimental approach was recently challenged by other
indirect approaches designed as cell-based VKOR assays '*'°. Nevertheless, the resistance
factors conferred by Y139F, Y139C and Y139S SNPs determined using the recombinant
enzymes were positively correlated with the results obtained by ex vivo and in vivo assays'®'".
In house mice (Mus musculus domesticus) three SNPs seems to be particularly frequent, the
L128S and Y139C SNPs and a set of 3 or 4 SNPs p.Argl2Trp, p.Ala26Ser, p.Ala48Thr
and/or p.Arg61Leu. This set of 3 or 4 SNPs seems to be the consequence of the adaptive
introgression of Vkorcl gene from the Algerian mouse (Mus spretus) into the genome of Mus
musculus domesticus '*. A part of about 20 MB around the Vkorcl gene in chromosome 7 of
Mus spretus was introgressed in the Mus musculus domesticus genome". Other pieces of the
Mus spretus genome were also introgressed in the Mus musculus domesticus genome but the
consequences are unknown. An initial crossing between these two mice species might have

occurred in their cohabitation area (North Africa or Spain). Descendants that mated with Mus

musculus acquired the Vkorcl gene of the Mus spretus species (VkorcI™). Mus musculus



with VkorcI™ were found in Spain and Germany, but not in Italy or Greece and appear to be
resistant to coumatetralyl, bromadiolone and difenacoum'®.

In France, such mice were trapped in a French bakery of Lyon and were considered resistant
to AVKs by pest control operators. After establishing a strain with these mice in our animal
facilities, we characterized their in vivo resistant phenotype, the ex vivo resistance phenotype
of their liver VKOR activity and compared these results with the resistance factors obtained

using the recombinant VKORC1* protein expressed in yeast.

2 MATERIALS AND METHODS
2.1 Animals

Twenty Mus musculus domesticus wild mice resistant to rodenticides were trapped in a
French bakery of Lyon (France). Mice were acclimated in the animal facilities of VetAgro
Sup in Lyon (France) and maintained by intercrossing. Animals received a standard feed
(Scientific Animal Food and Engineering, reference A04 for adult rodent, Augy, France) and
water ad libitum. Experimental research on these mice was performed according to an
experimental protocol following international guidelines and approved by the ethics

committee of the Veterinary School of Lyon.

2.2 Species identification

Species identification was based on mitochondrial cytochrome b sequence and conducted as

previously described by Goulois et al (2015)".

2.3 Vkorcl sequencing

In order to sequence the totality of the Vkorcl gene, two sets of primers were used. The
sequences of the first set of primers sVKOR-SI and sVKOR-ASI were (5°-
GATTCTTCCCTCCTGTCC-3’) and (5’-AGACCCTGTCTCAAAACCTA-3’), respectively,
and were used to amplify mouse Vkorcl gene from nucleotide -36 to nucleotide +1727. The
sequences of the second set of primers sVKORCI-S2 and sVKORCI1-AS2 were (5°-
GAAAGCAGAACACTTAGCAGG-3’) and (5-AACCAACAGCAGAATGCAGCC-3),
respectively, and were used to amplify the mouse Vkorcl gene from nucleotide (+)1252 to
nucleotide (+)2512. Mouse Vkorcl amplifications were performed using sVKOR-S1 and
sVKOR-AS1 or sVKOR-S2 and sVKOR-AS2 (10 pmol), Accuprime polymerase (1 units,



Invitrogen) in a 25 pl reaction volume containing 2 ul DNA, 2.5 ul 10X Accuprime buffer
and 200 uM of each deoxynucleotide triphosphate. The amplification was performed at 94°C
for 3 min followed by 40 cycles at 94°C for 20 s, 64°C for 20 s, 68°C for 50 s, and a final
extension step at 68°C for 10 min. The amplified products were sequenced on both strands;
the obtained sequences were compared to published Mus musculus domesticus (Genbank
accession n°AC124602) and Mus spretus Vkorcl sequences (Genbank accession

n°GQ905711).

2.4  Genotyping

This genotyping method was used to specifically detect the R61W mutation. Genomic DNA
was extracted from tail sample using the Macherey-Nagel Nucleo-spin Tissue extraction kit
(Hoerdt, France). The allele-specific PCR method employed two pairs of primers purchased
from Eurogentec (Angers, France). The forward primer was one of the two primers which the
three prime nucleotide of the first one matched the Vkorcl sequence of the SD strain (i.e. the
rat genome sequence of the Vkorcl; R61-primer: > TCTCCTCTCGGTGGGGCCT?) and the
three prime nucleotide of the other matched the mutation in the Vkorc! sequence of the donor
strain  (L61-primer: > TCTCCTCTCGGTGGGGCCG®). The reverse primers matched
the Vkorcl sequence of the rat genome sequence for
the Vkorcl ( CAGGCAACCAAATATGCTGT?). We amplified 106 base pairs of Vkorcl
gene using quantitative real-time PCR (qPCR) in a Thermocycler Mx3000P Stratagene
(Massy, France). The reaction mixture contained 5X HOT BIOAmp EvaGreen qPCR Mix (no
ROX). The 15 pL reactions contained 2uL of genomic DNA, 1pmol/uL of each forward and
reverse primers, 5x EvaGreen qPCR buffer including dNTPs, HOT BIOAmp DNA
polymerase, MgCl, at 12.5mM, EvaGreen dye. The cycling was initiated by one denaturation
step at 95°C for 15 min; followed by 40 cycles of 95°C for 30 s, 65°C for 40 s and 72°C for
30 s each. Fluorescence from both SYBER dyes was recorded at the annealing step. The point
at which the PCR product is first detected above a fixed threshold, the thermal cycle threshold
(Cy), was determined for each sample in duplicate, and the average C; of duplicate sample was
calculated. The three possible genotypes R61/R61, R61/L61and L61/L61 were deduced from
the differences between their characteristic cycle threshold values (ACt), that is the difference
of Ct values between the matched and the mismatched primer extension for homozygous

mice, and the absence of such a difference in Ct values for heterozygous animals.



2.5  No-choice feeding test with AVK

No-choice feeding tests were performed on mice previously genotyped as homozygous for

VkorcI™ genotype or Vkorcl®™

genotype. Mice were divided according to their genotype in
groups of 10 male or female mice. Individuals were weighed before the start of the test. Mice
were fed with commercial ready baits containing either 0.0025% difethialone, 0.005%
brodifacoum, 0.005% difenacoum, 0.005% flocoumafen, 0.005% chlorophacinone, 0.005%
bromadiolone, or 0.0375% coumatetralyl. Feeding periods of 4 days were used for males and
females homozygous for VkorcI™™ or Viorc1®™ genotype. Remaining bait was weighed daily
and the intake of bait recorded. Mortality of mice was also observed daily. At the end of the

feeding period with toxic baits, animals were given diet A04 again, water ad libitum and

observed daily for 17 days. The criterion for resistance was survival for 21 days.

2.6 AVK concentration in liver

Residues of AVK were measured in liver when mice homozygous for VkorcI™ and
Viorc1®™ were found dead during the no-choice feeding test in order to compare residues
concentration between genotypes. Liver tissue (1g) was extracted with acetone by using an
Ultra Turrax tissue disperser from IKA Labortechnick ® (VWR International, Strasbourg,
France). Extract was centrifuged at 3000 rpm for 10 min. Supernatant was thus evaporated at
60°C under a gentle nitrogen flow. Dry extract was resuspended in acetonitrile/hexane
(50%/50%). The hexane layer was eliminated and the rest was dried at 60°C under gentle
nitrogen flow. The final dry extract was dissolved in methanol and AVK concentrations were
analysed by HPLC on a reverse phase C-18 column (4.6x150 mm, 5 um; Waters, Milford,
MA, U.S.A.) at a detection wavelength of 258, 260 and 267 nM, for difenacoum, difethialone
and brodifacoum, respectively. The C-18 column was heated to 40°C for difenacoum and
brodifacoum and 30°C for difethialone. A gradient elution system was used with a flow rate
of 1 mL/min: from 30% methanol/70% water (acidified with 0.2% H3;PO4) to 70%
methanol/30% water at 10 min for difenacoum; from 30% acetonitrile/70% water (acidified
with 0.1% H3;POy) to 90 acetonitrile/10% water at 14 min for brodifacoum and from 60%
acetonitrile/40% water (acidified with 0.2% H3;PO,) to 75 % acetonitrile/25% water at 10 min

for difethialone.



2.7  Preparation of liver microsomes

Liver cell microsomes were prepared from fresh liver cells by differential centrifugation, as
described previously by Moroni et al (1995)*°. Protein concentrations were evaluated by the
method of Bradford (1976)*' using bovin serum albumin as a standard. Microsomes were

frozen at -80°C and used for kinetic analysis.

2.8  Heterologous expression in Pichia pastoris

Heterologous expressions of Mus musculus domesticus and Mus spretus VKORCI1 proteins

were performed in Pichia pastoris as described previously'’.

2.9  Vitamin K epoxide reductase activity (VKOR) assays and kinetics

Microsomal VKOR activity was assayed as described previously*” and characterization of the
VKOR activity was performed by the determination of K, Vi.x and K; towards various

10.12.13.22 " Resistance factor of the VKOR activity catalyzed by

AVKs as described previously
VKORCI™ was calculated by dividing the K; obtained for VKORCI*" by the corresponding

K; obtained for VKORC1%™,

2.10 Statistical analysis

In no-choice feeding tests, comparison of survival between treatments was done using a Log-
rank test. Comparison of total consumption of active substance between groups was done
using Kruskal-Wallis tests with the R-fit program.

For enzymatic analysis, data are presented as the mean + SD of three individual
measurements. Multiple comparisons between groups were done using Kruskal-Wallis tests.

Comparison between two groups was done using Mann-Whitney tests.

3 RESULTS
3.1 Trapping of resistant mice in a French bakery

Amplified cytochrome b sequences of trapped mice had 99% of homology with sequences of
cytochrome b published for Mus musculus domesticus. Moreover, four nucleotide changes
were identified in the Vkorcl gene of trapped mice compared to the published M. musculus

domesticus Vkorcl sequence: the g.34C>T, g.76G>T, g.111A>G, g.142G<A nucleotide



changes in exon 1 and the g.976G>T nucleotide change in exon 2 of the Vkorcl gene,
genotype corresponding to VkorcI™ genotype. These nucleotide changes led to p.R12W,
p.A26S, p.E37E, p.A48T and p.R61L SNPs.

3.2 Invivo resistance due to VkorcI®™ genotype versus anticoagulant molecules

Mortality results and mean anticoagulant molecule consumption obtained for mice
homozygous for VkorcI®™ genotype are presented in Table 1. At day 21, 100% of the female
mice homozygous for VkorcI™ genotype treated with coumatetralyl (375 ppm),
chlorophacinone (50 ppm), bromadiolone (50 ppm) were alive despite normal values of
consumption of baits, while 80% of the female mice treated with difenacoum (50 ppm) and
100% treated with difethialone (25 ppm), brodifacoum (50 ppm) or flocoumafen (50 ppm)
were dead. For males, 80, 50 and 40% of the mice treated, respectively, with coumatetralyl
(375 ppm), chlorophacinone (50 ppm) or bromadiolone (50 ppm) were still alive despite
normal values of consumption of baits, while 100% of the male treated with difenacoum (50
ppm), difethialone (25 ppm), brodifacoum (50 ppm) or flocoumafen (50 ppm) were dead. For

mice homozygous for Vkorcl*™

, mortality was higher than 90% for both sexes whatever the
used AVK was, while consumption of baits was similar to that measured for mice
homozygous for VkorcI®™ genotype (data not shown). Concentrations of residues of AVK in
livers at the death of animals were similar between genotype, except for males that died in
trials with difenacoum where AVK concentration was 5 fold-higher in mice homozygous for

VioreI®™ compared to mice homozygous for Vkorc1®™ (Table 2).

3.3  Characterization of the VKOR activity catalyzed by liver microsomes of mice
homozygous for VkorcI®™ genotype

Kinetics parameters of the VKOR activity catalyzed by liver microsomes of male or female
mice homozygous for VkorcI®™ genotype or homozygous for VKorcI®™ genotype were
analyzed by measuring the velocity of the reaction as a function of the vitamin K epoxide
concentration (Table 3). In male and female mice homozygous for VkorcI®™ genotype,
apparent Vpay were, respectively, 33.4 + 4.0 and 53.6 < 8.1 pmol.min™ .mg" ; apparent K,
were 22.8 £ 9.6 and 34.9 + 15, respectively.

Independent of AVKSs used, apparent K, was never modified by the addition of anticoagulant
molecules while apparent Vp,x was lowered by the use of anticoagulant molecules. Modeling

of the data using a non-competitive equation gave a correct fit allowing the determination of
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K; parameters. Systematically, K; constants were higher in mice homozygous for VkorcI™

genotype compared to mice homozygous or heterozygous for Vkorcl dom genotype (Table 4).

34 Characterization of the VKOR activity catalyzed by yeast microsomes expressing

Mus spretus VKORC1 proteins and Mus musculus VKORCI1 proteins.

The VKOR activity catalyzed by recombinant yeast expressing either VKORCI1*™ o

r
VKORCI*" was a linear function of time and protein (results not shown). The reaction rates
of recombinant VKORCI1 enzymes towards vitamin K; epoxide followed the Michaelis—
Menten model allowing the determination of kinetic parameters. K,, were, respectively, 25
uM when the reaction was catalyzed by recombinant yeast expressing VKORC1%™; 24 uM
when the reaction was catalyzed by recombinant yeast expressing VKORCI™".

All AVKs were able to inhibit the VKOR activity catalyzed by VKORC1%™ and VKORC1*"*
spr

proteins, but the concentrations use to inhibit VKORCI
required to inhibit VKORC1%™, Apparent K,, was not modified by the addition of AVKs,

were much stronger than those

while .apparent V.x was lowered. Modeling of the data using non-competitive equation gave
a correct fit allowing the determination of K; parameters for VKORC1%™ and VKORCI"",
and thus calculation of resistance factors induced by the four Vkorcl SNPs for each AVK
(Fig. 1). Depending on the AVK, the resistance factor varied from 2.3 for difethialone to 35

for chlorophacinone.

4 DISCUSSION

House mice with the four SNPs p.R12W, p.A26S, p.A48T and p.R61L corresponding to the
VkorcI™™ genotype are present in France (specifically in Lyon). The sequence of the
cytochrome b of these mice have high homology (99%) with the sequence of Mus musculus
domesticus and more limited homology (92%) with Mus spretus. This specific genotype stems
from an introgression on chromosome 7 of the house mouse by hybridization of the house
mouse with the Algerian mouse (Mus spretus)”. This genotype was described for the first
time in house mice trapped in Westphalia in Germany'®*. Since, then VkorcI*" introgressed
house mice were detected in diverse geographical areas of Germany, Switzerland *'® and

8

Spain'®. In Spain, 93% of the house mice were reported to be carriers for Vkorcl™

genotype'®. In England, Italy and Greece, no VkorcI™ introgressed house mouse were
detected. In France, the presence of such mice was previously unknown. Nevertheless, France

spr

is localized between Germany and Spain where Vkorcl™' introgressed mice were found.
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Moreover, in southern France, the co-existence of Mus musculus domesticus with Mus spretus
is described. It is thus not surprising that VkorcI*™" introgressed house mice are present in
France. These mice were captured in a French bakery invaded by mice despite the use of
different anticoagulant rodenticides in the last 6 months (i.e., baits with 50 ppm of
bromadiolone or 50 ppm of brodifacoum). Resistance to rodenticides of this population of
mice was suspected and in vivo tested by no-choice feeding trials.

Despite a consumption of coumatetralyl or chlorophacinone 8 to 10-fold higher than their
LD50, no mortality of VkorcI™ introgressed female mice was observed in our study and only
20% and 50% of male mice died after consumption of 6-fold the LD50 of coumatetralyl or
chlorophacinone. This resistance to coumatetralyl is in agreement with the results reported for
a population of VkorcI™" introgressed mice trapped in Germany'®. The first generation AVKs
such as coumatetralyl and chlorophacinone can be thus considered as inefficient to control the

spr

populations of VkorcI™ introgressed mice, even if males seem to be less resistant than

females. Bromadiolone and difenacoum, belonging to second generation molecules, seem also

ineffective for controlling the populations of Vkorcl™

introgressed mice, particularly to
control females. No female was found dead after the consumption of 10-fold the LD50 of
bromadiolone, as described for the VkorcI™" introgressed mice trapped in Germany'® and only
80% of females were found dead after consumption of 5.5 mg.kg'1 of difenacoum for 4 days.
The other second generation molecules (i.e., difethialone, brodifacoum and flocoumafen)
were efficient to control VkorcI™ introgressed mice. Consumption of only 4-fold the LD50 of
difethialone (i.e., 1.9 mg.kg".day™ for 4 days) leads to 100% mortality. For brodifacoum and
flocoumafen, 100% mortality was obtained with highest concentrations (i.e., 2.8 and 7.8
mg.kg'.day’ for 4 days) of active substance consumed. However, low concentrations of
brodifacoum or flocoumafen were not tested because commercial ready baits containing less
than 50 ppm of active substance were not available.

To further the understanding of resistance, we compared the observed phenotype with the
properties of liver microsomal VKOR activity. The K; towards first generation molecules and

bromadiolone for liver microsomes of Vkorcl®™

introgressed mice were almost 10- to 100-
fold higher than those obtained for liver microsomes of Vkorcl dom mice (Fig. 1), while K;
towards second generation molecules such as difethialone, brodifacoum and flocoumafen
were very similar between genotypes. These results are coherent with the in vivo phenotype of
the VkorcI™ introgressed mice. Such a demonstration of the coherence between the

properties of the VKOR activity and the in vivo resistance phenotype to AVKs was first
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performed by Lasseur et al'’ and Grandemange'® et al for the Y139F mutation detected in
Vkorcl of Rattus norvegicus.
To demonstrate the involvement of the four introgressed SNPs in the VKOR activity

measured in the liver of Vkorcl®™

-introgressed mice, we produced yeast expressing either
Viore1™ or ViorcI™" and determined resistance factor. This resistance factor corresponded
to the ratio of K; obtained for yeast microsomes expressing VkorcI" with K; obtained for
yeast microsomes expressing Vkorel®™. Clearly, the four SNPs modified the resistance to
first generation AVKs of the VKORCI enzyme and these modifications are similar to the
modifications obtained for liver microsomes. The use of recombinant VKORCI1 enzymes
gave direct information about the catalytic properties of VKOR activity of the liver which is
clearly linked to the in vivo resistance phenotype. This study is a supplementary
demonstration revealing that the in vitro characterization of microsomal VKOR activity in
yeast or in liver by the DTT-driven VKOR assay perfectly reflected the in vivo phenotype
when no other mutation than the mutation or SNP in Vkorcl gene is involved in the
resistance.

Indeed, additional genetically based mechanisms could contribute to the physiological
response to AVK exposure and the presence of numerous fragments of the Mus spretus
genome in the introgressed Mus musculus genome'’ could be associated to resistance. Altered
expression of several cytochromes**’ was proposed to mediate or be involved in resistance to
AVK. The concentrations of AVK molecules in the liver of VkorcI™" introgressed mice and
Viore1®™ mice were similar, suggesting no difference between expressions of cytochromes
genes between genotypes. All these observations taken together are in favor of the exclusive

involvement of the VkorcI®™

genotype in the in vivo resistance phenotype observed.
Nevertheless, in the absence of a 3D-structure of VKORCI1 enzymes of Mus musculus
domesticus and Mus spretus, it is difficult to understand the structural consequences of the
four introgressed SNPs and thus the consequences of these SNPs on the binding of first
generation, while binding of second generation AVKs seems to be not modified by these
SNPs.

The characterization of VKOR activity allowed also determining the consequences of the four
introgressed SNPs for the efficiency of the enzyme to reduce vitamin K epoxide in vitamin K
quinone. These SNPs lead to an enzyme with an altered enzymatic efficiency (i.e., Viax/Km)
compared to Vkorel*™ mice, thus reduce the efficiency of the vitamin cycle and consequently

increase the vitamin K intake requirements for mice homozygous for VkorcI®™" genotype. This

decreased enzymatic efficiency is not in favor of an adaptation of these mice to a granivorous
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vitamin K-deficient diet'®. On the other hand, Mus spretus could be exposed to plants
containing natural coumarin derivatives such as ferulenol contained in Ferula communis

2526 and the molecular evolution of Vkorcl in

found exclusively in the Mediterranean basin
Mous spretus could result from this exposure.

The results presented demonstrate the necessity of using the most powerful second generation
molecules such as difethialone, brodifacoum or flocoumafen to control populations of
VkorcI®™ introgressed mice. The use of first generation molecules on a site where VkorcI™
introgressed mice are present even with low frequency would promote the build-up of the
VkorcI™ allele in this population, thereby increasing the frequency of homozygous animals
from initially rare to ultimately very common. Nevertheless, the first generation molecules are
environmentally safe and should be favored when absence of resistance is demonstrated. This
demonstration could be made by preliminary genotyping. In this case, evaluation of resistance
induced by single or combined mutation(s) to anticoagulant molecules seems to be crucial. In
mice, a large number of SNPs was already identified p.E37G, p.R58G, p.W59G, P.W59L,
p.W59S, p.L124Q, p.L128S, p.Y139C**!'"# but resistance associated to these SNPs has not
been fully characterized, except now for VkorcI™ genotype. Detection of SNPs or mutations
on the Vkorcl gene does not always mean resistance to AVK. Indeed, in humans, more than
26 missense mutations of the VKORCI gene have been found, but only 6 mutations lead to
severe resistance to AVK'’. Therefore, consequences of Vkorc! SNPs or mutations detected
in rodents, and especially in mice, should be characterized in order to use the most appropriate

AVK.

5 CONCLUSION

The present study demonstrates the existence of VkorcI™ genotype introgressed house mice
in France. The in vivo characterization performed in this study will allow in the future
targeting the appropriate molecules when this specific genotype is detected. Indeed, mice are
totally resistant to the first generation AVK and only the use of the most powerful second
generation AVK will control populations. This resistance phenotype was shown in this study
to be exclusively due to the presence of the four introgressed SNPs p.R12W, p.A26S, p.A48T
and p.R61L in Vkorcl.
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LEGENDS OF FIGURES

Figure 1. Inhibition effect of various anticoagulants on VKOR activity catalysed by yeast
microsomes expressing  VKORCI™ or by liver microsomes of Vkorcl™ genotype
introgressed house mice, compared to the effect measured in yeast microsomes expressing

VKORC1%™ or by liver microsomes of mice carriers for wild type Vkorel.
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Bait containing : [AVK] in liver of mice with Vkorc19™

[AVK] in liver of mice with Vkorc1®"

Male Female
Difenacoum (50 ppm) 0.21 0.96
Difethialone (25 ppm) 0.88 1.06

Brodifacoum (50 ppm) 1.31 1.00

Table 2: Ratio of AVK residues in liver of house mice homozygous for Vkorc1®™™ and

house mice homozygous for VkorcI*™", that died during no-choice feeding tests.
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Km Vmax Vmax/ K m

(LM) (pmol.min”.mg™) (uL.min™".mg™)
Male Vkorc ™ /VkorcI™" 22.8+9.6 33.4+4.0 1.46
Vkore1*™/Vkore1™ 13.6£2.0 548+ 1.0 4.02
Female  VkorcI™/VkorcI™ 349+ 15 53.6+8.1" 1.14
Vkore1°™/Viorc1™ 16.8+3.8 151£9.3 8.99

Table 3. Apparent Kinetic parameters towards vitamin K1 epoxide for VKOR activity in
liver of house mice homozygous for VkorcI™®" genotype or homozygous for VKorcl®™
genotype. * p<(0.05 compared to the corresponding data obtained for liver of female mice
homozygous for Vkorc1*™ genotype.
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2. Etude in vitro du r6le de chacune des 4 mutations ponctuelles impliguées

dans la vkorcl spretus et étude de l'interaction de ces mutations

ponctuelles dans le phénotype résistant de VKORC1 spretus

Ce travail fait I’objet d’une publication en cours de rédaction.
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IV. Etude de la mutation W59G et de son implication dans le
phénotype de résistance.

A. Objectif :

Plusieurs mutations sont décrites chez le rat brun comme étant responsables d’une perte
partielle ou totale de l’activit¢ de VKORCI. De plus, chez le rat brun, ainsi que chez
I’homme, une mutation en position 59 sur VKORCI engendre une VKORCI inactive. Lors
du projet Ratail, nous avons découvert des souris possédant la mutation W59G. L’objectif de
cet article était d’étudier quelles étaient des conséquences de la mutation W59G sur la
VKORCI de souris. Dans le cas ou cette enzyme serait elle aussi inactive, le second objectif

¢tait de comprendre comment ces souris pouvaient survivre.

B. Méthode :

La protéine VKORCI1 59G a été exprimée en levure Pichia pastoris et ses propriétés
catalytiques ont ét¢ étudiées. Des souris W59G ont été piégées sur le terrain et nous avons
créé une lignée de souris W59G dans notre animalerie. Un test avec de la warfarine a été
réalisé afin de caractériser le phénotype de résistance de ces souris aux AVKs de premicre
génération. Enfin, aprés euthanasie, les foies des souris homozygotes pour cette mutation, ont
été prélevés. Les ARNm hépatiques ont été préparés ainsi que des microsomes de foie afin de
tester d’une part I’activit¢ VKOR des souris homozygotes 59G en utilisant 6 AVKs, et d’autre

part afin de quantifier les niveaux d’expression des genes vkorcl et vkorcILI.

C. Résultats :

Tout d’abord, I’enzyme VKORC1 59G exprimée en levure est inactive. Ainsi, cette mutation
rend 1’enzyme non fonctionnelle. De plus, les ARNm de vkorcl chez les souris homozygotes
59G sont tres peu transcrits. Chez ces souris, il y a conjonction entre un géne vkorcl muté peu
transcrit et une protéine qui apparait, aprés expression hétérologue, inactive. Cependant, les
souris homozygotes 59G survivent et se reproduisent trés bien. De fagon surprenante, nous
avons observé une activité hépatique VKOR semblable a celle des souris WT. Ces souris
posséderaient donc une autre enzyme que VKORCI permettant de catalyser
I’activit¢. VKOR. Apres avoir fait le test a la warfarine in vivo et testé 1’activité VKOR vis-a-

vis des 6 AVKs, nous avons constaté que les souris homozygotes 59G présentent une
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résistance moyenne aux AVKs de premiere génération, en revanche, elles ne présentent pas de

résistance aux AVKs de seconde génération.

Nous avons voulu tester I’hypotheése que I’enzyme paralogue de VKORCI1, normalement peu
exprimée dans le foie mais surtout exprimée dans les tissus extra-hépatiques, VKORCIL1
pourrait €tre impliquée dans la suppléance du géne vkorcl observée dans cette lignée. Le
niveau d’expression des ARNm de vkorcILI chez les souris 59G est semblable a celui des
souris WT. De ce fait, VKORCILI n’est pas I’enzyme responsable de I’activit¢ VKOR chez

les souris 59G.

Ce travail est en cours de rédaction.
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INTRODUCTION

Rodents are the cause of many economic and health problems. Indeed, they are reservoirs of
over 40 zoonotic pathogens such as Leptospirosis or Hantaviruses. Moreover, they destroy
every year about 200 million tons of cereal. So, the management of rodent populations is a
major challenge. The most commonly used rodenticides are the vitamin K antagonist (VKA).
The use of VKA for the management of rodent populations is practiced for over 50 years.
These VKA have many advantages. Their delayed action allows to bypass food aversion
which is a specific behavioral trait of rodents. A specific and immediate antidote in case of
poisoning which is the vitamin K1 is available. VKA inhibit a key enzyme of the vitamin K
cycle : the VKORCI1 enzyme, encoded by the vkorcl gene (1,2). This enzyme allows to
catalyze the reduction reaction of vitamin K epoxide in vitamin K hydroquinone. The
presence of vitamin K hydroquinone is essential for the production of clotting factors (II, VII,
IX and X). Thus, the inhibition of VKORCI1 by the VKA, blocks the recycling of the vitamin

K hydroquinone, and rodents die from bleeding.

However, after 50 years of intensive treatment, resistance cases have been reported, initially
in rats (3), then in mice (4). On one hand, the resistance may be of metabolic origin. This
metabolic resistance was notably observed in Rattus rattus (5,6). On the other hand, the
resistance can be due to a modification of the target. The target resistance corresponds to a
decrease of the inhibiting effect of VKA towards the VKOR activity. This target resistance is
due to the selection of mutations in the vkorc/ gene. Numerous mutations have been detected
in this gene and associated with a resistant phenotype in Rattus norvegicus (7,8), in Mus
musculus domesticus (7,9) and also in humans (10,11). The use of recombinant VKORCI1
expressed in yeast is a reliable tool for studying the resistance associated with vkorcl
mutations (8,11,12). Hodroge et al have shown a correlation between the use of recombinant

enzymes expressed in yeast and the results observed ex vivo and in vivo (8).

By using this methodologic approach, Hodroge et al showed that all the vkorc/ mutations are
not systematically causal for resistant phenotype (11). So in humans, among 30 mutations,
only 6 led to clear resistance. The mutation R98W, leads to inactivation of the VKORCI
protein. This mutation was detected in the homozygous state in lebanese families and the
mutation R98W is responsible for VKCFD2 syndrome. Ten other mutations whose W59R
WS59L and W59C mutations, could also lead to a protein with a basal activity quite reduced
(11). In fact, using recombinant yeast expression system, the VKOR activity of the W59



mutated VKORCI is less than 2% of the VKOR activity of the wild type enzyme. These
mutations are found in the heterozygous state in humans and they are not described to be
associatewith pathological consequences. However, the basal activity of these 10 human
mutations remains controversial. Indeed, the expression of the corresponding proteins in a
eukaryotic system would allow to still ensure the gamma-carboxylation of an overexpressed
chimeric factor IX. The limiting step in this cell system being not described, the maximum
activity of an overexpressed wild type VKORCI in this system cannot be measured and

therefore the effects of mutations on basal activity cannot be evaluated.

In mice, mutations in the tryptophan 59 amino acid have been also observed, the W59G,
WS59L and W59S mutations (Goulois et al, submitted). Furthermore, we have found in France,
during a resistance monitoring study, mice carrying, in the homozygous state, the mutation
W59G, in Marne, Finistere and Morbihan department. W59G Homozygous mice were
trapped and a strain has been developed to evaluate the resistance of these mice and to

identify the underlying mechanisms.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Warfarin-susceptible and warfarin-resistant wild mice strains, bred in VetAgro Sup, were
initially trapped from French farms in the 1980s. Each strain received the same feed and water
ad libitum. Animals were not supplemented in vitamin K and received a standard feed

(Scientific Animal Food and Engineering, reference A04 for adult rodent).

No-choice feeding test with warfarin

Before testing, all animals were maintained on diet A04 (Scientific Animal Food and
Engineering) and water ad lib. Individuals were weighed before the start of the test. No-
choice feeding tests were carried out on groups of twenty mice. Mice were fed with wheat
containing 0.025% warfarin. Feeding periods of 6 or 9 days were used for male and female,
respectively. The contents of food pots were weighed daily and the intake of bait recorded.
The mortality of mice was also observed daily. At the end of the feeding period with toxic

baits, animals were given diet A04 again and observed for an additional period of 15 or 12



days, for male and female, respectively. The criterion for resistance to warfarin was survival

of a 21-day feeding test on 0.025% warfarin bait.

Vkorcl sequencing

Genomic DNA was extracted from tail sample using the Macherey-Nagel Nucleo-spin Tissue
extraction kit (Hoerdt, France). Two pul of genomic DNA was amplified using specific
primers of Vkorcl gene. In order to sequence the totality of the Vkorcl gene, two sets of
primers were used. The sequences of the first set of primers sSVKOR-S1 and sVKOR-ASI1
were (5-GATTCTTCCCTCCTGTCC-3’) and (5’-AGACCCTGTCTCAAAACCTA-3’),
respectively, and were used to amplify mouse Vkorcl gene from nucleotide -36 to nucleotide
+1727. The sequences of the second set of primers sVKORC1-S2 and sVKORC1-AS2 were
(5’-GAAAGCAGAACACTTAGCAGG-3’) and (5’-AACCAACAGCAGAATGCAGCC-3’),
respectively, and were used to amplify the mouse Vkorcl gene from nucleotide (+)1252 to
nucleotide (+)2512. Mouse Vkorcl amplifications were performed using sVKOR-S1 and
sVKOR-AS1 or sVKOR-S2 and sVKOR-AS2 (10 pmol), Accuprime polymerase (1 units,
Invitrogen) in a 25 pl reaction volume containing 2 pul DNA, 2.5 pl 10X Accuprime buffer
and 200 pM of each deoxynucleotide triphosphate. The amplification was performed at 94°C
for 3 min followed by 40 cycles at 94°C for 20 s, 64°C for 20 s, 68°C for 50 s, and a final

extension step at 68°C for 10 min. The amplified products were sequenced on both strands.

DNA mutation screening assay

The VKORCI exons 1, 2 and 3 from the 250 mouse samples were sequenced (Biofidal, Lyon,
France). The sequences were read with Bioedit software. They were analyzed using clc
sequence viewer 7 software and compared to published Mus musculus domesticus sequences
published in Genbank in order to detect the homozygous mutations. The heterozygous

mutations were detected by examination of the sequencing chromatogram.

Plasmid constructions

Mus musculus VKORCI coding sequence fused with a c-myc tag via a flexible (GGS); in its
3’-extremity was optimized for heterologous expression in yeast and synthesized by

GenScript (Piscataway, NJ, USA). Synthesized nucleotide sequences included EcoRI and



Xbal restriction sites at their 5’- and 3’-extremities, respectively. These nucleotide sequences
were subcloned into pPICZ-B (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) and sequenced on both
strands. Construction of VKORC1-G59 was carried out using pPICZ-mVKORCI as template,
with the QuikChange site-directed mutagenesis kit (Stratagene). Mutant was checked by

sequencing, and the mutant was expressed in P. pastoris.

Heterologous expression in Pichia Pastoris

Heterologous expressions of mVKORC1 and G59-VKORCI1 proteins were performed in
Pichia pastoris as described previously (4, 15). pPICZ-mVKORCI1 or G59-VKORCI1 vectors
were individually transformed into the P. pastoris SMD1168 yeast strain using the P. pastoris
Easy Comp Transformation kit (Invitrogen). Transformants were selected on YPD plates (1%
(w/v) yeast extract, 2% (w/v) peptone, 2% (w/v) dextrose) containing 100 pg/ml Zeocin
(Invitrogen). The cells were grown in BMGY medium (1% (w/v) yeast extract, 2% (w/v)
peptone, 100 mM potassium phosphate, pH 6.0, 1.34% (w/v) yeast nitrogen base, and 1%
(v/v) glycerol). Expression was induced by methanol (1%, v/v) for 48 h at 30 °C in a rotary
shaker (200 rpm). Yeast cells were collected by centrifugation (3000 g — 10 min) and

immediately frozen at -20°C.

Subcellular fractionation of recombinant yeast cells

Yeast microsomes were prepared from thawed yeast cells by differential centrifugation.
Briefly, yeast cells were resuspended in 50 mM Phosphate Buffer (pH 7.4) containing 1.15 %
(w/v) of KCI. Yeast cells were broken with Zircon beads using Dispermat® LC30 (VMA-
GETZMANN, germany) (15 min — 3500 rpm) a continuously at 4°C and further submitted to
differential centrifugation. The 100,000 g pellet corresponding to the membrane fraction was
resuspended by Potter homogenization in HEPES glycerol buffer (50 mM Hepes, 20%
glycerol, pH 7.4). Protein concentrations were evaluated by the method of Bradford using
bovin serum albumin as a standard. Microsomes were frozen at -80°C and used for kinetic

analysis.

Immunoblot analysis

Expression level quantification of mVKORCI1 and G59-VKORCI proteins in microsomal

fractions were determined by western blotting. Briefly, microsomal proteins were separated



on 12% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, transferred onto Immobilon-P membranes.
The membrane were saturated with in a solution of 5% milk diluted in PBS buffer, and the
membrane was incubated at 4 ° C overnight with anti-c-myc primary antibody (Ozyme,
Montigny-le-Bretonneux, France). The resulting immunocomplexes were visualized using
Horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit immunoglobulins as secondary antibodies and
the terminal detection was performed by incubating the membrane with an ECL RevelBlot®
Intense solution (Ozyme) and revealed by chemiluminescence using the imager Syngene®
(Ozyme). The relative intensity (RI) of the signal was correlated to the quantity of microsomal

proteins. The relation was linear from 0 to 10 pg for microsomal proteins.

Vitamin K epoxide reductase activity (VKOR) assays and kinetics

Microsomal vitamin K epoxide reductase (VKOR) activity was assayed as described
previously (4, 15). Briefly, standard reactions were performed in 200 mM Hepes buffer (pH
7.4) containing 150 mM KCl, 1 mM dithiothreitol and 1 g.L-1 of total proteins. The reaction
was started by the addition of vit K1>O solution in 1% Triton X-100 and incubated at 37°C
for 30 min. In these conditions, the reaction was linear according to the time of incubation and
the quantity of incubated proteins. After incubation at 37°C for 30 min, the reaction was
stopped by adding of 2 mL of isopropanol. After centrifugation at 3000 g for 10 min in order
to precipitate proteins, 2 mL of hexane was added. After centrifugation at 3000 g for 10 min,
the hexane layer was removed and dried under nitrogen. The dry residue was immediately
dissolved in 0.2 mL of methanol and reaction product was analyzed by liquid
chromatography-mass spectrometry.

The LC-APCI/MS/MS used was a 6120 Quadrupole LC/MS with an Atmospheric Pressure
Chemical Ionisation (APCI) interface and a LCMS Chemstation software from Agilent
Technologies (Palo Alto, CA, USA). Chromatographic separation was performed using a
XTerra MS C18 column (2.1mm x 50mm, 2.5um, Waters, Milford, MA, USA) with a mobile
phase of methanol, 0.1% acetic acid (96:4) in isochratic condition. The column temperature
was 48°C. The flow rate in the LC column was 0.4ml/min. The injection volume was 20ul.
The temperature of the autosampler tray was set to 5°C and the samples were protected from
the daylight. Detection was by MS with APCI source in positive mode. Nebulizer pressure
was set to 60psi, dry gas temperature to 350°C, dry gas flow to 5 L/min, and vaporizer
temperature to 400°C. Capillary voltage was set to 4000V, corona needle to 10pA.

Identification criteria for vit K1 are the retention time (tr= 3.9 min) and the selected ion 451 .4.



Identification criteria for vit K1>O are the retention time (tr=2.9 min) and the selected ion
467.0. Linearity and accuracy were tested from 25 to 2000 ng/ml (n=20). The response was
linear throughout the concentration range tested with a coefficient of correlation (r2) above
0.99. Accuracy was between 80 and 120% of the theoretical concentrations.

Km, Vmax and Ki values were obtained from at least three separate experiments performed
on two different batches of protein. The estimation of Km and Vmax values was achieved by
the incubation of at least 9 different concentrations of vit K>O (from 0.003 to 0.2 mM) to the
standard reaction. Incubations were performed in duplicate. Data were fitted by nonlinear
regression to the Michaelis-Menten model using the R-fit program. In order to evaluate the
inhibiting effect of AVKs on VKOR activity, Ki were determined after addition of various
concentrations of anticoagulant (Fig. 3) to the standard reaction in the presence of increasing
amounts of vit K>O (from 0.003 to 0.2 mM) using anticoagulant concentrations from about
0.05 to 20xKi. Data were fitted by non-linear regression to the non-competitive inhibition

model v=(Vmax/(1+(I/K1)))*(S/(Km+S)) using the R-fit program.

Total RNA extraction and cDNA synthesis

Total RNA were extracted from mouse. first with the TRIzol reagent (Invitrogen, Cergy
Pontoise, France) and then by using SV Total RNA Isolation System (Promega,
Charbonnieres, France). Three separated RNA extractions were made. RNA concentration
and purity were analyzed using a UV-160A spectrophotometer (Shimadzu, Roucaire, France),
measuring spectral absorption at 260 and 280 nm. cDNA templates were synthesized from
100 ng total RNA in a final volume of 20 pL containing 500 pmol of oligo(dT);s and 200
units of Moloney murine leukemia virus Reverse Transcriptase (Invitrogen, Cergy Pontoise,

France) according to the manufacturer’s protocol.

Quantitative real time-PCR

Quantitative real time-PCR reactions were performed with the MX3000P qPCR Machine
(Stratagene, Amsterdam, The Netherlands) using primers for Vkorcl, VkorcILl, Ggcx or
Ngol. Sequences primers for Vkorcl amplification were 5’-TCCCGCGTCTTCTCCTCT-3’
(forward) and 5’-CGTCCCCTCAAGCAACCTA-3’ (reverse). Sequences primers for
Vkorclll amplification were 5’-CGAGCCAAACAGTGTCTTTGGACTTA-3’ (forward) and
5’-TGTGGTGACGCAGATGATGCAA-3’ (reverse). Gapdh was used as housekeeping gene.
Sequences of the Gapdh primers were as follows: 5’-CAGAACATCATCCCTGCATC-3’



(forward) and 5’-CTGCTTCACCACCTTCTTGA-3’ (reverse). The housekeeping gene was
amplified under the same conditions used for the amplification of the target genes. Briefly, in
a final volume of 20 puL, 5 ng of cDNA were added to an optimal amplification reaction
mixture containing 5X HOT BIOAmp Evagreen® qPCR Mix (Biofidal, Vaux-en-Velin,
France) and 200 nM of each primer. Thermal cycling was the following: activation of the
HOT BIOAmp® DNA Polymerase at 95°C for 15 min and 40 cycles of amplification (95°C
for 30s, 60°C for 40s and 72°C for 30s). To determine the specificity of amplification,
analysis of product melting was conducted after the 40 cycles of amplification: a melting
curve was obtained by increasing the temperature at a rate of 0.01°C per second from 60°C to
95°C. In these conditions, Vkorcl and Vkorclll amplification efficiencies were similar
(respectively, 101 and 99%) and allowed the comparison of their relative expression. The
point at which the PCR product is first detected above a fixed threshold, the thermal cycle
threshold (C;), was determined for each sample in duplicate, and the average C; of duplicate
sample was calculated. To determine the quantity of the target gene-specific transcripts
present in different tissues relative to the control, their respective Ct values were normalized
by subtracting the Ct value obtained from the Gapdh control (ACt = Ct target — Ct control)

and the relative concentration was determined with the following formula: 22",

RESULTS

The wild mice from the colony of Lyon were effectively resistant to warfarin

In order to evaluate the in vivo resistance to warfarin of the wild mice from the resistant
colony of Lyon, a no-choice feeding test with warfarin was performed, as described in the
experimental procedures. 128 mice including 59 males and 69 females from the resistant
colony of Lyon were fed with wheat containing 0.025% warfarin for 6 and 9 days, for male
and female, respectively. Twenty one days after the beginning of the test, 52 % of mice were
alive (in comparison, a no-choice feeding test with such bait led to 98% of mortality in
susceptible mice). Vkorcl gene was sequenced in the 128 mice used for the no-choice feeding
test. Sequencing of Vkorcl gene allowed us to detect a single nucleotide mutation T969G.
This mutation led to the replacement of Tryp into Gly in position 59 of VKORCI. Table 1
presents the genetic status of the mice of the starting population and the genetic status of the
mice dead and alive after the no-choice feeding test. In the starting population including 128
mice, the G59 allelic frequency was 36% with 14% of mice homozygous for G59, 44% of

mice heterozygous and 42% of mice homozygous for W59 (i.e., carriers for wild-type Vkorcl



gene). In the population of surviving mice including 67 individuals, the G59 allelic frequency
was 46% with 20% of mice homozygous for G59, 51% of mice heterozygous and 29% of
mice homozygous for W59. In the population of dead mice including 61 individuals, the G59
allelic frequency was only 25% with 6% of mice homozygous for G59, 37% of mice

heterozygous and 57% of mice homozygous for W59.

The resistance to warfarin of the mice from the colony of Lyon was linked to the

presence of the W59G mutation

In order to analyze the in vivo resistance to warfarin according to Vkorcl genetic status of the
wild mice of the resistant colony of Lyon, twenty male and female mice of each genotype
(i.e., homozygous for W59 or homozygous for G59 or heterozygous) were selected in the
colony by the genotyping method described in the experimental procedures. Thus, the in vivo
resistance to warfarin of each group of mice was evaluated by performing a no-choice feeding
test, as described previously. Mortality results and mean bait consumption are presented in
Table 2. Mean bait consumption during the feeding period was similar between groups.
Twenty one days after the beginning of the test, 95% of male and 84% of female mice
homozygous for G59 and 35% and 42% of male and female heterozygous mice were alive

while only 10% of male and 5% of female mice homozygous for W59 were still alive.

WS59G mutation led to an almost complete loss of VKOR activity

To assess the consequences of W59G mutation on the functional properties of VKORCI,
wild-type and its W59G-VKORC1 mutant were overexpressed as c-myc-fused proteins in P.
pastoris. Both proteins were efficiently expressed in Pichia pastoris with the same expected
molecular mass of approximately 20-kDa. Western blot analysis showed that recombinant
wild —type and its W59G-VKORCI1 mutant were expressed at similar levels (Figure 1). The
expression factor of W59G-VKORCI protein (comparatively to the expression of WT-
VKORCT1) was comprised between 0.8 to 1.5 (according to the batch of recombinant protein
analyzed) (Figure 2). The ability of WT-VKORCI1 and it W59G-VKORCI1 mutant to catalyze
the reduction of K>O to K was determined. Figure 2 shows the VKOR activity of WT-
VKORCI and W59G-VKORCI proteins at 200 pM of K>O after normalization of their
expression. W59G mutation led to an almost complete loss (>98%) of VKOR activity towards

vit K1>0.



W59G mutation was linked to a very low expression of corresponding mRNA in liver

The presence of mRNA for Vkorcl was assessed by real time PCR in liver from male mice
from the resistant colony of Lyon, according to the Vkorcl genetic status. Figure 3 shows
patterns of the expression of mRNA encoding VKORCI but also the other enzymes involved
in the vitamin K cycle (i.e., VKORCIL1, GGCX and NQO1) in liver from G59/G59 or
W59/G59 or W59/W59 male mice from the resistant colony and in liver from male mice of
the warfarin-susceptible colony. Vkorcl mRNA were detected in livers of all mice.
Nevertheless, in liver from G59/G59 mice, expression of Vkorcl mRNA was drastically

decreased

Liver microsomes of mice homozygous for G59 were able to catalyze VKOR activity

In order to characterize the in vitro resistance to VKA of liver microsomes of mice
homozygous for G59, 10 male mice homozygous for G59 and 10 male mice homozygous for
W59 were selected in the resistant colony by the genotyping method. Moreover, 10 male mice
from the warfarin-susceptible mice colony were also selected. Liver microsomes were
prepared as described in the experimental procedures. The ability of each microsomal fraction
to catalyze the reduction of K>O to K was determined. Liver microsomes of mice
homozygous for G59 was able to reduce vit K>O in vit KH2 as liver microsomes of mice
homozygous for W59. The reaction rates of microsomal fractions towards vit K;>O followed the
Michaelis—Menten model allowing the determination of kinetic parameters. Results are presented in
Table 3. Ky, and V. values obtained for liver microsomes of mice homozygous for G59 were

similar to those obtained for liver microsomes of mice homozygous for W59.

VKOR activity catalyzed by liver microsomes of mice homozygous for G59 was resistant

to warfarin

In order to compare the susceptibilities to AVKs of the VKOR activity catalyzed by liver
microsomes of mice homozygous for W59 and mice homozygous for G59, their respective
inhibition constants Ki towards various AVKs of the first generation (i.e., warfarin,
coumatetralyl, chlorophacinone) or the second generation (i.e., bromadiolone, difencoum,
difethialone or brodifacoum) were determined. All AVKs were able to inhibit the VKOR
activity in a non-competitive manner for all the mutants. Results are presented in Table 4. The

VKOR activity catalyzed by liver microsomes of mice homozygous for G59 was highly



resistant to warfarin, coumatetralyl, chlorophacinone and bromadiolone compared to liver

microsomes of mice homozygous for W59.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

1/ Mice homozygous for W59G mutation are resistant to warfarin, as shown by the no choice
feeding test. This result suggests that this mutation leads to a VKORCI1 enzyme resistant to

warfarin.

2/ In order to demonstrate the involvement of this mutation in the in vivo resistance phenotype
observed for the mice carrier for this mutation, the recombinant mutated VKORC1 was
expressed in Pichia pastoris. This recombinant enzyme was almost not able to catalyse the
VKOR activity (less than 2% of VKOR activity compared to wild type VKORC1). Moreover,
the Vkorcl mRNA was 10-fold less expressed in liver of mice homozygous for G59 than for
W59. Therefore, VKORCI cannot support the VKOR activity in liver in mice homozygous
for G59.

3/ There is a VKOR activity in liver of mice homozygous for G59. This activity is resistant to

warfarin. Another enzyme must exist in liver of these mice to support the VKOR activity.

4/ In order to identify the enzyme able to support the VKOR activity in liver of mice
homozygous for G59, the corresponding gene will be introgressed in the genome of CD1 mice

by successive crossings and selection by warfarin, as described in Figure 4.
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Table 1: Characterization of the genotype of mice in the starting wild population and in
the surviving and dead populations after a no-choice feeding test with baits containing

0.025% warfarin.
lati genotype
population " W59/W59 W59/G59 G59/G59
Starting population 128 53 57 18
Surviving population 67 19 34 14
Dead population 61 34 23 4

Table 2: Mortality of mice belonging to different strains with different Vkorcl genotype

during a no-choice feeding test with baits containing 0.025% warfarin.

To determine the susceptibility of mice to warfarin, a no-choice feeding test with a bait
containing 0.025% of warfarin was carried out. For each group, 20 males or female mice were
exposed to baits for 7 days (for male) or 9 days (for female).

Male Female
Mice strain Genotype
Mean bait Mortality Mean bait Mortality
consumption (%) consumption (%)
(2
War.farm—'suscep‘gble W59/W59 99 100 95
wild mice strain

WS59/W59 191 90 95

Wild mice fromthe 54,55 177 65 58

resistant colony of
Lyon

G59/G59 163 5 16




Table 3: Apparent Kinetic parameters towards vit K1>O obtained with liver microsomes
from wild mice belonging to different strains with different Vkorcl genotype.

Liver microsomes were performed by using liver from 10 individuals of the strain. Each data
point represents the mean + SD of two individual determinations. * p<0.02 compared to the
values obtained for the warfarin-susceptible mice.

Mice strain Genotype Km Vmax Vmax/Km
(uM) (pmol.min'l.mg'1 of prot) (uL.min"". mg™" of prot)
Warfarin-susceptible 50 w59 136414 24.8+0.7 1.82
mice strain
Wild mice from the W59/W59 199+23 326+14 1.63
resistant colony of
Lyon G59/G59 17.9+3.1 26.3+0.9 1.46

Table 4: Ki values towards various AVK obtained with liver microsomes from wild mice
belonging to different strains with different Vkorcl genotype.

Liver microsomes were performed by using liver from 10 male mice belonging to the same
the strain. Inhibition parameters were assessed using anticoagulant concentrations from about
0.05 to 20xK;. Each data point represents the mean + SD of two individual determinations. *
p<0.02 compared to the values obtained for the warfarin-susceptible mice.

Inhibitor Warfarin-susceptible mice strain Wild mice from the resistant colony of
Lyon
W59/W59 W59/W59 G59/G59
warfarin 0.36 £ 0.08 0.30+0.05 27.0+7.90"
coumatetralyl 0.04 £0.01 0.10+£0.02 1.07+£027"
chlorophacinone 0.03 £0.01 0.05 £0.01 0.36+0.01"
bromadiolone 0.04 +0.01 0.06 + 0.02 0.24+0.08 "
difenacoum 0.02+0.01 0.04 +£0.01 0.08 £0.02
brodifacoum 0.03+0.01 0.03+0.01 0.05+0.02
difethialone 0.02+0.01 0.05+0.01 0.02 +0.01




Figure captions

Figure 1: Semi-quantitative analysis of wild type VKORC1 and W59G-VKORC1
expressed in Pichia pastoris by western blotting.

Figure 2: Specific activity of wild tye VKORC1 and its W59G mutants. Enzyme activity
was evaluated in the presence of 200 pM of KOX and 0.25 to 2 g.L"' of microsomal proteins
containing membrane WT or mutated VKORCI1. Values are expressed as % of activity of
WT-VKORCI. Each data point represents the mean + SD of three individual determinations
and is representative experiment performed on two different batches of protein.

Figure 3: Expression of mRNA encoding VKORCI, VKORCILI, GGCX, NQOI and
Calumenine in liver from G59/G59 or W59/G59 or W59/W59 male mice from the resistant
colony and in liver from male mice of the warfarin-susceptible colony.

Figure 4: W59G mutation introgression in CD1 mice.
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Partie 7 : Discussion

Le travail présenté dans ce mémoire traite des différents mécanismes de résistance de cible
aux AVKs découverts chez Mus musculus domesticus mais aussi chez un autre rongeur
considéré comme nuisible, le rat noir ou Rattus rattus. Depuis les années 60, les
professionnels (PCO, pest control operators) ont observé sur le terrain que les souris avaient
tendance a étre moins sensibles aux traitements anticoagulants et plus difficiles a gérer. Alors
que notre connaissance de la résistance de cible commengait a étre importante pour le rat
brun, Rattus norvegicus et que la résistance induite par ce mécanisme est particulierement
efficace, nous ne disposions, au début de ce travail que de trés peu de données sur ce
mécanisme chez d’autres rongeurs nuisibles. Nous avons voulu, par une étude de terrain,
rechercher les mutations du géne vkorcl et évaluer I’importance de ce mode de résistance en
France dans les populations de souris domestiques et de rats noirs et réaliser une surveillance
de I’évolution de cette résistance chez le rat brun pour lequel nous connaissions les
principales mutations retrouvées en France, Y139F (de loin la plus fréquente), Y139C et
L120Q).

Notre théorie de départ était que le mode de résistance aux AVKs chez la souris était
identique a celui du rat brun, a savoir un nombre limité de SNP au niveau de [’exon 3 du gene
vkorcl, induisant une perte de sensibilité importante aux anti-vitamines K. En effet, chez
Rattus norvegicus, nous savons que 5 mutations sont réellement causales de la résistance :
Y139C, YI39F, Y139S, L1280 et L128S. Ces mutations sont présentes en Europe et posséedent

une répartition bien localisée dans chaque pays.

Mise en place du projet Ratail et SNP découverts

La thése CIFRE a pour avantage de permettre de créer une passerelle entre le milieu de la
recherche et le milieu industriel, dans le cas de cette thése, I’entreprise Liphatech. Le projet
Ratail est le fruit de cette association. Liphatech, grace a son réseau étendu de PCO en France,
nous a envoyé plus de 340 échantillons de rats bruns et de rats noirs et plus de 290
¢échantillons souris provenant de 27 régions en France. A partir de ces échantillons, nous

avons extrait I’ADN génomique, amplifié et séquencé les 3 exons du géne vkorcl.
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Importance du phénomeéne de résistance chez la souris domestique

Cette étude nous a permis de découvrir un nombre important de mutations chez la souris, bien
plus important que chez le rat brun et contrairement au rat brun, ces SNP sont présents sur les
3 exons du gene vkorcl. De plus, cette étude nous a dévoilé une tres faible proportion de
souris WT. Sur les 290 échantillons de souris envoyés, 70% de ces souris présentent une
mutation sur leur séquence vkorcl, soit 30% de souris WT. Dans son étude en Allemagne,
Pelz avait observé une proportion de souris WT encore plus faible, de ’ordre de 9%. Dans
notre étude, les 290 échantillons proviennent de 65 sites. En effet, pour étre représentatifs
d’un site, plusieurs individus doivent étre échantillonnés et analysés. Sur ces 65 sites, 4 sont
dépourvus de mutation, soit 6% des sites. En Allemagne, la proportion de sites indemnes de
mutation était de 4%. Nos résultats observés sont concordent donc avec ceux observés
précédemment par Pelz ef al en Allemagne. Enfin, en France, parmi les souris présentant des
mutations, 80% expriment ces mutations a 1’état homozygote. Cependant, la faible proportion
de souris WT retrouvée dans notre étude peut étre quelque peu biaisée par le fait que ce sont
des PCO qui nous font parvenir les échantillons. En effet, les PCO nous envoient des
¢échantillons provenant de zones qui ont été traitées par des AVKs. Or, nous savons depuis
longtemps que I’utilisation des AVKs engendre une pression de sélection qui sélectionne
justement les individus porteurs de mutations. Donc, selon les traitements effectués
précédemment sur le site, en cas de premier traitement, la majorité des échantillons envoyés
sera des souris WT. En cas de traitements répétés sur une longue période sur le site, la

majorité¢ des échantillons présentera une mutation.

Néanmoins, nos résultats montrent :

- Une extension massive de la résistance. Non seulement 70% des prélévements que nous
avons analysés sont mutés, mais des souris mutées sont aussi retrouvées dans plus de 90% des
sites. De plus 1’essentiel des mutations sont retrouvées a 1’état homozygotes ce qui montre

que dans les sites d’essais, la fréquence allélique de la mutation observée est trés importante.

- Que le nombre des mutations est élevé. Il apparait que ce nombre est bien plus important

chez la souris domestique que chez le rat brun.

- Qu’il existe une répartition régionale des mutations et que dans un méme site de piégeage il

n’est retrouvé, en général, qu'une ou deux mutations.
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Il ne fait guére de doute que I’utilisation intensive des AVKs en France durant les 50
derniéres années, ait permis la sélection de populations résistantes et que la faible proportion
de souris WT en est le reflet concret. Ces résultats correspondent avec les observations
provenant des PCO qui soulignent une difficulté croissante a venir a bout d’une invasion de

souris sur un site.
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Figure 42 : Carte représentant les modes de résistance aux AVKs développés par les souris en France

Cette étude nous a permis de mettre en évidence 3 modes de résistance de cible aux AVKs
chez la souris domestique en France (figure 42). Tout d’abord : des SNPs, qui comme chez
Rattus norvegicus, peuvent affecter la sensibilit¢ de VKORCI1 aux traitements antivitamine K.
Ensuite, le second mode de résistance est I’introgression du géne vkorcl des Mus spretus chez
les souris domestiques. Enfin, dans certains cas, une mutation sur le géne vkorcl aura pour
conséquence d’inactiver I’enzyme VKORCI : les mutations W59. Dans ce cas, la mise en
place d’un autre gene permettra de réaliser 1’activit¢ VKOR. L’étude des 3 modes de
résistance a été réalisée en étudiant les propriétés catalytiques des enzymes VKORC1 mutées

exprimeées par la levure recombinante Pichia pastoris.
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Caractérisation des mutations par un mod¢le d’expression hétérologue en

levure Pichia pastoris

Afin de mieux comprendre I’'implication des SNPs détectés sur le géne vkorcl dans le
phénotype de résistance des souris aux AVKs, nous avons effectué une approche par
mutagénese dirigée dans le but de construire les plasmides pPicZ-B pour chaque mutation.
Nous avons ensuite intégré ces différents plasmides dans la levure Pichia pastoris afin qu’elle
produise les enzymes VKORCI correspondantes. Les enzymes recombinantes ont été

exprimées avec un tag C-myc permettant leur détection par Western Blot.

Ce modgele d’expression fut choisi car il a été¢ développé au sein de notre équipe et sa fiabilité
a été testée en le comparant a un modele in vivo et ex vivo. En effet, dans son article paru en
2011, Hodroge montre une forte corrélation entre les résultats obtenus en utilisant des
microsomes de foie de rat et ceux en utilisant des microsomes de levure, aussi bien pour la
rVKORC1 WT que la tVKORCI1 Y139F. De plus, lorsque les résultats de ces études sont
confrontés a ceux d’une étude in vivo réalisée sur des rats porteurs de la mutation Y139F
(176), les facteurs de résistance observés sont trés fortement corrélés aux résultats obtenus par
des approches enzymatiques ex vivo (microsomes de foies) ou in vitro (microsomes de levures
recombinantes). Notre modele d’expression hétérologue de VKORCI via Pichia pastoris est
un modele fiable qui permet d’étudier les conséquences des différentes mutations retrouvées
chez la souris sans avoir besoin de la souris directement. En effet, il est exclu de pouvoir
piéger et développer une lignée de souris pour chaque mutation que nous avons découverte ou
retrouvée en France. De plus, I’enzyme VKORCI est une enzyme hépatique, afin d’avoir une
quantit¢ suffisante d’enzymes pour réaliser nos expériences, alors une quantité non
négligeable d’animaux serait nécessaire. Afin de prendre en considération la volonté des 3R
(Réduire, Raffiner et Remplacer), I’utilisation de notre modele levure permet de remplacer
I’utilisation des animaux par un systéme apportant des résultats équivalents et de diminuer le
nombre d’animaux quand leur utilisation est indispensable. Le systéme Pichia pastoris permet
d’obtenir en peu de temps une biomasse ainsi qu'un niveau d’expression suffisant afin de

réaliser nos études enzymatiques.

Les activités enzymatiques que nous réalisons sont basées sur la mesure directe du produit de
réaction de I’enzyme VKORCI1 avec son substrat, I’époxyde de vitamine K (K10X): la
vitamine K quinone. Afin de déclencher cette réaction enzymatique, le pouvoir réducteur est

apporté dans la réaction par 1’ajout de dithiothréitol (DTT). Cette méthode a été validé in vivo,
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ex vivo et in vitro chez le rat brun (152,176,189). Les facteurs de résistance obtenus avec cette
approche, en utilisant des microsomes de levure exprimant la VKORC1 WT de Rattus
norvegicus, ont été corrélés avec succes avec les facteurs de résistance obtenus a partir de
VKORCI provenant de foie de rat brun WT. Une corrélation identique a ét¢ montrée dans le

cas de la VKORC1 mutée Y139F.

A T’heure actuelle, d’autres modéeles ont été développés afin d’étudier les conséquences des
mutations sur ’enzyme VKORCI. Les modeles développés par le groupe de Stafford ou par
le groupe d’Oldenbourg sont des modeles cellulaires dans lesquels le geéne vkorcl a été «
knock outé », mais aussi le géne vkorclll dans le modele de Stafford contrairement au
modele d’Oldenbourg. Dans ce modéle, un facteur de coagulation ou la partie «gamma-
carboxylable» d’un facteur de coagulation a été surexprimé ainsi que le géne vkorcl ou ses
mutants. Le parametre mesuré pour évaluer I’activité¢ de la VKORCI est la concentration du
facteur gamma-carboxylé (ou de sa fraction « gamma-carboxylable ») dans le milieu
extracellulaire.

Dans ces deux modeles, 1’étude des effets des mutations en terme de catalyse (Vmax/Km) et
en terme de résistance (Ki) sont compliqués a interpréter. En effet, ’entrée du substrat n’est
pas évidente : y-a-t-il un transporteur ? L’entrée de I’inhibiteur est également discutable,
d’ailleurs les Ki dans ces modeles sont 100 fois inférieurs a ceux observés avec des systémes
microsomaux, reflétant ainsi que la concentration de I’inhibiteur en intra-cellulaire est sans
doute bien plus importante qu’en extra-cellulaire. Mais la critique majeur que nous
reprochons a ces deux systémes est que 1’activité enzymatique de la VKORCI surexprimée
est mesurée par la quantité de facteur surexprimé. Ainsi, il faut considérer que chaque enzyme
produite dans la cellule recyclera des milliers molécules de vitamine K par minute et que
chaque molécule de vitamine K recyclée permettra une gamma-carboxylation d’une protéine
surexprimée.... Pour pouvoir assurer que le facteur limitant du parameétre mesuré sera
I’activité de I’enzyme surexprimée, il faudrait que le substrat a gamma-carboxyler soit
surexprimé des millions de fois plus que I’enzyme surexprimée. Autant dire que le parametre
limitant (entre une enzyme et un substrat) est clairement la production du substrat de gamma-
carboxylation. On ne s’étonnera donc pas que tous les mutants qu’ils soient peu,
moyennement actifs ou tres actifs dans notre analyse de la catalyse, présentent une activité

similaire a celle de la vkorcl wild type.

Nos études enzymatiques, elles, sont basées sur la quantification de la vitamine K quinone,

ici de la réaction VKOR, donc directement liée a 1’action de la VKORCI.
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Le débat entre les différents protocoles d’é¢tude de la VKORCI n’est pas 1’objectif de cette
thése. Cependant, notre choix du systeme d’expression en levure Pichia pastoris a été réalisé
aprés mure réflexion, car il semble étre le modele se rapprochant le mieux de la réalité. La
fidélité de ce modele nous a permis de mieux comprendre et de prédire les résistances liées

aux mutations retrouveées sur la vkorcl de souris.

Premier mode de résistance de cible aux AVKs : les SNPs

a) Simples mutants

18 VKORCI1 mutées ont été construites et étudiées. Ces mutations ont été soit décrites dans la
littérature, notamment par Rost et al en 2009, soit découvertes au cours de notre étude Ratail.
A la différence du rat brun ou les SNPs sont localisés majoritairement sur 1’exon 3 de vkorcl
codant pour le site catalytique de I’enzyme, chez la souris, les SNPs sont retrouvés sur les 3
exons. Nous avons choisi de déterminer les constantes d’inhibition de VKORC1 WT et
mutées vis-a-vis de 6 anticoagulants, des AVKs de premicre génération : le coumatétralyl, la
chlorophacinone et la bromadiolone, et des AVKs de seconde génération : le difénacoum, le
brodifacoum et la diféthialone. Le choix de ces AVKs a été basé sur le fait que ce sont les
rodenticides les plus utilisés ou qui ont été¢ les plus utilisés sur le marché. Pour chaque
VKORCI1 mutée et pour chacun des AVK utilisés, un facteur de résistance a ce produit a été

établi correspondant au rapport des Ki VKORCI1 mutée / Ki VKORC1 WT.

Sur I’ensemble des VKORCI1 étudiées, deux mutations apportent une réelle résistance. Ces
deux mutations sont L128S et Y139C. En effet, les AVKs de premiere génération sont
inefficaces sur ces mutations. En ce qui concerne L128S, le Ki de la bromadiolone est
multiplié par 13 et celui de la mutation Y139C est multiplié par 29. En revanche, ces
mutations apportent une faible résistance aux AVKs de seconde génération. Ces AVKs restent
donc efficaces. Pour les autres mutations, les facteurs de résistance aux premieres générations
sont relativement modérés, de ’ordre de 3 a 5. Pour les secondes générations, il n’y a pas de

résistance.
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b) Localisations des SNPs et conséquences fonctionnelles

Figure 43 : Représentation de la structure de la protéine VKORC1 de souris avec localisation des

différentes mutations rencontrées

Depuis la découverte de la structure cristalline de 1’homologue bactérien de VKORCI, un
modele 3D de la protéine a été construit. A partir de ce modele, de nombreuses études ont été
entreprises afin d’observer comment les mutations peuvent affecter la structure de la protéine
et son interaction avec son substrat et I’AVK. La position des mutations peut entrainer des
modifications importantes de la conformation de la protéine, expliquant ainsi une diminution

de sa sensibilité aux AVKs.

Les mutations en position R12 et A26 sont localisées sur le domaine transmembranaire 1 :
TM1 (figure 43). Les mutations en position E37, A48, R58, W59 et R61 interviennent au
niveau de la boucle luminale entre le TMI1 et le TM2. Les mutations L124 et L128
interviennent au niveau de la boucle entre le TM3 et le TM4. Enfin, Y139, elle, est située sur

le TM4, au niveau du site catalytique de I’enzyme.

Stafford avait indiqué que le résidu 57 pouvait établir une liaison avec I’époxyde de vitamine

K. Les mutations treés proches de cet acide aminé (R58, W59) modifient trés fortement la Km
de I’enzyme montrant que toute déformation de I’enzyme autour de cette zone modifie
I’interaction avec le substrat. Il semble donc que la boucle luminale et en particulier la

demi-hélice alpha (acide-aminé 51 a 57) forme un « bouchon » mobile capable d’obturer le
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canal formé par les quatre domaines transmembranaires. Un tel « bouchon » conserverait une
certaine forme d’hydrophobicité dans le milieu réactionnel et stabiliserait 1’interaction entre le
substrat et I’enzyme. Ainsi, la constante de dissociation K.; du complexe [enzyme-substrat]
serait diminuée du fait de « I’étanchéité » de ce bouchon. Toute déformation de ce «bouchon»

se traduirait par une augmentation de K_; et donc par une augmentation du Ky;.

K K>
[E]+[S] ———= [ES] ———> [E]+[P]
K

Ku = (K-1+K2) /K1

Les mutations L128S et Y139C sont localisées a proximité (L128S) ou sur le 4éme domaine
transmembranaire de VKORCI1 (Y 139C). Ces deux positions de mutation sont courantes, non
seulement chez la souris mais également chez le rat brun. La mutation L.128S conduit a une
résistance non négligeable aux premieres générations. Cette mutation est localisée juste avant
le site catalytique : CXXC de I’enzyme, dans une région riche en résidus aromatiques :
FFVLYDF. Cette séquence a été décrite par Stafford comme formant une poche hydrophobe
qui interagit avec le cycle aromatique de la vitamine K ou celui des AVKs. Ainsi une
substitution d’un acide aminé en position 128 ou 139 peut perturber la bonne liaison du
substrat ou de I’AVK avec VKORCI et ainsi diminuer la sensibilit¢ de VKORC1 aux AVKs.
Le remplacement d’un acide aminé par un autre plus polaire, dans la poche, peut
considérablement modifier le site de liaison avec un AVK hydrophobe. Or, la leucine et la
phénylalanine sont des acides aminés apolaires. En revanche, la sérine et la tyrosine sont
toutes les deux des acides aminés polaires. Ceci peut potentiellement expliquer la diminution
de la sensibilit¢ de VKORC1 aux AVKs. De plus, Lasseur et al (190), ont montré que la
longueur de la chaine latérale des AVKs est corrélée avec la diminution des Ki de la
VKORCI. En effet, de la warfarine a la diféthialone, il y a progressivement une augmentation
de la longueur de cette chaine. Plus la chaine est de taille importante, plus I’hydrophobicité
des AVKs augmente. De ce fait, les AVKs sont plus stables dans leur interaction avec
VKORCI. Ainsi, la position L128 et Y139 va interagir avec le noyau indane-1,3-dione ou 4-

hydroxycoumarine ou thiocoumarine des AVKs mais pas avec la chaine latérale.
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Les acides aminés modifiés sont positionnés sur les secteurs transmembranaires, entre ces
secteurs ou sont juxtaposés a un éventuel site de fixation du substrat ou de I’inhibiteur. Ainsi,
ces mutations vont modifier faiblement ou trés fortement la sensibilit¢ de I’enzyme a son
inhibiteur. Prévoir les effets de ces mutations sur la protéine en travaillant sur les

modifications de sa structure est cependant assez compliqué.

c) Doubles mutants

La souris domestique, en France, posséde une large palette de mutations présentes sur les 3
exons de vkorcl. Une telle variété de mutations n’est retrouvée que chez la souris. Une
hypothése permettant d’expliquer ce phénomene est qu’en France, durant plusieurs dizaines
d’années, la molécule utilisée essentiellement pour gérer les populations de souris était la
chlorophacinone, un AVK de premicre génération. Cette molécule est efficace contre des
souris WT. En revanche, cette molécule a sélectionné un grand nombre de mutations qui
n’apportent pas une résistance fondamentalement ¢levée. Cependant, les souris sont
naturellement moins sensibles aux AVKs de par leur comportement alimentaire. En effet,
elles se nourrissent de plusieurs sources alimentaires différentes en faibles proportions. La
prise alimentaire d’un appat étant restreinte, elles consomment moins d’appats qu’un rat brun.
De plus, grace au facteur de résistance apporté par ces mutations, certes plus faible que celui
procuré par la mutation LI128S ou Y139C, cela permet aux souris de résister a la
chlorophacinone. En revanche, dans le cas du rat brun, les rodenticides utilisés ont été plus
puissants que de la chlorophacinone, tel que de la bromadiolone ou du difénacoum par
exemple. Ainsi, leur utilisation contre le rat brun a sélectionné un nombre peu important de
mutations pouvant y résister (L120Q, Y139C, Y139F). Ces mutations sont trés résistantes aux

premicres générations et seulement positionnées sur 1’exon 3 du geéne vkorcl de rat brun.

Chez la souris, les mutations sont présentes sur les 3 exons. Ainsi, lorsque deux souris
possédant des mutations différentes se reproduisent, des recombinaisons peuvent se produire

de sorte a former des descendants présentant des doubles mutations (figure 44).
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Figure 44 : Localisation de souris possédant des doubles mutations en France

En France, sur des sites ou se retrouvent les mutations A26T et L128S, nous avons trouvé des
souris doubles mutées 26T/128S a I’état homozygote. Le méme phénomene a été retrouvé
avec les mutations A26S et L128S avec des souris doubles mutées 26S/128S a 1’état
homozygote, les mutations W59G et L124M avec des souris homozygotes 59G/124M et
¢galement avec les mutations L128S et Y139C avec des souris 128S/139C a I’état
hétérozygote seulement. Jusqu’a maintenant, ce phénoméne n’avait jamais été observeé.
Cependant, dans le cas de la souris domestique, des mutations différentes sont présentes sur
un méme site. Cela est une spécificité de la souris. En effet, ceci n’est pas retrouvé chez le rat
brun, car chez cette espece, une seule mutation est retrouvée dans un secteur global, avec une
proportion de rats porteurs de mutation et de rats WT qui varie. Et de par le comportement
moins agressif des souris, nous pouvons supposer que des interactions ont lieu entre deux
colonies différentes de souris. En se reproduisant, des recombinaisons sont possibles,
notamment entre I’exon 1 et ’exon 3 du gene vkorcl.

Toutes les enzymes VKORCI présentant des doubles mutations ont été étudiées in vitro afin
de caractériser leur sensibilité vis-a-vis des AVKs de premicre et de seconde génération. Les
résultats de cette étude montrent un cumul de la résistance apportée par chacune des
mutations. Bien que les mutations L128S et Y139C apportent une résistance significative aux
AVKs de premicre génération, les facteurs de résistance envers les secondes générations sont

faibles, ne permettant pas a ces souris de survivre en cas d’utilisation de brodifacoum ou de
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diféthialone. En revanche, avec deux mutations sur VKORCI, que ce soit 26S/128S,
26T/128S ou 26T/139C, les facteurs de résistance au brodifacoum et a la diféthialone sont de
I’ordre de 10. Ainsi, les souris doubles mutées homozygotes sont résistantes aux secondes
générations. D’ailleurs, ces souris ont été retrouvées sur des sites ou 1I’emploi de plusieurs
AVKs différents avait échoué, que ce soit des AVKs de premieres ou de secondes générations
(tels que la bromadiolone et le difénacoum).

Les rats bruns, eux ne présentent pas, a ce jour, de doubles mutations, et il y a peu de
probabilités qu’ils se retrouvent un jour dans cette situation. En effet, les mutations chez cette
espece sont essentiellement localisées sur 1’exon 3 de vkorcl. De par leur comportement
social, il y a peu de chances que deux rats bruns venant de deux colonies différentes, avec
deux mutations différentes, se reproduisent. Par ailleurs, méme si cela avait lieu, des

recombinaisons au niveau d’un méme exon sont aussi tres rares.

Une problématique se pose concernant la gestion des souris domestiques dans les pays du
nord de I’Europe. Dans ces pays, notamment au Danemark, les autorités exigent une
utilisation des AVKSs graduelle, en commengant par les premieres générations : coumatétralyl,
puis chlorophacinone puis bromadiolone et ensuite en cas d’échec, I'utilisation d’AVKs de
seconde génération est autorisée. Cette stratégie a pour but de limiter ’apparition de
résistances aux secondes générations en diminuant leur emploi. De plus, cette stratégie permet
de limiter les risques d’écotoxicité secondaire. Cependant, de par notre expérience
maintenant, nous pouvons prédire que cette stratégie risque au contraire de sélectionner des
mutations sur les 3 exons de la vkorcl de leurs souris domestiques, puis de favoriser
I’apparition de doubles mutants. Ce faisant, ils vont, par eux-mémes, provoquer 1’apparition

de résistance aux AVKs de seconde génération.

d) SNP découvert chez le Rattus rattus

Jusqu’a maintenant, peu d’informations sont connues concernant la résistance possible des
rats noirs aux AVKs. Cette espece étant moins au contact direct et a la vue de ’homme,
contrairement au rat brun, elle a ét¢ beaucoup moins traitée aux AVKs. En 2001, Sugano et al
ont décrit, chez Rattus rattus, un cas de résistance métabolique au Japon (178). Cette
résistance provenait d’une surexpression du cytochrome CYP3A responsable du métabolisme
des AVKs.

Récemment, grace au projet Ratail, des échantillons de rats noirs nous ont été envoyés. Ces

échantillons provenaient d’une ferme a Saragosse, en Espagne, ou de nombreuses campagnes
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de traitement a la Bromadiolone avaient été réalisées, mais engendraient un faible taux de
mortalité chez ces animaux. A partir des échantillons, une fois I’ADNg extrait et le géne
vkorcl séquencé, un SNP fut découvert sur I’exon 1 du géne. Ce SNP engendrait la mutation
Y25F sur VKORCI. Cette mutation n’avait jamais été caractérisée auparavant. Aprés analyse
in vitro des propriétés catalytiques de cette enzyme VKORCI1 mutée Y25F, nous avons
montré que cette mutation conduit a une augmentation des constantes d’inhibition des AVKs.
L’hypotheése avancée est que la mutation Y25F cause une perte partielle de la structure
hélicoidale de la TM4 de VKORCI. La modification de la structure de I’enzyme provoquerait
une diminution de sa sensibilité aux AVKSs, notamment a la Bromadiolone. Actuellement, des

recherches sont entreprises sur la résistance de cible chez I’espéce Rattus rattus.

Second mode de résistance de cible : I’introgression du geéne vkorcl spretus

Lors de 1’é¢tude Ratail, nous avons regu des échantillons de souris dont la séquence vkorcl
¢tait légerement différente de la séquence vkorcl des Mus musculus domesticus. Cette
séquence particuliere était la vkorcl de Mus spretus. Cependant, la séquence du cytochrome b
de ces souris présentait plus de 99% d’homologie avec la séquence de Mus musculus
domesticus. Comme 1’a démontré Kohn et son équipe, il y a eu introgression du geéne vkorcl
spretus dans le génome de Mus musculus domesticus, du fait d’un croisement entre ces deux
especes. Ce croisement, donnant lieu a des hybrides, avait déja été décrit précédemment par
Song et Pelz. Rost et al ont décrit la découverte de ce groupe pour la premiere fois en
Allemagne. Ces hybrides ont été par la suite décrits en Suisse et en Espagne. En Espagne,
93% des souris domestiques sont des souris introgressées spretus. L’Espagne a été le pays
présumé ou le croisement initial entre la Mus spretus et la Mus musculus domesticus a débuté
da a la coexistence des deux especes dans ce pays. En Angleterre, en Italie et en Grece,
aucune souris introgressée spretus n’a été retrouvée pour le moment. Dans le sud de la
France, une coexistence des deux especes avait été décrite. Cependant, avec le projet Ratail,
nous avons identifi¢ des souris introgressées spretus a Lyon, mais également a Paris et dans le
nord de la France. Ainsi, ces hybrides sont largement disséminés en France. L’introgression
du geéne vkorcl spretus proviendrait de 1’introgression naturelle de 10Mb du chromosome 7
des Mus spretus dans nos souris domestiques. La VKORCI spretus différe de la VKORCI1
domesticus par la substitution de 4 acides aminés : R12, A26, A48 et R61 sont remplacés par

12W, 268, 48T et 61L.
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a) Capture de souris introgressées spretus et étude in vivo de la résistance

A Lyon, des souris introgressées spretus ont été retrouvées a 1’état homozygote dans une
boulangerie et ont €té capturées. Nous avons ainsi pu créer une lignée de souris introgressées
spretus dans nos animaleries afin de confirmer et de caractériser la résistance de ces souris
aux AVKs de premicere et de seconde génération. Nous avons, dans un premier temps, réalisé
des tests in vivo en aquarium en remplacant I’alimentation de ces souris introgress€s spretus
par des AVKSs pendant 5 jours, pour les males et les femelles en parallele. Le coumatétralyl
375 ppm, la chlorophacinone 50 ppm, la bromadiolone 50 ppm, le difenacoum 50 ppm, la
difethialone 25 ppm, le brodifacoum 50 ppm et le flocoumaféne 50 ppm ont été testés.
Ensuite, un suivi de la mortalité de ces souris a été effectué¢ durant 21 jours. Ce test nous a
démontré I’inefficacité des premiéres générations sur ces souris. Song avait trouvé des
résultats identiques dans son étude (7). Les AVKs de seconde génération eux restent assez
efficaces pour gérer les populations de souris introgressées spretus. Enfin, nous avons observé
une nette différence de sensibilité¢ aux AVKs entre les males et les femelles. Il semblerait que

les femelles soient moins sensibles a I’action des AVKs que les males.

b) Etude de la VKOR hépatique des souris spretus

Afin d'aller plus loin dans la compréhension de cette résistance, nous avons décidé de
comparer le phénotype observé de ces souris introgressées spretus avec les propriétés de
l'activité de VKOR de microsomes hépatiques. En effet, Pelz ef al (177) dans leur publication
avaient soulevé I'intérét d’étudier ’activité VKOR de ces souris. Cependant, ne disposant pas
de microsomes hépatiques de ces souris, ils n’avaient pas ét¢ en mesure de réaliser cette
expérience. Cette expérience nous a montré¢ une augmentation considérable des Ki pour les
AVKs de premicre génération, que ce soit pour les males ou les femelles. Les Ki des
molécules de premiere génération obtenus dans cette étude pour les microsomes de foie de
souris introgressées spretus sont de 10 a 100 fois plus élevés que ceux obtenus a partir de
microsomes de foie de souris WT. La différence de sensibilit¢ aux AVKs entre les males et

les femelles a été également retrouvée lors de cette expérience.
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Tableau 7 : Comparaison entre les facteurs de résistance in vitro et la mortalité observée in vivo chez

des souris introgressées spretus males et femelles pour des AVKs de premiére et seconde génération

Souris introgressées spretus males Souris introgressées spretus femelles
Facteur de % de mortalité Facteur de % de mortalité
résistance ex vivo observé in vivo résistance ex vivo observé in vivo

Warfarine 45 ND 118 ND
Coumatetralyl 19 20 25
Chlorophacinone 14 50 13
Bromadiolone 7 60 14

Difenacoum 5 100 3 80

Difethialone 3 100 1 100

Brodifacoum 3 100 1 100

Flocoumaféne 4 100 1 100

Nous avons montré une corrélation directe entre le facteur de résistance observée in vitro et la
mortalité observée lors de nos tests en aquarium (tableau 7). Pour un facteur inférieur a 5, il
n’y a pas de résistance. Cela s’observe pour les AVKs de seconde génération. Lorsque le
facteur de résistance est compris entre 5 et 10, une résistance modérée apparait, c’est le cas
notamment pour la Bromadiolone. Enfin, pour des facteurs de résistance supérieurs a 10, une
sévere résistance est en place, et cela s’observe par une faible mortalité des souris pour les

AVKs de premiere génération.

Afin de démontrer l'implication de l'ensemble des quatre mutations VKORCI1 dans les
propriétés de l'activité de VKOR mesurée dans le foie de souris introgressées spretus, nous
avons produit des levures exprimant soit la VKORCI1 spretus, soit la VKORC1 WT et
déterminé les facteurs de résistance induits par les quatre mutations de VKORCI. Ce facteur
de résistance correspond au rapport de la Ki obtenu pour les microsomes de levure exprimant
la VKORCI1 spretus avec le Ki obtenu pour les microsomes de levure exprimant la VKORC1
WT. 1l est clair que les quatre mutations modifient la résistance aux AVK de l'enzyme
VKORCI1 et ces modifications sont similaires aux modifications obtenues pour des
microsomes hépatiques. L'utilisation des enzymes recombinantes VKORC]1 permet de donner
des informations directes sur les propriétés catalytiques de 1'activité de VKOR du foie qui est

clairement en lien avec le phénotype de résistance in vivo.
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c) Autres voies possibles de résistance chez les souris introgressées spretus

Nos expériences ont montré que la VKORCI1 spretus est responsable du phénotype de
résistance des souris introgressées spretus aux AVKs. Cependant, a cette résistance pourrait
étre ajoutée une résistance métabolique. En effet, la présence de nombreux fragments du
génome de Mus spretus introgressés dans le génome de Mus musculus domesticus pourrait
étre associée a des mécanismes de résistance supplémentaires. L'expression accrue de
caluménine a ¢té décrite chez les rats comme prenant partie dans le phénotype de résistance
aux AVKs (191).

Cependant, chez nos souris, aucune différence dans l'expression de la caluménine dans le foie
n’a été observée par PCR en temps réel entre les génotypes.

Une expression altérée de un ou plusieurs cytochromes a déja été proposée pour servir de
médiateur ou pour directement étre impliquée dans la résistance aux AVKs (178,179,192).
Cependant, les concentrations des AVKs de seconde génération dans le foie entre les souris
introgressées spretus et les souris domestiques sont similaires. Cela ne suggére ainsi aucune
différence d’expression des génes de cytochromes entre les deux génotypes.

Toutes ces observations prises ensemble sont donc en faveur de l'implication exclusive du

génotype VKORCI spretus dans le phénotype de résistance in vivo observé.

d) Mutations contributives de la résistance du génotype spretus

L’introgression du gene vkorcl spretus est donc un mécanisme efficace de résistance aux
AVKs. Il est intéressant de noter que Song et al en 2011 ont montré que le groupe spretus de
4 mutations (12, 26, 48 61) pouvait perdre une de ses mutations a I’extrémité 5’ ou 3’ de
I’ensemble (12, 26, 48 ou bien 26, 48 et 61) et donc étre retrouvé sous la forme de triples
mutants voire méme de doubles mutants (26S, 48T ou 48T, 61L ou 26S, 61L) et méme de
simples mutants (A26S) (7).

L’existence de ces doubles mutants A26S, A48T ou de simple mutant A26S nécessite soit une
double recombinaison meiotique dans une zone remarquablement étroite de fagon a exciser
les mutations en 12 et les mutations R61L tout en conservant une ou deux mutations internes
soit un processus plus vraisemblable et d’ailleurs plus fréquent de non cross over (NCO). Un
tel phénomene est également indispensable pour expliquer le double mutant 26L, 61L qui
sinon impliquerait 3 recombinaisons pour exciser la mutation en 12W et la mutation en 48T.
Notons que si le NCO se produit chez une souris hétérozygote porteuse d’un alléle de type

spretus et un second all¢le de type 128S, alors la double mutation A26S/L128S est expliquée.
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Il apparait donc clairement que toutes les combinaisons de mutations issues du groupe spretus
sont possibles et seront vraisemblablement retrouvées. En conséquence réaliser 1’étude des
conséquences catalytiques de chacune de ces combinaisons et en particulier en terme de
résistance est utile en terme de gestion des populations. Il faut rajouter qu’en terme de
compréhension du mécanisme de la VKORCI une telle étude est passionnante pour
I’évaluation du réle de chacune de ces mutations et dans la mise en évidence de synergie entre

ces différentes mutations

Grace a notre systeme d’expression en levure, nous avons construit chaque mutant du groupe
spretus puis les doubles et triples mutants pour chaque combinaison possible et chacune des
VKORCI a été exprimée en levure. Pour toutes les mutations a 1’état seul, la résistance est
relativement faible, aucune d’elles n’est donc responsable du degré de la résistance apporté
par le groupe des 4 mutations. En ce qui concerne les doubles mutants, nous observons une
résistance moyenne aux premicres générations. Il y a un phénomene de cumul de la résistance
apportée par chaque mutation. En revanche, dans le cas des triples mutations, nous trouvons
des résistances tres séveres aux AVKs de premiere génération. Il semblerait ainsi que ce soit
I’association de plusieurs de ces mutations qui soit causale de la résistance, et non pas une

mutation majoritaire.

Dans son étude, Pelz et al suggerent que la mutation 61L est moins liée que les autres
mutations (177). En Allemagne, Pelz et son équipe ont trouvé de nombreuses souris
introgressées spretus avec le génotype 12W/26W/48T, donc dépourvu de la mutation 61L.
Dans notre étude, I’analyse du triple mutant 12W/26S/48T a montré une résistance du méme
ordre que celle apportée par le groupe spretus entier. Cela semble suggérer que la mutation
61L n’apporte pas une contribution indispensable a la résistance. L’étude du triple mutant
26S/48T/61L apporte un degré de résistance du méme ordre que le groupe spretus et du triple
mutant 12W/26S/48T. La mutation 61L ne paraissant pas contributive de la résistance, il
semblerait que le motif 26S/48T ajouté a une autre mutation soit responsable de la résistance.
Cela se vérifie d’ailleurs pour les autres triples mutants, a savoir 12W/26S/61L et
12W/48T/61L dont les degrés de résistance sont bien plus faibles.

Nous pouvons ainsi émettre ’hypothése que le motif 26S/48T est indispensable a 1’enzyme

VKORCI spretus afin de résister aux AVKs.
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Le développement intensif de ’agriculture, 1’ouverture des frontieres en Europe facilitant le
transport des marchandises ainsi que d’autres facteurs ont permis la dispersion des souris
domestiques ainsi que la rencontre et la reproduction entre Mus musculus domesticus et Mus
spretus. Le traitement toujours plus important avec des AVKs de premicre génération a
favorisé I’hybridation de ces deux especes afin de former des souris Mus musculus domesticus
possédant une VKORCI spretus tres résistante aux AVKs de premicére génération. Donc ce
mécanisme d’introgression du géne vkorcl spretus est une adaptation des souris pour résister
aux AVKs, d’ou le terme employé par Song : « Adaptative introgression hybridation », avec
un transfert horizontal de la résistance de Mus spretus vers Mus musculus domesticus. Avec la
pression de sélection maintenue, les souris introgressées sprefus voient leur fitness
temporairement augmenté. Leur résistance leur permet de survivre plus longtemps, donc ces
souris possedent plus de chances de pouvoir se reproduire et de transmettre leur géne vkorcl

spretus. Cela explique ainsi la large diffusion de ces souris introgressées spretus en Europe.

Troisieme mode de résistance de cible : géne de suppléance a vkorcl

a) Geéne de suppléance a vkorcl

Des mutations provoquant une diminution importante de 1’activit¢ de VKORCI voire
I’inactivité de la protéine sont décrites chez le rat brun ainsi que chez I’homme. En effet, a
I’état homozygote, chez ’homme, le porteur de ce genre de mutation est alors atteint du
syndrome VKCFD2. Cependant, grace a un traitement adapté de vitamine K administré par
voies orales ou intraveineuses, les patients peuvent survivre. Les souris possédant une
mutation inactivante a 1’état homozygote, elles, ne devraient pas pouvoir survivre. Cependant,
nous avons capturé des souris homozygotes 59G et nous avons créé une lignée de ces souris
dans notre animalerie. Ces souris homozygotes mutées 59G, qui ont une enzyme VKORCI1
inactive, survivent tout de méme tres bien et ne présentent pas de trouble de la reproduction.
Par ailleurs, 1’é¢tude de la distribution transcriptionelle des enzymes du cycle de la vitamine K
a montré que I’expression des ARNm de vkorcl est quasi nulle. Ces résultats excluent ainsi la
participation de la VKORCI a Dl’activit¢ VKOR. Pourtant, I’activit¢ VKOR est belle et bien
présente dans les microsomes de foie de ces souris 59G. En conséquence, une autre enzyme
catalyse I’activit¢ VKOR chez ces souris.

Un test en aquarium, a la warfarine, a été réalisé sur ces souris, pour les males et les femelles.
Alors que les souris non mutées ont un taux de mortalité de 100%, les homozygotes mutées

59G males et femelles ont respectivement un taux de mortalité de 5% et 15%. Afin d’aller
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plus loin dans la compréhension de la résistance de ces souris 59G, nous avons comparé leur
phénotype de résistance avec les propriétés de 1’activité VKOR de microsomes hépatiques.
Les Ki obtenus pour les molécules de premiére génération, a partir de microsomes de foie de
souris 59G, sont entre 10 et 60 fois plus élevés que ceux obtenus a partir de microsomes de
foie de souris WT. Concernant les AVKs de seconde génération, il n’y a pas de différence de
Ki.

L’enzyme catalysant I’activit¢ VKOR chez les souris 59G est donc naturellement moins
sensible a I’action des AVKs de premiere génération. Lors de cette étude, nous avons testé,
chez ces souris, I’expression du gene vkorclll. L’enzyme VKORCILI1 est normalement peu
exprimée dans le foie, par ailleurs, elle est connue pour étre capable de catalyser I’activité
VKOR et aussi pour étre naturellement moins sensible que VKORCI1 aux AVKs. Cependant,
I’expression des ARNm vkorclll chez les souris homozygotes 59G est identique a celle des
souris WT. L’enzyme VKORCILI n’est donc pas I’enzyme permettant de catalyser 1’activité
VKOR chez les souris 59G. Il apparait donc que vkorcl est suppléé par un autre géne chez les
souris 59G, et ce géne code pour une enzyme naturellement moins sensible aux AVKs de

premiere génération.

b) Découverte de la mutation W59G

Lors de notre étude Ratail, nous avons répertorié des souris portant une mutation en position
59 sur VKORCI : la mutation W59G. Ces souris ont été trouvées majoritairement dans le
Finistére. Rost, dans son étude, avait découvert la mutation W59R présente chez le rat brun et
il I’avait caractérisée comme ¢étant une VKORCI trés peu active. Nous avons exprimé la
VKORCI1 mutée 59G grace a notre systeme levure afin d’étudier les propriétés catalytiques
de cette enzyme. Cependant, cette VKORCI est inactive. La mutation 59G rend non
fonctionnelle ’enzyme VKORCI. Or, dans la littérature, d’autres mutations en position 59
sont décrites sur la VKORCI de souris : la mutation W59L et la mutation W59S. Nous avons
exprimé ces deux VKORCI avec la levure Pichia pastoris et nous avons constaté¢ le méme
résultat : ces deux VKORCI1 mutées sont €galement inactives. Il semblerait ainsi qu’un
changement d’acide aminé en position 59 de I’enzyme VKORCI1 entraine une modification de

sa structure qui la rend non fonctionnelle.
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c) Localisation du géne de suppléance dans le génome de Mus musculus domesticus

De facon a localiser plus précisément la position de ce géne dans le génome des souris 59G,
nous avons introgressé cette mutation sur 7 générations dans le fond génétique de souris CD1.
Par analogie avec une étude similaire réalisée chez le rat par Grandemange et a/ en 2009, nous
pouvons considérer qu’il ne subsiste que 0.4% du génome sauvage des souris 59G et un
fragment de 10 a 30 MB entourant vkorcl issu des souris 59G sur le chromosome 7. La lignée
de souris formée possede ainsi plus de 99% du génome des souris CD1. Apres 7 générations,
les souris homozygotes 59G survivent et sont résistantes a la warfarine. Ainsi, nous pouvons
en conclure que le géne qui code pour I’activité VKOR, chez les souris 59G, est localisé trés

pres du géne vkorcl, donc il est présent sur le chromosome 7 de ces souris.

L’utilisation intensive des AVKs a sélectionné de nombreuses mutations permettant aux
souris de survivre. Cependant, certaines des mutations sélectionnées ne rendent pas la
VKORCI moins sensible aux AVKs mais inactivent cette VKORCI1. A cause de cette
VKORCI mutée non fonctionnelle, les souris mutées en position 59 ont su s’adapter. Le géne
vkorcl conduisant @ une enzyme non fonctionnelle, les ARNm vkorcl ne sont plus produits
ou en tres faible quantité, et un autre géne a remplacé le role de vkorcl en codant pour une
enzyme catalysant I’activit¢ VKOR. De plus, cette enzyme étant moins sensible aux AVKs,
elle apporte un avantage en terme de survie tant que la pression de sélection est maintenue.
Cela permet ainsi une dissémination de ces souris 59G et une transmission de ce gene

inconnu.
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Partie 8 : Conclusions

La résistance aux AVKs est un probléme tant en médecine humaine qu’un probléme dans la
gestion des populations de rongeurs sauvages. La résistance de cible, impliquant des
mutations dans le géne de la vitamine K époxyde réductase (vkorcl), est retrouvée a la fois
chez ’homme et chez les rongeurs. Néanmoins, en raison de l’utilisation massive de ces
molécules en tant que rodonticides depuis pres de 50 ans, I'importance de ce phénomene est
extréme chez les rongeurs sauvages.

Une enquéte de terrain nous a permis de mettre en évidence de nombreuses mutations sur le
gene vkorcl tant chez le rat noir que chez la souris. La mutation retrouvée chez le rat noir
(Y25F) était présente dans des ¢levages dans lesquels la prolifération de ces rongeurs n’était
plus contrélable malgré I’utilisation de bromadiolone. La caractérisation des propriétés de
I’enzyme recombinantes confirme en effet que la mutation Y25F induit une forte résistance a

cette molécule.

De nombreuses mutations ont été retrouvées voire méme découvertes chez des souris
sauvages en France. A nouveau, la caractérisation des protéines recombinantes exprimant 18
de ces mutations a été réalisée.

Sur les 18 VKORCI1 mutées caractérisées, deux mutations simples, L128S et Y139C,
impliquent une résistance sévere aux AVKs de premicre génération et une résistance faible
aux AVKs de seconde génération. Cependant, chez ces souris, nous avons montré que des
recombinaisons sont possibles et sont retrouvées en France. Ces recombinaisons engendrent
des doubles mutations sur le géne vkorcl et sur ’enzyme VKORCI1. Ces doubles mutations
ont pour conséquence une résistance sévere aussi bien pour les AVKs de premicre que de

seconde génération.

De plus, nous avons confirmé la présence de souris introgressées spretus en France. Ces
souris sont maintenant largement disséminées, puisqu’elles se retrouvent aussi bien dans le
sud que dans le nord de la France. Nous avons démontré dans un premier temps que ces souris
sont totalement résistantes aux AVKs de premicre génération, ’utilisation de seconde
génération est 1’unique possibilité pour contrdler ces populations de souris. Dans un second
temps, nous avons fourni la preuve que le phénotype de résistance n’est pas dii a une
résistance métabolique mais exclusivement a la VKORCI spretus avec ses quatre mutations

12W, 26S, 48T et 61L. Nous avons €également retrouvé des souris porteuses non pas des
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quatre mutations caractéristiques de vkorcl spretus, mais porteuses de 3 ou 2 voire une seule
de ces mutations. La caractérisation des protéines mutées correspondantes a été réalisée et a
montré que la résistance est due a une synergie entre a minima 2 mutations et au mieux 3 de
ces mutations. Nous avons montré que bien évidemment, les mutations retrouvées mais
surtout les associations de mutations retrouvées étaient bien celles qui induisaient une
résistance maximale et qui ont été sélectionnées par 1’évolution de cette espeéce dans un milieu

sous pression de sélection par les AVKs.

Une derniére mutation (W59G) a retenu notre attention dans la mesure ou elle inactive la
protéine mutée recombinante correspondante. De telles mutations inactivantes ayant été
retrouvées chez ’homme a 1’état hétérozygote, nous voulions connaitre les conséquences de
1’état homozygote sur la survie de ces animaux. Des souris W59G ont été piégées, séquencées
et maintenues en ¢levage. Nous avons ainsi obtenu des animaux homozygotes (W59G) qui se
sont révélés parfaitement viables alors méme que non seulement ’activité de I’enzyme
recombinante est indétectable mais également les ARNm correspondant sont indétectables.
L’activit¢ VKOR hépatique est, de facon surprenante, quantitativement normale mais
résistante a la warfarine. L’introgression de cette mutation dans un fond génétique de souris
de laboratoire, sur plus de 7 générations ne nous a pas permis de séparer le phénomene de

résistance et le génotype qui apparaissent treés liés génétiquement 1’un a 1’autre.

Les études menées dans ce travail permettent de mieux comprendre 1’évolution des rongeurs
dans un environnement ou une pression de sélection par les AVKs est intense. Mais aussi
d’un point de vue trés pratique, les caractérisations in vivo et in vitro effectuées des
différentes VKORCI au cours de cette thése permettront a [’avenir de cibler les molécules
appropriées lorsque le génotype spécifique est détecté afin de gérer les populations de
rongeurs. La recherche fondamentale permet ainsi de répondre a des questions concreétes afin
d’identifier des méthodes efficaces et pérennes permettant une meilleure gestion intégrée des

rongeurs.
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Partie 9 : Perspectives

Cette étude montre de fagon trés claire qu’il existe, en France, une résistance aux AVK au
sein des populations de rats noirs et de souris domestiques. Cette résistance est trés fréquente

au point qu’il est difficile de piéger des animaux sensibles.

Dans cette mesure, il nous apparait indispensable de se poser la question de savoir pourquoi
ne mettons-nous pas en place d’autres méthodes de lutte ?

La réponse a cette question est complexe. Peut-on se passer de lutte chimique ? Une approche
sanitaire de la lutte est évidemment primordiale. Ceci est particulierement vrai pour les plus
commensaux des rongeurs, les souris et le rat brun. La lutte physique par les piéges et tapettes
diverses est importante mais reste difficile et modérément efficace. La lutte biologique et la
gestion €écologique est possible voire trés importante pour les rongeurs agricoles (rats noirs,
campagnols...) mais 'utilisation des prédateurs est peu efficace contre les souris et les rats
bruns. Ainsi, la lutte chimique semble nécessaire, mais pourquoi se focaliser sur les AVK ?
Tout d’abord, les AVK sont des toxiques mais ils posseédent un antidote, la vitamine K, qui
permet en moins d’une heure de restaurer la coagulation chez un humain ou chez un animal
domestique intoxiqué. Ces molécules ne sont ni cancérigénes ni mutagenes et la reprotoxicité
qui risque de leur étre reprochée est liée a des conditions d’utilisation qui ne peuvent étre
rencontrées dans le cadre de 1’'usage ou méme des « mésusages » de ces produits. Enfin, pour
des raisons d’éviction alimentaire, ces molécules a effet retardé, sont particulierement

efficaces chez les rongeurs. De ce point de vue, ces molécules restent sans concurrence.

Considérant qu’il n’existe pas d’alternative actuellement crédible aux AVK, il semble
déraisonnable d’arréter ’utilisation de ces molécules. Il est donc indispensable pour la suite,
de continuer a travailler sur la résistance a ces AVK, de cartographier ces résistances, de
surveiller leurs développements et leurs évolutions, d’évaluer leurs colits biologiques et

d’utiliser ces cofts biologiques pour faire régresser ce phénomene.

Ainsi, la surveillance et I’évolution des résistances est un point trés important. Chez le rat
brun, 3 mutations (L120Q, Y139F et Y139C) sont dominantes voire exclusives. Une
recombinaison entre les codons 120 et 139 est imaginable mais elle est trés peu probable car
d’une part, ces codons sont extrémement proches mais aussi d’autre part parce que les

populations porteuses de ces mutations sont fondamentalement séparées géographiquement.
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Chez la souris la situation apparait plus complexe et sans doute moins aboutie. De nombreux
SNPs ont été découverts et leurs conséquences sur VKORCI1 ont bien été caractérisées.
Cependant, nous sommes face a un ensemble de mutations qui se recombinent encore et qui
évoluent de fagon trés dynamique. Il est donc trés important de surveiller cette évolution. De
plus, il subsiste plusieurs régions en France dont nous n’avons pas recu d’échantillon. En
effet, le sud-est et ’ouest de la France sont bien représentés, mais ce n’est pas le cas du sud-
ouest. La découverte des doubles mutants étant trés récente, 1’existence d’autres VKORC1
doubles mutées est trés probable et leurs caractérisations permettraient de compléter notre
étude.

Par conséquent, le suivi des mutations et la compréhension des mécanismes moléculaires
impliqués, en particulier les modifications des regles de relations structure activité induites
par chacune de ces mutations, pourraient permettre de mettre en place de nouveaux AVK
spécifiquement congus pour lutter contre certaines résistances importantes et si possible
particulierement efficaces chez les rongeurs résistants et non les sensibles. De telles molécules

permettraient de diminuer la proportion d’individus résistants.

L’¢évaluation du colt biologique de la résistance est un axe également trés important a
développer par la suite.

Le colt biologique correspond a la perte d’adaptation des animaux résistants a leur
environnement en ’absence de la pression de sélection induite par les AVK dans cet
environnement. Si le colt biologique est nul, en I’absence d’utilisation d’AVKs, la proportion
d’alleles résistants en circulation n’a pas de raison de baisser. En revanche, si ce cofit est
¢élevé, alors en 1’absence d’utilisation d’AVK, les résistances s’éteindront d’elles-mémes.
Chez le rat brun, ce colt a été évoqué. Il semble que les besoins en vitamine K des rats bruns
résistants sont plus importants que ceux des rats bruns sensibles.

Chez la souris, aucun argument de ce type n’a été évoqué dans la littérature pour le moment.
Mettre en évidence un tel colit serait trés important, comprendre les mécanismes en cause et
les principales conséquences de ces colits permettrait sans doute de mettre en place des

stratégies aggravant ces colts et permettant de faire reculer la résistance.

Finalement, une énigme reste en suspens a la fin de ce travail : comment les souris porteuses a
I’état homozygote de la mutation W59G survivent-elles. Leur VKORCI apparait inactive et le
gene vkorel est trés peu transcrit, pourtant nous avons des animaux qui survivent sans apport

thérapeutique de vitamine K contrairement aux porteurs du syndrome VKCFD2. Ces animaux
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présentent méme une activit¢ VKOR importante dans le foie, relativement résistante a la

Warfarine.

Par la suite, il serait intéressant d’exprimer la VKORCI mutée 59G avec un systéme en
cellule, a Dinstar des autres équipes travaillant sur VKORCI1 en systéme cellulaire.
Cependant, dans notre cas, nous suivrons 1’activit¢ VKOR et la production de vitamine K
quinone formée. L’ objectif étant d’obtenir une cohérence entre notre systeme d’expression en

levure et ce systeme cellulaire.

De plus, la résistance métabolique, chez ces souris 59G, n’a pas été prise en considération.
Nous ne pouvons exclure la possibilité d’une dégradation plus rapide des AVK chez ces
souris. Ainsi, une analyse détaillée de 1’expression des cytochromes P-450 serait pertinente

dans notre population de souris 59G.

Cette énigme est d’autant plus intéressante que dans une étude précédente issue de notre
laboratoire, Hodroge et al ont montré que 6 mutations de ce type existent chez I’homme,
toutes associées a une résistance phénotypique. Découvrir le geéne et I’enzyme catalysant
I’activit¢ VKOR chez la souris 59G pourrait fournir une explication a cette résistance

phénotypique chez I’homme.

Un séquencage massif des éxomes permettrait de répondre a cette interrogation. En effet, en
utilisant la lignée de souris 59G introgressées dans des souris CD1, donc avec un fond
génétique connu, et en comparant le séquencage des régions codantes entre ces souris 59G
CD1 et des souris CD1 WT, nous pourrions en déduire le géne. Cette expérience est de 1’ordre
du possible car plusieurs sociétés se sont spécialisées dans ce genre de manipulations,

cependant cela s’avere pour le moment trés onéreux.
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Partie 9 : Annexes

Annexe 1 : Amorces des mutations de vkorcl retrouvées chez la souris en France

T
Mutation Amorce sens (5'-> 3') Amorce anti-sens (5'-> 3') hybridation
(°C)
R12W CCTGGTTTGGTTTGG TTG GCT TTG TGT | ACA CAA AGC CAA CCA AAC CAA ACC AGG 54,6
W12R TCA CCTGGATTG GTCAGACTTGCTTTG | AAG ACA CAA AGC AAG TCT GAC CAATCC 581
TGTCTT AGG TGA !
A26S CTTTCT TTG TAT TCT CTT CAT GTC AAG CTT GAC ATG AAG AGA ATA CAA AGA AAG 48,6
S26A TTG TCCCTT TAC GCT CTT CAT GTCAAG | CTT GAC ATG AAG AGC GTA AAG GGA CAA 47,3
A26T CTT TCT TTG TAT ACT CTT CAT GTC AAG | CTT GAC ATG AAG AGT ATA CAA AGA AAG 48,6
E37G GCC AGA GAT GGT AACTAT AGA TCT ATAGTT ACCATC TCT GGC 53,1
A48T GAC GTT GGT ACCACTATTTCTTGCTCC | GGA GCA AGA AAT AGT GGT ACC AAC GTC 54,6
T48A GAC GTT GGT ACT GCTATTTCTTGCTCC | GGA GCA AGA AAT AGC AGT ACCAACGTC 45,3
R58G GTCTTT TCT TCC GGC TGG GGT AGA TCT ACC CCA GCC GGA AGA AAA GAC 54
W59G TCT TCC AGA GGT GGT AGA GGA TCC TCT ACC ACC TCT GGA AGA 57,3
W59L TTITTCT TCCAGATTG GGT AGAGGATTC | GAATCCTCT ACC CAA TCT GGA AGA AAA 51,6
W59S TCT TCC AGA TCT GGT AGA GGA TCC TCT ACC AGA TCT GGA AGA 47,3
R61L TCCAGATGG GGTT_I_EG GGATTC GGT CAA ACC GAA TCC CAA ACC CCATCT GGA 59,3
L61R TCCAGATGG GG_:-TéGA GGATTC GGT CAA ACCGAATCCTCT ACCCCATCT GGA 49,2
L124M CTTGCTTGG ATCATGTTTTTCGTT CTT | AAG AAC GAA AAA CAT GAT CCA AGC AAG 50,1
L124Q CTTGCTTGG ATCCAATTTTTCGTT CTT | AAG AAC GAA AAATTG GAT CCA AGC AAG 50,1
L128S TTTTTC GTT TCT TAC GACTTC GAA GTC GTA AGA AAC GAA AAA 52,6
Y139C TGC ATC ACT ACATGT GCT ATC AAT GTT | AACATT GAT AGC ACA TGT AGT GAT GCA 50,1
Annexe 2 : Amorces des génes des enzymes du cycle de la vitamine K et de la Gapdh, le géne de
ménage
Géne Amorce sens (5" -> 3’) Amorce Anti-sens (5’ -> 3’)
Vkorc1 TCCCGCGTCTTCTCCTCT CGTCCCCTCAAGAACCTA
Vkorc1l1 | CGAGCCAAACAGTGTCTTTGGACTTA | TGTGGTGACGCAGATGATGCAA
Ggcx GGACCGAAAATACTTGGATG GTCCAGGAGAAACACGTACC
Nqgo1 AGGCTGGTTTGAGAGAGTGC ATTGGCCAGAGAATGACGTT
Gapdh CAGAACATCATCCCTGCATC CTGCTTCACCACCTTCTTGA
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