N
N

N

HAL

open science

Application de la démarche de drug-design pour la
conception de nouveaux médicaments vétérinaires contre
le parasite Varroa destructor (Acari Varroidae)

Clemence Riva

» To cite this version:

Clemence Riva. Application de la démarche de drug-design pour la conception de nouveaux médica-
ments vétérinaires contre le parasite Varroa destructor (Acari Varroidae). Médicaments. Normandie

Université, 2017. Frangais. NNT: 2017TNORMC420 . tel-01693335

HAL Id: tel-01693335
https://theses.hal.science/tel-01693335
Submitted on 26 Jan 2018

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01693335
https://hal.archives-ouvertes.fr

Normandie Université

THESE

Pour obtenir le dipldme de doctorat
Spécialité Sciences de la Vie et de la Santé

Préparée au sein de I’'Université de Caen Normandie

Application de la démarche de drug-design pour la conception de
nouveaux médicaments vétérinaires contre le parasite Varroa
destructor (Acari : Varroidae)

Présentée et soutenue par
Clémence RIVA

Thése soutenue publiquement le 14 décembre 2017
devant le jury composé de

Mme Gwenaélle ANDRE-LEROUX Chargée de recherches-HDR, INRA Jouy-en-Josas | Rapporteuse
Mme Catherine ARMENGAUD Maltre_sse de conférences-HDR, Université Paul Rapporteuse
Sabatier Toulouse
Mr Luc BELZUNCES Directeur de recherche-HDR, INRA Avignon Examinateur
Mr Sylvain RAULT Professeur émérite, Université de Caen Normandie Examinateur
Mr Patrick DALLEMAGNE Professeur, Université de Caen Normandie Examinateur
Mme Isabelle VILLARD Docteure vétérinaire Directrice général déléguée, Examinatrice

Véto-pharma Villebon-sur-Yvette
Maitresse de conférences-HDR, Université de Caen
Normandie

Mme Jana SOPKOVA-de OLIVEIRA SANTOS | Professeure, Université de Caen Normandie Directrice de thése

Mme Marie-Pierre HALM-LEMEILLE Co-directrice de thése

Thése dirigée par Jana SOPKOVA-de OLIVEIRA SANTOS et Marie-Pierre HALM-LEMEILLE,
Centre d’Etudes et de Recherche sur le Médicament de Normandie

UNIVERSITE
CAEN
NORMANDIE EdN

Ecole doctorale Normande







Travailler sans souci de gloire ou de fortune,
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Cyrano de Bergerac
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Avant-propos

Le présent manuscrit est le fruit de ma thése, qui s’est déroulée au sein du Centre
d'Etudes et de Recherche sur le Médicament de Normandie (CERMN). Cette unité de recherche
interdisciplinaire axe Ses travaux sur la conception et la synthése d’agents d’intérét
thérapeutique pour les neurosciences et la cancérologie. Quatre plateformes, Chimie Organique
et Médicinale, Chémoinformatique, Chimiotheque, Screening et Drugabilité permettent une
approche raisonnée de la conception de medicaments, ou drug design. La plateforme
Chimiothéque abrite a I’heure actuelle une collection de plus de 17000 composés originaux,
issus des travaux du CERMN. Depuis bientdt six ans, le laboratoire met ce savoir-faire en

application pour la santé de 1’abeille domestique Apis mellifera.

Insecte cosmopolite dont la domestication remonte a 6 000 ans, I’abeille domestique est depuis
longtemps reconnue comme un pollinisateur primordial. L’entomogamie, lorsque la
pollinisation des plantes est assurée par I'intermédiaire des insectes, est le mode de fertilisation
des plantes angiospermes le plus répandu. En menant sa tache de récolte du nectar et du pollen,
I’abeille butineuse permet le transport efficace du pollen vers le pistil des fleurs. Nombreux
sont les arbres, arbustes et plantes basses, cultivés sur des dizaines de milliers d’hectares, qui
bénéficient de I’intervention des abeilles sauvages ou domestiques. Depuis une vingtaine
d’années cependant, le secteur de I’apiculture fait face a un affaiblissement général des
colonies, conduisant a une forte augmentation des taux de mortalit¢ d’abeilles a 1’échelle
mondiale. L’acarien Varroa destructor, ce «vampire venu d’Extréme-Orient » i est
actuellement considéré comme 1’un des principaux facteurs impliqués dans la surmortalité des
colonies. Les apiculteurs ont a leur disposition une batterie de traitements anti-varroas, mais
ces médicaments vétérinaires ne sont dérivés que d’un nombre limité de molécules actives. De
I’utilisation répétée des mémes molécules découle le développement de résistances du varroa
face aux traitements utilisés pour en réguler la population. Des moyens de lutte alternatifs

existent mais les résultats obtenus sont souvent contradictoires et/ou difficilement applicables

" Vincent Tardieu, L’étrange silence des abeilles — Enquéte sur un déclin inquiétant, Editions Belin 2015

9



pour I’apiculteur. Le développement de nouvelles molécules constitue alors une alternative

intéressante et rapide afin de répondre a 1’'urgence de la situation.

Le plan de développement durable de I'apiculture, initié en 2013 et reconduit jusqu’en 2017,
préconise ainsi de « promouvoir et encourager la mise au point de nouveaux medicaments,

particulierement pour lutter contre le varroa »

Cette thése a donc eu pour objectif de mettre en évidence de nouvelles molécules candidates
afin de lutter contre le varroa. Les deux contraintes principales auxquelles les molécules doivent
répondre sont : d’avoir une forte efficacité varroacide et d’étre sans effet dommageable pour la
santé de I’abeille. Dans ce cadre, une démarche de drug design, approche utilisée au CERMN

pour la conception de médicaments, a été appliquée a la santé de 1’abeille.

Les acaricides peuvent agir sur une variété de processus biologiques, dont les ligands peuvent
étre regroupés en trois catégories : les inhibiteurs de la chaine respiratoire mitochondriale, les
inhibiteurs de croissance qui affectent le développement des acariens visés, et les acaricides

neurotoxiques (voir Figure 1).

Systéme nerveux Chaine respiratoire
Récepteurs a I’octopamine - ATP Synthase
Canaux sodium o Transport d’électrons : complexe I. II. III

Canaux chlore
Canaux GABA
Acétylcholinestérase

0o 0 0 0 o0

Croissance et Développement
Modes d’action mal définis

Modes d’action inconnus

o Synthese lipidique
o Biosyntheése dela chitine
o Croissance

Figure 1. Diversité des modes d’actions des acaricides.
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Or si le CERMN axe ses travaux sur la conception et la synthése d’agents d’intéréts
thérapeutiques pour les neurosciences - notamment la maladie d’ Alzheimer - et la cancérologie,
les cibles visées par les travaux peuvent étre « communes ».

En effet, chez 'Homme, on constate que les personnes atteintes de la maladie neurodégenérative
d'Alzheimer présentent des carences en acétylcholine, et cette diminution est responsable de
certains symptomes clés de la pathologie. Des inhibiteurs de I’AChE permettent de limiter ces
symptdmes en améliorant la transmission cholinergique. La synthese de molécules ciblant
1I’AChE humaine fait donc partie des thématiques de recherche du CERMN.

Les protéines membranaires de la famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPGSs)
représentent 1’une des cibles les plus importantes de la pharmacologie moderne, du fait de
I’étendue des fonctions dans lesquelles elles interviennent. De nombreuses molécules
synthétisées au laboratoire visent ainsi certains récepteurs de la famille des RCPGs, dont fait

partie le récepteur a 1’octopamine chez les insectes.

Dans I’objectif d’exploiter la chimiothéque du CERMN, ce travail de thése s’est donc focalisé
naturellement sur deux cibles du systéme nerveux : I’enzyme acétylcholinestérase (AChE) et
un récepteur de la famille des RCPGs, le récepteur a I’octopamine, déja ciblé par 1’amitraze,

substance active de deux médicaments vétérinaires déja autorisés en France.

Le manuscrit est composé de cing chapitres :

- Lechapitre 1 contextualise notre travail. Une introduction aux modeles biologiques Apis
mellifera et Varroa destructor précéde la revue des différentes conséquences du
développement du parasite dans les colonies d’abeilles. Nous évoquerons également les
différents moyens de lutte anti-varroas, et leurs limites, a disposition des apiculteurs. Le
lecteur y trouvera également les informations recueillies lors d’une enquéte menée
aupres d’apiculteurs du Calvados sur les pratiques de traitement anti-varroas.

- Le chapitre 2 explicite la démarche avec laquelle nous avons abordé la recherche de
nouveaux traitements anti-varroas. L’approche de drug design - ou de conception du
médicament en francais - est courante en santé humaine pour I’identification de
nouvelles molécules actives. Notre objectif est de I’appliquer pour la recherche de
nouveaux traitements anti-varroas, en 1’adaptant aux contraintes propres aux cibles

biologiques visées.
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Les chapitre 3 et 4 comportent les informations recueillies et obtenues sur les cibles
visees par nos travaux (i.e. I’acétylcholinestérase et les récepteurs a 1’octopamine).
Concernant 1’acétylcholinestérase, trois pistes ont été successivement explorées. La
premiére exploite une approche de réorientation de composes déja existants. La
deuxiéme envisage I’exploitation des molécules synthétisees au laboratoire en tant
qu’inhibiteurs de I’acétylcholinestérase humaine. Enfin la derniére piste élargit la
recherche a I’intégralité des molécules présentes dans la chimiothéque du CERMN.
Concernant les récepteurs a I’octopamine, nos efforts se sont focalisés sur 1I’exploitation
de la chimiotheque.

Le chapitre 5 sert de conclusion générale aux travaux menés pendant ces trois années

de thése.
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Chapitre 1

Présentation des modeles biologiques

1.1 Importance des abeilles

Avec 80 % des espéces de plantes a fleurs dépendantes des pollinisateurs pour leur
reproduction, les pollinisateurs jouent un role primordial pour 1’environnement. Notre sécurité
alimentaire est egalement dependante de la pollinisation animale — en particulier les cultures
legumieres, fruitieres, oléagineuses et protéagineuses. Ainsi a I’échelle mondiale, une étude
franco-allemande dirigée Bernard Vaissiére (Laboratoire de pollinisation et écologie des
abeilles, INRA, Avignon) estime la valeur monetaire du service effectué par les pollinisateurs,
pour la production végétale destinée & I’alimentation humaine, a 153 milliards d’euros 1. Au
niveau européen, 84 % des espéces cultivées dépendraient directement des insectes
pollinisateurs, avec un degré de dépendance variant de 5 & 50 % selon les cultures 2. S’agissant
de la France, un rapport ' de 2016 a chiffré les services de pollinisation entre 2,3 et 5,3 milliards
d’euros. Les insectes pollinisateurs influencent également les rendements des récoltes, et une

pollinisation incompléte s’accompagne souvent de fruits petits et malformés > (Figure 2 C).

Les abeilles domestiques, avec les autres pollinisateurs sauvages, sont donc essentiels au

maintien de la diversité des plantes et de nos ressources alimentaires (Figure 2 A et B).

i Commissariat général au développement durable — Evaluation francaise des écosystémes et des services
écosystémiques, « les services de la pollinisation », novembre 2016
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Figure 2. A et B : En récoltant le nectar des fleurs, les insectes pollinisateurs se chargent de pollen. Photographies
personnelles. C : les différents modes de pollinisation des fraises influencent la taille des fruits. L’auto-
pollinisation passive — auto-fécondation — produit des fruits de petites tailles (rangée d’en haut). L ajout de la
pollinisation par le vent augmente la taille des fraises (rangée médiane). L ajout de la pollinisation entomophile
—en l'occurrence par les abeilles — produit des fraises de trés grandes tailles (rangée d’en bas). © Nicolas Morison
& Marie Harruis, INRA Avignon

En prenant en compte la dépendance aux pollinisateurs, pour les 100 cultures utilisées dans
I’alimentation directe de I’homme, le service écologique a été évalué a I’échelle mondiale, pour
2005, a 153 milliards d’euros *. Cela représente 9,5 % de la valeur de la production agricole
mondiale destinée a I’homme et traduit I’importance économique majeure que représente la
pollinisation. De plus, 1’apiculture en elle-méme représente un secteur d’activité lucratif, a
travers la commercialisation des produits de la ruche. En 2010, la valeur globale du secteur
apicole a été évaluée, par un audit de France AgriMer, & plus de 133 millions d’euros °. Ce
chiffre considére les prix de vente des produits et services de I’apiculture francaise et englobe
un chiffre d’affaire de plus de 3 millions d’euros pour le service de la pollinisation
(rémunérations percues par les apiculteurs, qui mettent a disposition leurs colonies afin

d’augmenter les rendements agricoles, sans prise en compte du service écologique).
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Cependant, depuis une vingtaine d’années, le secteur de I’apiculture fait face a un
affaiblissement géneral des colonies, conduisant & une forte augmentation des taux de mortalité
d’abeilles a 1’échelle mondiale. Alors qu’un taux de pertes hivernales de 10 % est considéré
comme normal, il se trouve actuellement a 20 % en moyenne, auquel s’ajoutent des pertes en
cours de saisons d’environ 10 % ©. Devant de telles réductions d’effectifs, les apiculteurs se
découragent et leur nombre sur le territoire francgais est en baisse. En six ans, le secteur a subi
une perte de 27 400 apiculteurs, soit en moyenne plus de 4500 apiculteurs par an, un recul de

la production de miel d’environ 28 % et une baisse des rendements produits par les colonies.

Comprendre les causes de I’affaiblissement des colonies n’est pas une chose facile. La plupart
des experts s’accordent sur une origine multifactorielle de ce phénomeéne. L’ANSES ' distingue
quatre catégories de causes de mortalité des colonies d’abeilles domestiques : les agents
chimiques, les causes environnementales, la mortalité liée aux pratiques apicoles et les agents
biologiques. Les agents chimiques couvrent les xénobiotiques (insecticides, fongicides et
acaricides) présents dans I’environnement et dans les matrices apicoles. Les causes
environnementales font références a la qualité des ressources alimentaires des abeilles et aux
aléas climatiques. Dans son rapport, I’ANSES dénombre 29 agents pathogénes

biologiques dont :

- 4 prédateurs, dont le frelon asiatique Vespa velutina,

- 5 parasites, dont Varroa destructor,

- 3 champignons, dont Nosema ceranae responsable de la nosémose,

- 6 bactéries, comme par exemple Paenibacillus larvae responsable de la loque
américaine, maladie affectant les stades larvaires,

- 12 virus, comme le virus des ailes deformées (DWV).

1.2 Taxonomie

Présentant un exosquelette et une segmentation hétéronome, I'abeille et le varroa appartiennent
tous deux au phylum (ou embranchement) des Arthropodes ; leur lien phylogénétique s’arréte
cependant a ce niveau. Les abeilles appartiennent en effet a la classe des Insectes — caractérisee
par trois paires de pattes et un corps divisé en trois parties — alors que le varroa, qui posséde

quatre pattes a I'état adulte, appartient a la classe des Arachnides.
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1.2.1 Classification de I'abeille

Les abeilles au sens large, i.e. Apoidea: Apiformes, sont probablement apparues au Crétace,
lors d’une transition vers une source protéique pollinique, et non plus carnivore comme leur
plus proche voisin les Apoidea: Spheciformes (guépes fouisseuses). Sont décrites a ce jour plus
de 17 000 espéces d’abeilles, réparties en sept familles 8. Elles appartiennent a 1’Ordre des
Hymenoptera, caractérisé par deux paires d’ailes membraneuses. Les hyménopteres se
subdivisent en deux Sous-ordres : les Symphytes et les Apocrites. Les abeilles appartiennent au
second, dont le caractére le plus typique est la « taille de guépe » qui semble séparer le thorax
de ’abdomen. Plus précisément, les abeilles sont rassemblées dans le Groupe des Aculéates,

dont I’organe ovopositeur a été transformé en aiguillon.

Le classement phylogénétique des abeilles a évolué au cours du temps. Kirby (1802) et Latreille
(1802) proposerent presque simultanément une premiére classification globale pour les abeilles.
Les deux hommes distinguérent chacun deux genres, qui reprennent respectivement les abeilles
a langue longue et les abeilles & langue courte. La premiére classification moderne des abeilles
est présentée en 1944 par Charles D. Michener °. Les résultats d’études morphologiques
dépendent de la pondération des traits observés © et peuvent donc étre trés variables ; en
revanche, dans toutes ces anciennes classifications phylogénétiques, 1’abeille mellifére occupe
le sommet de I’arbre. Les nouveaux outils moléculaires ont bouleversé cette vision, et une
nouvelle classification a été proposée !, placant les groupes paraphylétiques de la famille

Melittidae s.l. comme les premicres branches de 1’arbre phylogénétique des abeilles (Figure 3).

[ Guépes Apoide

i Dasypodaidae avika I
3 Melittidae
| |— Meganomiidae SIRFO s.l.
’ ‘ ]—~ Melittidae s.s. by
— Apidae S Y Abeilles
—| a longue
‘ ——— Megachilidae 5502 langue
‘ ‘7* Andrenidae TR
| —— Halictidae PRI {‘bﬂ“es
| a courte
| — Stenotritidae GER langue
=
\
“— Colletidae i

Figure 3. Phylogénie des Apoidea Apiformes basée sur la morphologie des adultes et le séquencage de
5 genes (d’aprés Danforth et al. 2006).
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L’établissement de 1’arbre phylogénétique des abeilles reste encore sujet a modification mais
aide a comprendre, entre autres, les relations entre les familles dans lesquelles sont regroupées

les abeilles.

Seules les abeilles des genres Meliponini et Apis sont hautement eusociales 2.
Le genre Apis (Linnaeus, 1758) regroupe sept espéces (selon The Integrated Taxonomic

Information System on-line database, www.itis.gov, consulté en mars 2017) :

- Apis cerana Fabricius, 1793, Apis koschevnikovi Enderlein, 1906 et Apis nigrocincta
Smith, 1861 sont de la taille de notre Abeille et sont réparties en Asie du Sud-Est ;
- Apis dorsata Fabricius, 1793, abeille « géante » trouvée en Inde ;
- Apis florea Fabricius, 1787 et Apis andreniformis Smith, 1858, petites abeilles de
I’inde ;
- Apis mellifera Linnaeus, 1758.
Apis mellifera est nativement répartie trés largement : de I’Europe au Moyen-Orient, en passant

par I’Afrique = ; les autres espéces du genre sont confinées a 1’ Asie (Figure 4).

Pre S ams "S-

A S . s
Q > :I Apis andreniformis
[0 A4pis cerana
[ A4pis dorsata

i
[ A4pisflorea

[ Apis koschevnikovi

[ 4pis nigrocincta
[ A4pis mellifera

2

Figure 4. Carte de répartition mondiale des abeilles du genre Apis (© Sémhur, 2011)

Apis mellifera a été introduite par I’Homme sur tous les continents, excepté 1’ Antarctique, pour
la pollinisation des cultures et la production de miel. L’espéce montre des variations géo-
graphiques, résultant de son adaptation aux conditions locales (climat, végétation et

pathogénes). Ainsi, 27 sous-espéces sont décrites a ce jour, dont 10 sont trouvées en Europe 4.
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Certaines sous-espéces montrent une variabilité importante amenant le concept d’écotype, ou
race, se distinguant par des caractéristiques liées a I’environnement mais sans réel existence
taxonomique. La variabilité en sous-espéces et écotype tend a diminuer sous la pression de

facteurs tels que le varroa *° et I’importation d’abeilles sélectionnées par I’homme 6.

1.2.2 Classification du varroa

Les acariens (Sous-classe Acari) font partie des plus anciens animaux terrestres : le fossile
d’acarien le plus ancien date du Dévonien, soit d’environ 400 millions d’années *’. Les acariens
présentent une paire de chélicéres (premiere paire d'appendices buccaux) caractéristique des
arthropodes chélicérates, par opposition aux arthropodes antennates (encore appelés

mandibulates).

Beaucoup d’acariens vivent librement dans le sol ou I'eau, mais ils ont aussi développé une
grande diversité de relations avec d'autres étres vivants, animaux ou végetaux, allant de la
phorésie a I'endoparasitisme. La phorésie a été définie dés 1896 par Lesne ; elle désigne le
processus par lequel un animal (le phorétique) s’accroche a la surface d'un hote, pour une durée
limitée, afin notamment d’émigrer d’un site & un autre 8, L’étude de fossiles en provenance de
Chine ° a permis le plus ancien report de phorésie entre un acarien et un insecte, datant de 320

millions d’années.

Selon I’Integrated Taxonomic Information System (www.itis.gov, consulté en mars 2017) les
acariens se subdivisent en deux Super-ordres : les Acariformes et les Parasitiformes. Le varroa
appartient au second, et plus précisément a 1’ordre Mesosigmata. Les mésostigmates sont un
ordre d’acariens parasitiformes regroupant environ 11 500 espéces 2, soit environ 20% des

especes d’acariens connues.
Jusqu’en 1999, trois especes du genre Varroa étaient définies :

- Varroa underwoodi (décrite par Delfinado-Baker et Aggarwale en 1987)
- Varroa jacobsoni, (décrite par Oudemans en 1904)
- Varroa rindereri (décrite par De Guzman et Delfinado-Baker en 1995), cette derniere

espéce se limitant au parasitisme sur 1’abeille Apis koschevnikovi a Bornéo 2L,
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Il était alors convenu que Varroa jacobsoni avait réalisé le transfert d’hote d’Apis cerana
vers Apis mellifera, se répandant ainsi a travers les continents. Cependant, en 2000,
Anderson et Trueman distinguérent Varroa destructor de Varroa jacobsoni sur des critéres
morphologiques et génétiques 22. 11 s’avére que seul Varroa destructor a colonisé I’abeille
Apis mellifera. Dans cette étude était également mis en évidence 1’existence de 18
haplotypes (varroas ayant des séquences d’ADN mitochondriales distinctes), dont six

haplotypes membres de 1’espéce Varroa destructor.

Deux haplotypes de Varroa destructor sont trouvés sur 1’abeille européenne : 1’haplotype
Coréen (K) et le Japonais (J), dont les noms proviennent des fles ou ils furent détectés
initialement. L’haplotype K semble étre celui majoritairement trouvé sur Apis mellifera a
travers le monde 2. Les publications d’avant 2000 et le changement de nomenclature
faisaient référence a Varroa jacobsoni, mais il est donc a retenir qu’il s’agissait bien en

réalité d’études portant sur Varroa destructor.

1.3 Cycles de développement

Ce paragraphe vise a expliquer la relation complexe qu’entretient le varroa avec son hote. Apres
une courte introduction sur 1’organisation de la colonie d’abeilles, nous verrons les cycles de
développement des deux espéces. Dans un premier temps, nous aborderons les cycles de
développement annuel de la colonie et de la population de varroa. Ensuite, nous nous

focaliserons sur la reproduction sexuée du varroa, intimement liée a celle de I’abeille.

1.3.1 Organisation de la colonie d’abeilles

Une colonie d'abeilles est composée de trois castes : les ouvrieres, la reine et les males (les
faux-bourdons) (Figure 5). Si une seule reine est toujours observée dans la colonie, le nombre
de faux-bourdons varie d'aucun a quelques milliers, et I'on peut compter de 10 000 a 60 000
ouvriéres selon la saison. Dans nos régions tempérées, les abeilles ouvrieres montrent une
distribution bimodale de leur durée de vie. Elles peuvent étre classées soit comme « abeilles
d’été », a courte durée de vie, soit comme « abeilles d’hiver » avec une espérance de vie plus
longue ?*. Les abeilles émergeant du printemps jusqu’a la mi-été ont en effet une espérance de

vie de 25 a 35 jours environ, contre 6 a 8 mois pour les abeilles d’hiver.
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Reine Faux-bourdon  OQuvriére

Figure 5. Les trois castes constituant la colonie d’abeille Apis mellifera. Source : ADA lle-de-France
(www.adaif.fr)

Au cours de I'année, la colonie présente une succession d'états de développement ; on parle de
rythme annuel de développement ou de cycle biologique annuel °. Le cycle du varroa dépend

entierement de ce cycle annuel de la colonie, ainsi que du cycle de développement de I'abeille.

1.3.2 Cycle biologique annuel

1.3.2.1 Développement annuel de la colonie d’abeilles

Le cycle annuel de I'abeille peut étre décrit précisément selon une série de parametres comme
le cycle de développement du couvain et de la population d'ouvriéres ou encore les cycles de

récoltes de nectar et de pollen. Il peut étre ainsi découpé en cing phases 2° :

1. Une phase hivernale qui s’étend approximativement de novembre a février. La flore
n’offre pratiquement aucune ressource et la colonie vit sur les réserves accumulées.

2. Une phase prévernale pendant laquelle 1’activité des abeilles est souvent limitée par
des conditions météo défavorables. Pendant cette phase qui s’étend de mars a avril
environ, la flore printaniére (peuplier, saules, etc.) fournit du nectar et du pollen frais
en abondance. Cet apport permet une intensification de 1’élevage du couvain et les
ouvriéres deviennent de plus en plus abondantes.

3. Une phase vernale, correspond a la miellée de printemps (début mai- fin juin). La
floraison, entre autres, des arbres fruitiers, du colza, du pissenlit permet une récolte
trés intense. Le couvain est a son apogeée, énormément de jeunes abeilles naissent,
permettant a la colonie de profiter des miellées mais aussi de donner des essaims.
La fin de cette période se caractérise par un moment de disette relative appelé « trou

de miellée », qui est plus ou moins prononcé selon les régions.
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4. Une phase estivale, qui commence vers fin-juin, début-juillet, correspondant a la
miellée d’été. La colonie entre dans une phase de régression : la ponte de la reine
faiblit, le couvain et I’effectif global de la colonie tendent a diminuer, les méles sont
chasses. Les premicres abeilles d’hiver font progressivement leur apparition lors de
cette phase qui se termine vers fin juillet-début aodt.

5. Une phase estivo-automnale, marquée par la floraison du lierre. La flore n’offre plus
que de maigres possibilités. Le couvain est tres limité et I’essentiel de la population

est constitué d’abeilles d’hiver.

Le cycle biologique annuel est caractéristique de la population locale d'abeilles ?° et dépend de

I'environnement dans lequel évolue la colonie (climat, flore, cycle de récolte).

1.3.2.2 Développement de la population de varroas

Le cycle de développement du varroa, a 1’échelle de la population, est dépendant de celui de la
colonie. Pendant la période estivale, I’infestation par les varroas s’accroit en paralléle du
couvain éleve par les abeilles. Le nombre de parasites présents dans la colonie en début de
phase estivale reste un paramétre déterminant pour 1’évolution du taux d’infestation au cours
de la saison (Figure 6). Une étude portant sur 35 colonies suggére une augmentation d’un

facteur 100 de la population de varroas en ’espace d’un été %
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Figure 6. Augmentation du taux d’infestation par varroa sur 180 jours, en fonction du nombre initial
de parasites dans la colonie. Seul un nombre faible de 10 varroas environ permet de rester sous le seuil
critique de 1 000 varroas sur la période considérée. Issu de Managing varroa - The Food and
Environment Research Agency (2015) %,
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Durant la saison hivernale en revanche, la réduction du couvain d’ouvriéres et 1’absence totale
de couvain de faux-bourdons, voir I’arrét total de la ponte, impactent largement la reproduction
du varroa. Des observations au Royaume-Uni montrent une mortalité significativement plus
importante des varroas males en hiver par rapport a la période estivale (42 % contre 18 %

respectivement) %% 11 s’ensuit que, dans du couvain d’ouvriére :

- seulement 34 % des fondatrices engendrent de jeunes femelles fécondées, contre
68 % en été,
- une baisse de moitié du nombre de varroas filles fécondées engendrées par chaque

fondatrice est observée.

D’année en année la population de varroas augmente dans la colonie. Les modeéles permettent
de souligner qu’avec une population initiale théorique de 10 varroas, la population d’acariens
reste relativement faible pendant les deux premieres années. Dans la troisieme année le taux
d’infestation peut atteindre 4 000 varroas, et jusqu’a 10 000 dans la quatriéme année 3. Les
facteurs qui semblent influencer le plus la croissance de la population du parasite sont la durée
de la période de butinage et d’élevage du couvain *2. La modélisation temporelle de la
population de varroas * prédit notamment qu’un étalement de la période d’élevage du couvain

(1ié a un climat trop doux) implique une augmentation drastique de 1’infestation.

Les traitements anti-varroas sont actuellement les seuls moyens suffisamment efficaces pour
controler efficacement la charge parasitaire des colonies (voir § 1.5). La force du varroa
s’explique entre autres par la parfaite synchronisation de son cycle de développement avec celui

de I’abeille domestique.

1.3.3 Cycle de développement de I'abeille et du faux bourdon

On peut distinguer chez I’abeille la reproduction par essaimage et la reproduction sexuée. C’est

ce second mode de reproduction qui permet d’accroitre la diversité génétique de la population.

1.3.3.1 Reproduction par essaimage

Lors de I’essaimage, la vieille reine quitte la colonie avec pres de la moitié de la population
d’ouvrieres pour fonder une nouvelle colonie alors qu’une nouvelle reine est élevée au sein de
la colonie mére. Certains facteurs, tels que 1’age de la reine et le manque d’espace lors de la

miellée, stimulent I’essaimage.

22



1.3.3.2 Reproduction sexuée

La reproduction sexuée de I’abeille est dite polyandrique : la reine s’accouple avec plusieurs
males 3. Pendant les trois premiers jours de sa vie, la reine vierge ne peut pas voler. C’est vers
son cinquiéme jour, et apres quelques vols d’orientation, que la reine se rend sur une zone
d’agrégation de males * afin de se faire féconder. Les reines peuvent effectuer plusieurs vols
nuptiaux sur quelques jours successifs. Les faux-bourdons sont attirés vers la reine par un
mélange de phéromones complexe tiré de la glande mandibulaire de la reine *3'. Des études
tendent a montrer que la diversité genétique apportée par la polyandrie améliore la résistance
de la colonie a des agents pathogénes . Environ 80 & 90 % des reines réalisent leur vol nuptial
avec succes, les échecs étant liés généralement aux conditions climatiques, a la prédation ou a
des difficultés de la reine pour retrouver sa colonie . Rentrée de son vol nuptial, la reine

fécondée commence la ponte, jusqu’a 2 000 ceufs par jour.

1.3.3.3 Développement du couvain

Le couvain, au sens strict, est ’ensemble des formes (ceufs, larves et nymphes) prises par
I’abeille avant son émergence en imago. Quelle que soit la caste, on observe toujours sept stades
de développement pour le couvain : le stade ceuf, cinq stades larvaires “, et le stade nymphal.
En revanche, la durée de développement du couvain varie suivant la caste. Les temps de
développement depuis la ponte de I’ceuf jusqu’a 1'émergence sont de 16, 21 et 24 jours pour
respectivement les reines, les ouvriéres et les faux-bourdons (Figure 7) ; cependant des
variations peuvent étre observées sous 1’influence de facteurs environnementaux, en particulier

la chaleur et ’humidité.
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Développement de la reine
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Développement du faux-bourdon
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Figure 7. Développement, depuis la ponte de I’ ceuf jusqu’a l'émergence : de la reine, de ['ouvriére et du
faux-bourdon d’Apis mellifera.

Le développement des jeunes abeilles est constitué d'une premiére phase pendant laquelle le
couvain est ouvert. La deuxieéme phase, dite du couvain operculé, débute lors de 1’operculation
des alvéoles, soit 8 a 8,5 jours apres la ponte pour les ceufs d’ouvriéres, 9 jours pour les ceufs
de faux-bourdons, 7 a 8 jours pour les reines. La larve est a cette période au cinquieme stade de
son développement. L'émergence de la jeune abeille se déroule entre 270 et 290 heures apres
I'operculation chez les ouvriéres et vers 330 heures pour les faux-bourdons #1. En comparaison,
chez Apis cerana, le couvain reste operculé durant respectivement 265 et 338 heures. Un temps

d’operculation du couvain prolongé est favorable au cycle de développement du varroa.
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1.3.4 Cycle de développement du varroa

Aprés avoir quitté ’alvéole ou elle est née, la femelle varroa adulte alterne successivement des
phases de phorésie et de reproduction (Figure 8). 1l semblerait que les femelles puissent vivre

jusqu’a deux mois et demi en été *2,

Phoretic phase
A

/—\ Adult choice
D Hydrocarbons
m A Alarm pheromone components?

Cell invasion

B __N Fatty acid esters
g / - / \ Carboxyli s
/ \_} vd 5\ Hydrocarbons

Reproductive phase
|

Figure 8. Le cycle de vie du varroa alterne phase de phorésie sur abeille adultes et phase de
reproduction dans le couvain *.

1.3.4.1 La phase de phorésie

Lors de la phase de phoreésie, la femelle adulte varroa se nourrirait réguliérement par des
ponctions d’hémolymphe sur I’hote. Cependant le nourrissement durant cette phase a été
récemment remis en cause **. Le parasite reste souvent caché entre deux sternites de I’abdomen
des abeilles *3. La phase de phorésie n’apparait pas cruciale pour le développement de la
population du varroa, en dehors de son r6le dans la dissémination du parasite. En revanche une
étude a montré une augmentation du nombre d’abeilles émergentes avec les ailes déformées
quand la durée de phorésie de la fondatrice est plus longue *°. En présence de couvain, la phase

phorétique s’étend entre 4,5 et 11 jours 3.

Le cycle de reproduction du varroa et son ontogenese se déroulent exclusivement dans les

cellules operculées du couvain.

1.3.4.2 Processus d’infestation du couvain

La femelle varroa adulte, communément appelée « fondatrice » sort de sa phase phorétique et
pénétre dans une cellule de couvain peu avant son operculation — environ 20 heures pour une

cellule d'ouvriére, 40 heures pour une cellule de faux bourdon 4647,
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En conditions naturelles, une femelle entreprend entre 1,5 et 2 cycles de reproduction au cours
de sa vie “8, voire entre 2 et 3 cycles “°. Le nombre de cycles semble dépendant de facteurs tels
que la disponibilité en couvain et le taux de succes de fécondation des femelles.

La fondatrice reste cachée dans la bouillie larvaire, sous la larve a I'abri des nourrices, jusqu‘a

I'operculation de la cellule.

Le couvain de males est infesté environ 8 fois plus que celui d’ouvriéres °>%!, avec de trés fortes
variations individuelles. Le processus d'infestation semble se faire sous I’influence de
substances chimiques issues de la cuticule des larves et attractives pour le varroa. L’hypothése
a 6té initiée par les travaux de Le Conte et collaborateurs 52, qui mettaient en évidence 1’attirance
des parasites par certains esters d’acides gras (notamment le methyl palmitate), retrouvés dans
la cuticule des larves du cinquiéme stade. Ces résultats ont été confirmés par la suite >3, mais la

nature des composeés cuticulaires attirant le varroa reste encore sujet a discussion >,

1.3.4.3 Ontogeneése

Que ce soit dans le couvain d’ouvriéres ou de males, le premier ceuf est pondu par la fondatrice
environ 70 heures aprés ’operculation de I’alvéole *>°. Cet ceuf qui contient un embryon
haploide, et uniquement lui, donnera un varroa méle. Tous les autres descendants sont de jeunes
femelles *°, avec un rythme de ponte d’un ceuf toutes les 30 heures >°. La fondatrice pond ainsi

un total de cinq ceufs par cycle.
Les jeunes varroas passent par deux stades immatures :

1. Laprotonymphe : d’abord mobile, elle devient immobile quelques heures avant une
premiere mue.
2. La deutonymphe : d’abord mobile, elle devient immobile avant la mue imaginale

qui I’améne au stade adulte sexuellement mature.
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Les formes immatures mobiles se nourrissent d’hémolymphe prélevée sur la nymphe d’abeille.
Pour cela, la fondatrice perce la cuticule de I’abeille lors de sa mue vers le stade nymphal, créant
ainsi un « site de nourrissement » (voir Figure 9). Ce site est essentiel car le male et les jeunes

femelles varroas ne sont pas capables de percer par eux méme la cuticule pour se nourrir.

Figure 9. Le site de nourrissement permet aux jeunes femelles et aux méales varroas de se nourrir *.

1.3.44 Reproduction dans le couvain

Depuis la ponte, il faut compter 6,6 jours environ pour que le male soit adulte, et 5,8 jours pour
obtenir une femelle varroa adulte °® (voir Figure 10). Compte tenu de I’intervalle de ponte entre
les deux premiers ceufs, le male atteint I’age adulte une vingtaine d’heures avant la premiere
femelle. Le male attend donc que la premiére femelle achéve sa mue imaginale pour s’accoupler
avec elle ; le premier accouplement se déroule environ 230 heures post-operculation, dans le
couvain d’ouvriéres comme dans celui de faux-bourdons %°. Tous les accouplements se
déroulent a I’intérieur des alvéoles operculées de couvain, les males varroas réalisant tout leur
cycle de vie a I’intérieur de 1’alvéole. La reproduction du varroa est donc consanguine — entre
le frére et Ses sceurs - sauf en cas d’infestation d’une cellule de couvain par plusieurs fondatrices.
Cette situation de co-infestation tend a augmenter avec la diminution du couvain en fin de
saison %, La phase de reproduction est interrompue par I'émergence de l'abeille. Seules les
femelles varroas adultes (générations parentale et fille) survivent dans la ruche, ou elles
parasitent les abeilles adultes ; les femelles encore immatures au moment de 1’émergence, ainsi

que les males sont voués & mourir rapidement 52,
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Figure 10. Cycle de reproduction du varroa dans le couvain *°.
Une nouvelle femelle varroa est produite a chaque cycle de reproduction se déroulant dans une
cellule d’abeille ouvriere ; alors qu’une fondatrice effectuant son cycle dans du couvain de faux-

bourdon produit en moyenne 2,9 jeunes femelles varroas 2.

1.4 Conséquences de l'infestation par varroa

L’infestation par varroa a de multiples conséquences négatives sur les abeilles et donc sur la
santé de la colonie. La varroose, maladie associée au développement du varroa dans la colonie,
est un sujet de préoccupation majeur des apiculteurs et des autorités sanitaires. Dans le Code
rural et de la péche maritime (CRPM), I’ordonnance 2011-862 du 22 juillet 2011

(www.legifrance.gouv.fr) a remplacé les notions de maladie animale réputée contagieuse et de

maladie a déclaration obligatoire, par les notions de catégories de dangers sanitaires.

Le CRPM distingue ainsi trois catégories de dangerosité (article L201-1) appréhendées en

termes vétérinaires (atteinte a la sante) et économiques (capacités de production) :

- Les dangers de premiére catégorie, dont les manifestations ont des conséquences graves

et qui requierent un encadrement réglementaire.
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- Les dangers de deuxieme catégorie, pour lesquels il peut étre opportun de définir des
mesures réglementaires ou de reconnaitre officiellement 1’action menée par certaines
filieres de production. Ces maladies sont a déclaration obligatoire mais n’entrainent pas
I'application de mesures de police sanitaire.

- Les dangers de troisieme catégorie, pour lesquels les mesures de prévention, de

surveillance ou de lutte relévent de l'initiative individuelle.

Chez I’abeille, I’infestation due a Aethina tumida, a Tropilaelaps, au parasite Nosema ceranae
responsable de la nosémose, ainsi que la loque américaine, causée par la bactérie Paenibacillus
larvae, appartiennent a la premiere catégorie. La varroose, et le frelon asiatique Vespa velutina,

appartiennent a la liste des dangers sanitaires de deuxiéme catégorie.

1.4.1 Expression de la varroose a I’échelle de la colonie

L’expression des symptdmes de la varroose n’est pas uniforme car dépendante de la charge en
parasites dans la colonie .

En début d’infestation, les symptomes sont rares et peu évidents : seul un dépistage met en
évidence la présence de 1’acarien dans la colonie. En revanche, lorsque le niveau d’infestation
s’accroit, des symptomes plus spécifiques apparaissent.

Vers la fin aodt, la pression sur la colonie se fait d’autant plus ressentir : la ponte de la reine
tend a diminuer alors que la charge en parasites est a son maximum, avec de graves
conséquences sur les abeilles d’hiver. Un couvain en mosaique est observable, témoin de la
forte mortalité des larves. La surface du couvain et le nombre d’abeilles des colonies diminuant,
I’infestation relative des abeilles adultes augmente ®*. Il a été estimé que 2 000 - ou 3 600 -
varroas dans la colonie en automne sont suffisants pour tuer une colonie de 30 000 et 40 000
abeilles respectivement 2°,

Apres la mort des colonies, on retrouve une symptomatologie caractéristique témoignant d’un

lent dépeuplement de la colonie ® :

- ruches retrouvées vides, avec trés peu d’abeilles mortes devant et dans les ruches,
notamment avec de petites grappes d’abeilles mortes sur le haut des cadres,

- fortes provisions de miel et de pain d’abeille.

La varroose traduit, a I’échelle de la colonie, les conséquences que peut avoir le parasite sur

chacun des individus qui la constituent.
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1.4.2 Conséquences du parasitisme a I’échelle individuelle

L’infestation par varroa a de multiples conséquences sur les individus de la colonie, avec
notamment une réduction de 1’espérance de vie des ouvriéres et des effets sur leur systéme

immunitaire. Le varroa est également un vecteur d’agents infectieux.

1.4.2.1 Réduction de I’espérance de vie

De maniére générale, un taux d’infestation par varroa fort des colonies est associé a une
réduction de 1’espérance de vie des abeilles d’hiver comparativement a des colonies moins
infestées ®. Or la survie de la colonie dépend de la bonne santé et de I’espérance de vie des
individus qui la composent.

Nous avons déja mentionné la différence importante de durée de vie entre les ouvriéres d’été et
d’hiver, ainsi que la division du travail suivant un polyéthisme d’age. Ces phénomenes sont
gouvernés par des changements physiologiques, régulés en grande partie par la vitellogénine 7,
mais aussi par d’autres facteurs tels que les niveaux de I’hormone juvénile et des amines
biogéniques : dopamine, sérotonine et octopamine %8,

La vitellogénine est une glucolipoprotéine synthétisée au niveau du corps gras (analogue du
foie des mammifeéres). Le taux de vitellogénine et de protéines totales atteint chez les abeilles
est significativement plus faible quand le stade nymphal a subi le parasitisme de varroa . La
vitellogénine se trouve en grande quantité chez la reine, les nourrices et les abeilles d’hiver, et
en faible quantité chez les butineuses . On détecte également des traces de cette protéine dans
’hémolymphe des faux-bourdons 2. Elle est impliquée dans la production de la nourriture
larvaire et de la gelée 7 et dans 1’organisation des tiches des ouvriéres 2. La vitellogénine sert
également dans la protection contre le stress oxidatif "4 et est liée a la durée de vie des
abeilles *. L atteinte du taux de cette protéine peut donc avoir un effet négatif sur la longévité
des abeilles, et des conséquences dramatiques sur la survie de la colonie, notamment lorsque
cela concerne les abeilles d’hiver. La diminution du taux de cette protéine pourrait expliquer
I’effet négatif du parasite sur la durée de vie des abeilles infestées.

La réduction de I’espérance de vie des abeilles peut étre I’'un des facteurs explicatifs de la sur-
mortalité des colonies . En effet, les ouvriéres ayant une durée de vie écourtée, la population
de la colonie diminue. Au-dessous d’un nombre critique d’abeilles, la colonie ne peut plus
réguler sa température, et meurt malgré les réserves accumulées. Ce seuil a été mesuré entre

5000 et 8 000 abeilles selon les conditions climatiques .
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1.4.2.2 Altération des capacités cognitives

Chez des butineuses, I’infestation par varroa affecte I’apprentissage '8. L'apprentissage peut étre
défini comme une modification du comportement de I'animal (ou de ses connaissances) qui
résulte de I'exposition a I'environnement ’°. Chez I’abeille, 1’apprentissage appétitif peut étre
étudié lors du déclenchement de la réponse de I’extension du proboscis avec une solution de
saccharose (proboscis extension response, PER, &). 1l a ainsi été montré que la réponse PER
pouvait étre conditionnée dans le cadre d’un protocole de conditionnement associatif
(conditionnement pavlovien). Le protocole apporte des informations sur le potentiel des
butineuses a remplir leur fonction et est utilis¢ comme mesure des capacités d’apprentissage et

de mémoire chez ’abeille.

Une étude montre 1’influence du varroa sur la durée de vol et la capacité de retour au nid des
butineuses 8. Le dénombrement des abeilles sortant et retournant & la colonie montre une perte
en butineuses deux fois plus importante lorsque le taux d’infestation par varroa varie d’un
facteur huit. Ce phénomene peut étre mis en lien avec le dépeuplement des colonies exprimant
des signes de varroose. Dans cette méme étude, des ouvriéres infestées et non infestées ont été
relachées a quelque distance de la colonie pour mesurer ’heure du retour a la ruche. Les
ouvrieres infestées mettaient 2,3 fois plus de temps pour rentrer a la colonie et la proportion
d’abeilles infestées qui ne rentraient pas le soir était 1,5 fois plus élevée. Lors d’un test
d’orientation visuelle, les abeilles infestées ont été moins bien notées pour leur précision a
trouver I’entrée de la colonie. Les auteurs évoquent deux hypotheses expliquant ces

phénomenes :

1. Le développement d’un comportement d’adaptation des abeilles pour éliminer les
parasites.

2. Un changement de comportement en faveur de la dispersion du parasite.

1.4.2.3 Effet immunopathogéne de Varroa destructor

Le varroa a un effet sur 'immunité de I’abeille. Les insectes sont dotés d’une immunité innée
bien développée, ainsi que d’une immunité acquise, pour se défendre contre les organismes
pathogénes. L’immunité innée est subdivisée en deux réponses : humorale et cellulaire, qui

entretiennent entre elles de fortes interactions.
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1. L’immunit¢é humorale correspond a 1’activation de cascades protéolytiques
(coagulation et mélanisation) dont les éléments centraux sont la phénol-oxydase et
la synthése d’une batterie de peptides antimicrobiens par le corps gras -84,

2. L’immunité cellulaire se rapporte aux réponses telles que la phagocytose et
I’encapsulation (isolement du pathogéne dans une capsule mélanique) mise en
ceuvre par les cellules sanguines, ou hémocytes 858°,

Le systéme immunitaire varie selon le stade des ouvriéres (stades larvaire, nymphale, nourrice

et butineuse), avec globalement un systéme qui se renforce avec 1’age des abeilles &.

L’infestation par varroa est associée a une baisse du nombre total d’hémocytes chez les
nourrices %, ainsi que pour tous les stades de vie des faux-bourdons &. A I’échelle de
I’expression des génes, 1’infestation implique une moindre expression du gene codant pour la
phénol-oxydase et de génes codant pour des peptides antimicrobiens %. La réduction du corps
gras a également été observée °'; toutes ces données suggérent une baisse globale de

I’immunocompétence des abeilles infestées.

1.4.2.4 Un vecteur d’agents infectieux pour I’abeille

Le parasite pourrait é&tre un vecteur pour Aspergillus flavus, agent responsable de
I’aspergillomycose (maladie du « couvain pétrifié ») 9. Des auteurs tendent & montrer que le

varroa peut également étre un vecteur de bactéries pathogénes ou non %,

Il existe actuellement 24 virus identifiés chez I’abeille. Certains sont cependant assez proches
pour les considérer comme appartenant a la méme espece. Cela réduit a 18 le nombre réel de
virus affectant ’abeille. A une exception prés, tous les virus de 1’abeille Apis mellifera identifiés
a ce jour sont des petits virus a acide ribonucléique (ARN) simple brin positif, qui seront
directement traduits une fois dans la cellule. Les virus peuvent se transmettre entre abeilles, par
exemple via une nourriture contaminée (pollen, nourriture larvaire et gelée royale) * ou par les
féces %. Une transmission verticale, de la reine vers les ceufs, semble également possible %.
Mais surtout, en changeant d’hote et en se nourrissant régulierement de I’hémolymphe des
abeilles, le varroa agit comme un vecteur pour huit virus de I’abeille (Tableau 1). De par son
action immunosupressive, le varroa pourrait également faciliter la réplication des virus au sein
de abeilles ¥’. Plusieurs maladies virales sont ainsi associées a ’infestation par varroa, celles

liées aux virus ABPV et DWV étant fortement pathogénes pour I’abeille.
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Tableau 1. Maladies virales associées a Varroa destructor ainsi que les principaux symptdmes

associés et le mode de transmission de ces virus %,

VIRUS SYMPTOMES TRANSMISSION
Virus de la paralysie | Symptémes de paralysie Verticale
aigué Acute Bee précoce, mortalités Alimentaire
Paralysis Virus précoces
(ABPV)
Virus de la paralysie | Entraine des mortalites, Verticale
chronique Chronic parfois importantes, Fécale
Bee Paralysis Virus d’ouvriéres dépilées et
(CBPV) noires avec des symptémes
de tremblements
Virus du couvain Mortalités de larve en Verticale
sacciforme SacBrood | forme de sac Horizontale
virus (SBV) Alimentaire
Virus du cashmire de | Mortalité trés rapide sans Verticale
I’abeille Kashmir Bee | symptome Horizontale
Virus (KBV) Fécale
Virus des ailes Mortalité d’ouvriéres et Verticale
deformees Deformed | déformations des ailes Horizontale
Wing Virus (DWV) d’abeilles naissantes Alimentaire
(Figure 11)
Virus des cellules Entrainerait des mortalités Verticale
noires de reine Black | de larves de reine
Queen Cell Virus
(BQCV)
Virus de la paralysie | Symptébmes de paralysie
lente Slow Paralysis | tardive, suivi de mortalité
Virus (SPV)
Virus des ailes Pas de symptdme précis
nuageuses Cloudy
Wing Virus (CWV)

Les virus & ARN sont caractérisés par un fort taux de réplication et de mutation 1. Cette
variabilité génétique entraine 1’apparition d’une collection de mutants non identiques mais
génétiquement liés, les quasi-espéces . La quasi-espéce désigne une population de variants

viraux présente chez un individu ou dans un environnement donné a un instant t %2,

Les DWV (Iflaviridae: Iflavirus) sont des virus a ARN proche des picornavirus 1%, Selon
I’ International Committee on Taxonomy of Viruses il existe deux types de DWV. De plus, des
variants recombinants ont été observés chez I’abeilles et le varroa %1% et un type C a été mis

en évidence %, L'arrivée et la propagation du varroa sur lI'ensemble des iles hawaiiennes a partir
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de 2007 a permis de suivre les changements de I'environnement viral des abeilles 7. Les
différents variants du DWYV étaient probablement présents chez les abeilles de ces iles : dans
les zones encore indemnes de varroa, le virus était détecté dans environ 10 % des colonies. En
revanche le virus était détecte dans 75 a 100 % des colonies situées dans les zones infestées.
Les auteurs ont également constaté une charge virale par abeille un million de fois supérieure
quand le parasite est présent, ainsi qu’une decroissance temporelle de la diversité en variants.
Cette sélection de variants liée au parasitisme pourrait jouer un role important dans la
physiopathologie de I’infection. En effet, si le DWV est un ensemble de quasi-especes, la

virulence des différents types ne semble pas équivalente!®®. Le virus peut causer la déformation

des ailes des ouvriéres (Figure 12) ainsi qu’une réduction de I’immunocompétence humorale et
109

cellulaire de I’abeille

Figure 11. [llustration d’une abeille ouvriere adulte aux ailes déformées (a gauche),
caracteristique de [’expression du virus des ailes déformées. Un varroa est visible sur son
thorax. En comparaison, une abeille aux ailes normales (a droite). Photographies personnelles.

L’expression du Virus de la paralysie chronique (CBPV) peut affecter les abeilles adultes de
deux manieres. Le premier type inclus des tremblement anormaux des ailes et du corps des
abeilles affectées, qui sont en général incapables de voler et trouvées rampantes a proximite de
la colonie. Le second type est associé au nom de maladie noire (black robbers ou hairless black
syndrome). Les abeilles perdent en effet leurs poils et apparaissent de couleur noire ; elles sont
attaquees par leurs congéneres qui les prennent pour des pilleuses, puis perdent leur capaciteé de

vol et meurent en quelques jours % Le CBPV a été détecté chez le varroa en 2008, et est
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capable de se répliquer dans le parasite *'%. Le role du varroa comme vecteur de ce virus n’est

cependant pas clairement démontré actuellement.

Les virus ABPV, KBV ainsi que I’Israel acute paralysis virus (IAPV) sont maintenant reconnu
comme appartenant & un méme complexe de la famille des Dicistroviridae 2. L’ABPV et le
KBV présentent 70 % de similarités sur I’ensemble de leurs génomes.

L’ABPV (GenBank: AF150629.1) a été découvert dans des colonies et dans des abeilles sans
symptdmes apparents en 1963 en Angleterre, avant I’arrivée du varroa ; lors d’une injection de
virus, les abeilles présentent des tremblements similaires a ceux exprimés avec le CBPV mais
la mortalité survient plus rapidement 113, Le lien entre le varroa et ’ABPV a été montré en
comparant les mortalités de colonies en Allemagne, ou le varroa était déja répandu, et en
Angleterre avant la colonisation par le varroa 1*. Lors de faibles taux d’infestation par varroa
en Allemagne, les colonies présentaient des incidences en virus similaires a ceux d’Angleterre.
En revanche, le virus ABPV devenait la principale cause de mortalité des colonies allemandes
lorsque la pression en varroa augmentait. Un an plus tard, une étude en laboratoire montrait la
capacité du varroa a transmettre le virus a pupes saines 1, montrant ainsi I’action vectrice du
parasite.

Le KBV (GenBank: AY275710.1) est commun des colonies d’apparence saine. Des tests
d’injection du KBV dans des pupes et abeilles adultes semblent indiquer que ce virus est parmi
les plus virulent pour 1’abeille domestique '°. La présence de ce virus dans les sécrétions

salivaires de varroa suggere le réle de vecteur du parasite %.

1.5 Moyens de lutte contre Varroa destructor

Selon la FAO, la lutte intégree est définie comme étant un « systéme de lutte aménagée qui,
compte tenu du milieu particulier et de la dynamique des populations des especes considérées,
utilise toutes les techniques et méthodes appropriées de fagon aussi compatible que possible en
vue de maintenir les populations d'organismes nuisibles a des niveaux ou ils ne causent pas de
dommages économiques ». Au sein de I’Union Européenne, la lutte intégrée est définie par la
directive communautaire 91/414/CEE comme « I’application rationnelle d’une combinaison de
mesures biologiques, biotechnologiques, chimiques, physiques, culturales ou intéressant la
sélection des végétaux, dans laquelle I’emploi de produits phytopharmaceutiques est limité au
strict necessaire pour maintenir la présence des organismes nuisibles en dessous de seuil a partir

duquel apparaissent des dommages ou une perte économiquement inacceptables ». La lutte
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intégrée prend donc en compte la balance entre le colt et le bénefice pour le producteur, la
société et I’environnement lors des choix pour la lutte contre un nuisible 7. Selon les auteurs
Eguaras et Ruffinengo 8% |a lutte intégrée contre le varroa passe par quatre points
principaux :

1. Evaluer I’infestation dans les colonies.

2. Réduire de la croissance de la population par des méthodes biotechniques.

3. Controler I’infestation, par des traitements acaricides sans risque écotoxicologique.

4

Rechercher des d’abeilles tolérantes au parasite.

1.5.1 Evaluer I'infestation par varroa

La surveillance réguliére de la population de varroas est une mesure essentielle : elle permet de
déceler une éventuelle augmentation de la population de parasites et le cas échéant de mettre
en ceuvre les mesures de luttes nécessaires. Une étude canadienne 2° recommande un traitement

lorsque :

- La densité moyenne de varroas destructor dépasse 0,02 acarien par abeille (2
acariens pour 100 abeilles) au printemps afin d'empécher les pertes de production
de miel.

- Ladensité d'acariens dépasse 0,04 acarien par abeille (4 acariens pour 100 abeilles)
entre la fin d'aolt et le début de septembre pour éviter la perte de colonies en

automne ou en hiver.
Le diagnostic quantitatif du nombre de varroas peut étre fait par plusieurs méthodes.

La méthode des langes correspond au comptage des varroas tombeés naturellement au fond de
la ruche pendant un laps de temps donné. Un plateau recouvert d’un tissu graissé, ou bien d’une
feuille collante, est glissé sous la ruche. L’usage de pi¢ges pour empécher les fourmis d’accéder
au plateau est nécessaire pour éviter un comptage biaisé de la chute en varroas *?*. Dans ce but,
les ruches peuvent étre installées sur des pieds métalliques enduits d’un collier de glue
semblable a ceux utilises pour les arbres fruitiers. La méthode présente 1’avantage de ne pas
perturber la colonie mais nécessite un suivi sur plusieurs jours. En effet le nombre de varroas
qui chute est variable selon les jours, il est donc recommandé de suivre la chute naturelle sur au
moins sept jours. Les varroas sont dénombrés afin de calculer un taux quotidien de chute

naturelle. L’outil VarEval 1?2 propose un canevas afin de simplifier 1’étape du comptage, et
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d’améliorer la reproductibilité des observations entre les colonies. Le seuil dommageable pour
la colonie est généralement fixé a 30 varroas par jour, voire moins selon la saison 123, La chute
naturelle peut étre un estimateur de la population globale de varroas dans la colonie. La
population de varroas peut étre estimée en multipliant la chute naturelle quotidienne par 250 a
500 ou par 20 a 40 pour des comptages réalisés en absence ou présence de couvains
respectivement %2, Selon ’Animal and Plant Health Agency, un traitement varroacide est
recommandé dés que 1’estimation indique 1000 varroas dans la colonie. La corrélation entre la
chute naturelle et la population globale reste cependant une estimation dépendante de la région

d’implantation des colonies 2,

Une autre méthode consiste a estimer le taux d’infestation du couvain de male operculé. Un
minimum de 100 cellules de males sont désoperculées et examinées afin de déterminer le
pourcentage de cellules infestées 125, Un taux d’infestation de 15% a été signalé comme la limite

indiquant qu’un traitement est nécessaire pour la colonie 2.

Il est également possible d’évaluer I’infestation en varroas phorétiques. L’Association de
Développement de 1I’Apiculture en Aquitaine (ADAPI) propose le calcul suivant pour

déterminer le nombre de varroas phorétiques :

%4
Vphorétiques/ 100 abeilles = 0,14 x 100 XF X C,

Avec V :nombre de varroas dans I’échantillon

P : poids de I’échantillon

0,14 : poids d’une abeille

Cc : coefficient de correction, fonction de la méthode d’échantillonnage utilisée
Il existe trois méthodes d’échantillonnage des varroas phorétiques. La méthode de lavage au
COo, de lavage au sucre glace et de lavage au détergent. Cette derniére montre une efficacité
de 100 % : tous les varroas phorétiques sont comptés, et le calcul du nombre de varroas
phorétiques ne nécessite pas d’utiliser un facteur de correction Cc. Les méthodes au CO> et au
sucre glace ont des efficacités de 73 et 92 % respectivement. On applique donc des Cc de 1,4
pour la méthode du CO; et de 1,1 pour le sucre glace. L’ ADAPI donnait en 2014 comme Seuils
critiques a ne pas dépasser : 1 varroa phorétique pour 100 abeilles au printemps et 2 varroas en

automne apres les traitements varroacides.

Pour éviter la contamination du miel, et selon les contraintes climatiques, les traitements anti-
varroas ne sont applicables que sur certaines fenétres de périodes assez limitées : en tout début

de saison avant la pose des hausses, en fin de saison apres la récolte de miel, et éventuellement
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en hiver quand le couvain est absent. L’évaluation du taux d’infestation a pour objectif
d’indiquer si un traitement doit étre appliqué ou si ’apiculteur peut attendre la prochaine
fenétre. Mais le taux d’infestation limite que peut supporter une colonie reste une donnée
complexe, dépendante de nombreux facteurs comme la durée de présence de couvain, la qualité
des ressources alimentaires, la région géographigue ou se trouve le rucher, I’exposition a

d’autres parasites ou maladies ainsi que le comportement hygiénique des abeilles 2°,

1.5.2 Lutte par I’emploi de traitements acaricides

D’un point de vue général, les acaricides présentent différents modes d’action et cibles
pharmacologiques : action sur le systeme nerveux et musculaire (acétylcholinestérase,
récepteurs nicotiniques, récepteurs a 1’octopamine, canaux sodiques...), action sur la chaine
respiratoire (ATP synthase, transport d’électron), action sur la croissance et le développement
des acariens (synthése lipidique, synthese de la chitine...). Leur emploi est trés généralisé car
certaines de ces molécules présentent une trés bonne efficacité. La mise au point de formulation
avec une autorisation de mise sur le marché (AMM) permet la bonne gestion des doses
appliquées a chaque ruche et vise a simplifier le travail de D’apiculteur. En revanche
I’introduction d’un composé chimique dans une colonie peut potentiellement diminuer la durée
de vie des abeilles, atteindre leur systéme immunitaire et compromettre la croissance de la
colonie déja affectée par le parasite 2. L’apparition de résistance vis-a-vis des traitements est

¢galement une limite rencontrée lors de 1’usage répété d’une méme molécule.

1.5.2.1 Molécules de synthéses & usage varroacide

L'amitraze a été commercialisée en 1974. Utilisée auparavant pour le traitement des arbres
fruitiers, en particulier du psylle du poirier, elle n'est plus autorisée en agriculture depuis 2005.
L’amitraze est, par contre, toujours trouvée dans des medicaments vétérinaires antiparasitaires
pour les animaux domestiques ; c’est également la molécule active des médicaments & usage
varroacide Apivar® et Apitraz®. L’amitraze est une molécule volatile liposoluble, agoniste des
récepteurs a 1’octopamine, appartenant a la famille des formamidines 12812, Les formamidines
semble aussi agir sur la monoamine oxygénase de la tique Boophilus microplus *° et posséder
des propriétés a-2-adrénergiques chez les mammiféres $311%2, Le mode d’action de I’amitraze
chez les acariens n’est en fait pas précisément décrit, mais le plus probable est que 1’amitraze
soit un agoniste des récepteurs a I’octopamine 133134, La dose létale causant 50 % de mortalité
des abeilles (DLso) par contact de I’amitraze est de 50 pg par abeille *°. Dans le miel, I’amitraze

est dégradée completement aprés 3 a 4 semaines en plusieurs métabolites : le DMPF, le DMF
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puis en DMA (Figure 12). 1l semblerait que le DMPF suive le méme mode d’action que

’amitraze 6.
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Figure 12. Profil de dégradation de I’amitraze dans le miel pendant quatre semaines *'.

L’amitraze n’est pas détectée dans les cires apres traitement pendant 10 semaines avec deux
laniéres du médicament Apivar® 3. En revanche les produits de dégradation DMPF, et dans
une moindre mesure le DMA, peuvent étre détectés dans des échantillons de cire et les corps
abeilles 13, L’exposition aigué par voie topique a I’amitraze n’entraine pas de changement pour
I’acquisition du conditionnement du PER, ni de variation significative du niveau d’octopamine
dans I’hémolymphe des abeilles 4%, La molécule ne semble donc pas affecter la capacité
d’apprentissage et la mémoire a court terme des abeilles. De plus, il n’y a pas d’effet significatif
de I’amitraze sur 1’expression du géne 1i¢ a la synthése de la vitellogénine 27, protéine dont

nous avons déja évoqué I’importance vis-a-vis de la durée de vie des abeilles.

Le tau-fluvalinate (N-[2-Chloro-4-(trifluoromethyl)phenyl]-D-valine (RS)- cyano(3-phenoxy-
phenyl)methyl ester) de la famille des pyréthrinoides (Figure 13), est utilisé comme insecticide
et acaricide. Il est employé contre la varroose depuis 1988. La fluméthrine (e.g Bayvarol®) et
I’acrinathrine (e.g Gabon PA 92® utilisé en Slovaquie) sont deux autres pyréthrinoides de
synthese parfois utilisés contre le varroa (Figure 13). Les pyréthrinoides sont des composes
neurotoxiques agissant sur les canaux sodium voltage-dépendants 43142 des protéines
membranaires dont le rdle est primordial dans la propagation du signal nerveux. Ce sont des
analogues synthétiques des pyréthrines trouvées naturellement dans les fleurs de Tanacetum,

anciennement Chrysanthemum spp. La DLso orale du tau-fluvalinate est de 12,6 ug par abeille
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et la DLso par contact de 12,0 pg par abeille (www.agritox.anses.fr), mais sa toxicité semble

augmenter en présence d’autres acaricides ou de 1’oxytétracycline 13, un antibiotique a large
spectre parfois utilisé pour la lutte contre les loques (maladies du couvain). La tolérance de
I’abeille au tau-fluvalinate semble permise par le systeme de détoxification des cytochromes
P450 144, Le tau-fluvalinate est un contaminant fréquent des cires 1*° du fait de sa liposolubilité
(logP : 7,02 a pH=7). 1l est stable durant au minimum 8 mois dans du miel stocké dans des
conditions de température similaires au stockage au sein d’une colonie, et n’est pas altéré
lorsque le miel est monté & 80°C pendant 15 minutes 4. Il n’existe cependant pas de limite
maximale de résidus (LMR) dans le miel. Ce composé peut également étre retrouvé dans le
corps des abeilles *°. Le tau-fluvalinate détecté dans les ruchers peut étre d'origine apicole ou
agricole ¥*’. Lors de tests en ruches, le tau-fluvalinate ne semble pas avoir d’effet notable sur la

santé et le développement des reines 4.
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Figure 13. Structures du tau-fluvalinate, de la fluméthrine et de I’acrinathrine.

Le coumaphos appartient a la famille des organophosphates, il agit donc comme inhibiteur de
I’acétylcholinestérase 4. Il est la molécule active du médicament ChekMite+® (non autorisé
en France). La détoxification du coumaphos nécessite I’intervention des cytochromes P450 %0,
mécanisme également mentionné comme intervenant dans la détoxification du tau-fluvalinate.
Cela pourrait expliquer la synergie de toxicité entre les deux molécules chez I’abeille 1,

Du fait de sa liposolubilité (logP = 4,1), le coumaphos tend a s’accumuler dans les différentes

matrices de la ruche, notamment les cires et le miel. La concentration moyenne de coumaphos
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en France atteignait 38 pg.g™* de miel entre 2002 et 2005 °2 ; les auteurs présumaient I’emploi
par certains apiculteurs de préparation de coumaphos hors prescription. Selon I’Agence
européenne des médicaments EMA, la LMR du coumaphos dans le miel est de 100 pg.kg?,
donc la commercialisation du miel contaminé ne semble pas devoir étre remise en cause. Une
étude portant sur les résidus dans le miel apres un traitement avec les laniéres CheckMite+
montre que les doses retrouvées respectent cette norme 1%,

Le coumaphos est un contaminant quasi ubiquiste des cires en Amérique du Nord, ou il est
utilisé comme varroacide, avec en moyenne 33,6 mg.kg™ détecté dans les cires des colonies, et
jusqu’a 14,3 mg.kg™ dans les cires neuves **°. Se pose alors la question des effets de ces résidus
sur la santé des colonies. Par contact, la DLso sur 24 heures du coumaphos est de 20,3 pg par
abeille ¥, L’exposition unique par voie thoracique a des doses sublétales de coumaphos
n’affecte pas 1’acquisition du réflexe PER et ne modifie pas les taux d’AChE mesurés dans le
cerveau des abeilles ***. En revanche, un effet négatif du coumaphos sur I’expression du géne
lié a la synthése de vitellogénine a été constaté '2’. Tout comme pour le tau-fluvalinate, une
étude a montré ’effet négatif du coumaphos sur la santé des reines 8. Une étude a en effet
souligné que la présence de coumaphos dans la cire, a hauteur de 100 mg.kg™, peut aboutir a

I’échec de I’¢élevage de nouvelles reines au sein des colonies 1*°.

L’hydrochlorure de cymiazole (N-(2,4-dimethylphenyl)-3-methyl-1,3-thiazol-2-imine) est un
acaricide de la famille des formamidines, tout comme 1’amitraze 1. C’est la molécule active
du traitement Apitol®, utilisé dans les colonies par dégouttement. La LMR du cymiazole est de

1 mg.kg™ de miel. Etant soluble dans 1’eau, la molécule peut étre trouvée dans le miel a hauteur

de 0,1 mg.kgt 7.

Le pyrazole fenpyroximate est la molécule active du produit commercial Hivastan® (non
autorisé en France). C’est un acaricide et insecticide qui agit comme inhibiteur du complexe I
(ou NADH-Coenzyme Q oxydoréductase) de la chaine respiratoire mitochondriale 8, qui
permet l'oxydation du NADH produit par le cycle de Krebs et la glycolyse, la génération d'un
gradient de proton, pour permettre in fine la synthése d'’ATP. La chaine respiratoire correspond
a une association de cinq complexes proteiques presents au sein de la membrane interne de la
mitochondrie. Le complexe | oxyde le NADH en NAD+, réduit le coenzyme Q en coenzyme
QH2 et pompe des protons de la matrice vers 1’espace intermembranaire. L’inhibition du
complexe | ralentit ’utilisation par ce complexe du NADH, donneur d’hydrogéne, et du
coenzyme Q, receveur d’hydrogene. Il s’ensuit un ralentissement de la respiration, et un arrét

de la synthése de I’ATP a partir de I’ADP et du phosphate. Aux Etats-Unis il fait partie depuis
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2007 de la Section 18 de la Federal Insecticide, Fungicide, and Rodenticide Act (FIFRA),

permettant a I’US.EPA d’autoriser, pour un Etat, I’'usage ponctuel lors de situations d’urgences

de médicaments non enregistreés.

Le bromopropylate (isopropyl 4,4’-dibromobenzilate) a été utilisé dans les débuts de la lutte
contre le varroa (commercialisé en fumigation sous le nom de Folbex VA) (Ritter and
Perschil 1983), en paralléle d’un usage agricole. Selon I’Insecticide Resistance Action
Committee (IRAC), le mode d’action du bromopropylate n’est pas clairement caractérisé¢ 1 ;

www.irac-online.org/, mars 2017). Des hypothéses suggérent une action que ce composé,

analogue du DDT, pourrait avoir un effet sur les canaux sodium ¢°, Son usage comme pesticide
et médicament vétérinaire apicole est interdit en Europe depuis 2007 (Commission Directive
2004/59/EC). Des auteurs rapportent cependant que le bromopropilate était encore détecté en

2015 dans les cires de Belgique entre 10 et 90 pg.kg™ 62,

Un mélange de tetrafidon et de malathion (famille des diphényle et organophosphoré
respectivement) a été propose au début de la lutte contre le varroa sous les noms d’ Apiakaridim

et Danikoroper %2, En revanche des résistances a ces traitements sont apparues trés tot 63,

1.5.2.2 Molécules biologiques

Les composants d’huiles essentielles

En 1999, Imdorf et collaborateurs % ont testé plus de 150 huiles essentielles par criblage en
laboratoire et in situ afin d’évaluer leur toxicité, répulsivité, attractivité, ainsi que leurs effets
sur la reproduction du varroa. Parmi tous les composants testés, le thymol a eu le meilleur

résultat en apiculture pratique.

Le thymol (5-méthyl-2-(propan-2-yl)-phénol) est une molécule lipophile (pKa : 10,6) de la
famille des monoterpénes. Il a été testé comme varroacide administré en poudre en différentes

quantités et intervalles d’application 164

, absorbé sur un support neutre comme la vermiculite
(Apilife Var®) % | ou inclus dans un gel (Apiguard®) . En plus de son action acaricide,
I’ingestion au laboratoire de sirop sucré ou du candy contenant 0,1mg.g* de thymol semble
freiner le développement de Nosema ceranae dans le tube digestif des abeilles %7, Chez les
insectes, le thymol se fixe a la fois sur le récepteur de 1'Acide y-AminoButyrique (GABA) de

type RDL 68189 sur le récepteur de la tyramine 17° et sur les canaux cationniques Transient
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Receptor Potential (TRP) "1, Le thymol agit par sublimation et impacte les varroas phorétiques
lorsque la température a I’extérieur de la ruche est optimale ®172, En dessous de 15 °C, il n’y
a pas assez de vapeurs et le traitement est inefficace, et au-dessus de 30 °C ou 40 °C, il ya un
risque de perturbation de la colonie et de mortalité du couvain et des abeilles. L’efficacité du
traitement peut étre améliorée de 20 % par une pratique d’encagement de la reine 1", La DLso
du thymol est de 210,3 ug par abeille 14, ce qui en fait une molécule peu toxique lors d’un test
de toxicité aigué. Aucune LMR de thymol n’est définie par la réglementation. Le thymol est
donc intéressant dans la lutte contre varroa, cependant il n’est pas sans effet sur I’abeille.
L’exposition pendant 30 jours au traitement Apiguard® a un effet répressif significatif sur
I’expression du géne lié a la synthése de vitellogénine 27, suggérant un effet sur la durée de vie
des abeilles. De plus, bien qu’aucune mortalité des abeilles adultes n’ait pu étre remarqué, un
effet négatif du thymol sur le développement des colonies a été observé 17>, avec une surface
de couvain moindre chez des colonies traitées a Apilife Var® ou a Apiguard®. L’exposition en
laboratoire a des concentrations sublétales de 100 ng de thymol par abeille, ainsi que
I’utilisation du traitement Apilife Var® perturbe le phototactisme des abeilles 176, Des
concentrations similaires n’entrainent pas d’effet sur I’expression du géne Rdl (codant pour le
récepteur GABA), augmente celle du gene trpl (codant pour les canaux TRP) et diminue celle
du gene Amoal (codant pour un récepteur a I’octopamine) ce qui pourrait influencer a long
terme les capacités de mémoire des ouvriéres et donc leur performance au butinage /. Un

premier report de résistance du varroa au thymol a été mentionné en 2015 78,
Les acides organiques

L’acide formique, I’acide oxalique, et de fagon plus marginale, les acides lactique et acétiques,
sont utilisés pour lutter contre varroa. Ces substances sont présentes de maniére naturelle dans

le miel 1°. Selon la réglementation, aucune LMR n’est requise pour ces composés.

Encore appelé acide méthanoique, I'acide formique (Figure 14) est secrété notamment par la
fourmi et I’ortie. La premiére évocation de cet acide comme traitement anti-varroa est
contemporaine de ’arrivée du varroa en Europe (Althen, 1979). C’est la molécule active de
traitement vétérinaire tels que MAQS® et Varterminator®. L’acide formique est la seule
molécule actuellement reconnue pour son action sur les varroas dans le couvain operculé .
L’acide formique semble agir comme inhibiteur du complexe IV (ou cytochrome oxydase) de
la chaine respiratoire mitochondriale 81182 et avoir un effet neuro excitateur 8. Néanmoins,
avec une DLso de 152 pg par abeille 18, I’acide formique est peu toxique pour celle-ci. Le
traitement hivernal n’affecte pas la ponte de la reine méme sur le long terme 8. La mortalité
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aigué des reines augmente en revanche significativement lors de I’usage de doses élevées™®®,
rappelant I’importance du respect des doses recommandées. L’application du protocole du PER

a permis de montrer I’absence d’effet de 1’acide formique sur ’apprentissage associatif de

’abeille ¢7.
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Figure 14. Structures de I’acide oxalique et de I’acide formique

L’acide oxalique est largement répandu dans le regne végétal (Figure 14) ; il est présent dans
de nombreux légumes, comme I’épinard, la betterave rouge ou la rhubarbe 8. La teneur
naturelle du miel en acide oxalique est trés variable (3,3-761,4 mg.kg™) et dépend de 1’origine
botanique du nectar 8. Le mode d’action acaricide de ’acide oxalique n’est pas connu, mais
chez les mammifere il interfere avec la chaine respiratoire mitochondriale et induit une toxicité
rénale 1%, Cet acide est peu toxique pour les abeille, avec une DLso supérieure a 300 pg par
abeille, mais posséde probablement des sensibilités variables selon les souches d’abeilles 19119,

Contre la varroose, 1’acide oxalique peut étre appliqueé :

- par dégouttement dans une solution sucrée versee directement sur les abeilles dans
les passages inter-cadres,

- sous forme de cristaux qui se subliment dans la ruche,

- par pulvérisation d’une solution aqueuse sur les abeilles qui se tiennent sur les

rayons.

L’efficacité de I’acide oxalique semble dépendre de son mode d’application 1%, et de 1’absence
de couvain au moment du traitement %, Aprés traitement en automne ou en hiver, la
concentration d’acide oxalique augmente dans le miel ou dans les réserves d’hiver, puis les

valeurs redescendent aux niveaux naturels au printemps suivant 8,
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1.5.3 Lutte biologique et biomécanique

Dans le but de limiter 1’utilisation des médicaments dans la ruche, plusieurs options sont
envisagées. Certaines sont déja appliquées par les apiculteurs, tandis que d’autres sont en voie

de développement.

1.5.3.1 La sélection de souche d’abeilles tolérantes au varroa

Certaines abeilles comme Apis cerana, ou les sous-espéces Apis mellifera capensis et Apis

195 montrent une tolérance a Varroa destructor,

mellifera scutellata du continent Africain
laissant espérer que la sélection d’abeilles melliféres varroa-tolérantes soit possible a 1’échelle
globale. Les techniques d’¢levage et de sélection sont des pratiques communes en apiculture.
Sont généralement visés 1’amélioration de traits comme la productivité en miel, le caractére
doux et la faible propension a 1’essaimage. La résistance aux agresseurs ou 1’adaptabilité aux
environnements locaux ne sont que des préoccupations contemporaines ou le nourrissement
artificiel des colonies et les traitements chimiques semblent atteindre leurs limites. La sélection

d’abeilles tolérantes, qui a débuté dans les années 80, passe par deux approches :

1. L’élevage a partir de colonies ayant survécu pendant une dizaine d’années sans
intervention : live and let die.

2. La sélection d’abeilles présentant des comportements spécifiques contre le varroa.

La tolérance des abeilles au varroa passe par deux réponses comportementales : le caractére

d’épouillage des varroas phorétiques et les caracteres agissant sur la reproduction des varroas.

Lors de I’épouillage ou « grooming » les abeilles peuvent décrocher les varroas phorétiques.
L’évaluation de ce caractére est complexe, elle peut passer par le comptage des varroas morts
sur le plancher d’une ruche ou par I’observation comportementale des abeilles en laboratoire.
L’abeille asiatique Apis cerana semble plus efficace a décrocher varroa qu’Apis mellifera dans
ces tentatives d’épouillage %1%, Cette caractéristique comportementale serait I’'une des
explications de 1’équilibre hote-parasite entre 1’abeille mellifére asiatique et le varroa 1%, Au
laboratoire, le comportement d’épouillage est altéré par 1’usage d’acaricides comme le

coumaphos, 1’amitraze et le tau-fluvalinate 1%,

Des travaux publiés en 2001 rapportent la sélection d’une souche d’abeille ayant la capacité de
réduire la reproduction des varroas ?®°. Dans le couvain de cette souche, 50 a 100 % des varroas
fondatrices sont mortes ou bien sans descendance (contre environ 20 % pour le couvain

d’abeilles standards). Avec ce caractére héréditaire appelé SMR pour Suppression Mite
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Reproduction, les abeilles sont capables de détecter des nymphes infestées par des varroas
femelles initiant 1’oviposition et de les éliminer, alors qu’elles n’éliminent pas les nymphes
infestées par des varroas incapables de se reproduire 21, Le comportement SMR est une
conséquence d’un comportement hygiénique de nettoyage des cellules qui contiennent des
larves mortes 2. 11 a donc été recommandé de changer 1’appellation SMR de cette souche par
VSH, pour Varroa Sensitive Hygiene 2°%. A 1’heure actuelle, il persiste des confusions entre les
deux acronymes ; nous retiendrons que la défense comportementale VHS peut étre 1’un des
caractéres exprimé par une colonie SMR supprimant la reproduction du varroa 2%, D’autres
caractéres peuvent agir sur la reproduction du varroa. Les conditions de température et
d’humidité relative dans le couvain ont , par exemple, un impact direct sur la reproduction du
varroa ; la régulation de ces paramétres peut étre un facteur de tolérance au varroa 2°°2%, tout
comme la durée d’operculation du couvain *!. Tout varroa non mature a 1I’émergence de I’abeille
est voué a mourir. Ainsi une désoperculation précoce permettrait de tuer les varroas immatures,
et donc de ralentir la croissance de la population du parasite. Ce caractére semble cependant
peu héréditaire, et donc difficilement sélectionnable 2%,

Plusieurs programmes d’élevages ont suivi cet objectif d’abeille tolérante. Citons par exemple
le programme utilisant la souche d’abeilles RHB (Russian Honey Bee) suivie par le ministére
de I’ Agriculture des Etats-Unis (USDA) 2%, La population de varroas s’accroit moins vite dans
les souches RHB sélectionnées mais leur moindre productivité et leur agressivité en ont ralenti
le commerce 2. En Allemagne depuis 2003, le programme Arbeitsgemeinschaft Toleranzzucht
(AGT) est mené pour la sélection d’abeilles productives, douces et résistantes au varroa. En
France, le projet BeeStrong a débuté a 1’été 2016 et vise I’identification de marqueurs
génétiques spécifiques du caractéere SMR. Ces abeilles pourraient représenter dans le futur une

solution durable contre le varroa.

1.5.3.2 Piégeage des varroas dans le couvain

Il est généralement impossible d’employer des traitements contre varroa pendant la période de
miellée. Le risque de résidus dans le miel est le principal frein a leur usage. Pour réduire la
population de varroas a cette époque de micellée, il est possible d’utiliser des méthodes
biotechniques. Ces méthodes sont fondées sur un principe simple : les varroas peuvent étre
piégés dans le couvain et ainsi retirés de la colonie. En effet, nous avons cité precédemment
que le couvain peut servir au diagnostic de I’infestation par varroa, nous allons voir ici que

’apiculteur peux s’en servir comme moyen de controle du parasite.
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Le retrait du couvain d’ouvrieres semble plus délicat a mettre en ceuvre que celui de faux-
bourdons, d’une part car il faut en éliminer une quantité importante pour avoir un effet
significatif sur la population de varroas, d’autre part parce que les apiculteurs sont réticents a
I’idée de supprimer de futures ouvriéres 2'%. La premiére évocation du retrait de couvain de
faux-bourdons date de 1980 2. Le retrait de couvain de faux-bourdons n’est pas suffisant pour
réguler I’infestation 21 mais peut permettre de soulager la colonie, voire espacer les traitements
chimiques. Une étude menée par Calderone (2005) n’a montré aucun effet négatif du retrait du
couvain de faux-bourdons (& quatre reprises au cours de la saison) sur la santé globale des
colonies, en terme de population d’ouvriéres et de production de miel 23, Cette étude soutient
également 1’effet positif de la suppression du couvain sur la pression parasitaire. Des résultats
précédents avaient déja montré I’intérét de ce type de méthode 4. Calderone conclu son étude
sur I’intérét de cette méthode biomécanique dans un programme de lutte intégré contre le

varroa.

1.5.3.3 La lutte biologique

On entend par contrdle biologique (ou biocontrdle) I’emploi d’organismes vivants pour limiter
ou supprimer la population d’un nuisible, afin de le rendre moins dommageable ?*°. L utilisation
de prédateurs ou parasite naturels du varroa sont des pistes intéressantes, mais doit passer par
des ennemis d’autres acariens car aucun ennemi naturel du varroa n’est connu. La publication
de Chandler et al. (2001) offre une revue des différentes options envisagées pour le biocontrdle
du varroa 2%, Les agents pathogénes potentiels pour les acariens varroas peuvent étre divisés
en groupes, selon la taxonomie des microorganismes: les arthropodes, les nématodes,
les protozoaires, les champignons, les virus et les bactéries Rickettsiae. Néanmoins, ces
derniéres sont complexes a produire en quantité, et peuvent étre dangereuses pour I’homme, ce

ne sont donc pas des agents de biocontrdle potentiels.

Le biocontr6le du varroa par des Arthropodes, membres de la superfamille des Cheliferoidea
(Ordre des Pseudoscorpionida) est une autre piste de lutte envisagée. Ces animaux sont
ubiquistes des environnements terrestres 2’. Certains pratiquent le commensalisme avec des
insectes volants, par exemple les abeilles, et les utilisent comme mode de dispersion (phorésie).
Historiquement on trouvait une espéce de pseudoscorpion dans les ruches d’Europe - Chelifer
cancroides -, six en Afrique et cing en Inde 2%8. C. cancroides semble avoir disparu des colonies
européennes, sans doute avec 1’apparition des ruches a cadres mobiles. Plusieurs de ces especes
(N. gracilis, C. cancroides, et H. novaezealandiae) sont des prédateurs de varroa 2!%%%, Les

observations sont cependant controversées par un manque de lien entre la présence naturelle de
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pseudoscorpions et le contrdle du varroa 22222, L. hypothése serait un régime trop généraliste
pour permettre un biocontrdle efficace du parasite au sein des colonies. La détection des espéces
se nourrissant de varroa, possible par des techniques de PCR 22, devrait permettre a terme
d’identifier les espéces de pseudoscorpions réellement intéressantes. Elles pourraient ainsi
servir d’agents de contrble biologique non seulement contre les varroas, mais aussi contre les
acariens causant ’acariose, les petits coléoptéres de la ruche et les larves de fausse-teigne 22,
Si cette voie est choisie, les ruches devront probablement étre modifiées pour fournir un

environnement favorable au développement des pseudoscorpions.

Une piste évoque la réduction de I’espérance de vie des varroas naturellement contaminés par
des particules virales 22°, mais aucune suite n’a pour ’instant été donnée a ces travaux. Des
recherches explorent également le pouvoir varroacide de certaines bactéries comme des souches
de Bacillus sp. 2262%" gu des sous-produits d’origine bactérienne 228, Deux souches de Bacillus
thuringiensis en particulier ont montré un effet varroacide sans effet sur le développement des
larves d’abeilles, ni la consommation de sirop, la locomotion ou 1’acquisition du PER des

ouvriéres 226229,

Enfin, parmi les multiples options, les champignons entomopathogénes semblent présenter
I’avenir le plus prometteur 2%6. Plusieurs isolats de différentes espéces (Verticillium lecanii,
Hirsutella spp., Paecilomyces spp., Beauveria bassiana, Metarhizium spp., et Tolypocladium
spp.) ont montré un effet varroacide intéressant 2%. Deux champignons ressortent
particulierement : Beauveria bassiana et Metarhizium anisopliae (Muerrle et al., 2006). Des
tests en champs réalisés avec 1’espéce Metarhizium anisopliae (Metschnikoff, Hypocreales:
Clavicipitaceae), indiquaient une efficacité comparable au traitement Apistan. L’intérét du
traitement par ce champignon a été confirmé par une autre étude menée dans des colonies en
Floride et au Texas 2312%2, Ces résultats n’ont cependant pas pu étre reproduits 23 ce qui souligne
la nécessité d’approfondir les recherches. Une formulation avec Beauveria bassiana (Balsamo,
Hypocreales: Cordycipitaceae) a montré une efficacité anti-varroa lors de tests en ruche 2%,

En plus de leur effet potentiel sur le varroa, B. bassiana et M. anisopliae montrent un profil
intéressant pour la lutte contre le Petit Coléoptére des ruches Aethina tumida 2*°. Cependant, la
température et I’humidité influencent ’efficacité des champignons entomopathogénes 2%
laissant présager une variabilité dans I’efficacité du biocontrdle par les champignons. Les défis
avant de pouvoir les utiliser & grande échelle restent donc encore nombreux 27, et des tests
normalisés devront étre developpés pour mieux cerner les interactions entre le varroa, la ruche

et les champignons avant de les envisager comme moyen de lutte.
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1.5.3.4 Extraits végétaux divers

HopGuard® se présente sous la forme de languettes cartonnées contenant des extraits de
houblon Humulus lupulus avec 16 % d’acides beta comme ingrédient actif %, Le médicament
n’est pas encore autorisé en Europe. Aux Etats Unis il fait partie de la Section 18 de la Federal
Insecticide, Fungicide, and Rodenticide Act (FIFRA). Une étude menée au Canada par
Vandervalk (2014) a montre un effet insuffisant du médicament HopGuard® lors de traitement
printanier et automnal 3, Des résultats similaires en présence de couvain ont été trouvés lors
d’un essai technique en 2013 par la Chambre Agriculture de Région Alsace. En revanche des
tests plus récents ont montré une efficacité varroacide moyenne de 90 % lors d’un traitement
hivernal de quatorze jours 2. Des extraits d’if5 et de feuilles et noyers ont été proposés comme

traitement anti-varroa complémentaire 2*°, sans que le mode d’action soit définit.

La roténone est une molécule organique naturelle extraite des racines de certaines plantes
tropicales, agissant comme inhibiteur du complexe | de la chaine respiratoire. Un test mené sur
colonie suggére qu’un effet contre le varroa d’environ 80 % peut étre atteint lors d’un traitement
sur dix jours 2%, En revanche la molécule entraine une forte mortalité du couvain %4, Aucun
dossier de LMR n’ayant été réalisé aupres de I’Agence Européenne du médicament, aucune
préparation extemporanée a base de roténone ne peut étre prescrite sous ordonnance vétérinaire.

La roténone n’apparait plus comme candidate dans la lutte contre le varroa 242,

L’huile de neem est extraite des graines de I’arbre Azadirachta indica ou Melia azadirachta,
dont les différentes parties sont utilisées dans la médecine traditionnelle, notamment en Inde.
La principale molécule active de cette huile est 1’azadirachtine, mais I’huile se montre plus
active que 1’azadirachtine pure. Les effets de 1’azadirachtine chez les insectes sont multiples :
antiappétant et reprotoxique, c¢’est également un composé qui altére le déroulement de la mue,
ralentit le systéme digestif et la division cellulaire 23, Ces effets négatifs sur le couvain
d’abeilles 2** bloquent pour le moment son usage contre le varroa malgré une efficacité

prometteuse 245247,

1.5.3.5 Autres pistes de lutte

Quelques études montrent que la taille des cellules du couvain peut avoir de 1I’importance dans
le processus d’infestation par les fondatrices. L’abeille africanisée est plus petite que 1’abeille
européenne, et les cellules construites pour 1’élevage du couvain suivent la méme tendance. La

comparaison de I’infestation de ces deux types de cellules a permis de montrer que le varroa
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infeste significativement plus les grandes cellules 28, Une hypothése explicative pourrait étre
le nombre de visites par les abeilles nourrices plus fréquente quand la taille du couvain grandi,
augmentant ainsi la probabilité d’infestation. Cette « préférence » des fondatrices pour les
cellules plus grandes a été¢ confirmé en conditions naturelles dans des colonies d’abeilles

européennes 2%°,

Certaines pistes visent I’amélioration de la résistance des abeilles au varroa par I’application de
traitements homéopathiques, mais aucun résultat positif ne ressort pour I’instant 2°°, Une étude
porte sur la recherche de neuropeptides, ou dérivés, qui pourraient étre sélectifs du varroa 2.

Enfin, Bee Gym™ (www.beegym.co.uk/, Figure 15) est proposé comme un dispositif d’aide

au toilettage des abeilles, qui doit étre placé sur le fond grillagé des ruches. Les abeilles, en
venant se frotter contre les différentes parties du dispositif pourraient décrocher ou blesser les
varroas phorétiques. Un essai mené en Angleterre n’a pas montré d’effet significatif sur la chute

des varroas au fond des colonies suivies pendant 14 jours 22,

Figure 15. Dispositif Bee Gym™

1.5.4 Traitements anti-varroas autorisés en France

Toutes les spécialités pharmaceutiques doivent disposer d’une Autorisation de Mise sur le
Marché (AMM) avant de pouvoir étre commercialisées en Europe. Les AMM pour les
médicaments vétérinaires sont délivrées en France par I’ANSES aprés un processus
d’évaluation technique et scientifique ou bien par la Commission européenne apres avis du
Comité des médicaments a usage Vétérinaire (CVMP) de ’EMA. Ainsi, parmi toutes les
molécules a propriétés anti-varroas connues, seules certaines sont actuellement autorisées en

France.
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Les médicaments vétérinaires autorisés avec AMM en France délivrés sur ordonnance chez les

Pharmaciens, Vétérinaires, et dans les GDSA agréés sont les suivants :

Apivar®, qui possede une AMM depuis mars 1995, est distribué par Vétopharma.
Le traitement se présente sous forme de laniéres a base d’un polymére plastique
contenant chacune 500 mg d'amitraze. La posologie est de deux lanieres par ruche
(ou une laniére pour une ruchette), a laisser en place pendant six semaines au
minimum. Les recommandations indiquent cependant actuellement des temps de
pose de dix a douze semaines.

Apitraz®, dont ’AMM date de novembre 2015. Le traitement se présente sous le
méme conditionnement et utilise la méme molécule active qu’Apivar®.
Apibioxal® : est disponible depuis son AMM le 14 Ao(t 2015, a base d'acide
oxalique. Avant l'autorisation de mise sur le marché d'Apibioxal©, existait la
possibilit¢ d’une prescription vétérinaire extemporanée (hors AMM) d'acide

oxalique.

Il existe d’autres traitements, autorisés avec AMM, qui peuvent étre accessibles aux apiculteurs

sans demande préalable d’ordonnance :

Bayvarol® : le médicament se présente sous la forme de lanieres contenant de la
fluméthrine (3,6 mg de substance active par laniére). L’AMM date, en France, de
mai 2017.
VarroMed® : en février 2017 la Commission européenne a délivré pour ce
traitement a base d’acide oxalique dihydraté et d’acide formique une AMM valide
dans toute 1’Union européenne, y compris en France.
Polyvar Yellow®, dont ’AMM date également de février 2017. Deux laniéres,
contenant de la fluméthrine, sont placées a I’entrée de la ruche de maniére a ce que
les abeilles ne puissent entrer ou sortir qu’en passant a travers les trous de celles-ci.
MAQS® : ce médicament, distribué en France par Vétopharma, possede une AMM
depuis mai 2014. La substance active est I’acide formique (68,2 g par bande). Il se
présente sous forme de bandes qui peuvent étre appliquées pendant la miellée.
Apilife Var® : est une résine phénolique expansée de couleur verte, imprégnée de
thymol (74 %) a laquelle est ajouté de I’huile essentielle d'eucalyptus (16 %), du
menthol et du camphre (3,7 % chacun). L’AMM date de janvier 2010. Ce traitement
est contre-indiqué pendant la miellée afin de ne pas altérer les qualites
organoleptiques du miel et lorsque la température est supérieure a 30 °C.
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- Thymovar®, dont ’AMM date de janvier 2007 est un produit sous forme de
plaquettes contenant du thymol, a disposer sur les tétes de cadres.

- Apiguard®, produit ayant une AMM depuis décembre 2001. Ce sont des barquettes
contenant du thymol (50 g de gel contenant 12,5 g de thymol). L’utilisation
d’Apiguard nécessite un espace entre le haut de la barquette et le toit de la ruche, en
retournant le nourrisseur par exemple.

- Apistan® : c’est le premier traitement a avoir eu une AMM en France, avec une
autorisation datant de février 1989. Le médicament se présente sous la forme de

laniéres contenant du tau-fluvalinate.

Selon la réglementation, (CE) n° 1804/1999, la suppression du couvain male est autorisée pour

limiter l'infestation.

1.5.5 Efficacité des traitements varroacides et phénomenes de résistances

1.5.5.1 Définition d’un traitement efficace

L’efficacité d’un traitement est évaluée par le rapport de la chute de varroas pendant la phase
de traitement avec la chute de varroas pendant la phase de traitement et la phase de traitement
de contrdle.

Selon I’ Agence Européenne du Médicament (EMA), I’efficacité doit étre :

- supérieure a 95 % pour les varroacides composés de molécules de syntheése,
- supérieure a 90 % pour les acaricides composés de substances d’origine naturelle

synthétisées en laboratoire.

Ce critere est pris en compte lors de la demande d’AMM. Une bonne efficacité est essentielle
pour permettre un contréle sur plus long terme de la population de varroas (Figure 16). Avec
un traitement efficace a seulement 80 %, le nombre de varroas peut atteindre la barre critique
de mille par colonie en moins de trois mois. L’efficacité aide également a retarder 1’apparition

des résistances.
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Figure 16. Courbe théorique de développement d’une population de varroas subissant un traitement.
Source : Managing varroa - The Food and Environment Research Agency (2015).

1.5.5.2 Suivi de Pefficacité en France

Les multiples déclarations, par des apiculteurs, d’inefficacité des médicaments varroacides ont
conduit le laboratoire de Montpellier SupAgro a mettre en place un suivi annuel de I’efficacité
des traitements. Ces études, menées depuis dix ans en collaboration avec la FNOSAD sont
fondées sur la coopération d’apiculteurs volontaires. Les résultats du suivi pour I’année 2016
ont été publiés en juin 2017 dans le journal La Santé de I’ Abeille 2. Cing médicaments ont été
évalués : Apivar®, Apitraz®, Apistan®, MAQS® et Apibioxal®. Un extrait des résultats est
présenté dans la Figure 17.

Apivar® (n=159) Apitraz® (n=15) Apistan® (n=33) Apibioxal® (=21) MAQS® (n=28)
7% 2% 5%

20% 18%
‘ 32%
38%

52%

57%
‘ 30%
\—/80%

91% 29%

39%

>95 % W 80-95 % B <80%

Figure 17. Pourcentages d efficacité (n : nombre de colonies). Résultats d’aprés J. Vandame, 2017 %2,
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Le pourcentage d’efficacité correspond au nombre de varroas impactés pendant la durée du
traitement, rapport a 1’infestation totale. Nous avons mentionné dans le paragraphe précédent
que, selon les lignes directrices, une molécule de synthése doit dépasser 95 % d’efficacité, et
qu'une molécule dite d’origine naturelle doit avoir une efficacité supérieure a 90 %. Le
médicaments Apivar®, incorporé dans 1’étude pour la premiére fois, répond au critére dans plus
de 90 % des colonies. Les résultats sont moins satisfaisants avec le médicament Apitraz®, dont
seulement 80 % des colonies traitées ont obtenu un pourcentage d’efficacité supérieur a 95 %.
En revanche les tests n’ont été conduit que sur 15 colonies, avec un traitement sur 6 semaines
(contre 10 semaines pour Apivar®). Pour Apistan®, le traitement a eu une efficacité
satisfaisante pour seulement 51% des colonies ; ces données sont similaires aux informations
récoltées au court des campagnes précedentes. Le traitement Apibioxal® a été mis en ceuvre
par dégouttement apres une période d’encagement de la reine pendant 25 jours afin d’éviter la
présence de couvain. Concernant le médicament Apibioxal®, les résultats font ressortir que
90 % des traitements répondent a la réglementation de 90 % d’efficacité. Les résultats obtenus
pour les tests réalisés avec le MAQS® sont sensiblement moins bons : 46 % des traitements ont
permis d’atteindre les 90 % d’efficacité, parmi lesquels 49 % dépassent 95 % d’efficacité. Les

médicaments Apivar® et Apibioxal® semblent les plus efficaces dans les conditions de 1’étude.

1.5.5.3 Développement et propagation des résistances

L’apparition de résistance est dépendante de nombreux facteurs : le mode de reproduction de
I’espéce, le degré de dominance du gene impliqué dans la résistance ainsi que la valeur
adaptative qu’il confére, le degré d’exposition a la molécule ainsi que de facteurs écologiques
variés 2°*, Le varroa présente un renouvellement générationnel important, ce qui peut contribuer
au développement des résistances. L’accouplement fortement consanguin du varroa favorise
d’autant plus I’apparition de ces résistances . En dehors des traitements contenant de 1’acide
formique, les acaricides disponibles sur le marché ne permettent d’éliminer que les varroas
phorétiques. Les medicaments ont donc des galéniques a libération prolongée dans le temps,
afin de toucher les varroas a leur sortie du couvain, mais la diminution des doses diffusées au
cours du traitement implique un risque accru de sélection de souches résistantes 2°°. Ce risque
est d’autant plus fort lors d’éventuels non-respect des durees préconisées de traitements. Enfin,
une étude suggére que la résistance peut s’étendre jusqu’a des ruchers non traités 2°*, une
explication étant la propagation de la résistance lors de la dérive des abeilles, des phénomeénes

de pillages ou I’introduction d’abeilles parasitées lors de la gestion des ruches.
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1.5.5.4 Meécanismes de résistance

De maniere générale, la résistance envers un traitement peut découler de plusieurs mécanismes.

Selon I’IRAC, ces mécanismes sont regroupés en quatre classes :

1. D’une part via une résistance du site ciblé par le traitement, qui se produit quand un
allele du gene codant pour la cible subit une mutation lui conférant une résistance.

2. D’autre part, la résistance métabolique qui survient lors d’un changement dans la
capacité de détoxification, ou de séquestration, de la molécule acaricide. Les
familles enzymatiques impliquées sont généralement les monooxygénases a
cytochrome P450, les estérases et glutathion S-transférases.

3. Il existe également des mécanismes de réduction de la pénétration du composé dans
I’organisme.

4. Enfin la résistance comportementale consiste en la modification du comportement

de I’agent qui réduit la probabilité¢ d’exposition a I’insecticide.

La premiére mention de la résistance du varroa au tau-fluvalinate date de 1991 2%, Des varroas
résistants ont trés vite été détectés dans le Sud de la France, en Suisse et Slovénie %7, Le

28 ot 4 I’Espagne 2*°. L’expansion rapide,

phénomeéne s’est par la suite étendu au Royaume-Unis
a travers toute I’Europe, de la résistance est attribuée aux déplacements de colonies par les
apiculteurs 20, En paralléle, des cas de résistance ont été détectés en Floride 28! puis se sont
étendus sur le territoire Américain. La résistance du varroa au tau-fluvalinate est en partie
expliquée par un accroissement de ’activité des monooxygénases a cytochrome P450 par un
facteur 20, tandis que les estérases semblent jouer un role négligeable 2°*. La résistance reste
sans doute principalement liée a une mutation de la cible 2°2, et le séquencage de fragments de
I’ ADNc de varroa de souches sensibles et résistantes montre que la substitution d’une leucine

par une valine pourrait expliquer la perte de sensibilité au tau-fluvalinate 23,

Le coumaphos est utilise dans de nombreux pays comme traitement alternatif dans les zones ou
la résistance au tau-fluvalinate en limitait I’emploi. Des résistances ont rapidement été
rapportées en Europe et en Amérique 26427, Le mécanisme de résistance n’est pas décrit pour
le varroa mais des données sont publié¢es pour d’autres acariens. Chez Boophilus microplus, le
mécanisme de résistance au coumaphos se fait via une détoxification métabolique 2682%° mais
la perte de sensibilit¢ de I’AChE pour le pesticide reste sans doute la principale cause de

résistance 27°,
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211 en République

Des varroas résistants a I’amitraze ont été signalés dans I’Etat du Minnesota
Tchéque 272, en Serbie 2% et en Argentine 273, Le mécanisme de résistance semble complexe et
plusieurs voies ont été proposées, principalement lors d’études portant sur la tique
Rhipicephalus (Boophilus) microplus - la tique asiatique du beétail - considérée comme 1’un des
plus importants nuisibles du bétail. Un mécanisme de résistance métabolique a I’amitraze a été
proposé 24 ; mais une résistance par perte de sensibilité de la cible semble la voie la plus
probable. En Australie, Corley et al. 2’> ont montré le lien entre la résistance a ’amitraze et la
fréquence de mutation sur le gene du récepteur a I’octopamine f-adrenergique like (RmpBAOR).
La résistance, qui implique probablement plusieurs géenes, peut éventuellement varier selon la

souche et I’espéce d’acarien 227", La mécanistique de ce phénomeéne n’est actuellement pas

décrite chez le varroa.

1.6 Enquéte sur les pratiques de traitements anti-varroas dans le Calvados

La participation d’apiculteurs de la région a été un maillon essentiel au bon déroulement de ces
travaux de thése, tant pour la récolte de varroas que pour I’aide a la gestion des colonies du
laboratoire. Ces rencontres ont également apporté de nombreuses occasions de discuter sur les
différentes pratiques de gestions des ruchers, et notamment concernant le varroa. De ces
échanges a finalement murie la volonté de mettre en place une enquéte, aupres d’apiculteurs de
larégion du Calvados, sur les pratiques de traitements anti-varroas. Dans ce cadre, 1’association
Abeille Normande du Calvados (ANC) a permis d’exploiter la liste de ses apiculteurs adhérents

afin de diffuser une enquéte sur leurs pratiques de traitements anti-varroas.

1.6.1 Présentation de I’Abeille Normande du Calvados

L'ANC est implantée & Mondeville, dans le département du Calvados. Créée en 1906, cette
association, présidée actuellement par Jean-Marie Godier, fédére aujourd’hui plus de 560
apiculteurs-adhérents ou sympathisants. La plupart de ces membres pratiquent une apiculture
de loisir, ou sont dans une démarche de découverte active de I’apiculture. L’association propose
en effet un rucher-école pour débutants, ainsi qu’un rucher-école de perfectionnement. Les
formations, non diplomantes, sont données par des bénévoles de I’association ; elles fournissent

aux éléves les bases de la gestion pratique et sanitaire de colonies.

L’ANC compte, parmi ces adhérents en 2016, 470 apiculteurs possédant au moins une ruche.

Le questionnaire a été proposé en ligne via la plateforme Doodle. Le questionnaire (voir
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Annexe A.5) sous Doodle ainsi que les courriels ont été gerés par Jacques Hue, trésorier de
I’ANC. Pour les 63 adhérents ne possédant pas d’adresse courriel, un questionnaire a été envoy¢

par voie postale.

1.6.2 Résultats de I’enquéte

Nous avons obtenu 76 retours valides au questionnaire, soit un taux de réponse de 16 %. Le

taux de réponse est équivalent pour le format Doodle et par envoi postal.

Plus de 80 % des participants a 1’enquéte possédent moins de 11 colonies (Figure 18). Ce
résultat n’est pas surprenant : I’ANC fédére principalement des apiculteurs amateurs et le seuil

d’imposition était fixé jusqu’en 2016 a partir de 11 ruches en production.

15%

42%

42%

0 Moins de 5 ruches De 5 a 10 ruches De 11 a 50 ruches
ODe 50 a 120 ruches O Plus de 120 ruches

Figure 18. Taille des ruchers des participants au questionnaire.

Quatre-vingt-onze pour cent des participants indiquent évaluer le taux d’infestation par varroa
dans leurs colonies. La méthode de comptage de chute naturelle sur un plateau positionné sous
la ruche reste la plus utilisée : 58 % des apiculteurs contrélant le taux d’infestation 1’utilisent.
En revanche 35 % des participants n’ont pas indiqué la méthode qu’ils utilisent pour ce controle.
Trois apiculteurs mentionnent évaluer le taux d’infestation par désoperculassions du couvain
de male, et un apiculteur par une estimation visuelle de la grappe. Aucun participant n’évalue
I’infestation en varroas phorétiques par lavage des abeilles au CO», au sucre glace ou au
détergent. Les abeilles aux ailes déformées sont souvent utilisées comme indicateur d’une forte
infestation par varroa. Dans le cas de notre étude, 77 % des apiculteurs indiquent n’avoir vu

que tres peu, voir aucune abeille présentant des ailes deformeées. Seize pour cent des apiculteurs
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ont répondu ne pas savoir, et aucun n’a signalé une grande quantit¢ d’abeilles aux ailes

déformées.

Soixante-quatorze apiculteurs, représentant 97 % des répondants au questionnaire, mentionnent

utiliser un moyen de lutte contre le varroa. Parmi eux, 74 % utilisent le traitement Apivar®.

En moyenne, les participants mettent en ceuvre 1,3 fois par an un moyen de lutte contre le
varroa. La tendance des apiculteurs a effectuer un traitement annuel unique a déja été mis en
avant lors d’un sondage chez 189 participants répartis sur le territoire 2’8, La lutte biotechnique
par retrait de couvain a été utilisée par six participants (dont deux ont pratiqué un retrait total
du couvain) ; elle est systématiquement associée a au moins un traitement chimique dans
I’année. Aucun apiculteur ne semble avoir encagé ses reines pour limiter la présence de couvain

lors des traitements.

Parmi les apiculteurs utilisant un moyen de lutte contre le varroa, 43 % d’entre eux emploient
au moins un acide organique. Concernant ’acide formique, nous pouvons répertorier onze
utilisateurs du médicament MAQS® et sept utilisateurs de préparations extemporanées. Onze
apiculteurs ont réalisé un traitement avec de 1’acide oxalique par dégouttement entre décembre
et janvier, mais aucun sous la forme du médicament Api-bioxal®. La méme tendance sur
I’emploi de I’acide oxalique en préparation extemporanée, et non avec Api-bioxal®, a
également été constaté lors des enquétes par la Chambre d’ Agriculture d’Alsace 27°. Enfin trois
apiculteurs mentionnent 1’emploi de Beevital Hiveclean®. Une seule personne indique utiliser
du tau-fluvalinate, via le traitement Apistan®, et 1’a combiné avec un traitement hivernal par
acide oxalique et un traitement Apivar®. Les traitements a base d’huiles essentielles sont mal
adaptés aux conditions climatiques du nord de la France. De ce fait, seulement deux apiculteurs
ont utilisé un médicament vétérinaire a base de thymol ; un autre mentionne avoir utilisé une
solution extemporanée contenant du thymol. Dans ces trois cas les traitements sont effectués en

aoQt. Aucun autre participant au questionnaire ne semble utiliser d’huile essentielle.

Concernant les pratiques d’utilisation des laniéres Apivar®, 44 % des apiculteurs positionnent
les laniéres en bordure du couvain. Placer les laniéres entre le 1" et le 2°™ cadre de couvain
d'une part, et entre le dernier et I'avant dernier d'autre part concerne 38 % des utilisateurs ; les
autres mettent les laniéres au centre du couvain. La durée réelle du traitement des colonies

s’avere hétérogeéne (Figure 19 A).
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A. 4% B.

506 Tres efficace

Moins de 8 semaines %

24% 8 semaines Efficace

24% 9 semaines 33%
. Moyennement

10 semaines efficace

1% 11 & 12 semaines 45% Pas efficace (0%)
13 semaines ou plus

25% P 9% Ne sais pas

n.d. (2%)

Figure 19. A : durée (en semaines) de traitement Apivar et B : évaluation de [’efficacité du traitement
Apivar® par ces utilisateurs.

L’avis général des utilisateurs sur I’efficacité d’Apivar® semble positif, avec 52 % jugeant le
traitement efficace, voire trés efficace (Figure 19 B). Aucun participant n’a catégorisé le

traitement comme non efficace, traduisant une bonne confiance de ce dispositif.

Si les laniéres sont recouvertes de propolis et/ou de cire, il est recommandé de les gratter
délicatement a mi- traitement a 1’aide d’un léve-cadre. Ensuite, les lanieres peuvent étre
replacées dans la ruche et repositionnées, si nécessaire, de facon a les situer dans la zone de
couvain et de la grappe d’abeilles (si leur position a changé) ‘. Sur les 55 apiculteurs traitant
leurs colonies avec Apivar®, 49 % d’entre eux pratiquent un déplacement des laniéres apres
leur mise en place dans la colonie. Les laniéres sont déplacées entre 4 et 6 semaines apres le
début du traitement, généralement en fonction des conditions climatiques. Le grattage des
lanieres, par exemple avec le léve cadre, pour les débarrasser des dépots de cire et de propolis,
est pratiqué par 16 % des utilisateurs. De plus, 49 % utilisent un dispositif pour descendre les

laniéres au plus prés du flux d'abeilles.

i www.ircp.anmv.anses.fr/rcp.aspx?NomMedicament=APIVAR

59



http://www.ircp.anmv.anses.fr/rcp.aspx?NomMedicament=APIVAR

O Remises au local de 'ANC

O Jetées a la poubelle
Remises a la déchetterie

O Remises chez le pharmacien ou le vétérinaire
Brulées
Autre

Figure 20. Devenir des lanieres Apivar® usagées

Il est préconisé de ne pas jeter les laniéres, ou les sachets vides, dans les cours d’eau car le
produit peut étre dangereux pour les poissons et les organismes aquatiques. Les apiculteurs ont
la possibilit¢é de rapporter leurs lanieres usagées au local de D’association qui sert
d’intermédiaire avec GDSA du Calvados. Le local met a disposition une poubelle pour déchets
médicaux et vétérinaires, qui est ensuite celée et incinérée. Il reste 24 % des utilisateurs qui
jettent leurs lanicres dans les déchets ménagers. Ce point souligne qu’un rappel sur la bonne

pratique de gestion des déchets des médicaments anti-varroas usagées pourrait étre nécessaire.

Notre enquéte sur les pratiques de traitements anti-varroas offre une photographie des méthodes
de traitements anti-varroas pratiquées par des apiculteurs essentiellement amateurs. L’ANC
apporte un soin particulier a la formation des jeunes apiculteurs, notamment concernant les
régles sanitaires nécessaires a la bonne gestion d’un rucher ; I’enseignement de ces pratiques
étant le premier point d’une lutte organisée contre les pathogénes auxquels est confronté le

secteur apicole.
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1.7 Conclusion

Le varroa est un parasite maintenant ubiquiste de 1’abeille domestique. Le cycle de vie du
parasite est parfaitement adapté a celui de son héte. Les conséquences de la varroose sont
nombreuses, tant a 1’échelle de 1’abeille que de la colonie. Il n’existe pas a 1’heure actuelle un
moyen de lutte durable, et seul I’emploi de traitements annuels, voire pluriannuel, permettent

le maintien du secteur apicole.

En 2017 en France, onze traitements disposent d’une AMM. Ces médicaments vétérinaires
donnent acces, au choix parmi trois molécules de synthese (amitraze, fluméhrine et tau-
fluvalinate), deux acides organiques (oxalique et formique) et des huiles essentielles (le thymol
principalement). Avec la prise en compte des contraintes climatiques limitant 1’usage de
certaines molécules, des variations d’efficacité et des phénomenes de résistances, 1’arsenal de
lutte contre le varroa apparait trop limité. Dans I’attente de solution plus pérenne, telle que la
sélection d’abeilles résistantes, la diversification des molécules a visé varroacide est essentielle,

et est le point de départ de ces travaux de these.
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Chapitre 2

La démarche de drug-design

2.1 Introduction

Il 'y a plus de cent ans, le prix Nobel Paul Ehrlich énongait « Corpora non agunt nisi
fixata » : les substances n’agissent pas si elles ne sont pas fixées. Cette citation met en avant
que la complémentarité géométrique et chimique entre certaines molécules, les ligands, et leur
cible macromoléculaire, généralement une protéine appelée récepteur, permet d’initier une
réponse physiologique 2°. Un ligand est donc une molécule qui, en se fixant sur un récepteur,

déclenche un effet.

2.1.1 Mode d’action des ligands

Les effets des ligands peuvent étre mesurés par des parametres qualitatifs, et on différencie alors
les ligands agonistes des ligands antagonistes (Figure 21). La liaison d’un ligand agoniste a son
récepteur spécifique provoque un effet comparable a celui du médiateur naturel. L’intensité de
la réponse obtenue est variable selon les agonistes. Si la réponse biologique est maximale,
équivalente a la réponse du médiateur naturel, c’est un agoniste entier. Si la molécule n’est pas
capable d’atteindre la méme efficacité, quelle que soit la dose, c’est un agoniste partiel. Un
antagoniste se lie sans provoquer d’effet, mais il peut s’opposer a la liaison du médiateur
naturel, bloguant ainsi son action. Les antagonistes compétitifs se lient sur le méme site que le
médiateur endogene alors que les antagonistes non compétitifs se lient a un autre site du
récepteur. Certains récepteurs, les recepteurs couplés aux protéines G par exemple, ont une
conformation et une activité constitutive (i.e. en absence de tout médiateur) ; un agoniste
inverse ou antagoniste négatif inhibe cette activité spontanée et implique une activité

intrinséque négative 22,
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Figure 21. Représentation schématique du comportement pharmacologique de différents ligands.

2.1.2 Les étapes d’identification de molécules actives

La recherche d’un nouveau médicament est un processus long passant par plusieurs phases. La
démarche commence par le choix de la cible, généralement de nature protéique. La mise en
¢vidence d’un ligand avec une affinité détectable pour le récepteur visé est 1’objectif majeur du
processus. Le développement d’outils informatiques fiables, et de puissance croissante, a
permis la mise en place d’un trés large ensemble de techniques de simulation numérique. Le
néologisme in silico sert a qualifier ces méthodes numériques, utilisées pour accélérer la
découverte de nouvelles structures lead (molécule active biologiquement mais devant passer
par des phases d’optimisations). Les méthodes in silico ne peuvent remplacer 1’expérience, et

sont complémentaires des études expérimentales in vivo et in vitro.
L’identification de molécules actives peut suivre différentes démarches :

- Les essais de criblage a haut débit (high-throughput screening HTS) consistent a
tester de facon automatisée un grand nombre (jusqu’a 100 000 par jour) de
molécules 282, Face au criblage HTS, on trouve les méthodes informatiques de
criblage virtuel.

- La recherche de nouvelles molécules fait face a la démarche de réorientation de

médicaments - ou drug repositioning - qui vise a trouver de nouveaux usages a des
molécules déja utilisées 23,
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2.2 Les méthodes de criblage virtuel

Le terme criblage virtuel regroupe 1’ensemble des techniques in silico ayant pour objectif la
recherche de molécules d’intérét par 1’exploration de bases de composés 284, On distingue deux
principaux types de criblage virtuel : les approches fondées sur la connaissance des ligands
(ligand-based) et les approches fondées sur la structure du récepteur (structure-based, comme
par exemple le docking). Si les secondes approches ne peuvent étre employées que lorsque la
structure 3D du récepteur est connue, les méthodes basées sur les ligands sont particuliérement

pertinentes quand les informations sur le récepteur sont peu abondantes (voir Tableau 2).

Tableau 2. Méthodes de screening virtuel, modifié d’aprés Sheridan et Kearsley (2002) 2%,

Ligand-based Structure-based
Recherche par Recherche par .
P herche p QSAR Docking
sous-structures similarité
Les molécules Les composés Les molécules Les composés
présentant les chimiquement ayant I’activité ayant une forte
. mémes sous- similaires présentent prédite la plus affinité prédite
Principes . .
structures ont potentiellement des forte sont plus | sont susceptibles
potentiellement la | activités biologiques susceptibles d’interagir avec
méme activité similaires d’étre actives la cible
. Données
Sous-structures Au moins une e,
. ) . d’activités sur un | Structure 3D du
Entrées communes aux molécule active sur . .
. : . nombre suffisant récepteur
molécules actives le récepteur .
de composés

2.2.1 Recherche par similarité de structure

La recherche par similarité de structure est fondée sur le principe suivant : des composés de
structures chimiques similaires vont présenter des activités biologiques également similaires.
Ce principe a été appuyé€ par des travaux démontrant que la similarité d’activité entre des

composés augmente avec leur similarité structurale 2%,

2.2.1.1 Les descripteurs

La structure moléculaire d’un composé organique ou inorganique détermine ses propriétes.
Cette structure peut €tre décrite par des valeurs que 1’on appelle les descripteurs moléculaires.

Les descripteurs moléculaires sont donc des valeurs numériques utilisées pour caractériser les

propriétés des molécules.
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The molecular descriptor is the final result of a logic and mathematical procedure which
transforms chemical information encoded within a symbolic representation of a molecule into

a useful number or the result of some standardized experiment

Todeschini & Consonni, Handbook of molecular descriptors 2

Il existe des milliers de descripteurs possibles, qui peuvent étre obtenus de maniere empirique
ou expérimentale. Les descripteurs moléculaires sont fréquemment classés par rapport a la

dimensionalité de la représentation moléculaire sur laquelle ils sont calculés.

2.2.1.2 Descripteurs constitutionnels (0D)

Les descripteurs constitutionnels décrivent des propriétés globales du composé. Il s’agit par

exemple des atomes qui le constituent, ou de sa masse molaire.

2.2.1.3 Descripteurs de sous-structure (1D)

Ces descripteurs se rapportent aux fragments qui constituent la molécule. Une grande variété
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de fragments peut étre définie <°°, comme par exemple des chaines, des cycles ainsi que la

représentation linéaire SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry Specification).

2.2.14 Descripteurs obtenus a partir de la formule développée (2D)

Ces descripteurs contiennent des informations liées a la connectivité ou aux fragments
moléculaires, mais aussi des estimations des propriétés physico-chimiques. On trouve dans

cette catégorie les descripteurs suivants :

Les indices topologiques — Ces indices consideérent la structure du composé comme un graphe,
les atomes étant les sommets et les liaisons étant les arétes 28, De nombreux indices quantifiant
la connectivité moléculaire ont été développés en se basant sur cette approche, comme par
exemple I’indice de Wiener 2*° qui compte le nombre total de liaisons dans les chemins les plus
courts entre toutes les paires d’atomes. On retrouve également les indices topologiques circu-
laires ECFPs (Extended Connectivity Fingerprints) et FCFPs (Functional Connectivity
Fingerprints). Un indice circulaire est un descripteur ou a chaque atome est attribué selon un
processus itératif une valeur unique, dépendante de sa connectivité. Les descripteurs de type
ECFPs attribuent aux atomes une valeur qui est fonction 2! : de la nature de I’atome (charge,
masse, valence et numéro atomique), de son nombre de connexions avec des atomes Vvoisins

- autres que les atomes d’hydrogene - et prend en compte 1’appartenance de I’atome a un cycle.
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La valeur attribuée a chaque atome par les descripteurs FCFPs dépend, elle, de la présence de
donneur de liaison hydrogene, d’accepteur de liaison hydrogéne, d’atomes positivement ou
négativement ionisables, d’atomes halogénes ou de noyaux aromatiques. Il existe pour ces deux
descripteurs circulaires plusieurs versions (ECFP_2, ECFP_4, FCFP_2, FCFP 4, ...) en
fonction du diamétre de connectivité considéré 2°2. Les chiffres associés au sigle du descripteur

indiquent le diamétre (en nombre de liaisons) d’exploration des atomes.

Les indices constitutionnels — Ces indices se basent sur des motifs sous-structuraux. Par
exemple, I’approche des clés MDL, un descripteur moléculaire binaire développé par Molecular

Design Limited qui code la présence ou I'absence de 166 sous-structures prédéfinies.

Les indices de propriétés — Ces indices décrivent les propriétés physicochimiques de la

molécule. L’un des plus utilisés est le logarithme du coefficient de partage octanol-eau (logP).

2.2.1.5 Descripteurs obtenus a partir de la conformation 3D de la molécule

Les descripteurs 3D sont également appelés descripteurs géométriques. Ils proviennent en effet
de la représentation des atomes de la molécule dans un repere cartésien selon les axes x, y et z.
Ces descripteurs sont calculés a partir de la structure tridimensionnelle de la molécule 2%, qui
est déterminée soit par des méthodes de simulation informatique, soit par des méthodes

expérimentales (par exemple par diffraction aux rayon X).
On distingue plusieurs familles de descripteurs 3D parmi lesquels on peut citer :

Les descripteurs pharmacophoriques - Les pharmacophores peuvent étre définis comme un
ensemble tridimensionnel de groupement fonctionnels, formant les conditions nécessaires, mais
non suffisantes, pour I’activité¢ biologique de la molécule. Bien que ces descripteurs soient
employés principalement pour la conception moléculaire assistée par ordinateur, ils peuvent

également étre utilisés pour des calculs de similarité 2%,

Les descripteurs faisant appel a la chimie quantique — Ces descripteurs permettent de
quantifier différents types d’interactions inter- et intra-moléculaires, de grande influence sur
I’activité biologique de molécules. Par exemple, les énergies de la plus haute orbitale
moléculaire occupée (HOMO) et de la plus basse vacante (LUMO) sont des descripteurs
fréquemment sélectionnés. Le moment dipolaire, le potentiel d’ionisation, et différentes

énergies relatives a la molécule sont d’autres parametres importants.

Les descripteurs spectroscopiques - Les molécules peuvent étre caractérisees par des mesures

spectroscopiques, par exemple par leurs fonctions d’ondes vibrationnelles. Les vibrations sont
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une caracteristique fondamentale des molécules, qui dépendent de la masse des atomes et des
forces d’interaction entre ceux-ci ; ces vibrations fournissent donc des informations sur la
structure de la molécule et sur sa conformation. Les spectres infrarouges peuvent étre
déterminés soit de maniere expérimentale, soit par calcul théorique, apres recherche de la
géométrie optimale de la molécule. Le descripteur EVA 2% par exemple, est basé sur les

fréquences de vibration de chaque molécule.

2.2.1.6 Les descripteurs conformationnels (4D)

Les descripteurs conformationnels représentent 1’arrangement spatial thermodynamiquement

stable des atomes dans une molécule.

2.2.1.7 Les empreintes moléculaires (1D/2D/3D)

Les empreintes moléculaires (ou fingerprints) sont une classe de descripteurs tres utilisés en
chémoinformatique, notamment pour la recherche par similarité et pour les études de diversité.
Un fingerprint est un vecteur de bits (ou valeurs binaires), chaque bit prenant la valeur 0 ou 1.
Cette valeur code la présence ou 1’absence de certains motifs (fragment structural, atome,
liaison, etc.) et permet de représenter de fagon compacte la structure chimique d’une molécule.
Il existe deux grandes classes de fingerprints 2% : (1) les fingerprints basés sur un ensemble de
motifs fixes préalablement établis et (2) les fingerprints hachés, dont le nombre d’éléments du

vecteur n’est pas pré-déterminé.

Parmi les fingerprints basés sur un ensemble de motifs, on retrouve celui développé par
Molecular Design Limited : le MDL Maccs Public Key. Lors de I’étude d’une nouvelle
molécule, chacune des 166 sous-structures prédéfinies est recherché. Si le fragment est présent

alors le bit correspondant prend la valeur de 1, et la valeur 0 sinon.

Les fingerprints hachés se basent eux sur le graphe moléculaire, et générent, de maniere
généralement exhaustive, une liste de fragments en utilisant des regles spécifiques de
I’algorithme utilis€. Ils présentent donc 1’avantage d’étre spécifiques des molécules a décrire,
plutot que d’étre une fonction d’une liste prédéfinie de fragments 2%7. Parmi les plus utilisés, on
peut citer les fingerprints ECFP et FCFP ou encore MOLPRINT2D.

22.1.8 Coefficient de similarité

Les molécules sont donc représentées en bits, ce qui permet d'associer a chaque molécule une
représentation appelée molecular fingerprint. La comparaison entre deux molécules peut

ensuite étre réalisée par le calcul de coefficients de similarité.
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Il existe plus d'une vingtaine de coefficients, mais celui de Jaccard/Tanimoto % est le plus
utilisé en pratique. La similarité de Tanimoto entre deux objets A et B est donnée par le nombre
de bits partagés entre les deux objets, normalisé par le nombre de bits égales a 1 dans 1’un ou
I’autre de ces objets :

_ c
T a+b-c

Avec : a : nombre de bits présents seulement dans le fingerprint A
b : nombre de bits présents seulement dans le fingerprint B
¢ : nombre de bits en communs entre les fingerprints A et B.
Ce coefficient fournit une valeur comprise entre 0 (pas de similarité) et 1. Deux structures sont

généralement considérées comme similaires quand T > 0,85.

2.2.2 Meéthodes basées sur la structure du récepteur

La structure 3D du récepteur tient une position centrale pour expliquer I’activité biologique
d’un composé. Prédire I’affinité¢ d’un composé pour un récepteur peut ainsi servir a prévoir son

activité biologique. Dans cette approche il faut disposer :

- de la structure 3D du récepteur,

- d’une technique de prédiction du positionnement du ligand dans le site actif (étape
de docking),

- d’une méthode de prédiction de 1’énergie d’interaction entre les deux structures

(étape de scoring).

On distingue les méthodes interactives des méthodes automatiques 2*°. Les premiéres reposent
sur la génération des complexes ligand-cible avec la sélection d’une molécule potentiellement
active. Des contraintes de distances entre des atomes du ligand et de la cible peuvent étre
appliquées. Ces méthodes, au cas par cas, permettent essentiellement de comprendre des
mécanismes d’interactions entre le récepteur et le ligand. Au contraire, les méthodes auto-

matiques permettent le criblage d’un grand nombre de ligands.

2.2.2.1 Détermination expérimentale de la structure

La premiére structure 3D expérimentale d’une protéine a été obtenue en 1958 3®°. Depuis 1971,

la Protein Data Bank (PDB, www.rcsb.org/pdb/) 3 répertorie les informations structurales des
macromolécules biologiques. A chaque structure de la PDB est assigné un code de quatre

caractéres - le PDB ID - servant de clé d’identification. En ao(it 2017, la PDB contenait 134
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436 structures expérimentales de protéines, groupées en 2 738 familles de structures et 1 375

repliements uniques (Statistiques PDB consultées en octobre 2017).

Le but des analyses expérimentales est d’obtenir une “image”, ou plus précisément un jeu de
coordonnées de la molécule étudiée. Pour ce faire, trois méthodes expérimentales peuvent étre

utilisées :

- la diffraction aux rayons X (RX),
- la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN),

- lamicroscopie électronique.
Ces approches peuvent étre, en pratique, complémentaires 32,

La RMN est une branche de la spectroscopie fondée sur la propriété des noyaux atomiques,
placés dans un champ magnétique, a absorber des fréquences spécifiques du rayonnement. En
d’autres termes, des noyaux différents absorbent les énergies électromagnétiques a des
fréquences qui leur sont propres. La RMN permet d’obtenir un ensemble de contraintes de dis-
tances inter-atomiques. En combinant ces contraintes spécifiques a la protéine avec des données
génériques, il est possible d’obtenir une série de modeles satisfaisant ces contraintes. Le spectre
RMN produit fournit des informations sur la conformation et la structure moléculaire et la
dynamique interne de la molécule. La RMN s’applique aux molécules en solution donc a priori
dans des conditions plus proches des milieux biologiques et permet d’étudier la structure dans
un milieu dynamique. Comme la protéine n’est pas immobile en solution, la fluctuation du
repliement engendre un ensemble de contraintes reflétant cette mobilité. C’est pour cette raison
que la RMN propose un ensemble de modéles. La méthode était historiquement limitée aux
petites molécules (< 25 kDa) mais les progrés techniques élévent petit a petit cette borne 3%,

Contrairement a la RMN, les macromolécules étudiées en RX ne sont pas en solution mais dans
un réseau cristallin. La méthode peut étre appliquée aux grosses molécules (> 100 kDa).
Lorsque les rayons X frappent le cristal, les électrons entourant chaque atome diffractent le
faisceau de rayons. Les données de diffraction permettent de générer la densité électronique en

3D dans le cristal.

La microscopie électronique a transmission (MET) génére un faisceau fixe d’électrons et
permet de réaliser des études structurales sur des virus ou des complexes protéiques isolés.
L’image est une projection 2D d’un échantillon en 3D. Il est possible, grace a ce type de

microscope et apres traitement informatique des images, d’obtenir un modele 3D d’objets
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biologiques comme la capside de I’adénovirus. Cependant, une reconstruction 3D en MET ne
permet que rarement d’avoir des informations structurales a I’échelle atomique sur 1’objet que
I’on étudie. Seulement 1 768 structures ont été résolues par microscopie électronique

(Statistiques PDB consultées en octobre 2017).

2222 Niveau de confiance des structures

Le contenu informationnel d’une structure est défini par sa résolution. La notion varie selon

qu’il s’agisse de données de RX ou de spectroscopie.

Nous avons évoqué que les méthodes de RMN produisent une série de modéles. Plus les

structures sont similaires, plus la valeur du RMSD (root mean square deviation) sera faible.

La résolution est une mesure de distance, en angstreem (A). C’est la distance minimale entre les
atomes, qui peut étre distinguée au cours de 1’expérience de diffraction des rayons X. Les
atomes séparés par une distance inférieure a la résolution maximale ne sont pas distingués sur
la carte de densité électronique. Plus la distance est petite, meilleure est la résolution. Pour
référence, une liaison covalente C-C mesure 1,5 A. Aujourd’hui une structure 22,7 A, ou moins,

est considéré comme de confiance suffisante 3%,

2.2.2.3 Les modéles par homologie de sequence

Malgré le nombre croissant d’entrées dans la PDB, on constate une forte redondance de 1’infor-
mation. Le nombre de séquences d’acides aminés non redondantes est de plus de 554 000 en
2017, ce qui souligne I’écart entre les structures expérimentales déterminées et les séquences

annotées disponibles.

En I’absence de structure expérimentale, les méthodes informatiques sont utilisées pour prédire
le modéle 3D de protéines et donner un apercu de leur structure et leur fonction. La modélisation
par homologie permet de prédire la structure de la protéine cible a partir de sa séquence en
acides aminés. La démarche est fondée sur le principe suivant: la structure tertiaire
(agencement dans l'espace des hélices o et des feuillets ) est mieux conservée que la séquence.
Cette affirmation, appuyée par des mesures expérimentales 3%°2%, est a la base de nombreuses

discussions sur les protéines.

La modélisation par homologie de séquence suit une succession d’étapes (Figure 22), la

premicre étant I’identification du template. Le template est une protéine homologue (c’est-a-
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dire de séquence en acides aminés proche a celle étudiée), dont la structure 3D est connue. Le
choix du template est crucial dans la démarche par homologie de séquence car il servira de
fondation, de calque, pour la construction du modéle de la protéine d’intérét. La recherche de
protéines homologues est basée sur la comparaison des séquences d’acides aminés des protéines
de structures connues avec la séquence d’acides aminés de la protéine que 1’on veut construire.
Plusieurs outils tel que Fasta (Fast Alignment), Blast (Basic Local Alignment Search Tool)3%’
et HHsearch 3% sont disponibles pour aligner les séquences et ainsi rechercher le template a
partir de la séquence de la protéine a étudier. Sont privilégiées les structures avec la plus grande
homologie de séquence avec la séquence étudiée, ainsi que les modeles ayant la meilleure

résolution.

La seconde étape est 1’alignement entre la séquence de la protéine cible et celle du template.
L’alignement généré par un programme peut étre modifié manuellement afin de prendre en
compte certaines informations, comme la conservation des structures secondaires. Les derniéres

étapes incluent la construction et la validation du modéle 3D de la protéine étudiee.

Séquence de la protéine de structure inconnue fffffffffffff MRDGVMNASTCSALLEQVAWDDPGLIASLVVLLLINVMVIVG
/ -:.
\9) Ly

Identification d’une protéine homologue de
structure connue: le template

|

Alignement des séquences entre AY333178 e MRBGVMNASTCSALLEQVAWDDEGE IASLVVLI;IINVMVIVG
protéines cible et template 1019 HKMNGTEGENFYVPESNKTGVVRSPFEAPQYYLARPWOE SMLAAYMELIMLGEPT

|

Constructiondu modéle et validation

Figure 22. lllustration des étapes mises en eeuvre lors de la démarche par homologie de séquence
d’apreés Bishop et al. (2008) 3%,

La construction d’un modele par homologie posséde plusieurs avantages. Il est en tout cas bien

plus rapide d’effectuer les calculs que d’obtenir une structure expérimentale. C’est une méthode
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rapide, permettant de débuter des simulations sans attendre de structure expérimentale. C’est
aussi une méthode peu onéreuse qui s’affranchit des cotts liés a I’expérimentation, en exploitant
les travaux déja publiés. La modélisation par homologie peut donc contribuer grandement aux
recherches. Cependant, la qualité et la précision du modele dépendent de deux facteurs
principaux : le niveau de résolution de la structure utilisée comme template et le degré d’identité
de séquence entre la protéine cible et le template 3%, Si plus de 50 % de ces deux séquences
sont identiques, les prédictions sont de tres haute qualite : il a é&té montré que ces modéles sont
aussi pertinents que des modéles RX a faible résolution. Entre 30 et 50 % d’identité de
séquence, la position de 80 % des carbones o est estimée & moins de 3,5 A de leur position
réelle. A moins de 30 % d’identité de séquence, le risque que le modéle contienne des erreurs

importantes augmente 31°,

2.2.2.4 Prédiction de I’orientation du ligand par docking moléculaire

Le processus de docking (amarrage moléculaire en francais) permet la prédiction de la

conformation et du positionnement du ligand dans la poche du site actif.
Il existe plusieurs programmes commerciaux de docking, citons par exemple :

- Le programme de docking Glide 3!, développé par la société Schrodinger
(www.schrodinger.com/Glide/), utilise un algorithme de docking ayant pour
principe une série de filtres appliqués successivement afin d’éliminer rapidement les
conformations du ligand dont les interactions avec la protéine ne sont pas favorables.

- Le programme libre de docking AutoDock, développé par le groupe de Arthur J.

Olson au “Scripps Research Institute” (www.autodock.scripps.edu/), est basé sur un
algorithme génétique.

- Le programme commercial de docking GOLD (Genetic Optimisation for Ligand
Docking 312) développé par « Cambridge Crystallographic Data Center »

(www.ccdc.cam.ac.uk/), utilise un algorithme genétique. Dans le cadre de nos

travaux, nous utiliserons le programme GOLD.

2.2.2.5 Flexibilite

Le mécanisme de liaison du ligand a son récepteur a d’abord été considéré comme un processus

statique. Le ligand de forme complémentaire au récepteur constitue une clé capable d’ouvrir
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une serrure (modele « lock-and-key ») 312, Ces modeles qui considérent le ligand et la protéine
comme rigides peuvent correctement prédire la structure de certains complexes mais ne peuvent
décrire tous les aspects des interactions ligand/récepteur 34, Les algorithmes de recherche
permettant de traiter la flexibilité du ligand peuvent étre classés en trois grandes catégories : les
algorithmes de recherche systématique, les algorithmes de recherche aléatoire (ou stochastique)

et les algorithmes de recherche déterministe ou de simulation dynamique 3°.

La prise en compte de la flexibilité du ligand est maintenant classiquement proposée par
les logiciels. Elle permet d’explorer les conformations adoptées par le ligand lors de la fixation
au site de liaison. Les algorithmes stochastiques procedent a des changements aléatoires en
termes de translations, rotations et torsions ce qui génére de nouvelles conformations de ligands.
Les changements sont acceptés, ou rejetés, a I’aide d’une fonction de probabilité. Quatre types
d’algorithmes appartiennent a cette classe : les méthodes de Monte-Carlo, les algorithmes
génétiques, les algorithmes de recherche tabou et les algorithmes d’optimisation en essaim. Le
processus de docking du logiciel GOLD est dirigé par un algorithme génétique afin de gérer la
flexibilité des ligands. L’algorithme génétique utilise la notion de sélection naturelle définie par
Charles Darwin, pour ne garder que les meilleurs résultats a chaque étape de la recherche.
L’organisation d’un ligand en complexe avec un récepteur peut étre définie par un jeu de
parametres, ou genes, décrivant la position, I’orientation et la conformation du ligand par
rapport au récepteur. Plusieurs conformations potentielles d’un ligand sont générées
aléatoirement. Chaque état défini du ligand est assimilé a un chromosome portant des
informations sur les différents genes. Une fonction de score, appelée fonction de survie ou
« fitness function » permet de déterminer dans la population initiale les meilleures
conformations qui constituent les chromosomes parents. Des paires aléatoires d’individus sont
combinées (crossover) pour donner des individus enfants qui héritent de génes provenant de
leurs deux parents. De plus, certains enfants peuvent étre le résultat de mutations ou un gene
est modifié de fagon aléatoire. La sélection des individus enfants constituant la nouvelle
génération est basée sur la qualité de leur interaction avec le récepteur : les solutions qui
s’ajustent aux mieux au récepteur de leurs parents persistent alors que les autres disparaissent.
La fonction de survie et les opérateurs génétiques sont appliqués jusqu’a I’obtention d’une

population satisfaisante.
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La flexibilité de la protéine reste plus complexe a apprehender et les algorithmes de docking
ne prennent pas, ou peu, en compte la flexibilité de la protéine. Les études par cristallographie
aux RX et par spectroscopie RMN fournissent une premiére idée sur le fonctionnement des
protéines mais il s’agit cependant d’une vision statique et limitée de systemes dynamiques. Les
mouvements internes des macromolécules sont importants pour les processus comme la liaison
au ligand, la reconnaissance inter-molécules ou I’action de catalyse des enzymes 313!, Les
mouvements atomiques sur une courte échelle de temps (pico et nanosecondes) servent
d’intermédiaires aux mouvements plus lents et a plus grande échelle (milliseconde) 28, Les
méthodes de simulations informatiques de dynamique moléculaire aident donc a obtenir les
informations qui ne peuvent étre obtenues par les techniques expérimentales. Les premiéres
simulations de dynamique de protéines datent de 1977, avec la simulation de 9 picosecondes
de 1’état natif de l'inhibiteur de trypsine pancréatique bovine 3!°. Parmi les méthodes de
simulations, celles de Dynamique Moléculaire (DM) et de Monte Carlo (MC) sont les plus
courantes 3%, Certains logiciels de docking permettent également, et c’est le cas du logiciel
GOLD, la prise en compte de la flexibilité des chaines latérales de quelques résidus de la
protéine pendant le docking, alors que la DM permet de traiter la flexibilité de la protéine en

amont de 1’opération de docking.

2.2.2.6 La simulation par dynamique moléculaire

De maniére générale, les simulations par dynamique moléculaire ont recours a des approches
théoriques permettant de décrire les variétés de mouvement qu’effectuent les molécules en
solution, en fonction du jeu de coordonnées initiales de la molécule étudiée et de 1’énergie
d’interaction des atomes selon leurs positions relatives 321, La DM permet actuellement de

simuler I’évolution d’une molécule sur plusieurs microsecondes.

Minimisation - Afin d’éviter de générer des trajectoires aberrantes (quand les forces initiales
sont trop importantes), il est nécessaire de « minimiser » 1’énergie totale du systéme. La
minimisation est une étape préalable a toute simulation par dynamique moléculaire. Dans les
programmes de DM, la minimisation a essentiellement pour but d’ajuster la structure initiale
d’une molécule (longueurs et angles de liaisons) et d’éliminer les contacts stériques importants.
Plusieurs méthodes de minimisation sont utilisables (e.g. la méthode de la plus grande pente

« steepest descent », ou celle des gradients conjugués), seules ou de fagon consécutive.

Conditions Périodiques - Pour réaliser une simulation de dynamique moléculaire en milieu de

solvant explicite, il est nécessaire de definir une boite de simulation contenant les molécules de
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solvant (eau et ions). La forme la plus courante pour cette boite est le parallélépipéde rectangle.
Dans les simulations des macromolécules en solution, la taille finie du systéme pose des
problémes d’effets de bords a I’interface avec le vide environnant. Les conditions périodiques
sont utilisées afin d'éviter les effets de bord, tout en ayant un systéme contenant un nombre fini
de particules. Dans ce cas, les molécules de solvant sont placées dans une boite qui est répliquée

dans toutes les directions de 1’espace de maniére a créer un systéme de dimension infinie.

Dynamique Moléculaire - Une fois donnée une position initiale, les étapes de la dynamique

sont générées par intégration des équations de mécanique newtonienne :
Fi =m; Xa;

L'algorithme permet de calculer au temps t I'accélération a; s'appliquant sur chaque atome i de
masse mi. A partir de la position de la particule i a I’instant t, on peut déterminer les positions
aux instants (t £ At) ou At représente le pas d’intégration. Pour cela, on utilise un algorithme de

Verlet 322 obtenu a ’aide d’un développement de la série de Taylor.

Champs de force - Un champ de force est un jeu de parametres et d'équations décrivant les

interactions entre :

- Les atomes liés : ces interactions correspondent a des énergies de déformation des
liaisons, des angles de valence, des angles de torsion et des angles diedres impropres.
- Les atomes non liés dans un systeme moléculaire : les interactions entre atomes non
liés sont représentées par les énergies de van der Waals et électrostatiques ainsi que

par I'énergie des liaisons hydrogeénes.
Les champs de forces sont utilisés pour les étapes de minimisation et de DM.

Nos simulations de dynamique moléculaire ont été effectuées avec le programme CHARMM
(Chemistry and HARvard Molecular Mechanism) et le champ de force CHARMM36 32,

2.2.2.7 Estimation de la force de liaison par scoring

Le succés de la démarche de docking repose, entre autres, sur I’existence de fonctions de score
permettant de classer les différentes poses des ligands dans le récepteur (par pose on entend les
spécifications sur la position relative et I’orientation du ligand dans le site actif, ainsi que sa
conformation rotamérique). Le score est une donnée numerique qui estime la force de la liaison,

en général non covalente, entre le ligand et le récepteur.
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Expérimentalement la force de la liaison, ou affinite, peut étre mesurée par une constante

d'association Ka ou de dissociation Kg.

Ka
? : —_—
o —
Ka
[L]aq [R]aq [L*R]aq

Figure 23. Formation d'un complexe ligand-récepteur et les constantes associées a cette formation.

Avec : Ka : constante d’association = [L*R] / [L] + [R]
Kq : constante de dissociation =1/ Ka

Les interactions entre la protéine et le ligand sont également caractérisées par 1’énergie libre,
I’entropie et 1’enthalpie associées a la réaction de liaison. Les méthodes informatiques

cherchent ainsi a estimer 1’affinité grace a la variation de 1’énergie de Gibbs 4G :

Equation 1

AG = AH —TAS

Avec T la température en Kelvin. La variation de I’enthalpie AH est liée a la variation de
I’énergie totale du systéme. L’entropie S représente, en thermodynamique, le degré de désordre
de ce systeme et est pondérée par la température T. La relation entre 1’énergie de Gibbs et la
constante d’association est indiquée dans 1’équation 2 :

Equation 2

AG = —RTInK,
Avec R la constante des gaz parfaits. L’équation 2 souligne le lien entre 1’énergie de Gibbs et
I’affinité du ligand pour le récepteur. La liaison entre le ligand et la protéine n’a lieu que si 4G

est négative 32, Une augmentation de I’entropie signifie une diminution de ’enthalpie et a pour

conséquence I’amélioration de I’affinité entre la protéine et le ligand.

Une fonction de scoring cherche donc a estimer les valeurs 4G. Le score permet d’une part de

retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposées pour un ligand, mais également de
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classer les meilleures poses de différents ligands afin d’identifier les meilleurs d’entre eux. Plus
que les faux-négatifs, ce sont les faux-positifs (i.e. avec un bon score mais une faible affinite)
qui sont problématiques dans la démarche 32>32 et les fonctions de scores doivent limiter au

maximum leur apparition.

Trois classes de fonctions de scores peuvent étre distinguées : les fonctions empiriques, les
fonctions fondées sur les champs de force de mécanique moléculaire et les fonctions de type
« knowledge-based » 327, Enfin, plusieurs fonctions de score de nature différente peuvent étre

combinées pour former des fonctions de score dites consensus 3%,

1. Les fonctions empiriques estiment 1’énergie de liaison 4G par addition d’un
ensemble de termes connus pour jouer un réle sur la formation du complexe ligand
-récepteur, comme par exemple les liaisons hydrogénes ou les contacts hydrophobes
entre le ligand et la protéine. Chacun de ces termes est pondéré par un coefficient
issu de régressions sur des complexes protéine-ligand pour lesquels les données
d’affinités et les structures 3D sont connues expérimentalement 32°,

2. Lesfonctions de score basées sur les champs de force, déterminées par mécanique
moléculaire, somment 1’énergie d’interaction ligand-récepteur et I’énergie interne
du ligand 3?7, Les calculs prennent notamment en compte les énergies d’interactions
électrostatiques et de van der Waals. Pour des raisons de temps de calculs, ces
méthodes sont peu utilisées pour le criblage de grandes banques de données 3.

3. Les fonctions de score de type « knowledge-based » reposent sur le méme
principe de reproduction de données expéerimentales que les fonctions de score
empirique. Cependant, les fonctions de score basées sur les connaissances ne
s’intéressent pas a I’énergie de liaison. Elles sont développeées a partir de 1’analyse
statistique de structures de complexe ligand-protéines expérimentales. L hypothése
est que les interactions entre les paires d’atomes protéine/ligand les plus

fréquemment observées sont les plus favorables pour la stabilité du complexe 3.

Le logiciel GOLD, que nous utiliserons, propose quatre fonctions de score différentes. La
fonction de score « ChemScore » issue des données d’affinité connues pour 82 complexes
ligand-récepteur 332 et la fonction de score « ChemPLP » 33 sont toutes deux de type empirique.
La fonction de score « ASP (Astex Statistical Potential) » est de type « knowledge-based », et

la fonction de score « GoldScore » est fondée sur les champs de force de mécanique
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moléculaire. C’est cette derniére que nous avons utilisee dans nos travaux. Cette fonction prend
en compte quatre éléments : 1’énergie des liaisons hydrogénes, et de van der Waals, entre le
ligand et la protéine, 1’énergie interne de van der Waals et les contraintes de torsions pour la

conformation du ligand (Equation 3) :

Equation 3

GoldScore = _(1-375 X Swdv_ext + SH_ext + Svdw_int + Sint_tor)

Avec : SH_ext Scores des liaisons hydrogénes entre la protéine et le ligand.

Svaw_ext Scores des liaisons de van der Waals entre la protéine et le ligand.
Le score Svaw_ext €St multiplié par 1,375, un facteur de correction empirique utilisé pour valoriser
les contacts hydrophobes. Pour la conformation du ligand, Svdw int €t Sint tor, COrrespondent aux
scores associés aux énergies de liaisons de van der Waals et aux contraintes de torsions 334, Un
cinquieme ¢élément, I’énergie intramoléculaire des liaisons hydrogénes du ligand, peut étre

ajouté.

2.2.3 Laprocédure de criblage GOLD

Dans le but de trouver de nouvelles molécules contre le varroa, nous avons exploité la banque
de molécules présente au laboratoire. La chimiotheque du CERMN correspond actuellement a
une banque de plus de 17 000 composés issus des travaux du laboratoire (dont 9 788 disponibles
au démarrage des travaux). Le criblage permet de docker chaque molécule dans le modéle 3D
du récepteur, et de les classer selon leur score. Plus la valeur de ce score est élevée, plus le
logiciel prédit une forte affinité de la molécule pour le récepteur. Le criblage a été réalisé grace

au logiciel de docking GOLD 3% en appliquant la fonction de score GoldScore (GS).

La version informatique de la chimiotheque est une version brute (structures en 2D des
molécules) qui nécessite une préparation avant de pouvoir étre utilisée pour un criblage. Cette

préparation a été faite grace au logiciel ChemAxon (www.chemaxon.com/). Ce logiciel

comporte plusieurs fonctions et outils, dont Standardizer (JChem Suite) qui a été utilisé pour
ajouter les hydrogénes, aromatiser les cycles des structures, retirer les fragments qui ne font pas
partie de la molécule (en cas de substances sous formes de sels) et générer les structures 3D de
chaque molécule a partir de la structure 2D. La protonation des molécules (transfert de
proton H*) joue un réle important dans les interactions protéine/ligand. Cette protonation a été

prédite au pH physiologique de 7,4 grace a l'application Cxcalc de ChemAxon.
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Une fois les modeles 3D du récepteur étudié, et les molécules de la chimiotheque prépareées, le
criblage peut débuter. Les résultats finaux dépendent cependant du paramétrage defini sur
GOLD. Deux parameétres sont notamment essentiels :

- la définition du site actif ou vont se docker les molécules,

- la sélection, ou non, d'acides aminés flexibles.

Ces parameétres sont définis au cas par cas, en fonction des connaissances disponibles sur le

récepteur.

2.3 Tests in vitro

Les tests in vitro permettent de vérifier 1’activité des molécules candidates sur la cible étudiée.
Dans le cadre de nos travaux, I’approche présente également I’avantage d’étre indépendante de

la saison, alors que les tests in vivo ne peuvent étre réalisés que pendant la saison apicole.

L’inhibition de I’AChE a été utilisé de nombreuses fois chez 1’abeille, comme biomarqueur ,
afin d’évaluer les effets délétéres de pesticides 3333, Généralement, les tests in vitro
développés sur abeilles le sont dans le cadre d’une démarche d’évaluation des risques engendrés
par les produits phytosanitaires. Un test in vitro sur larves a éteé développé par Aupinel et al.,
(OCDE 237, 2013) et permet d’établir pour un produit donné, la dose a partir de laquelle ce
produit présente une toxicité aigiie larvaire. Plus récemment, I’unité Abeille & Environnement
de 'INRA d’Avignon 3° a contribué au développement d’un test in vitro sur ovocytes
d’amphibiens exprimant des canaux sodiques d’abeilles ciblés par les principaux insecticides
neurotoxiques. Il n’existe, a notre connaissance, aucun test in vitro développé sur varroa et/ou

dans le cadre d’une démarche drug-design abeille versus varroa.

2.3.1 Test d’inhibition de I’acétylcholinestérase

Le test d’inhibition de I’AChE a ¢été¢ mis en place au laboratoire et utilisée sur ’abeille et sur
le varroa. Il a pour objectif de mesurer I’inhibition de I’AChE par un composé. Le protocole est
dérivé de la méthode d’Ellman 3%, qui est la méthode standard utilisée pour détecter et
quantifier une inhibition de I’AChE. Le principe se fonde sur le clivage de I’acétylthiocholine
par I’AChE ; cette réaction produit de la thiocholine. Le réactif d’Ellman, ou DTNB (5, 5'-
dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)), réagit avec I’extrémité -SH libre et se clive pour donner un
produit coloré jaune a 412 nm : le TNB. Cette réaction a été adaptée pour un usage en
microplaques a 96 puits, permettant I’analyse simultanée d’un grand nombre d’échantillons tout
en réduisant la quantité de réactifs.
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Les abeilles utilisées pour les tests etaient issues des colonies du laboratoire, les varroas
provenaient du couvain de divers ruchers du Calvados (voir §2.4 pour la récolte de varroas).
Les animaux ont été tués dans I’azote liquide, puis ont été conservés a -20 °C jusqu’aux
analyses. Les tétes d’abeilles, ou les varroas entiers, ont été broyés manuellement dans du
tampon Tris (10 mM, pH : 7,0) contenant 1 M de NaCl, 1 mM d’ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA) et 1 % (w/v) de Triton X-100. Les proportions ont été d’une téte, ou cinquante
varroas, pour 1 mL de tampon. Les broyats ont eté centrifugés a 15 000 G pendant 15 minutes,

a4 °C. Les surnageants étaient utilisés immédiatement pour les tests.

Les composés testés ont été solubilisés & 102 M dans du diméthyle sulfoxyde (DMSO). Du
tampon phosphate (0,1 M, pH = 7,4) a ét¢ utilisé pour les dilutions successives. Pour I’étape de
criblage, les molécules ont été testées a 10 M. Chaque puits contenait 50 pL de la solution de
la molécule a tester, 150 uL d’un mélange de surnageant et de DTNB (concentration finale de
DTNB : 0,4 mM).

Les analyses ont été faites a 412 nm par un lecteur de microplaque Tecan Infinite. Une lecture
de I’absorbance avant le début de la réaction a permis de corriger chaque puits par son
absorbance au temps zéro (T0). Ensuite, 50 pL d’une solution d’acétylthiocholine 1 mM étaient
ajoutés automatiquement par le lecteur de microplaque, afin de débuter la réaction. L’inhibition
a eté évaluée par la lecture de I’absorbance a 412 nm, cela 30 minutes aprés 1’ajout de

I’acétylthiocholine pour le varroa et 10 minutes pour I’abeille.

Un blanc, pour lequel un volume de 50 pL de tampon phosphate remplacait les molécules a

étudier, a servi a corriger 1’absorbance selon 1’équation suivante :

Abs — Abs
Inhibition (%) = “Z’Zs €017 % 100
blanc

Avec ADbs pianc : @bsorbance du blanc corrigée par son absorbance a TO

ADs corr : absorbance corrigée par 1’absorbance a TO du puits
Le formétanate a été systématiquement utilisé comme témoin positif. Le test est validé si le
formétanate inhibe au minimum 80 % I’AChE du varroa et 90 % I’AChE de ’abeille. Un
pourcentage d’inhibition de I’enzyme du varroa supérieur a 30 %, couplé d’une faible inhibition
de I’AChE de I’abeille, sont recherchés. Ce protocole a été utilisé pour tous les tests d’inhibition

de I’AChE réalisés au cours de cette these.
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2.3.2 Test de liaison aux récepteurs a I’octopamine

La premiére option est un test de liaison par compétition au récepteur par scintillation liquide.
Le test permet de savoir si la molécule candidate se fixe au récepteur, grace a une mesure de
radioactivité [*H]-octopamine. La seconde option permet de savoir si la molécule est active, par
une mesure de la production d’AMP¢. Aucune des méthodes n’est décrite actuellement chez le
varroa. Le développement d’un test in vitro spécifique pour cette cible a été envisagé au sein
du laboratoire, mais cette option n’a finalement pas été retenue, pour des raisons de colt et

de temps.

2.4 Tests in vivo sur abeilles et varroas

Une partie essentielle de nos travaux a été 1’évaluation expérimentale de I’efficacité¢ des
molécules par les tests in vivo. L objectif est d’évaluer I’efficacité des molécules candidates sur

des varroas vivants. Trois parameétres principaux sont a fixer :

1. L’origine des varroas.
2. La nourriture fournie aux varroas.

3. Le mode d’exposition a la substance.

2.4.1 Récoltes de varroas dans le couvain

Le premier paramétre, c¢’est-a-dire I’origine des varroas, est fixé par les contraintes techniques
d’acces a des colonies contaminées et de météorologie. De maniere générale, les varroas
peuvent étre récupérés dans du couvain ou sur des abeilles adultes.

L’extraction de varroas du couvain, grace a la participation d’apiculteurs de la région, a été
utilisée pour les tests réalisés au CERMN. Afin d’organiser la récolte, une réunion a été
organisée annuellement, en fin d’hiver, avec les apiculteurs volontaires. Début avril, trois
cadrons (128 x 104 mm) ont été introduit dans chaque colonie par les apiculteurs. A cette
période de I’année, les ouvrieres construisent préférentiellement des cellules pour couvain de
males, et la ponte de la reine a repris activement. Une fois les cellules de couvain operculées,
les cadrons ont été apportés directement au laboratoire, et placés en couveuse (34 °C) jusqu’au
moment de la désoperculation. Les cellules de couvain ont été ouvertes une a une, les abeilles
extraites et les varroas présents recueillis a 1’aide d’une pince. Cette approche a permis la récolte

d’un grand nombre de varroas (Tableau 3).
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Tableau 3. Bilan des récoltes de varroas dans le couvain grace a la participation volontaire
d’apiculteurs. Le nombre de varroas correspond aux femelles adultes uniquement.

Année 2014 Année 2015 Année 2016
Nb apiculteurs 7 13 11
NDb cellules ouvertes 12 671 15 005 6 609
NDb varroas 1989 3242 1658

L’envoi de couvain par colis a été¢ mise en place en partenariat avec Vétopharma. Le trajet est
cependant inadapté pour du matériel biologique aussi fragile que du couvain et cette démarche
a été abandonnée.

2.4.2 Reécolte de varroas phorétiques

Les tentatives de récoltes de varroas phorétiques menées dans des ruchers du Calvados ont
montré la limite de la démarche : faibles rendements, distances a parcourir et problématiques
pour le rapatriement des varroas. Les tests in vivo ont donc été menés au laboratoire de Wyjolab
a Chaillac (36) notamment avec 1’aide de Gaél Charpentier. Le site est le lieu de production des
laniéres anti-varroas, et la société Vétopharma y maintient également une centaine de colonies.
Un protocole de « concentrateurs a varroas » permet, depuis 1’été 2016, I’obtention d’un grand
nombre de parasites dans une méme colonie, et de ce fait, d’un nombre suffisant de varroas

phorétiques pour tester in vivo les molécules.

2.4.3 Maintien des varroas au laboratoire

Les varroas ne peuvent étre nourris qu’avec I’hémolymphe d’abeilles vivantes. Un dispositif de
nourrissement a travers une membrane en polymére de chitosan a été breveté 3! mais n’est pas
disponible pour les tests en routine. Les abeilles utilisées pour maintenir en vie les varroas
peuvent étre au stade larvaire, nymphale ou adulte. Le stade larvaire, trop délicat a manipuler,

n’a pas été retenu pour nos essais.

Les premiers tests ont été mis en ceuvre avec des varroas récoltés dans le couvain, et nourri avec
des nymphes. La molécule a tester était alors solubilisée, puis déposée dans des boites de Pétris.
Une fois le solvant évaporé, les varroas étaient exposés par contact pendant quatre heures avant
d’étre transférés en boites de Pétris propres. La récolte de varroas dans le couvain est cependant

chronophage, et trop aléatoire pour I’obtention d’un nombre journalier de varroas suffisant pour
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le lancement de tests in vivo. Les varroas de couvain ont donc été congelés pour servir aux tests

in vitro.

Un protocole de test en cagettes a finalement été mis au point. Les tests en cagette permettent
d’utiliser des varroas phorétiques. La source de nourriture des varroas se trouve dans des
ouvrieres adultes d’age indéterminé, récupérées dans les colonies en paralléle de la récolte des

varroas phorétiques.

2.4.4 Protocole du test en cagettes

Les tests in vivo sont réalisés en cagettes (Figure 24 C) dans lesquelles sont introduits dix
ouvrieres et dix varroas phorétiques. Les animaux sont récupérés le matin méme pour chaque
jour d’expérimentation. Le dispositif présente I’avantage de tester 1’efficacité des molécules sur

le varroa, et de vérifier simultanément leur innocuité a court terme sur 1’abeille.

Les varroas sont récupérés dans les colonies « concentrateurs a varroas » grace a du sucre glace.
Pour cela, des paquets d’abeilles sont versés dans un shaker a deux compartiments (Figure
24 A), séparés par une grille de mailles permettant le passage des varroas mais pas celui des
abeilles. Les abeilles sont secouées plusieurs minutes en présence de sucre glace, le sucre ayant
pour fonction de décrocher les varroas phorétiques. Un tamis sert a récupérer les varroas et a
les séparer grossierement du sucre (Figure 24 B). Les varroas récoltés sont rapidement rapportés
au laboratoire, séparés du sucre glace restant et déposés, a température ambiante, sur un linge

humide jusqu’au début de I’exposition en cagette.
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Figure 24. Illustration des tests in vivo. A : shaker (fournisseur : Icko-apiculture, référence produit :
GBO025) utilisé pour décrocher les varroas des abeilles avec du sucre glace. B : tamis avec varroas dans
du sucre glace. C : cagettes utilisées pour les tests in vivo. Photographies personnelles.

Les abeilles sont récoltées en parallele des varroas, dans des colonies saines. De retour au
laboratoire, I’endormissement des abeilles est une étape indispensable pour faciliter le dépot
thoracique de la substance testée, et la répartition des abeilles dans les cagettes. A ce jour, deux
méthodes ont pu étre utilisées dans le cadre de nos tests :

1. Endormissement par le froid: passage successif au réfrigérateur (temps
indéterminé) puis au congélateur (quelques minutes, en fonction du nombre
d'abeilles a endormir)

2. Endormissement au CO : les abeilles sont exposées a un flux de CO2 (3 L.heure?)
pendant 20 secondes, puis conservées 2 minutes dans un récipient hermétique ;
protocole mis en place par Testapi (SARL expérimentations apicoles, études résidus

et consultance).

La premiere méthode, pratiquée au laboratoire du CERMN, présente deux inconvénients. D une
part elle n’est pas reproductible selon un protocole précis car elle dépend i) de la température
du réfrigérateur utilisé et i1) du nombre d’abeilles présentes. D’autre part, il existe un taux de
mortalité des abeilles lié & la procédure, d’environ 10 %. La méthode au CO> pallie ces deux

inconvénients, mais le réveil des abeilles est trop rapide pour permettre le retrait des varroas
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présents avant le début de I’expérience. L’endormissement au CO> a été la méthode utilisée

pendant les campagnes d’expériences sur le site de Chaillac.

Dans chaque cagette sont introduites dix abeilles avant leur réveil, et dix varroas. Un tube

Eppendorf percé, contenant du sirop sucré (50 % m/v) permet de nourrir ad libitum les abeilles.

Les pourcentages de mortalité a 24 heures sont déterminés en appliquant la correction d’ Abbott

selon I’équation suivante :

Vtémoin - Vtest

Mortalité corrigée =
Vtémoin

Avec V wmoin : nombre d’individus vivants a 24 heure dans les boites témoins
V test : nombre d’individus vivants a 24 heures pour la molécule étudiée

Une mortalité moyenne des varroas de 30 % est tolérée dans les témoins, pour répondre a la
forte variabilité observée chez les témoins ; au-dela le test n’est pas validé. Le dép6t de 0,1 pg

d’amitraze par abeille sert de témoin positif.
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Chapitre 3

L>acétylcholinestérase

3.1 Introduction

Les enzymes sont classées selon le type de réaction qu’elles catalysent. Il existe 6 grandes
familles, dont la nomenclature est indiquée entre parenthéses, a savoir les oxydoréductases (1.),
les transférases (2.), les hydrolases (3.), les lyases (4.), les isomérases (5.), et les ligases (6.).
Les estérases (3.1) appartiennent a la famille des hydrolases. L’acétylcholinestérase
(E.C.3.1.1.7) est une estérase. La découverte de 1’acétylcholinestérase (AChE) découle des
travaux de Sir Henry Dale et du Pr. Otto Loewi, qui partagérent en 1936 le prix Nobel de

physiologie et de médecine pour leurs travaux sur la neurotransmission chimique.

3.1.1 ROle biologique

La plupart des neurotransmetteurs (par exemples : la dopamine, la noradrénaline, le glutamate,
la sérotonine) sont retirés de la fente synaptique par recapture a l'aide de transporteurs
protéiques spécifiques 342 La transmission cholinergique en revanche fait appel a I'AChE pour

hydrolyser I'acétylcholine (ACh, Figure 25).

L'acétylcholine est synthétisée dans le cytosol des neurones cholinergiques, a partir de choline
et d'acétylcoenzyme A **3, L' ACh est une petite molécule (PM : 146,2 g.mol™) qui présente une
fonction ester et une fonction ammonium quaternaire. On constate une charge formelle positive

portée par I'atome d'azote *°, particularité essentielle aux interactions avec le récepteur.
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Figure 25. Structure de [’acétylcholine

L'ACh joue un role crucial dans les systéemes nerveux centraux et périphériques. Chez les
insectes, I’ACh a également depuis longtemps été détectée au niveau du systéme nerveux
central. L’ACh est le neurotransmetteur excitateur le plus abondant dans le cerveau des

insectes 344,

Les récepteurs post-synaptiques capables de lier I’ACh sont classés en deux types : les
récepteurs nicotiniques et muscariniques (Figure 26). La transduction de I’ACh semble étre
principalement liée a I’action sur les récepteurs muscariniques chez les vertébrés. Chez les
insectes, I’action se fait essentiellement via les récepteurs nicotiniques 3*. Chez I’abeille,
I’activation de ces récepteurs est impliquée a la fois dans les fonctions motrices et dans les
mécanismes de mémorisation, d’apprentissage et d’olfaction 448, Des marquages immuno-
histochimiques ont montré la présence d’ACh au niveau de structures impliquées dans le
traitement des informations olfactives et gustatives, dans les processus cognitifs (corps
pédonculés, lobes antennaires et ganglion sous-cesophagien) 3%°. La transmission des
informations olfactives traitées par les lobes antennaires jusqu’aux calices des corps pédonculés

repose donc sur une neurotransmission cholinergique.

Apres son action de messager, I'ACh doit étre rapidement dégradée pour éviter tout blocage de
linflux nerveux, qui provoquerait la paralysie puis la mort de l'individu. C'est

I'acétylcholinestérase qui remplit ce réle.
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Figure 26. Hydrolyse de I’acétylcholine par I’AChE au niveau de la synapse cholinergique **°

L'AChE est une protéine appartenant a la famille des sérines hydrolases. L’acétylcholinestérase
a une trés grande efficacité, avec une constante de catalyse (Kcar) de 10° - 10* s, correspondant
au nombre de molécules d’ACh qui peuvent étre hydrolysées par seconde. L’ AChE permet une
repolarisation de la membrane de la cellule post-synaptique en I’espace d’environ 1 ms. La
vitesse d’hydrolyse est liée avec la structure de 1’enzyme, qui est détaillée plus loin. Chez

I’abeille, I’ AChE est principalement localisée dans la téte >,

3.1.2 Polymorphisme structural

3.1.2.1 De la structure...

L’ AChE se présente sous différentes formes structurales qui correspondent a diverses structures
quaternaires et types d’ancrages a la membrane. Dans les tissus musculaires des vertébrés,
I’AChE existe sous deux formes : globulaires et asymétriques *°2. Les différentes formes
moléculaires de I’enzyme peuvent étre caractérisées sur gradient de saccharose 3. Les formes
globulaires sont constituées de monomeéres (G1), diméres (Gz) et tétrameres (G4) ; elles peuvent
étre hydrophile, ou amphiphile, et alors liées a la membrane cellulaire par un domaine non
catalytique hydrophobe ou un ancrage de type glycophosphatidyl inisitol ***. Les formes
asymétriques (As, As, A12) sont attachées par une queue collagénique et sont constituées d’un

a trois tétrameéres catalytiques >*°.

Chez les insectes, seules les formes globulaires semblent présentes . De maniére générale, la

présence des formes asymétriques n’a été montrée que chez les vertébrés ***. Le polymorphisme
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de ’AChE d’abeille, solubilisée en présence et en absence de détergent (Triton), a été révelé
par la présence d’une forme soluble et d’une forme membranaire, cette derniére étant la forme
majoritairement présente dans la téte des abeilles, représentant 94 a 97 % de I’activité

cholinestérasique totale *’. Les travaux de Badiou **

ont par la suite montré I’existence de
deux fractions d’AChE membranaire, désignées AChEm; et AChEmz pour AChE membranaire
1 et 2. L’analyse électrophorétique des formes d’AChEm1, d’AChEm2 et de I’AChE soluble

montre une masse moléculaire de 66 kDa pour chacune des formes.

3.1.2.2 ...aux genes

Chez les vertébrés, I’AChE est codée par un géne unique, qui peut cependant engendrer
plusieurs variants par épissage alternatif dans la région 3' des transcrits **8. Ces variants ont la
méme activité catalytique d'hydrolyse de I'acétylcholine, mais déterminent la localisation
fonctionnelle de I'AChE, soit en assurant son ancrage dans les membranes cellulaires soit en

I'intégrant dans la matrice extracellulaire.

Les mouches cyclorrhaphes (Diptera: Muscomorpha), telles que la drosophile, possédent un
seul locus pour le géne ace codant pour I’AChE. En revanche ce géne est dupliqué chez certains
arthropodes (insectes, arachnides) et chez les nématodes. Les nématodes et arachnides peuvent
avoir de multiples loci pour le gene ace. Chez les insectes, il peut exister deux loci (acel et
ace2), codant pour deux enzymes AChEs distinctes. L’un de ces genes est un orthologue au
géne de la drosophile (DMAChE, GenBank : AAF54915.1), I’autre est un paralogue '. Les
fonctions majeures dans le systéme cholinergique peuvent étre attribuées a I’une ou I’autre des

AChEs selon les espéces d’insectes >%°.

3.1.3 Structure tridimensionnelle générale

La premiere structure 3D d'’AChE a été résolue pour la raie électrique Torpedo californica
(TcAChE) en 1991 avec une résolution de 2,8 A 3%, Ce poisson fut choisi pour son organe
électrique ou I'AChE est présente en quantité importante sous la forme d'un homodimére lié a
la membrane. Ont suivi une série de structures de TCAChE en complexe avec divers inhibiteurs,
ainsi que les structures de I'AChE de la drosophile Drosophila melanogaster 36! (Figure 27), de
la souris Mus musculus %2 et de I'hnumain %3, La PDB compte & ce jour 199 entrées

correspondant a I’AChE pour sept organismes.

i Parmi les génes homologues on distingue les génes orthologues, issus de la spéciation, des génes paralogues issus
d'un événement de duplication
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L'AChE appartient a la classe des protéines a/f %4, dont chaque monomére est constitué par
l'alternance de onze feuillets 3 et quatorze hélices a. Les diméres sont formés par 1'association
de deux monomeres, reliés par un empilement de quatre hélices a (« four-helix bundle »). La
partie la plus remarquable de la structure est une gorge profonde de 20 A, bordée par quatorze
résidus aromatiques fortement conservés et menant au site actif, ou triade catalytique, située au

fond de cette cavité 3.

Entrée de la gorge
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Figure 27. Structure (surface) de I’AChE de Drosophila melanogaster en complexe avec la tacrine (en
vert). Les résidus rouges appartiennent a la triade catalytique.

3.1.3.1 Le site actif

Le site actif, au sein duquel se trouve la machinerie catalytique, se trouve au fond de la gorge.
Il est subdivisé en un sous-site estérasique et un sous-site « anionique ». Cette structure est
commune aux AChEs des différentes espéces, notamment chez 1’abeille. Nous utiliserons dans

ce paragraphe, sauf indication contraire, la numérotation pour la TCAChE.

Le site estérasique correspond a la triade catalytique. Trois résidus : le glutamate Glu327,
I’histidine His440 et la serine Ser200, forment cette triade *®° qui rappelle le site catalytique des
sérines protéases >%°. Ces résidus sont disposés de tel facon que : (i) le glutamate forme une
liaison hydrogene avec I'histidine, permettant de maintenir cette derniére dans une orientation
favorable pour que (ii) I’atome d’azote du noyaux imidazole de 1’histidine puisse accepter un

proton de la sérine.

La sérine ainsi rendue nucléophile réalise une catalyse covalente en attaquant 1’atome de

carbone du groupement carbonyle (C=0) de I’ACh %, Le résultat de cette étape dite d'acylation
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est la formation d’un premier intermédiaire tétraédrique avec un oxygene négatif appelé
I'oxyanion. Cet intermédiaire chargé négativement est stabilisé par le trou oxyanion de
’enzyme formé par les résidus Gly118, Gly119 et Ala201 38, L’histidine ayant accepté un
proton devient un acide et retransfere ce proton au carbone o de I’intermédiaire tétraédrique.
L’ACh est alors clivée, et la portion choline (R’NH2) est expulsée par diffusion. L'oxyanion
redevient (C=0) et reste attaché de maniére covalente a la sérine : c'est I'intermédiaire acyl-
enzyme, fixé par une liaison ester entre la moitié "carbonyle" du substrat d'origine et I'oxygéne
de la fonction alcool de la sérine. Ensuite a lieu la déacétylation, qui régénére I’enzyme libre en
libérant 1’acétate. Pour cela, une molécule d'eau donne un proton a I'histidine ; ’oxygéne de
I’eau rendu nucléophile attaque l'atome de carbone de I’acyl-enzyme, formant un autre
intermédiaire tétraédrique avec un oxyanion. Comme précédemment, 1’histidine, devenue un
acide, redonne son proton a I’intermédiaire tétraédrique. Cela permet la libération du second
produit : I’acétate (RCOOH), et la sérine revenue a son état initial est préte pour réagir avec une

nouvelle molécule de substrat.

Le site anionique regroupe le tryptophane Trp84, Glul99 et Phe330. La charge positive de
I’ACh amena I’hypothése que le site actif de ’AChE puisse étre constitué de résidus acides
(chargés négativement au pH physiologique), d’ou sa dénomination de site anionique ; en
réalité, ce site est plutdt aromatique. Il permet la stabilisation de la charge positive portée par
la portion choline de I’ACh. Le tryptophane, et dans une moindre mesure la phénylalanine,
stabilisent I’azote quaternaire de I’ ACh par des interactions de type m-cation 36%37°, Le Glu199,
chargé négativement, participe a la stabilisation par des interactions électrostatiques 3%, Enfin
les résidus aromatiques Phe288 et Phe290 forment la poche acyle impliquée dans la sélectivité
de I’ AChE 38,

3.1.3.2 La gorge aromatique

La gorge aromatique forme une cavité de 20 A de profondeur, de la surface de I’ AChE vers le
site actif. Les 14 résidus qui la tapissent sont principalement aromatiques. La gorge guide et

oriente les substrats, sans doute par des mécanismes électrostatiques 372,

A mi-hauteur, au niveau des résidus Tyr121 et Phe330 (numérotation pour la TCAChE ), la
gorge présente un resserrement (bottleneck) 37. Des simulations de dynamigque moléculaire ont
montré que ce resserrement est a 1’origine d’un état fermé et d’un état ouvert de la gorge 3737,
Dans la structure native, le diamétre de la gorge a cet endroit est d’environ 3 A, insuffisant pour

laisser pénétrer I’ACh jusqu’au site actif, la gorge est donc fermée 3°. L’ouverture de la gorge,

92



condition requise pour I’acheminement du substrat jusqu’au site actif, est rendue possible grace
a la flexibilité du résidu Phe330 76377, Ce resserrement semble impliqué dans la sensibilité aux
carbamates et organophosphates. En effet, chez I’invertébré Branchiostoma floridae qui
présente deux AChES, la résistance de son AChEI par rapport a I’AChE2 est associée a la
substitution de la Phe330 par un tryptophane ; cette substitution serait a 1’origine d’un
rétrécissement du bottleneck, limitant I’accés des inhibiteurs au site actif 3’®. Chez la drosophile,
la Tyr121 est substituée par une méthionine, et la Phe330 est substituée par une tyrosine 361,
Ces substitutions engendrent une déviation de la trajectoire de la gorge de I’AChE de plusieurs

angstroms chez la drosophile par rapport a celle de la raie électrique.

3.1.3.3 Le site périphérique

A T’entrée de la gorge menant au site actif, I’AChE posséde un autre site de fixation pour les
ligands : le site périphérique (PAS pour « Peripheral Anionic Site »). Il est composé, chez la
raie électrique, de cing résidus : Tyr70, Asp72, Tyr121, Trp279 et Tyr334. Les résidus du PAS
ne sont pas systématiquement conservés entre les espéces ni entre les AChE1L et AChE2 au sein
d’une espéce (voir pour exemples le Tableau 4).

Tableau 4. Résidus du site périphérique chez Torpedo californica (TCAChE) chez Homo sapiens

(HAChE), Drosophila melanogaster (DmAChE) et les acétylcholinestérases d’Apis mellifera
(AMAChE1-2).

TcAChE Tyr70 Asp72 Tyrl21 Trp279 Tyr334
HAChE Tyr Asp Tyr Trp Tyr
DmAChE Glu Tyr Met Trp Tyr
AmAChE1 lle Asp Tyr Trp Tyr
AmAChE2 Glu Tyr Met Trp Tyr

Le ligand se fixe de facon transitoire au site périphérique qui contribue a améliorer I’efficacité
catalytique de I’enzyme *7°3%°, Une forte concentration en ACh inhibe I’activité de I’AChE
alors qu’il existe une accélération de la réaction catalytique aux basses concentrations de
substrat 3!, Le PAS est suspecté d’intervenir dans ces phénomeénes en agissant comme un
régulateur de I’activité catalytique, en adaptant ’efficacité de I’AChE a la concentration
d’ACh 31382 Des discussions persistent néanmoins quant au degré d’implication du PAS 3%,
Le role du PAS pourrait ne pas étre uniquement d’ordre stérique : trés tot, il lui fut associé un
role de régulateur allostérique de I’activité de I’ AChE %4, Il est maintenant admis qu’il existe

un lien conformationnel entre le site périphérique et le site actif de I’ AChE 385386,

93



3.1.4 Inhibition de I’acétylcholinestérase

De par son role physiologique essentiel, I’AChE est la cible d’un éventail de toxine d’origine
animale, végétale et fongique, et de poisons synthétisés par I’homme. C’est également une cible
thérapeutique pour combattre des maladies neuromusculaires comme la myasthénie et la

maladie d’Alzheimer 387:388

Parmi les toxines naturelles pouvant inhiber ’AChE se trouvent notamment les
fasciculines - trois iso-fasciculines sont connues (FASI-1Il) — qui sont de petites protéines
isolées des venins de serpent Dendrouspis ssp. 323° Ce sont des inhibiteurs sélectifs des
AChEs de mammiféres et raies électriques, mais qui n’ont que peu d’effet sur I’AChE des
insectes et les oiseaux >*°. Des expériences de mutagenése dirigées ont montré I’importance de
trois résidus aromatiques : Tyr70, Tyr121 and Trp279, dans I’interaction avec la FAS-11%%, La
détermination de la structure expérimentale du complexe TcAChE / FAS-II a confirmé
I’importance de Tyr70 et Trp279, ce dernier réalisant une interaction de type stacking avec une
méthionine de la fasciculine 3%23%, La structure primaire de I’AChE de Drosophila
melanogaster, déduite a partir de la séquence d’ADN codant met en évidence 1’absence de ces
trois résidus *°* ; chez le poulet, Tyr70 et Trp279 sont également absents, ce qui explique le peu
d’effet de la fasciculine chez ces espéces. D’autres molécules se lient au site périphérique : le
propidium, la gallamine et le d-tubocurarine. La encore I’AChE du poulet est moins sensible a
ces trois ligands que I’AChE de la raie électrique 3. L’edrophonium est un ligand du site

anionique, et entraine le méme effet sur I’AChE du poulet et de la raie 3%

Le mode d’action des ligands du site périphérique est sujet a débat. Lors de la liaison de petits
ligands comme le propidium et la gallamine, I’inhibition semble davantage liée a un blocage
stérique 3%. Dans cette situation, la liaison d’un ligand sur le site périphérique est sans effet sur
I’affinité du substrat pour le site actif. Pour la fasciculine, I’observation de la structure cristal-
lographique du complexe AChE / FAS-11 suggeére un effet stérique du ligand **7, mais il semble
qu’une inhibition allostérique se combine au processus 3/%%, En effet, le transfert de protons
pendant I’étape d’acylation est ralenti lors de la fixation de la fasciculine 3%, et I’orientation du
Trp84 du site anionique est affectée 3%, De plus, une simulation de dynamique moléculaire
suggeére un rétrécissement de la largeur de la gorge de ’AChE et une perturbation de

I’arrangement de la triade catalytique 374,
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Parmi les inhibiteurs de I’AChE, les molécules appartenant a la famille des
organophosphorés (OP) et a celle des carbamates sont les plus répandues. Ces molécules
agissent au niveau de la sérine du site actif. Les organophosphorés sont composés d’un atome
de phosphore pentavalent, lié a quatre substituants : un atome d’oxygene (ou de soufre) par une
double liaison (Y), un groupement partant (X), un groupement (R1) lié par un atome d’oxygene,

et a un autre groupement (R2) (Figure 28).

X

R2

Figure 28. Structure générale d’un organophosphoré. Y : O ou S. X : groupement partant (halogene,
thiocyanate, carboxylate, phenoxy, ...).

Lorsque I’OP arrive pres de la serine catalytique, cette dernicre attaque 1’atome de phosphore.
Cela conduit a la rupture de la liaison entre le phosphore et le groupe partant X et a la formation
d’un intermédiaire tétraédrique. La sérine est alors phosphorylée, d'une maniere analogue a la
réaction d'acétylation de I'AChE. Par rapport a I'enzyme acétylée, qui est rapidement régénérée
en libérant de I'acide acétique, I'enzyme phosphorylée est trés stable. Dans le cas de certains
OP, une réaction secondaire de vieillissement, qui correspond a une déalkylation de I'enzyme
phosphorylée, rend la régénération de I’enzyme libre impossible ; I’enzyme est alors inactivée

de facon irréversible.

Les carbamates sont des dérivés de 1’acide carbamique (Figure 29). Il existe un carbamate
naturel, I’ésérine (ou physostigmine) extraite d’une feve et autrefois utilisée a des fins
judiciaires dans certaines provinces d’Afrique de 1’ouest %, Lorsque le soufre substitue un ou
deux atomes d’oxygeéne de la structure de 1’acide carbamique, on parle de thio- ou

dithiocarbamates respectivement 4%,
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Figure 29. Structure générale d’un carbamate

Les carbamates sont parfois séparés en deux groupes-les carbamates et les oximes
carbamates - qui présentent néanmoins un mode d’action similaire “°2, L'inhibition de I'AChE
par un carbamate suit un mécanisme quasiment identique a celui décrit lors de I'inhibition de
I'AChE par un OP. Comme les OP, les carbamates ont un groupe partant qui est hydrolysé lors
du la formation du complexe ligand-AChE. Il s’ensuit une carbamylation du groupement
hydroxyle de la sérine. La différence majeure dans le processus est que I’AChE est régénérée
directement a partir du complexe carbamate/AChE, et qu’il n’existe pas de processus de
vieillissement. 11 en résulte une régénération plus rapide de I’AChE lors de I’inhibition par un
carbamate que par un organophosphoré. Une autre différence notable de leur mode d’action est
que les OP, contrairement aux carbamates, passent par une étape d’activation métabolique avant

de mener I’inhibition de I’AChE.

L’un des premiers axes de développement mis en ceuvre au cours de ces travaux de thése a été
de rechercher, parmi les inhibiteurs d’AChE existant, une molécule candidate pour un nouveau

traitement anti-varroa.

3.2 Résultats

3.2.1 Réorientation d’acaricides

La réorientation de molécules (drug repositioning ou bien drug repurposing) vise, dans un
contexte de manque de productivité de nouvelles molécules efficaces, a trouver de nouveaux
usages, ou a améliorer, des médicaments déja existants “°3. C’est une pratique de 1’industrie
pharmaceutique, qui peut présenter plusieurs avantages par rapport a la conception de novo,
¢’est-a-dire la conception d’un médicament entiérement nouveau. Le processus permet un gain
de temps, et présente donc un intérét financier non négligeable. Il permet aussi la réduction des
risques éventuellement lies au développement dans 1’urgence d’un nouveau traitement. La
démarche est appliquée ici pour trouver, parmi des acaricides existants, un nouveau traitement

anti-varroa.
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3.2.1.1 Test in vitro de pesticides de la famille des carbamates

Les organophosphorés et les carbamates sont des molécules réputées pour leur action inhibitrice
de I’AChE (voir Chapitre 3 § 3.1.4 page 94). De nombreux organophosphorés doivent passer
par une étape d’activation métabolique avant de pouvoir exprimer leur activité
anticholinestérasique. Cette contrainte rend les OP inadaptés au test in vitro utilisé au

laboratoire ; ce sont donc des carbamates qui ont été sélectionnés pour cette phase de 1’étude.

Des travaux antérieurs au sein de 1’équipe du CERMN ont montré I’intérét d’un carbamate : le

pirimicarbe 404

, qui a montré une spécificité d'action intéressante, et souhaitée dans le cadre
d’une action anti-varroa. Afin de vérifier si d’autres carbamates possedent un profil similaire,
autres composés de la méme famille ont été testes in vitro. Les résultats sont présentés dans

le Tableau 5.

Tableau 5. Récapitulatif des résultats d’inhibition in vitro de I’AChE par les carbamates.

% inhibition 2 (10° M)

Carbamate Usage Abeille Varroa
Formétanate Acaricide - Insecticide 93 % (+ 0,025) 82 % (x 0,046)
Méthiocarbe Insecticide - acaricide 90 % (+ 0,020) 74 % (£ 0,058)

Propoxur Acaricide - Insecticide 89 % (+ 0,039) 79 % (£ 0,021)

Pirimicarbe Acaricide - Insecticide 20 % (£ 0,025) 67 % (£ 0,025)

Promécarbe Insecticide 93 % (+ 0,031) 75 % (£ 0,058)
Ethiofencarbe Insecticide 39 % (£ 0,045) 49 % (+ 0,010)
Bendiocarbe Insecticide 94 % (+ 0,036) 79 % (£ 0,025)
Fénoxycarbe Insecticide 3 % (+ 0,025) 8 % (+ 0,017)
Thiodicarbe Insecticide 90 % (+ 0,035) 94 % (+ 0,022)
Chlorprophame Herbicide 2 % (z 0,040) 1% (x 0,010)

2 moyenne (+ écart-type)

Les pourcentages d’inhibitions obtenus pour le pirimicarbe sont similaires a ceux publiés en
2014 (i.e. 21 % et 66 % d’inhibition pour I’AChE de I’abeille et du varroa respectivement 404).
On retrouve donc le profil recherché d’une inhibition plus importante de I’AChE du varroa par
rapport a celle de 1’abeille. Ce profil n’est pas retrouvé chez les autres carbamates étudiés. Le
formétanate, le méthiocarbe, le propoxur, le promécarbe, bendiocarbe et le thiodicarbe sont tous

de puissants inhibiteurs de I’AChE du varroa mais aussi de I’abeille. Le fénoxycarbe est un
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carbamate mimétique de I’hormone juvénile, il agit donc comme un régulateur de croissance,
et non comme un neurotoxique, ce qui justifie les résultats obtenus. Le chlorprophame étant

avant tout un herbicide, I’absence d’activité n’est pas étonnante.

Parmi les carbamates testés, seul le pirimicarbe inhibe préférentiellement 1’ AChE du varroa par
rapport a celle de ’abeille. Nous avons souhaité chercher, dans la chimiothéque du CERMN,
des molécules de structure proche a celle du pirimicarbe, afin de voir si ce profil d’inhibition

peut étre conservé.

3.2.1.2 Similarité de structure avec le pirimicarbe

Une approche par similarité de structure a été utilisée pour la recherche, dans la chimiotheque
du CERMN, de molécules de structures proches de celle du pirimicarbe (Figure 30). Nous avons
opté pour une procédure type workflow, avec un protocole construit sur la plateforme Pipeline
Pilot (Accelrys). Pipeline Pilot permet aux utilisateurs de composer graphiquement des
protocoles, en utilisant différents composants configurables pour des opérations (récupération
de données, manipulation, filtrage, l'affichage, etc.). Les descripteurs ECFP4, FCFP4 et MDL
ont été utilisés (voir Chapitre 2 § 2.2.1.1 page 66), et les résultats ont été classés selon I’indice
de similarité de Jaccard/Tanimoto. Parmi les 100 molécules ayant la plus grande similarité avec
le pirimicarbe, les molécules proposées par les trois descripteurs ont été sélectionnées. Six
molécules ont ainsi été testées in vitro pour estimer leur activité anticholinestérasique ; les

résultats, ainsi que les structures de ces molécules, sont présentés sur la Figure 31.

Y
h

Inhibition AchE (10 M)
Varroa 67 %

| Abeille 20%

Figure 30. Structure du pirimicarbe
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MR 14072 SR6321 SR6382
Inhibition AChE (105 M) Inhibition AChE (105 M) Inhibition AChE (10-5 M)
Varroa 9% Varroa 5% Varroa 0%
Abeille 8 % Abeille 0% Abelille 0%

SR3254 SR4226 SR1495
Inhibition AChE (105 M) Inhibition AChE (105 M) Inhibition AChE (105 M)
Varroa 15 % Varroa 9% | Varroa 12 %
Abeille 7% Abeille 7% Abeille 5%

Figure 31. Structures de molécules et résultats des tests in vitro pour les molécules issues du criblage
de similarité de structure avec le pirimicarbe.

Deux molécules : SR3254 et SR1495 inhibent I’AChE du varroa entre 10 et 20 % a 10° M. Les

quatre autres molécules ne sont pas actives sur I’AChE.

Il n’a pas été possible de tester plus de molécules suivant la piste de la réorientation d’acaricides,
par manque de varroas récoltés. Les six molécules issues de la similarité de structure avec le
pirimicarbe n’ont pas montré d’activité anticholinestérasique suffisante. Le pirimicarbe reste
donc actuellement le meilleur candidat. Afin de mieux connaitre son potentiel anti-varroa, une

évaluation in vivo de son efficacité a été réalisée.

3.2.1.3 Tests in vivo du pirimicarbe

L’efficacité in vivo du pirimicarbe a été évaluéee selon le protocole des tests en cagettes (pour
la description du protocole, voir Chapitre 2 § 2.4.4 page 84). Les concentrations testées
s’é¢tendent de 0,0001 pg a 1 ug par abeille. L’amitraze a servi de point de référence. Pour

I’amitraze, comme pour le pirimicarbe, aucune des doses testées n’a conduit a de la mortalité a
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24 heures chez les abeilles. Les résultats de la mortalité des varroas sont donnés dans le

diagramme ci-dessous (Figure 32).

100% .
® Amitraze

80%
Pirimicarbe
60%

= Ml

Acétone [ [0.1] [001]  [0,001] [0.0001]

Mortalité varroa (%)

Concentration (ug/abeille)

Figure 32. Mortalité moyenne (+ écart-type) des varroas phorétiques a 24 heures (n=4). * Différence
significative, par rapport au témoin solvant, selon test post-hoc de Tukey (p-value < 0,01).

L’amitraze et le pirimicarbe ont des profils d’activité différents, avec globalement un facteur
de 10 pg de décalage dans I’efficacité anti-varroa (Figure 32). L’amitraze perd en effet son
efficacité a partir de 0,001 pg/abeille, alors que le pirimicarbe n’est plus efficace a 0,01
pg/abeille. La DLso par contact de 1’amitraze est estimée a 27 ug par abeille, contre 14 pg par
abeille pour le pirimicarbe *%. Les DLso par contact des deux molécules sont donc du méme
ordre, avec une toxicité vis-a-vis de I’abeille 1égérement supérieure pour le pirimicarbe. La
fenétre de sécurité, marge entre une dose toxique pour 1’abeille et une dose efficace sur varroa,

risque donc d’étre plus restreinte pour le pirimicarbe que pour 1’amitraze.

Le pirimicarbe est a I’heure actuelle le composé retenu par 1’équipe ayant le profil anti-varroa
le plus prometteur, mais évaluer les effets du pirimicarbe sur I’abeille reste une priorité avant

de pouvoir I’envisager comme nouveau compos¢ varroacide.

3.2.14 Conséquences d’une exposition par voie orale a du pirimicarbe sur

le comportement d’alimentation des abeilles

Les travaux de Dulin et al., ont montré, lors d’un test de toxicité aigiie par contact, 1’efficacité
varroacide du pirimicarbe a la concentration de 250 ppm. Cette concentration correspond a la

DLso par contact, pour 1’abeille, divisée par un facteur 100.

Les travaux de these de Badiou ont montré le pouvoir d’inhibition du pirimicarbe sur I’AChEm:1

et ’AChEm, de D’abeille %, L’action neuronale d’un composé peut avoir des répercutions

100




physiologiques, notamment sur les capacités musculaires, les fonctions cognitives, la
respiration ou la digestion %, Il a de plus été observé que 1’exposition continue par voie orale
a des inhibiteurs de I’AChE affecte la locomotion des abeilles et augmente la transcription du
géne codant pour I’AChE dans I’intestin et le cerveau “®, Des atteintes sur des programmes
neuronaux régulant le cycle de vie de 1’abeille (horloge interne, communication, ...) ainsi que
sur ’activité de butinage sont également envisageable 4°74%, Enfin, Nigg et al., ont montré que
I’exposition par voie orale a 3 ppm du carbamate sulfoxyde d’aldicarbe entraine une diminution
de la prise alimentaire des abeilles 41°.

Suivre le comportement d’alimentation des abeilles peut donc étre un indicateur de la bonne
santé des individus, et servir de marqueur précoce d’effets sublétaux. L’efficacité d’activation
du systéme immunitaire des insectes notamment, peut étre compromise en cas d’apport
énergétique insuffisant “!!, mais est restaurée et lors du retour a un régime alimentaire

satisfaisant 412, Un stress énergétique peut de plus diminuer le succés de butinage 42,

Dans I’objectif de mieux appréhender les conséquences du pirimicarbe sur la colonie, nous nous
sommes intéressés a ces effets sur 1’abeille lors d’une exposition par voie orale. La

concentration efficace contre le varroa de 250 ppm a été conservée pour les tests.

Une premiere expérience, menée en 2015, a permis d’observer une diminution de la prise
alimentaire des abeilles lorsque le sirop contient du pirimicarbe. Une seconde expérience
en 2016 a eu pour objectif de confirmer les premiers résultats, en allongeant la période
d’exposition. L’hypotheése d’un retour vers une consommation normale apres 1’arrét
I’exposition au pirimicarbe a également ¢été explorée. Ce sont les résultats de cette seconde

campagne d’expérience qui sont présentés dans ce paragraphe.

Description du dispositif expérimental

Les cages, de dimension interne 20 cm x 10 cm x 9,5 cm, sont constituées par des plaques de
PVC (cotés), polycarbonate blanc opaque (plancher) et polystyréne transparent assemblées
entre elles. Le dispositif utilisé a été développé par le Dr. Michel Sokolowski, a partir d'une
version de vol libre #'4. La ventilation est assurée par 32 trous de 3,5 mm de diamétre. Chaque
boite est équipée d'un nourrisseur automatisé : disque de polyamide de 50 mm de diamétre percé
au centre d'un trou de 6 mm de diamétre et de 17 mm de long. L'orifice est équipé d'un capteur

infra-rouge.
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A chaque visite d'une abeille, 2 ul de sirop sont distribués, par le fond du trou, grace a une
pompe doseuse. Apres la consommation des 2 pl, une abeille doit ressortir du trou puis y rentrer
a nouveau pour obtenir une nouvelle distribution.

Afin de normaliser la consommation de sirop par abeille vivante, chaque boite est équipée d'un
« chapeau » doté d'un capteur photographique cadrant le plancher de la cage (Figure 33 A). Une
photo a été prise automatiquement chaque heure de maniére a réactualiser I'effectif d'abeilles
vivantes. Les cadavres ont été retirés des boites au fur et a mesure de 1I’expérience.

A la fin de chaque essai, la tuyauterie en silicone de la pompe a été purgée et nettoyée, et les

boites lavées a 1’eau 1égérement savonneuse.

f

Appareil photo pour suivi
de la mortalité

Nourrisseur avec capteur

Pompe pour distribution

Réserve de sirop

\_ J

Figure 33. A : photographie légendée d’une boite servant au suivi de la consommation des abeilles au
laboratoire. B : installation des douze boites. C : une boite vue de dessus avec un zoom sur le trou du
nourrisseur.
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Design expérimental

Vingt abeilles ouvrieres d’age indéterminé sont introduites dans chaque cage. Les abeilles sont
récoltées dans une colonie du laboratoire du CERMN. Une batterie de 12 boites (Figure 33 B)
fonctionnant en paralléle a été utilisée pour I'expérience. Apres une période d’acclimatation de

24 heures, les cages ont été réparties selon trois conditions expérimentales (Figure 34) :

1. Lacondition « ttmoin » dans laquelle les abeilles sont nourries uniqguement avec du
sirop sucré.
2. La condition « pirimicarbe ».

3. La condition « retrait ».

Acclimatation iDébllt des observations i Période de traitement Période d’observation long
Jo : J1: Oh —24h | J2:24h —48h : terme / recovering
| | | 48h—216h
« Témoin » Sirop Sirop Sirop
« Pirimicarbe » ‘ Sirop i Sirop + Pirimicarbe | Sirop + Pirimicarbe
« Retrait » ‘ Sirop { Sirop + Pirimicarbe | Sirop

Figure 34. Schéma explicatif du design expérimental appliqué lors de [’expérience en laboratoire de
consommation du pirimicarbe.

Le sirop sucreé était constitué de saccharose (50 % m/v). Le pirimicarbe (Sigma-Aldrich) a été
solubilisé dans du DMSO, puis du sirop de saccharose a été ajouté de facon a obtenir une
concentration finale de 250 ppm de pirimicarbe dans 0,5 % de DMSO. Un taux équivalent de

DMSO a été fourni pour les trois conditions, tous au long des expérimentations.

Quatre cages sont allouées a chaque condition expérimentale. Les cages sont disposées dans
une piéce a température ambiante, et la photopériode est controlée (cycle de 14 heures

d’éclairage / 10 heures de nuit).

Traitement statistique des résultats

A partir des données brutes enregistrées, le premier traitement a consisté a obtenir la

consommation et le nombre de réponses pour chaque heure de I'expérience, et a diviser ces

103



valeurs par I'effectif d'abeilles vivantes au cours de cette méme période. Ce travail a éteé fait

avec un logiciel écrit en pascal sous Lazarus.

Le comportement de nourrissement enregistré au court des experiences est apparu fortement
cyclique, se calquant sur 1’alternance des périodes de jour et de nuit. Les abeilles visitent le
nourrisseur pendant la journée, avec une activité croissante jusqu’aux environs de midi, puis
décroissante, pour atteindre une activité minimale pendant la période nocturne. Le caractere
cyclique de la consommation est une source de variabilité ; afin de s’affranchir de cette

variabilité, la variable « activité cyclique » a été définie. Cette variable a été calculée par la

fonction —cos(2%), avec « x » prenant les valeurs ci-dessous

Temos Oh-|7h-|8h-| 9h- | 10h- | 11h-| 12h- | 13h- | 14h- | 15h- | 16h- | 17h- | 18h- | 19h- | 20h- | 21h-
PS17h | 8h | oh [10h| 11h | 12h | 13h | 14h | 15h | 16h | 17h | 18h | 10h | 20h | 21h | 24h
X 0|12 ]3] 4 5 6 7 7 6 5 4 3 2 1 0

La variable périodique « activité cyclique » permet de prendre en compte 1’alternance entre les
périodes diurnes et nocturnes. Sur la Figure 35, les valeurs calculées de 1’activité cyclique sont

représentées par rapport aux valeurs observées de la consommation de sirop.

10

Premier essai Second essai
e S

4
N
N
N

Consommation de sirop
(pL/heure/abeille)

17 aofit 28 aott 8 septembre

Temps (jours)

Figure 35. Variation temporelle observée de la consommation par heure et par abeille (cercles gris).

104




La consommation de sirop a été régressee par rapport a la variable « activité cyclique » afin de
rectifier les résidus liés aux cycles circadiens. La consommation étant exprimee par heure,
I’activité cyclique a été considérée comme une variable catégorielle a huit modalités. La
consommation étant également divisée par le nombre d’abeilles vivantes, elle est une variable
discontinue. Les données ont donc été traitées selon un modele linéaire généralisé (et non un
modele linaire), en spécifiant une distribution d’erreurs de quasi-poisson et une fonction de
lien logarithme. Les résidus issus de ce modéle ont été utilisés pour les étapes suivantes de

I’analyse.

L’effet du pirimicarbe a été évalué sur les résidus obtenus précédemment, en considérant les

trois essais expérimentaux séparément.

Les effets a long terme de 1’exposition au pirimicarbe ont d’abord été évalués. Les observations
faites du Jour 0 au Jour 2 (voir Figure 34) ont été supprimées du jeu de données, afin de
constater les effets du retrait du pirimicarbe sur la consommation. Pour chaque essai, un modele
linéaire Y = a - Traitement + b a été ajusté aux données pour estimer I’effet du traitement.
Un test de Fisher a permis de comparer les changements de comportements alimentaires entre

les trois traitements.

Enfin, la derniére étape de 1’analyse a consisté a évaluer ’effet a court terme de 1’introduction
du pirimicarbe dans le sirop, en se focalisant sur un éventuel rétablissement de la variable lors
du retrait du carbamate. Pour ce pan des analyses, seules les 96 premieres heures des trois essais
ont été exploitées (J1 a J4, voir Figure 34), afin de couvrir la période d’exposition au pirimicarbe
et les 48 heures suivant son retrait dans le groupe expérimental « retrait ». Pour chaque essai,
le modele linaire Y = a - Traitement + b - Jour + ¢ - (Traitement X Jour) + d a été ajusté
aux données. Un test de Fisher a permis de vérifier ’effet global du traitement, du jour et des
interactions sur la consommation. Le test post-hoc de Différence Significative Minimale (LSD)

de Fisher a été utilisé pour comparer les variations journalieres au sein des traitements.

Toutes les analyses ont été réalisées avec 1’aide de Julien Normand (IFREMER) et sur le

logiciel R (www.R-project.org/).

Résultats
Effets sur la mortalité des abeilles

La mortalité, a I’issue des dix jours d’expérimentation, dans les témoins a été de 32, 15et 7 %

pour les trois essais respectivement. En moyenne, une différence de 6 % de mortalité a été
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observée entre les groupes « témoins » et « pirimicarbe », et entre les groupes « témoins » et
« retrait ». Les tests du X2 n’indiquent aucune différence significative des mortalités entre les
trois conditions expérimentales de chaque essai (Tableau 6). L exposition par voie orale a la
dose testée de pirimicarbe n’implique donc pas de changement significatif dans la survie des

abeilles dans les conditions du test.

Tableau 6. Taux moyens de survie (x écart-type), a [issue des essais, selon le traitement. df : degrés de
libertés et p : p-value des tests du X

Essais Traitement Taux de survie df p

Témoin 0,675 (£ 0,075)

1 Pirimicarbe 0,800 (+ 0,064) 3 0,401
Retrait 0,775 (+ 0,067)
Témoin 0,853 (+ 0,039)

2 Pirimicarbe 0,875 (+ 0,037) g 0,924
Retrait 0,863 (+ 0,039)
Témoin 0,925 (+ 0,030)

3 Pirimicarbe 0,900 (+ 0,033) 9 0,425
Retrait 0,863 (% 0,039)

Effets a long terme

Comme mentionné précédemment, les analyses sont effectuées sur des résidus des modeéles
utilises pour décrire la variable. Une valeur positive (respectivement négative) de résidu,
signifie une consommation de sirop supérieure (respectivement inférieure) a la consommation
moyenne de la population. La figure ci-dessous montre les consommations résiduelles
(uL/heure/abeille) selon le traitement et pour les trois expériences, aprés le retrait du

pirimicarbe des groupes expérimentaux « Retrait ».
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A B C Traitement
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T I Pirimicarbe
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Figure 36. Effet des traitements sur les résidus du modéle de la consommation moyenne (z écart-type)
de sirop. A, B and C signifient le premier, second et troisiéme essai respectivement.

Les tests statistiques révelent un effet significatif des trois différentes conditions expérimentales
(Figure 36, p < 0,05) sur la consommation de sirop par les abeilles. Des résidus négatifs sont
associés systématiquement au traitement « pirimicarbe », ce qui traduit une moindre
consommation de sirop par ce groupe dans les trois essais. La différence entre les résidus des
groupes «témoin » et « retrait » est moins nette, ce qui peut suggérer une reprise de la
consommation suite au retrait du pirimicarbe du sirop.

Les résultats permettent de voir que la réponse au pirimicarbe est variable selon les essais. Le
premier essai (Figure 36 A) suit un schéma différent des deux autres (Figure 36 B et C).

Tous groupes témoins confondu, la consommation moyenne de sirop est de 23 uL par jour et
par abeille. Concernant le groupe « pirimicarbe » la consommation chute a 20, 10 et 3 pL de
sirop, ce qui implique que les abeilles ingerent en moyenne 3,6 g de pirimicarbe de jour.
L’absence de mortalité significative par rapport au témoin (Tableau 6) apparait en désaccord
avec la DLso orale du pirimicarbe fixée a 3,8 pg/abeille **°. Nos données suggérent qu’il existe
une toxicité orale variable, selon le protocole d’exposition. L’ingestion en une seule prise d’une
quantité¢ donnée d’un produit, par exemple lors d’un test de toxicité aigiie, peut produire une
réponse différente de celle provoquée par I’ingestion d’une dose équivalente, mais sur une plus

longue période.
Effet a court terme

Comme expliqué dans la description des analyses statistiques, I’intérét est ici porté sur les
quatre premiers jours (du jour J1 au jour J4, Figure 34).

Les résultats sont présentés sur la Figure 37.
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Figure 37. Consommation de sirop (moyenne + écart-type) pendant les premiers jours des trois essais.
J1, J2, J3 et J4 : du premier au quatriéeme jour de [’expérience respectivement. Des tests de Fisher
(P=0,05) ont été fait, des lettres différentes indiquent une différence significative.
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En dehors d’une légere baisse non significative au deuxiéme jour du premier essai, la consom-
mation de sirop par les abeilles des groups témoins reste stable. Lors des deux derniers essais,
I’introduction de pirimicarbe dans le sirop (groupes « pirimicarbe » J2) implique une baisse
rapide, statistiquement significative, de la consommation. On observe la méme tendance lors
du premier essai, mais la baisse n’y est pas significative. Il n’y a pas de retour de la
consommation initiale dans ces groupes, la prise de nourriture reste faible mais stable. La méme
réduction de la consommation des abeilles est observée a J2 dans les groupes « retraits ». La
consommation du groupe « retrait » revient a 1’état initial au jour quatre du premier essai. La
restauration compléte de la prise alimentaire n’est en revanche pas atteinte pour les deux autres

essais, malgré une reprise progressive de la consommation par abeille.
Discussion et conclusion

Les trois essais successifs démontrent qu’il existe une variabilité temporelle dans le schéma de
réponse des abeilles exposées par voie orale au pirimicarbe, avec une moindre sensibilité lors
du premier essai, comparé aux deux suivants. Les changements saisonniers et journaliers de la
sensibilité des abeilles au pirimicarbe ont déja été mentionnées %16 : 1’étude de Piechowicz et al.,
suggérait une moindre sensibilité des abeilles lors d’une exposition au printemps qu’en été.
Notre étude s’étale sur une période plus restreinte, du 17 ao(t au 17 septembre, mais cela est
suffisant pour observer des différences inter-expériences.

Dans le premier chapitre ont été mentionnés les différents mécanismes qui peuvent étre
impliqués dans la résistance a un pesticide (8 1.5.5.4). Dans la situation de variations
saisonniére, une résistance métabolique semble le mécanisme le plus probable. Les abeilles sont
sujettes a des changements physiologiques au fil des saisons - incluant entre autres les niveaux
en neurotransmetteurs, le métabolisme des protéines, les taux d’hormones juvéniles, la
concentration sanguine de sucre - et a des changements comportementaux *"42l. Ces

changements peuvent modifier la sensibilité des abeilles aux xénobiotiques 421422,

Les résultats de 1’étude montrent un impact négatif de la présence de pirimicarbe dans le sirop
sur le comportement d’alimentation des abeilles. Trois hypothéses peuvent étre évoquées pour

expliquer le phénomene :

1. Le pirimicarbe a une action anti-appétente qui, apres ingestion, entraine un refus des

abeilles pour se nourrir.
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2. Le pirimicarbe présent dans le sirop est a I’origine d’une aversion gustative, un
processus par lequel un animal apprend a éviter un aliment qu'il a associé a un
trouble interne, généralement gastro-intestinal 423,

3. Le pirimicarbe a une action neurotoxique.

L’évitement du sirop, a cause d’un mauvais gout, devrait s’accompagner d’un retour rapide a
une consommation normale. Le délai nécessaire a la récupération semble davantage compatible
avec 1’hypothése d’aversion, mais I’absence de rétablissement dans les deux derniers essais ne
soutient pas I’hypothése. L’absence d’activité intestinale anormale (exces de feces par
exemple), observée lors des expériences, ne plaide pas en faveur de la deuxieme hypothese. La
derniére hypothése serait liée a 1’action neurotoxique du carbamate, dont I’activité inhibitrice
de ’AChE expliquerait le changement de comportement d’alimentation des abeilles. La
susceptibilité in vitro de I’AChE au pirimicarbe est dépendante de I’Age des abeilles #?4, et les
effets d’une molécule sont également dépendant de la période d’élevage des ouvricres d’été
(abeilles d’été ou ouvricres élevées en hiver) *?°. La réversibilité, ou non, des effets du
pirimicarbe peut donc découler de plusieurs facteurs tels que la saison et I’age des ouvriéres au

moment de leur exposition.

Les expériences avec un dispositif de suivi en temps réel de la consommation des abeilles
offrent une nouvelle opportunité de déceler, de fagon précoce, les conséquences de 1’exposition
par voie orale a une molécule, que ce soit dans le cadre d’un traitement anti-varroa administré
par dégouttement, ou de de maniére plus générale. Nos résultats soulignent 1’importance du
protocole d’exposition (toxicité aigiie ou chronique) dans I’évaluation du risque. La variabilité
saisonniére de la sensibilité des abeilles aux pesticides apparait également comme parameétre
pertinent a prendre en compte lors de I’évaluation du risque. Les résultats de cette expérience
ont fait I’objet d’une publication actuellement en révision : C. Riva, M.B.C. Sokolowski, J.
Normand, J. Sopkova-de Oliveira Santos, M.P. Halm-Lemeille. Real time effect of oral
exposure to the acaricide pirimicarb, a new varroacide candidate, on Apis mellifera

feeding rate ; soumise a Pest Management Science, le 10 septembre 2017.

Avant de recommander le pirimicarbe comme traitement anti-varroa, il est important d’aller
plus loin dans I’évaluation de ces effets, sur les abeilles adultes et sur le couvain. Avec un
logP de 1,7, le pirimicarbe est peu lipophile, mais la molécule risque de s’accumuler dans le
miel. Comprendre le devenir de cet acaride dans les matrices de la ruche sera donc également

primordial.
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Les résultats de cette expérience d’exposition par voie orale concluent nos travaux sur la
réorientation d’acaricides connus. Cette premicre piste sur le développement d’un nouveau
traitement ciblant I’acétylcholinestérase a permis d’approfondir les connaissances sur les effets
du pirimicarbe sur I’abeille et le varroa. La seconde piste explorée a été d’évaluer le potentiel

varroacide de composés synthétisés au CERMN dans le but d’inhiber I’AChE humaine.

3.2.2 Etude a partir de composés inhibiteurs de ’AChE humaine

3.2.2.1 Le donécopride et ces dérivés

Le CERMN travaille sur la synthése de composés inhibiteurs de I’AChE humaine. Parmi ces
composeés, le donécopride a particuliairement attiré I’attention. Développé dans le cadre d’un
projet MTDL (multitarget-directed ligands), le donécopride (structure sur la Figure 38) agit
comme inhibiteur de I’AChE humaine et comme agoniste partiel des récepteurs 5-HTa.
L’objectif est ici de voir si les molécules synthétisées pour inhiber I’AChE humaine peuvent

avoir un effet varroacide.

HaN

Figure 38. Structure du donécopride (MR31147).

3.2.2.2 Résultats

Le donécopride et 27 molécules de la méme famille ont été testés in vitro & 10° M, sur I’AChE
de I’abeille et du varroa. Les résultats sont présentés sur la Figure 39. Les structures des
molécules de la famille du donécopride ne sont pas présentées pour des raisons de

confidentialité.
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Figure 39. Pourcentages moyens (n=2) d’inhibition in vitro de I’ AChE de [’abeille (en abscisse) et de
I’AChE de varroa (en ordonnée). Chaque point représente une molécule. La ligne rouge indique le seuil
des 30 % recherché pour 'inhibition minimum de I’AChE du varroa.

Les résultats montrent un effet de certaines molécules sur I’AChE de 1’abeille. Huit des
molécules testées inhibent a plus de 50 % I’ AChE de I’abeille. En revanche, le seuil de 30 %
d’inhibition de I’AChE du varroa n’est jamais atteint. Le plus fort taux d’inhibition de I’AChE
du varroa est a 20 % et a été obtenu pour le composé MR33103, mais il s’accompagne
¢galement du plus fort taux d’inhibition de I’AChE de I’abeille qui est de 77 %. L’inhibition de

I’AChE de I’abeille et une faible activité sur le varroa est contraire au profil recherché.

3.2.2.3 Discussion et conclusion

Nous pouvons tenter d’expliquer les résultats obtenus lors des tests in vitro pour les composes
de la famille du donécopride en s’attardant sur la structure de I’AChE du varroa, de I’abeille et
de I’homme. La structure expérimentale de I’AChE humaine en complexe avec le donépezil
(code PBD : 4EY7), ainsi que I’analyse par docking du donécopride dans I’AChE humaine a
souligné I’importance de plusieurs résidus “?%4?7, Le cycle cyclohexane du donécopride, et le
cycle benzene du donépézil, sont tous deux orientés vers le résidus Trp84 (numérotation selon
I’ AChE humaine, référence Uniprot : P22303) pour former une interaction de type hydrophobe
et de m-stacking respectivement. L’azote chargé positivement du cycle pipéridine du
donécopride (Figure 38) interagie, par I’intermédiaire d’une molécule d’eau, avec les résidus
Tyr337 et Tyr341. De plus, le donécopride est positionné de fagon a permettre une liaison
hydrogene entre le groupe carbonyle et la Phe295, et le tryptophane du PAS (Trp286 chez
I’humain) est situé a une distance idéale du cycle benzéne du ligand en faveur d’interactions de
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n-stacking. En dehors de la Phe295, substituée par une isoleucine, tous ces residus sont
conservés dans les séquences d’AChE de la drosophile et de I’abeille. Chez le varroa en

revanche, aucun de ces résidus n’est conservé (Tableau 7).

426

Tableau 7. Résidus impliqués dans les interactions entre le Donécopride et I’AChE humaine **, et les

résidus correspondants chez Drosophila melanogaster, Apis mellifera et Varroa destructor.

Humain Drosophile Abeille Varroa
Trp86 Trp83 Trpll6 Arg62
Trp286 Trp321 Trp336 Leu270
Phe295 Leu328 Leu343 Thr276
Tyr337 Tyr370 Tyr385 Phe318
Tyr34l Tyr374 Tyr389 Ala322

Le donépezil est la substance active du traitement Aricept®, utilisé pour traiter les symptémes
de démence associés a la maladie d’Alzheimer. Il agit comme inhibiteur de I’AChE. La Figure
40 montre la zone du site actif de la structure expérimentale 4EY7, ainsi que la position estimée
par docking du donécopride dans I’AChE de I’abeille et du varroa (la construction de ces
modeles est décrite dans le § 3.2.3 de ce chapitre). La conservation des deux tryptophanes chez
I’abeille permet le maintien des interactions, a travers d’une molécule d’eau, avec ’azote
protoné du ligand. Leur substitution, dans I’AChE du varroa, altére fortement la formation du
complexe donécopride/AChE. La plus grande homologie de I’AChE de I’abeille avec I’AChE
humaine explique les profils d’activité observés in vitro pour les molécules de la famille

du donécopride.

Figure 40. A gauche : structure expérimentale de I’AChE humaine en complexe avec le Donépezil (code
PBD : 4EY7). Au milieu et a droite, positionnement par docking du Donécopride (ligand en vert) dans
I’AChE de [’abeille et du varroa respectivement.
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La seconde piste explorée a été d’évaluer le potentiel varroacide de composés ciblant I’AChE
humaine. Les résultats concernant la famille du donécopride soulignent la nécessité de
s’éloigner des molécules synthétisées au laboratoire dans le but d’inhiber I’AChE humaine.
Certains résidus essentiels dans les interactions avec les ligands sont conserves entre les AChEs
de I’abeille et de I’homme, et ne le sont pas chez I’enzyme du varroa. Dans le but d’étendre nos
recherches parmi les molécules synthétisées au CERMN, la troisiéme piste suivie a été un
criblage virtuel de la chimiothéque. Pour cela, les modeles des AChEs du varroa et de 1’abeille
ont été modélisés par homologie de séquence.

3.2.3 Construction des modéles par homologie de séquence

Nous avons précédemment mentionné que chez les insectes peuvent exister deux loci (acel et

ace2), codant pour deux enzymes AChEs distinctes. Le serveur Uniprot (www.uniprot.org/) 428

recense quatre entrées correspondant a la requéte « acétylcholinestérase Apis mellifera », qui

sont présentées dans le Tableau 8.

Tableau 8 — Références disponibles pour [’acétylcholinestérase de [’abeille sur Uniprot.

Nom du gene codant Nombre de résidus  Annotation

AOA087ZWFO AChE-1 657 o
Q9GQP7 AChE 492 o
Q4LEZ2 AChE 628 o

AOA087ZSR6 AChE-2 628 o

Les trois dernieres séquences du Tableau 8 sont en réalité redondantes, donc cela correspond
bien avec I’existence des deux AChES. L’AChE2 correspond a ’expression du géne ace2,
orthologue de DmAChE.

Pour le genre Apis, c’est ’AMAChE2 qui est principalement responsable de I’activité
catalytique, et permet la transmission synaptique “?%4%, La séquence Q4LEZ2 a donc été
utilisée pour modéliser 1’acétylcholinestérase de I’abeille.

Concernant le varroa, la recherche de séquence a été faite a partir du génome brut, dépose aupres
de NCBI Genbank sous le numéro d'accés GCA_000181155.2, et vérifiée par gPCR 4%,

La construction des modéles de I’AChE de I’abeille et du varroa est antérieure aux travaux

réalisés au cours de la thése %!, L’enzyme DmAChE co-cristallisée avec la tacrine (un
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inhibiteur de synthése) a une résolution de 2,7 A par diffraction aux rayons X (code
PBB :1DX4) a été utilise comme template. Les alignements des séquences de 1’abeille et du
varroa avec la séquence du template 1DX4 sont présentés sur les Figure 41 et Figure

42 respectivement.
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Figure 41. Alignement des séquences d’acétylcholinestérase de I’abeille (Q4LEZ2) et de la drosophile
(code PDB : 1DX4). Les fleches bleues sur I’alignement de séquences signalent les trois résidus de la
triade catalytique. A droite : superposition du template (en gris) et du modéle de I’AChE de [’abeille
(en bleu). Les résidus rouges sur les modeles correspondent a la triade catalytique.
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Figure 42. Alignement des séquences du varroa et de la drosophile (code PDB : 1DX4). Les fleches
bleues signalent les trois résidus de la triade catalytique. A droite : superposition du template (en gris)
et du modeéle de I’AChE du varroa (en orange).

La séquence de 1’abeille présente 60 % d’identité avec celle du template, alors que celle du
varroa n’a que 21 % d’identité avec la séquence de DmAChE. Le risque d’erreur lors de la

construction du modéle de 1’enzyme du varroa est donc augmenteé.

Parmi les 20 acides aminés qui constituent les protéines, sept d'entre eux (arginine, acide
aspartique et glutamique, cystéine, histidine, lysine et tyrosine) présentent une fonction acido-
basique sur leur chaine latérale, et peuvent étre présents dans la structure de la protéine sous
une forme acide (protoné) ou basique (non protoné). Il est courant de parler de I'état de
protonation standard d'un acide aminé, qui est I'état de protonation de sa chaine latérale a pH
neutre, alors que la forme sous laquelle se trouve chaque acide aminé au sein de la protéine est
I'état de protonation individuel. L'état de protonation individuel dépend de la position et de I'état
de protonation individuel des autres acides aminés de la protéine, et peut jouer un réle important
dans les interactions avec le ligand et sur les calculs de dynamique moléculaire. Dans leur état
standard, l'acide aspartique et I'acide glutamique sont sous leurs formes non protonées, et sont
chargés négativement. La tyrosine et la cystéine sont sous leurs formes protonées et neutres.
L'arginine, la lysine et I'histidine sont sous leurs formes acides, protonées et cationiques.
L'histidine est un cas particulier car sous sa forme basique, non protonée, il existe deux

possibilités concernant I'azote du cycle imidazol qui ne porte pas de proton.
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Le comportement de la protéine lors des simulations de dynamique moléculaire est influencé
par 1’état de protonation des résidus. Le phénomeéne a été constaté lors de simulation pour
I’AChE de la souris Mus musculus avec différents états de protonation pour deux acides
glutamiques (Glu202 et Glu405) situés a proximité du site actif de I’enzyme **2. Ces résidus
sont conservés chez I’abeille (Glu251 et Glu501), mais ne le sont pas chez le varroa (GIn219 et
Phe465). La vérification de 1’état de protonation des résidus de la protéine a été effectuée avec
le programme PROPKA ¥ (champs de force CHARMM, pH=7,4), qui prend en compte
I’impact de la structure tridimensionnelle de la protéine sur le déplacement des pKa des résidus.
Pour I’étude du modele du varroa, le programme PROPKA indique que les résidus Glu343 (de
la triade catalytique), Glu145, Glu324 et Glu343 (chez le varroa) ont leur pKa qui est supérieur
a 7,4 (au lieu de la valeur habituelle de 4,50), ces résidus prédominent donc sous leur forme
acide (-COOH). La lysine Lys253 voit son pKa basculer de 10,50 a 5,50, rendant la forme non
protonée prédominante a pH=7,4. Les états de protonation ont été manuellement pris en compte

pour la construction du mode¢le de I’AChE du varroa.

3.2.4 Criblage de la chimiothéque dans le modele de ’AChE du varroa

3.2.4.1 Paramétrage du modele

La construction du modele de I’AChE du varroa a permis de mener un criblage de la

chimiothéque du CERMN.

Avant de commencer la simulation, une procédure de minimisation de 1’énergie potentielle a

été realisée pour éliminer les zones d’énergie élevée. Le protocole suivant a été suivit :

- 500 pas de I’algorithme « steepest descent »,
- 1000 pas de la méthode des gradients conjugués,
- autant de pas de I’algorithme ABRN nécessaires pour que le RMS du gradient de

I'énergie soit inférieur & 10" kcal.mol ™. AL,

Pour avoir un environnement correct lors de simulations, les molécules d’eau en bordure de
boite ont été répliquées a I’aide de I’algorithme IMAGE afin d’introduire les conditions

périodiques aux limites (voir Chapitre 2 § 2.2.2.6 page 75).

Une simulation de dynamique moléculaire a ensuite été réalisée pendant 6 millisecondes a la
température de 300 K. Le pas de simulation utilisé a été de 2 femtosecondes La structure de
I’AChE représentative de la simulation a finalement été définie comme étant la structure

moyenne de toutes les structures enregistrées lors de la dynamique. Pour finir, la structure
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moyenne a ¢t¢ a nouveau minimisée afin d’éliminer les aberrations pour les chaines latérales

des résidus les plus flexibles.

Pour le criblage, trois chaines latérales de résidus proches de la cavité du site actif ont été
considérées flexibles : Trp115, GIn191 et Lys277. La cavité a été définie comme une sphere
ayant un diamétre de 6 A autour du NH de la Lys277.

3.2.4.2 Sélection des composes issus du criblage in silico

Du fait de la contribution de la taille des molécules lors de 1’étape de scoring, le logiciel a
tendance a surestimer le GoldScore (GS) des molécules a grand poids moléculaire (PM) %34, 11
s’avére que, dans la réalité, ces grandes molécules sont généralement inactives. Dans notre
criblage, les 50 premiéres molécules (i.e. ayant les GS les plus grand) ont un PM moyen de
563 g.mol™, et les 100 et 1000 premiéres molécules ont un PM moyen de 515 g.mol™? et
423 g.mol™* respectivement. Pour contrer ce biais, parmi les 1000 composés avec les meilleurs
scores de fit (GS compris entre 99,7 et 66,6), les molécules ayant un poids moléculaire supérieur
a 350 g.mol™ ont été écartées des données. Le classement a ensuite été normalisé en divisant
chaque valeur de GS par le poids moléculaire de la molécule. Les 50 molécules ayant les plus
grands rapports ont été sélectionnées pour étre testées in vitro (voir Annexe A.1l pour les

structures des molécules).

3.2.4.3 Résultats des tests in vitro

Tests in vitro sur les composes directement issus du criblage

Parmi les cinquante molécules issues du criblage, quatre n’ont pu étre testées in vitro car les
stocks dans la chimiothéque étaient épuisés (SR2110, SR2111, SR2962 et SR7114), et deux
molécules (les SR5562 et SR3690) n’ont pas été testées pour des raisons de solubilité. L activité
anticholinestérasique des autres molécules a été évaluée in vitro a 10* M chez I’abeille et chez
le varroa en deux pseudo-réplicas.

Les résultats sont résumeés sur la Figure 43 et dans 1’ Annexe A.1.
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Figure 43. Pourcentages d’inhibition(n=2) in vitro de I’AChE de !’abeille (en abscisse) et de I’ AChE
de varroa (en ordonnée). Chaque point représente une molécule. La ligne rouge indique le seuil des
30% recherché pour I’inhibition minimum de I’AChE du varroa.

Sur la Figure 43, nous voyons que la majorité des molécules testées présentaient une activité
sur les AChEs de I’abeille et du varroa inférieure a 15 %. Trois molécules se rapprochent du
seuil recherché des 30 % d’inhibition. Il s’agit des composés SR2090, SR2114 et SR2112. Mais
le résultat le plus intéressant concerne le point associé au composé SR2091, inhibant a 59 %
I’AChE du varroa a 10* M, et a 21 % I’AChE de I’abeille. Ce composé (PM : 277,4 g.mol™?)
est ressorti du criblage initial en 172'*™ place avec un GS de 73,4. Suite a la normalisation par
le PM, le SR2091 était classé en 48" position.

Tests in vitro de P’activité des molécules de la famille du composé SR2091

Etant donné les résultats intéressants apportés par le composé SR2091, 1’objectif est ici de voir
si d’autres molécules, appartenant a la méme famille, possédent un profil similaire d’inhibition
in vitro de I’AChE. En partant de la structure du SR2091, 26 molécules ont ainsi été testées.
Les resultats sont présents sur la Figure 44, et les structures des molécules sont présentées sur
I’ Annexe A.2.
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Figure 44. Pourcentages d ‘inhibition (N=2) in vitro de I’AChE de l’abeille (en abscisse) et de I’AChE de varroa
(en ordonnée). Chaque point représente une molécule. La ligne rouge indique le seuil des 30% recherché pour
l’inhibition minimum de I’ AChE du varroa

Les résultats ont mis en évidence une molécule dont I’activité inhibitrice de 1’AChE du varroa
atteint 53 % - donc au-dessus du seuil limite — contre 4 % d’inhibition pour I’AChE de I’abeille.
I s’agit du composé SR2093 (PM : 320,5; GS: 69,6), classé au rang 534 selon le criblage

avant la normalisation des scores.

Les structures du SR2091 et SR2093 sont visibles sur la Figure 45. Ces deux molécules ont en
commun un cycle thiazolidine (c'est-a-dire comprenant un groupe thioéther et un groupe amine
en position 1 et 3 respectivement). Le logiciel MarvinSketch permet d’estimer la protonation
des molécules. A pH physiologique, il est estimé que les molécules SR2091 et SR2093 sont

protones a 33 % et a 52 % respectivement, ce qui pourrait favoriser interactions avec I’AChE.

120



\
e
~7

v [
N
l N ~ N N ’
N | N
SR2091
Poids moléculaire 277.4 Poids moléculaire 320.5
Protonation 33 % Protonation 52 %

Figure 45. Structures, poids moléculaire et pourcentages de protonation estimés a pH= 7,4 par
’application MarvinSketch© (ChemAxon) des composés SR2091 et SR2093

Les deux composés ne different dans leur structure que par 1’addition d’un azote et de deux
. .

arbones sur la chaine latérale. Les autres molécules de la méme famille n’étant pas actifs in

vitro, il est possible de déterminer quelques éléments clé de la structure, essentiels a 1’inhibition
de ’AChE.

121



SR2112 SR2109 MR19199

Poids moléculaire 2594 Poids moléculaire 3024 Poids moléculaire 3044
Protonation 41 % Protonation 49 % Protonation 66 %
Inhibition AChE (104M) Inhibition AChE (104M) Inhibition AChE (104 M)

Varroa 22 % Varroa 0% Varroa 5%

Abeille 25 % Abeille 5% Abeille 0%

-

pel

SR2018 SR2739

Poids moléculaire 266.4 Poids moléculaire 2624
Protonation 3% Protonation 0%
Inhibition AChE (104 M) Inhibition AChE (10-4M)
Varroa 4% Varroa 4%
Abeille 7% Abeille 9%

Figure 46. Structure des composés SR2112, SR2109, MR19199, SR2018 et SR2739 et leurs
pourcentages d’inhibition in vitro de I’AChE du varroa et de [’abeille.

La substitution de I'atome de soufre (S) du cycle thiazolidine par un atome de carbone ou de la
chaine latérale par un atome d’oxygéne (Figure 46) entraine une perte de l'activité. Plusieurs
auteurs ont mesuré une activité inhibitrice d’AChE chez des composés soufrés, le soufre d’un
ligand étant susceptible de réagir avec un groupement sulfhydryle (-SH) de la chaine latérale
d’un résidu cystéine *®. Chez I’acarien Tetranychus cinnabarinus, trois composés
sélectifs - compares a I’AChE humaine - ont montré une activité d’inhibition in vitro et in vivo
intéressante “% ; ces trois inhibiteurs ont en commun des groupements indole et thiazolidine,
connus pour leur importance dans les interactions avec le récepteur. Ces travaux, ainsi que nos
résultats, appuient I’importance du soufre dans les interactions entre le ligand et ’AChE des

acariens. En revanche, les résultats pour les composés SR2018 et SR2739 montrent que la
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substitution de I’azote de la chaine latérale par un atome de soufre entraine une perte de

I’activité anticholinestérasique.

L hypothése d’interaction du ligand avec une cystéine conservee chez de nombreux insectes,
présente a I’entrée de la gorge de I’AChE #3743 ne peut pas étre retenue dans le cas de notre
étude. En effet, cette cystéine (Cys290 pour la DmAChE) se retrouve dans la séquence
AmAChEL de I’abeille, et non dans celle de I’AMAChEZ2 ni dans la séquence du varroa. De plus,
le paramétrage du criblage (6 A autour de la position du pirimicarbe) fait que les ligands
sélectionnés se fixent profondément dans la gorge de 1’enzyme, et non au voisinage du

site périphérique.

Les complexes SR2091-AChE du varroa générés par docking ont été minimises par dynamique
moléculaire. Deux complexes ont été simulés afin d’observer les différences impliquées par la
protonation (Figure 47 A et B), ou la déprotonation (Figure 47 C et D), de I’azote N4 du
SR2091. Les observations des deux complexes permettent de poser des hypotheses sur les

interactions engagées par SR2091.
Concernant les complexes avec le SR2091 protoné nous pouvons observer que :

- une liaison hydrogene se forme entre I'azote NE2 de I'His432 et I'azote N4 du ligand,
séparés par une distance 2,5 A

- la Phe318 est orientée de fagon a permettre une interaction de m-stacking avec le cycle
aromatique du ligand (Figure 47 A),

- une chaine hydrophobe, constituée des résidus Gly110 a lle114, réalise des interactions
de van der Waals avec le ligand,

- enfin nous pouvons noter que I'azote NE1 du Trp115 se situe & 3,6 A du soufre du cycle

thiazolidine du ligand

Concernant le complexe généré avec le SR2091 dans son état non protoné, la liaison hydrogéne
avec I'His432 ne pouvant plus se former, la dynamique réoriente le ligand dans la cavité de

I'AChE. Ce complexe permet d'observer que :

- le m-stacking avec la Phe310 est perdue, mais le cycle aromatique du ligand se trouve a
proximité de la Phell3, dans une position favorable pour une nouvelle interaction de
n-stacking (Figure 47 C),

- il existe des interactions électrostatiques entre I'azote N4 non protoné du ligand et la

chaine latérale de la Lys277
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- ladistance entre le N4 du composé SR2091 et I'azote NE2 de I'His432 est de 3,7 A dans
ce complexe, et I'un des groupement méthyle du ligand est orienté vers cette histidine,

- le ligand établie toujours des interactions hydrophobes avec la chaine hydrophobe de la
protéine,

- - enfin le soufre du cycle thiazolidine du ligand fait face a I'azote NE de I'Arg62, a une
distance de 3,4 A.

Les deux complexes générés par dynamiques montrent que I'état de protonation du SR2091
influence fortement les interactions engagées. Les changements de residus partenaires des
interactions est de plus lié aux changements importants de la conformation de la protéine, qui
sont observables au cours des simulations. Cette flexibilité du modéle de I'AChE du varroa,

pourrait expliquer la difficulté de notre criblage a trouver de nouveaux leads.

SR2091 protoné

SR2091 non protoné
C.

v Hisasz ’ Wiiss32
( Lys277

g62 N3 A

R Arg62
' 40A '«':”l/ N,

Phel13

Figure 47. Visualisation des poses aprés minimisation du complexe SR2091protoné (A et B) et non
protoné (C et D) dans le modele de I’AChE du varroa, apres dynamique moléculaires. Le ligand est en
bleu. Les trais rouges indiques les interactions de z-stacking.
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3.2.44 Détermination des ICso

Les composés SR2091 et SR2093 sont les deux candidats issus du criblage de la chimiothéque.
Leur ICsp respectives ont ¢été déterminées pour mieux définir leur profil d’activité

anticholinestérasique.

Tableau 9. Résultats des mesures in vitro des 1Cso (+ écart-type).

SR2091 SR2093
Abeille % inhibition (10‘4 M) 21 % (x 0,06) 15 % (£ 0,02)
% inhibition (10'4 M) 59 % (£ 0,07) 63 % (£ 0,06)
Varroa
ICs0 (LM) 16 (£ 12) 11 (£ 6)

Les deux composés ont une faible activité sur I’AChE de ’abeille, donc les ICsgo ne sont pas
calculables. Pour I’AChE du varroa, les ICsp du SR2091let SR2093 (16 et 11 pM
respectivement) sont du méme ordre. Le pirimicarbe, par comparaison, inhibe I’AChE du
varroa a 66 % a 10° M et a un ICsp de 7 UM. On peut donc s’attendre a une moindre activité in

vivo pour les composés SR2091 et SR2093 par rapport a I’efficacité anti-varroa du pirimicarbe.

3.24.5 Tests in vivo

L’objectif est de vérifier si la piste amenée par les tests in vitro permet d’observer des effets sur
des varroas phoreétiques. L’efficacité de deux composes SR2091 et SR2093 ont été évalués par
dép6t thoracique sur abeille (description du test en cagette dans Chapitre 2 le § 2.4.4). Les
concentrations ont été testées a 10 ug et 1 pug de molécule active par abeille. Les molécules ont
¢été solubilisées dans de 1’acétone additionné d’une mole d’acide chloridrique par mole de

substance active.

125



Tableau 10. Résultats des tests en cagettes aprés 24 heures d’exposition. Le solvant est de I’acétone additionné
d’acide chloridrique 1M.

Mortalite 2
Abeille Varroa
SR2091 (n=6) 10 pg 0% 85% (£3,3)*
1ug 0% 7% (£ 1,1)
SR2093 (n=6) 10 pg 0% 80% (£2,1)*
1ug 0% 11% (£ 1,0)
Témoin solvant (n=6) 0% 0% (x0,9)
Témoin positif (n=2) 0% 100 %

& pourcentage de mortalité aprés correction d’Abbott (£ écart-type) * Différence significative, par
rapport au témoin solvant, selon test post-hoc de Tukey (p-value < 0,05).

Les composes SR2091 et SR2093 sont efficaces a 85 et 80 % respectivement lors d’une
application de 10 ug par abeille. Il n’y a plus d’efficacité significative lorsque le dépot est réduit
a 1 ug par abeille. Par comparaison, rappelons qu’un dépot de 0,1 pg par abeille d’amitraze
entraine 100 % de mortalité des varroas a 24 heures, et 87 % des varroas sont tués lors du dépot
de 1pg de pirimicarbe par abeille (voir Chapitre 3 § 3.2.1.3 page 99). Dans les conditions
expérimentales réalisées, les deux composés de la chimiothéque sont donc moins efficaces que

I’amitraze (d’un facteur 100) ou que le pirimicarbe (d’un facteur 10).

Les molécules de la chimiothéque du CERMN SR2091 et SR2093, issus de programmes de
recherches sur des familles de molécules aux propriétés antitumorales 3, sont deux inhibiteurs
sélectifs de I’AChE du varroa. L’étude de composés de la méme famille a permis de mettre en
avant des éléments structuraux nécessaire aux interactions avec la cible. Ces deux molécules
peuvent servir de lead, et leur optimisation devrait permettre d’améliorer leur efficacité anti-

varroa.
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3.3 Conclusion sur la cible acétylcholinestérase

L’acétylcholinestérase est apparue, des le début des travaux du laboratoire sur le varroa, comme

une cible d’intérét majeur.

La réorientation d’acaride de la famille des carbamates anticholinestérasique a permis de révéler
le pirimicarbe comme un carbamate au profil acaricide intéressant. Le pirimicarbe est classé
comme « modérément toxique pour I’abeille », et I’envisager dans le cadre d’un traitement anti-
varroas doit s’accompagner de précautions. Il serait notamment intéressant d’évaluer la toxicité
larvaire du pirimicarbe, sa toxicité étant documentée chez des larves de la famille des
Syrphidae #4°. Dans 1’état actuel de nos connaissances, il semble plus opportun de continuer a
utiliser le pirimicarbe comme lead pour le développement de nouveaux traitements anti-varroas

a visé anticholinestérasique.

L’accessibilité de la séquence de I’AChE du varroa, vérifié¢ par séquengage lors d’une étude
antérieure “%* a permis de construire un modéle de la cible par homologie de séquence.
L’exploitation de ce modeéle a fait ressortir deux molécules au profil intéressant de la
chimiotheque du CERMN. Ces deux molécules présentent in vitro une activité d’inhibition de
I’AChE du varroa du méme ordre que le pirimicarbe, avec des ICso de I’ordre de 10 uM. On
constate in vivo une activité significative a 10 pg par abeille, et I’optimisation de leur structure
devrait par la suite permettre d’améliorer ces résultats. Afin de limiter les tests in vivo, nous
pouvons proposer, pour la poursuite des travaux, de viser des ICso de ’AChE du varroa de

I’ordre de 1 uM au maximum.

Si I’acétylcholinestérase est déja ciblée par les traitements contenant du coumaphos, cette
molécule ne dispose d’une AMM que dans un nombre restreint de pays. Le développement de
varroacides inhibant sélectivement I’AChE du varroa répondrait donc a la problématique d’une

diversification des modes d’actions la ou le coumaphos n’est pas autorisé.
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Chapitre 4

Les récepteurs a ’octopamine

4.1 Introduction

4.1.1 Role biologique de ’octopamine

L’octopamine (OA) [2-amino-1- (4-hydroxyphényl) éthanol] est une amine biogene synthétisee
a partir de la tyramine, grice a 1’enzyme tyramine-B-hydroxylase. Cette molécule a été
découverte dans les glandes salivaires de la pieuvre Octopus vulgaris, sans pour autant que sa
présence ne soit fonctionnellement expliquée **. Un r6le physiologique de I’OA dans les tissus
neuronaux n’a été¢ suggéré que vingt ans plus tard, suite a ’observation d’une élévation de
I’adénosine monophosphate cyclique (AMPCc) lors de 1’application d’une faible concentration
d’OA sur des préparations tissulaires de ganglions thoraciques chez la blatte Periplaneta
americana **2. Depuis, une variété d’implications biologiques majeures comme neurotrans-
metteur, neuromodulateur et neurohormone sont associées a I’OA chez les invertébrés 43, Son
action est homologue a celle de I’adrénaline et de la noradrénaline chez les vertébrés. Elle est
le médiateur d’un grand nombre de comportements complexes et de processus physiologiques
essentiels **, Plus précisément, ’OA est connue pour moduler 1’activité d’organes comme le
corps gras, 1’activité des muscles liés aux ailes, le métabolisme des lipides, 1’ovulation. Son
action est également liée aux organes sensoriels via le systeme nerveux periphérique, a
I’apprentissage et la mémoire olfactive via le systeme nerveux central. Enfin ’OA est
essentielle pour la régulation de nombreux comportements : locomotion, nettoyage, rythmicité,
alimentation. Chez ’abeille, I’OA est également impliquée dans le comportement de danse,

dans la réponse du dard en situation de stress *° et dans la division du travail #°.
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L’octopamine exerce ces fonctions via I’activation de récepteurs spécifiques, appelés les
récepteurs a 1’octopamine, et qui appartiennent a la famille des récepteurs couplés aux
protéines G (RCPGs).

4.1.2 Caractéristiques structurales des RCPGs

De nombreux systemes de classification des RCPGs ont été proposeés. La classification la plus
répandue, encore a I’heure actuelle, est celle établie par Kolakowski en 1994, qui détermine
sept classes de A a F, basées sur la recherche de similarité entre RCPGs connus de vertébrés ou
d’invertébrés 4. La classe A « Rhodopsin-like » est la mieux caractérisée, et aussi celle qui
comporte le plus grand nombre de récepteurs. La classe A inclut la rhodopsine, les récepteurs

B-adrénergiques, les récepteurs sérotoninergiques et les récepteurs a I'octopamine.

Par definition, les RCPGs exercent la plupart de leurs effets cellulaires en stimulant une étape
clé du cycle d’activation de GTPases hétérotrimériques (ou protéines G) : I’échange GDP-GTP.
Suite a 1’association du récepteur avec son agoniste spécifique, un changement de conformation
du RCPG lui permet d’activer la protéine G liée au récepteur. Ce sont ensuite les protéines G
qui régulent 1’activité de nombreuses enzymes, canaux ioniques ou le transport de vésicules
diverses *8, Les RCPGs répondent & une grande diversité de ligands. Ils incluent des agents
physiques (photons pour la rhodopsine et les pigments visuels), des amines (noradrénaline,
histamine, sérotonine, ...), des peptides, des hormones glycosylées, des dérivés lipidiques
(prostaglandines, leucotrienes, ...), des dérivés d'acides aminés (GABA), des nucléosides ou
nucléotides (adénosine, ATP, ...), des ions (Ca?*) , une grande variété de substances odorantes
(récepteurs olfactifs) ainsi que des composés exogenes (cannabinoides, peptides d'amphibiens:
ranatensine ou bombésine). La classe A de récepteurs peut notamment avoir pour ligands des
hormones, des polypeptides de petites et grandes tailles, des amines biogenes (Figure 48), des

photons ou encore des substances apparentées aux lipides.

NH,
OH
NH, NH, HO NH,
D/\/ HO
HO HO HO N
3

Tyramine Octopamine Dopamine Sérotonine

Figure 48. Structures de quatre ligands naturels de récepteurs RCPGs de classe A.
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Les RCPGs sont constitués d'une chaine polypeptidique unique comprenant sept segments
hydrophobes qui forment autant d'hélices transmembranaires (Figure 49). Les sept segments
transmembranaires (TM1 a 7), qui caractérisent les RCPGs, sont reliés par trois boucles
intracellulaires (ICL1 a 3) et trois boucles extracellulaires (ECL1 a 3). L’extrémité N-terminale
est située sur la face extracellulaire alors que I’extrémité C-terminale est sur la face

intracellulaire.

NH2 —- ECL2
ECL1

Domaine extracellulaire © O cllln alER (G SR el

™1 T™2 T™M3| | TM4 | TMS| | TM6| TM7

Domaine intracellulaive U TR g e .. T e

ICL1
= T——— COOH
ICL2 ICL3

Figure 49. lllustration schématique de [’organisation des RCPGs.

Plusieurs résidus sont hautement conservés parmi les RCPGs de la classe A #4° (en rouge sur la
Figure 50 du § 4.2.1 ; numérotation selon le récepteur f2-adrénergique de I’humain pour la

suite de ce paragraphe) :

- le motif D(E)RY a I’extrémité intracellulaire de I’hélice transmembranaire TM3,

- le motif FxxCWxP se trouvant dans le milieu de 1’hélice transmembranaire TMG,

- le motif NPxxY localisé dans le domaine transmembranaire TM7,

- les deux cystéines Cys106 et Cys191, formant un pont disulfure entre la boucle
extracellulaire ECL2 et I’hélice TM3.

La plupart des RCPGs fonctionnent comme des protéines « allostériques monomériques » : les
agonistes interagissent, totalement ou en partie, au sein de la partie extracellulaire du domaine
des sept hélices pour induire la conformation active du récepteur, c¢’est-a-dire capable d’activer

les protéines G.
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Plusieurs résidus des récepteurs de la classe A sont connus pour leur importance dans les
interactions avec le ligand. Pour les récepteurs B2-adrénergiques, il a été observé que le
groupement protoné du ligand s’oriente de fagon a former un pont salin avec 1’Asp113 de
I’hélice TM3, alors que les groupements hydroxyles peuvent former une liaison hydrogéne avec
la sérine Ser203 de I’hélice TMS. Il existe également une interaction de type n-stacking avec la
Phe289 de I’hélice TM6. De plus, le tryptophane du motif FxxCWxP, ainsi que la Val114 de
I’hélice TM3 pourraient engager des interactions hydrophobes avec le ligand. Les récepteurs a
I’octopamine et a la tyramine appartiennent aux RCPGs de classe A, et sont similaires - en
termes de structure et de pharmacologie - aux récepteurs adrénergiques des vertébrés 4%°,

La modélisation, par homologie de séquence, du récepteur a I’octopamine de la blatte
Periplaneta americana (référence Uniprot : Q7YWB7) a montré la conservation de ces trois
résidus Asp, Ser et Phe, dans le récepteur, et a appuyé leur implication dans les interactions
avec I’OA **1, Enfin, le résidus Thr110 chez la blatte (respectivement Thr118 chez I’humain)
de I’hélice TM3 semble participer & la fixation de I’octopamine par I’intermédiaire d’une

liaison hydrogene #°*.,

4.1.3 Classification des récepteurs a I’octopamine

Plusieurs classifications des récepteurs a 1I’octopamine ont été proposées selon la pharmacologie
ainsi que la voie de signalisation des récepteurs. De nouvelles classifications mettent 1’accent
sur I’homologie de la séquence avec les sous-types de récepteurs adrénergiques des vertébrés.
A I’heure actuelle, nous retiendrons que les récepteurs a I’octopamine peuvent étre classés en
trois catégories *°° : les récepteurs de type o-adrénergique like, de type B-adrénergique like et
les récepteurs de type octopaminergique/tyraminergique like. Ces trois types de récepteurs a

I’octopamine sont répertoriés chez ’abeille (Tableau 11).

Tableau 11 — Classification des récepteurs a [’octopamine, d’aprés Farooqui (2012) 452

Classe Répor_1§e Exemple de récepteur 2 Référence
associée
L Cat AmOctaR1 (anciennement 453
. : : a
a-adrénergique like AmOAL)
o T AMPc DmOctoR1B .
B-adrénergique like 1 AMPC AmOctpR1 a4 0
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Tyramine 1 1 Ca’* Amtyrl 456
IAMPC DmTA1l 452

Tyramine 2 1 Ca?* BmTAR2 a7

2 sigles pour les especes Am : Apis mellifera Dm : Drosophila melanogaster Bm : Bombyx mori.

Les récepteurs a I’octopamine de type o et B adrénergique like ont une meilleure affinité pour
I’octopamine que pour la tyramine; les premiers sont associés a une augmentation
intracellulaire du Ca?* et, dans une moindre mesure, de I’AMPc, alors que I’activation des

seconds entraine 1’augmentation du Ca®* uniquement %8,

L’interaction des formamides avec les récepteurs a I’octopamine provoque chez les insectes
une hyperexcitabilité, une paralysie puis la mort 133, et également un décrochement et la mort
chez les acariens parasites “°. L’activité neurotoxique de certaines huiles essentielles, ou de
leurs composants purifiés, semble également pouvoir étre imputée a leur liaison aux récepteurs
a I’octopamine et a la tyramine “°. Blenau et al., ont souligné en 2012 I’intérét que pourrait
représenter la construction de modeles de récepteurs a 1’octopamine et d’études par docking

pour le développement de nouveaux varroacides 462,

4.2 Reésultats

4.2.1 Construction des modéles par homologie de séquence

De maniére générale, les protéines membranaires représentent un défi particulier en terme de
structure expérimentale pour plusieurs raisons 62, D'une part, ces récepteurs sont en général
faiblement exprimés, rendant difficile la production et la purification des quantités de protéines
recombinantes suffisantes pour l'utilisation des techniques expérimentales telles que la
cristallisation. D'autre part, la dénaturation des RCPGs, lorsqu’ils sont sortis de leur
environnement lipidique, nécessite de trouver un moyen de les stabiliser. La surface de ces
protéines est globalement hydrophobe ; cela rend difficiles les étapes d’expression hétérologue
(c’est-a-dire de production de la protéine par un organisme hote), de solubilisation, de
purification et de cristallisation. Ainsi, sur les 134 436 structures expérimentales de protéines
référencées dans la PDB, seulement 1 292 structures de protéines membranaires sont
répertoriées, avec seulement 721 protéines uniques correspondantes (Source consultée en

octobre 2017 : blanco.biomol.uci.edu/mpstruc/, Membrane proteins of known 3D structure

database,).
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De ce fait, aucune structure expérimentale d’un récepteur a I’octopamine n’est résolue a ce jour.
En revanche, les structures d’autres récepteurs de la famille des RCPGs ont pu étre résolues
expérimentalement, comme la rhodopsine bovine, par Palczewski et al. a 2,8 A (code
PDB : 1F88 “6%), ou le récepteur B2-adrénergique humain déterminé a une résolution de 2,4 A
par diffraction aux rayons X (code PBB : 2RH1%%4, Figure 50). Pour ce dernier, le cristal a été
obtenu en utilisant une protéine de fusion ou la troisieme boucle intracellulaire a été substituée
par le lysozyme T4 (en vert sur la Figure 50), pour rendre la protéine plus soluble et ainsi

faciliter la cristallisation.

Lysosyme T4

Figure 50. Structure 3D du récepteur f2-adrénergique humain (code PDB : 2RH1 “64). En vert :
lysozyme T4. En rouge les motifs conservés (DRY, FxxCWxP et NPxxY) caractéristiques des RCPGs de
la classe A. En jaune les ponts disulfures. TM : hélice transmembranaire. A : vue de profil, B : vue de
dessus, du coté extracellulaire. On note que chez le récepteur f2-adrénergique de [’humain les cystéines
Cys184 et Cys190 forment un second pont disulfure.

Pour ces raisons, a I’instar de la méthodologie développée avec 1’acetylcholinestérase (voir
Chapitre 3 § 3.2.3 page 114), une approche par homologie de séquence a été mise en ceuvre

dans le but de modéliser les récepteurs a I’octopamine de 1’abeille et du varroa.
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L’interrogation du serveur Uniprot (www.uniprot.org/) %2 pour trouver la séquence du
récepteur a I’octopamine de 1’abeille Apis mellifera propose huit entrées (Tableau 12). Trois de
ces séquences (Q869D9, AOAOB5SEFI0 et AOAOBSEDW?7) ne sont que des fragments.

Tableau 12. Références, dans le serveur Uniprot, associés a la recherche des séquences d’acides aminés
de récepteurs a [’octopamine d’Apis mellifera.

e Classe Nom du Nombre de i
Reéférence . [ Annotation
géne codant résidus
Q70TBO a-adrénergique like Oal 587 *
Wou8s1 p-adrenergique like Octbetal 428 *
WOU9PO B-adrénergique like Octbeta?2 413 *
HIKTV2 B-adrénergique like Octbeta3 413 *
W0U9Q1 B-adrénergique like Octbeta4 401 *
Q869D9 Fragment OAR 139 *
AOAOBS5SEFIO Fragment Oaz2 40 *
AOAOBSEDW7 Fragment Oal 28 *

Des études menées sur mammiferes “° et chez 1’abeille % suggérent que 1’amitraze, molécule
active de plusieurs traitements anti-varroas, se fixe aux récepteurs a2-adrenergique des
vertébreés et a-adrénergique like des invertébrés. C’est donc la séquence Q70TBO, codant pour
le récepteur AmOctaR1, qui a été utilisée pour construire le modele du récepteur a I’octopamine
de I’abeille.

La recherche du template a été réalisée sur la plateforme en ligne @TOME (@utomatic

Threading Optimization Modeling and Evaluation, atome.cbs.cnrs.fr/). La plateforme permet
entre autres, de trouver parmi les structures expérimentales de la PDB, les plus homologues a
la séquence étudiée. Les méthodes de screening PSIBLAST et HHSARCH ont été utilisées.
Parmi les propositions d’@TOME, la structure 2RH1 du récepteur f2-adrénergique humain a
été sélectionnée pour servir de template. Cette structure a été choisie d’une part pour son
homologie avec la séquence Q70TBO0 (30 % d’identité selon 1’alignement initial sur @ TOME)
et d’autre part pour le lien phylogénétique entre les récepteurs a 1’octopamine et les récepteurs
adrénergiques des vertebrés. C’est également, parmi les structures expérimentales proposées,

celle avec la meilleure résolution.

L’alignement de la séquence du récepteur a 1’octopamine de I’abeille avec celle du template
(2RH1) a été réalisée avec le module MODELLER sous Discovery Studio 3.5, et modifié
manuellement, pour assurer le respect des structures secondaires et des motifs conservés des

RGPGs de classe A. L’alignement final est présenté sur la Figure 51.
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Figure 51. Alignement des séquences Q70TBO et du template 2RH1 (a gauche). Superposition des
structures (a droite) avec en gris la structure 2RH1 et en bleu celle de I’abeille.

L’alignement final ne présente qu’une identit¢ de séquence de 26 %. Cependant, la conservation
des sept domaines transmembranaires, et la présence de motifs conservés entre les membres de
la famille de RCGP, rendent la construction de modéle de qualité possible méme lorsque
I’identité avec le template atteint une vingtaine de pour cent seulement 67, Le modéle 3D du
récepteur AmOctaR1 a donc été construit avec le module MODELLER sur le logiciel

Discovery Studio 3.5 a partir de cet alignement.

Concernant le varroa, le serveur Uniprot contient une référence pour une protéine RCPG du
varroa sous 1’entrée AOA141CIT9, mais celle-ci n’est pas annotée comme étant un récepteur a
I’octopamine. La recherche de séquence s’est donc faite a partir du génome brut, déposé aupres
de NCBI Genbank sous le numéro d'acces GCA_000181155.2. Ce travail a été effectué par

Céline Gaudin de 1I’Université de Caen Normandie.

Trois séquences ont été proposées (les alignements de ces séquences avec le template sont

visibles en annexe A.3) :

1. VDKO00069120-1570, assimilée a un récepteur o 2n adrénergique pour laquelle ni le
motif DRY ni le pont disulfure ne sont conservés.

2. VDKO00037324-2391 assimilée a un récepteur a la dopamine, pour laquelle le motif
DRY n’est pas conservé.

136



3. VDKO00030699-2652 assimilée a un récepteur a I'octopamine sur laquelle les trois

motifs consensus sont retrouveés.

De par son importance pour la conformation %%, le motif D(E)RY est attendu dans les RCPGs
de classe A. Seule la séquence VDKO00030699-2652 conserve ce motif ; c’est de plus cette
séquence qui est assimilée directement a un récepteur a I’octopamine. C’est donc cette séquence

qui a été choisie pour modéliser le récepteur a 1’octopamine du varroa.

La sequence VDK00030699-2652 a été soumise sur la plateforme @ TOME afin de choisir le
template a utiliser pour la construction du modéle 3D. La encore, et pour les mémes raisons
invoquées lors de la construction du modéle de ’abeille, la structure 2RH1 a été sélectionnée
comme template. La séquence VDKO00030699-2652 a été alignée avec celle du template 2RH1,

avec un ajustement manuel tout comme pour ’abeille. L’alignement final est présenté sur

20
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Figure 52. Alignement des séquences (a gauche). Superposition des structures (a droite) avec en gris la
structure 2RH1 et en orange celle du varroa. En noir sont les résidus du template sans correspondance
avec la séquence du varroa.

Le pourcentage d’identité entre les deux séquences est de 30 %, ce qui serait suffisant pour
génerer un modele de qualité. Cependant, la sequence du varroa est incompléte. En effet, les
deux premieres hélices transmembranaires (TM1 et une partie de la TM2) sont manquantes
(Figure 52). Le modéle partiel du récepteur a 1’octopamine a tout de méme été généré sur le

logiciel Discovery Studio 3.5, en utilisant le module MODELLER.

L’alignement des modéles des récepteurs a I’octopamine du varroa et de I’abeille générés avec
la structure 3D du template permet de voir que les quatre résidus de 2RH1 fixant le ligand
carazolol sont conserves chez I’abeille comme chez le varroa (Figure 53 et Tableau 13).
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Tableau 13. Résidus impliqués directement dans les interactions avec le ligand et le récepteur f2-
adrénergique humain, et les résidus correspondant chez Periplaneta americana (Q7YWB7), Apis
mellifera (Q70TBO) et Varroa destructor (VDK00030699-2652).

Humain Blatte Abeille Varroa
Aspl13 Aspl05 Aspl45 Asp34
Vall14 Vall06 Vall46 Val35
Thrl18 Thr110 Thr150 Thr39
Ser203 Ser213 Ser251 Serl23
Phe289 Phe260 Phe322 Phel83

Poids moléculaire 298.4
Protonation 100%

[V

Figure 53. A : structure expérimentale du récepteur p2-adrénergique de [’humain (2RH1, en gris) en
complexe avec le carazolol (en rose). En bleu modéle de |'abeille, en orange modéle du varroa. Les
trois modeles sont superposes. Les cing résidus directement impliqués dans [’interaction avec le ligand
sont montrés par une représentation en stick (numérotation selon 2RH1). B : structure, poids
moléculaire et état de protonation estimé a pH= 7,4 du carazolol.

De maniere général, les sites actifs de ’abeille et du varroa sont proches, mais deux residus

different (Figure 54).
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Figure 54. Superposition du récepteur f2-adrénergique de I’humain (2RH1, en gris) - en complexe avec
le carazolol (en rose) — avec modéle de I’abeille (en bleu), ou le modéle du varroa (en orange).

La Phel93 du récepteur p2-adrénergique est substituée par une leucine chez 1’abeille, alors
qu’elle est conservée chez le varroa. La Tyr308 du récepteur p2-adrénergique est substituée par
une phénylalanine chez le varroa et une valine chez I’abeille. De ces substitutions peuvent
découler des variations dans 1’accessibilité de la cavité pour les ligands, et influencer la
flexibilité des résidus alentours. La substitution de la phénylalanine notamment, dans le
récepteur AmOctaR1, peut empécher les interactions de type m-stacking avec le ligand. Ce
potentiel reste inchangé chez le varroa, ce qui pourrait étre exploité dans la conception de

nouvelles molécules sélectives.
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Bien que le pourcentage d’identité entre le template et la séquence sélectionnée pour le
récepteur a I’octopamine du varroa soit correct pour la modélisation par homologie de séquence,
le manque des deux premiéres hélices transmembranaires empéche toutes les étapes de
minimisation et de dynamique moléculaire avec ce modele. Un criblage par docking n’a donc
pas été employé dans le cadre des travaux sur le récepteur a I’octopamine. Nous avons privilégié
un criblage in silico par similarité de structure, en se basant sur la structure de 1’octopamine et
d’un dérivé de I’amitraze. Les tests in vitro n’ont pas pu étre mis en place au laboratoire, la
validation de ’efficacité des molécules a donc été réalisée in vivo selon le protocole en cagette
décrit dans le Chapitre 2 § 2.4.4.

4.2.2 Résultats des tests in vivo

4221 Efficacité des dérivés de I’amitraze

Nous avons vu que I’amitraze est une molécule particuliérement efficace dans le traitement
anti-varroa. La collaboration avec Vétopharma a apporté 1’occasion de tester in vivo les quatre

dérivés de 1I’amitraze (Figure 55).

;'2 | Hs NH,
N N N

2,4-dimethylanilin (DMA : impureté A)
Poids moléculaire 2034 Poids moléculaire 121,2
Protonation 86% | Protonation 0%

N-2,4-Dimethylphenylformamide N-2,4-Dimethylphenyl-N'-methylformamidine N,N'-bis(2,4-dimethylphenyl)methylmethanimidamide
(DMF : impureté B) (DMPF : impureté C) (Impureté D)
Poids moléculaire 1492 Poids moléculaire 162,2 Poids moléculaire 2524
Protonation 0% Protonation 100% Protonation 87%

Figure 55. Structures et poids moléculaires (g.mol?) de I'amitraze et de ses quatre impuretés. Sont
également mentionnés les pourcentages de formes protonées présentes a pH= 7,4 estimés par
I"application MarvinSketch© (ChemAxon).

Un premier test a la concentration unique de 0,1 pg par abeille a été effectué. Le choix d’une
concentration unique a été fait afin d’économiser le matériel biologique, et la concentration a
été choisie en fonction de la dose efficace de ’amitraze. Ce premier test (Figure 56 A) a permis

de montrer une efficacité significative du DMPF équivalente a celle de I’amitraze. En revanche,
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les trois autres impuretés n’ont pas montré d’effet sur le varroa. Aucune mortalité des abeilles

n’a été observé a 24 heures lors de ces tests.
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Figure 56. Mortalité des varroas a 24 heures (+ écart-type) A : test a dose unique (n=3) B : test de
[’amitraze et du DMPF en gamme de concentrations (n=5). * Différence significative selon test post-
hoc de Tukey (p-value < 0,01).

Suite aux résultats du premier test, le DMPF, ainsi que 1’amitraze pour servir de point de
comparaison, ont été testé in vivo suivant une gamme allant de 1 40,0001 pg par abeille (Figure
56 B). L’analyse statistique montre une efficacité anti-varroa comparable entre 1’amitraze et le
DMPF. Les deux molécules sont efficaces jusqu’a 0,01 pg par abeille, et n’ont plus d’effet sur

la survie des varroas a partir de 0,001 pg par abeille.

Dans le cadre de notre étude, nous nous sommes focalisés sur le DMPF, et non sur I’amitraze,
car son poids moléculaire est plus faible, et nous avons déja mentionné dans le Chapitre 3 le
biais dans I’estimation des interactions des molécules de grand poids moléculaire par le logiciel
GOLD. De plus, I'activitt du DMPF est équivalente a celle de 1’amitraze, et le DPMF
correspond donc au fragment portant les caractéristiques nécessaires pour I’interaction avec le
récepteur a l’octopamine du varroa, et la structure du DMPF est proche de celle de

I’octopamine.

Une étude par docking a été réalisée afin de poser des hypothéses sur I’origine de la sélectivité
du DMPF envers le varroa.

Les prédictions de positions du DMPF dans le modéle du varroa ont été faites avec le logiciel
GOLD, avec deux contraintes de distances définies : entre 1’azote N9 du ligand et 1’oxygéne
OD1 de Asp34; 3,5 A entre I’azote N11 du ligand et ’azote ND2 de I’Asn11. Ces contraintes
ont été imposées dans le but de favoriser la formation de la liaison hydrogene entre le ligand et
I’acide aspartique. Les residus Asnll et Asp34 ont été définis comme flexibles, en activant la
librairie de rotameres proposee par le logiciel. Les résultats du docking ont été visualisés dans

le logiciel PyMOL, qui permet de calculer les distance inter-atomiques.
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Les deux poses représentatives de notre étude de docking sont visibles sur la Figure 57 et

la Figure 58.

Figure 57. Solution 1 du docking du DMPF (en vert) dans le modéle du récepteur a [’octopamine du
varroa. Les pointillés noirs indiquent les liaisons hydrogénes potentielles.

Figure 58. Solution 2 du docking du DMPF (en vert) dans le modéle du récepteur a [’octopamine du
varroa. Les pointillés noirs indiquent les liaisons hydrogenes potentielles.

Dans la premiéere solution de docking (Figure 57), nous avons pu observer deux liaisons
hydrogénes potentielles, la premiére entre 1’azote N11 du ligand I’Asn11, une deuxiéme avec
I’azote N9 du ligand et la Tyr213.
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Dans la deuxiéme solution de docking (Figure 58), deux liaisons hydrogenes se forment
également, mais cette fois en impliquant les résidus Asnll et Asp34. Le DMPF est décalé
d’environ 2 A par rapport & la premiére solution. Dans cette deuxiéme solution, le décalage
empéche la formation de la liaison hydrogéne avec la Tyr213, mais favorise une interaction de

n-stacking avec la Phel13.

Il est intéressant de constater que dans la premiére solution, le DMPF interagit avec le résidu
Asnll du récepteur du varroa, alors que ce résidu est substitué par une sérine chez 1’abeille
(Serl122). Dans la deuxi¢éme solution, la Phel13 du varroa est substitué chez 1’abeille par une
leucine (Leu241), qui ne peut pas participer dans des interactions de m-stacking. Les deux
solutions de docking sélectionnées permettent donc de proposer des hypothéses sur la sélectivité

du DMPF vis-a-vis du récepteur a 1’octopamine du varroa par rapport a celui de 1’abeille.

La modeélisation par homologie de séquences du récepteur a 1’octopamine du varroa et de
I’abeille nous a permis d’avancer deux hypothéses pour expliquer la sélectivit¢ du DMPF. Dans
I’état actuel des connaissances sur de ces deux récepteurs, il n’est pas possible de choisir parmi
ces deux hypothéses. Les différences observées sont cependant prometteuses pour le

développement de nouvelles molécules sélectives du récepteur du varroa.

4,222 Similarité de structure

Pour les raisons mentionnées auparavant, le criblage de la chimiothéque du CERMN, par
similarité de structure, s’est fondé sur les structures du DMPF et de I'octopamine. Le logiciel
Pipeline Pilot 9.5 a été utilisé pour ce criblage, avec le coefficient de Jaccard/Tanimoto pour
évaluer la similarité. Trois fingerprints ont été utilisés : ECFP4, FCFP4 et MDLKey. Parmi les
molécules ressorties de ces criblages, celles ayant au minimum un cycle aromatique et un centre
basique ont été sélectionnées, afin de se rapprocher des groupements présents dans nos deux
composés de référence, i.e. I’octopamine et le DMPF. Treize molécules ont ainsi été testées in
Vivo en criblage, c’est-a-dire avec une seule concentration et une cagette par molécule (voir

Annexe A.4 pour les structures et les résultats).

143




TNHZ

‘ E\N
)\
N NH
HN
H,N NH,*

NH,*
SR5870 SR5874
Poids moléculaire 176.3 Poids moléculaire 168.6 ' Poids moléculaire 137.1
Protonation 100% Protonation 100% Protonation 0%

Figure 59. Structure de trois des molécules sélectionnées lors du criblage par similarité de structure.
Sont mentionnés les poids moléculaires et les pourcentages de formes protonées présentes a pH= 7,4
estimés par I’application MarvinSketch© (ChemAxon).

Parmi les treize molécules, les trois présentées sur la Figure 59 ont montré un effet sur le varroa.
L’efficacité anti-varroa de ces trois molécules a été testée, cette fois en cinq réplicats a deux

concentrations. Les résultats sont présentés dans le Tableau 14.

Tableau 14. Résultats des tests in vivo aprés correction de Abbott. Mortalité moyenne (técart-type) a
24 heures. Solvant : DMSO 30%.

Mortalite 2
Abeille Varroa
10 0% 15 % (+ 0,86
SR5870 (n=5) Ho ( )
1 ug 0% 15 % ( 1,17)
10 0% 0% (1,30
SR5874 (n=5) Ho ( )
1 ug 0% 0 % (+ 0,70)
10 0% 94 % (£ 0,77) *
SR3190 (n=5) HO ( )
1 g 0% 26 % (+ 3,91)
Témoin solvant (n=5) 0% 0% (+0,84)
Témoin positif (n=2) 0% 100 %

& pourcentage de mortalité aprés correction d’ Abbott (+ écart-type)
* différence significative par rapport au témoin solvant (test post-hoc de Tukey, p-value < 0,01)

Les trois molécules n’entrainent pas de mortalité chez I’abeille. Le composé SR5874 ne montre
finalement aucune efficacité, et le composé SR5870 présente une faible efficacité, qui n’est pas
statistiquement significative. Le SR3190 entraine 94 % de mortalité des varroas suite au dépot

de 10 pg par abeille, mais n’est plus efficace a 1 g par abeille.
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4.3 Conclusion sur les récepteurs a I’octopamine

Le récepteur a I’octopamine est déja la cible des médicaments vétérinaires formulés avec de
I’amitraze. Cette molécule est massivement utilisée depuis plus de dix ans et le risque
d’apparition de résistance augmente avec le temps. Augmenter 1’offre de molécules ciblant le
récepteur a ’octopamine du varroa permettrait de réduire les phénomenes de perte de
sensibilité.

L’absence d’une séquence compléte pour le récepteur a I’OA du varroa est un verrou majeur et
a empéché I’approche de criblage par docking. De plus, I’absence d’un test in vitro utilisable
pour le récepteur a I’octopamine a fortement limité le nombre de molécules que nous avons pu

tester.

Néanmoins, en s’appuyant sur I’amitraze, I’approche par similarité de structure a pu étre
appliquée. Parmi les treize molécules testées a partir de ce criblage par similarité, 1’une
entraine 15 % de mortalité des varroas, et ’autre 94 % de mortalité des varroas lors d’un dépot
thoracique de 10 pg par abeille. Obtenir deux molécules avec une activité mesurable en testant
si peu de molécules est encourageant. Des recherches complémentaires parmi les molécules
appartenant aux familles des composes SR5870 et SR3190 pourrait permettre de decouvrir des
substances actives a de plus faibles concentrations, mais aussi d’établir une relation structure-
activité pour ce lead afin de I’optimiser. Cela pourrait permettre a terme de trouver des
traitements alternatifs aux médicaments contenant de 1’amitraze, dans le but de limiter le

développement de résistance.
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Chapitre 5

Conclusion générale et perspectives

L’acarien Varroa destructor est impliqué dans le phénoméne de mortalité des abeilles
domestiques Apis mellifera a travers le monde. De nombreuses pistes sont explorées afin de
lutter contre ce parasite, mais 1’emploi d’acaricides reste encore a I’heure actuelle la réponse la

plus efficace et la plus accessible proposée aux apiculteurs.

Les travaux réalisés au cours de cette these ont eu pour objectif la recherche de nouvelles
molécules anti-varroas. Nos travaux se sont concentrés sur la recherche d'inhibiteurs de
I’acétylcholinestérase, et de ligands du récepteur a l'octopamine du varroa. Le choix de ces
cibles nous a permis d’une part d'exploiter les précédents travaux réalisés par 1’équipe et,

d’autre part, d'explorer la chimiothéque disponible au CERMN.

Concernant I’acétylcholinestérase, enzyme essentielle au bon fonctionnement du systéeme
nerveux, Nos travaux s’inscrivent dans la continuité des recherches précédemment menées par
I’équipe. Aucun traitement dirigé sur cette cible ne dispose d’'une AMM en France. Trouver
une molécule sélective de I’AChE du varroa répondrait donc a la nécessité de diversifier les
modes d’actions des médicaments varroacides. Notre démarche s’est articulée autour de deux
approches principales : la réorientation d’acaricides connus, et un criblage de la chimiothéque
base sur la structure 3D de la cible.

Les résultats sur la réorientation de carbamates continuent de mettre en avant les propriétés
intéressantes du pirimicarbe. La construction du modele de I’AChE du varroa a permis de
réaliser un criblage de la chimiotheque du CERMN. Gréce a la maitrise du protocole de test in
vitro d’inhibition de I’ AChE sur I’abeille et sur le varroa, un grand nombre de molécules ont
pu étre évaluées pour leur activité sur la cible. Le protocole en cagette développé au cours de
la thése grace a la collaboration avec Vétopharma, a ensuite permis de vérifier simultanément
I’efficacité varroacide des molécules candidates et leur innocuité a court terme chez 1’ouvriere.
Du criblage de la chimiothéque dans le mode¢le de I’ AChE du varroa sont ressortis les composés

SR2091 et SR2093. Ces deux molécules sont efficaces in vivo sur le varroa, lors d’un dépot
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thoracique d’une dose de 10 pg par abeille, sans qu’aucune mortalité chez I’abeille n’ai été
observée.

L’étude sur le pirimicarbe a également été I’occasion de mettre en ceuvre une expérimentation
avec un dispositif innovant, développé par Michel Sokolowski, permettant un suivi précis au

cours du temps des conséquences de 1’exposition par voie orale.

Concernant les récepteurs a I’octopamine, appartenant a la famille des RCPGs, I’amitraze
est déja connue comme ayant un mode d’action probable lié a I’activation de ces récepteurs.
L’intérét est donc soit de diversifier I’offre, dans les pays ou des traitements a base d’amitraze
sont autorisés ; soit de proposer un premier traitement ciblant les récepteurs a 1’octopamine
pour les pays ou aucun médicament contenant de I’amitraze n’a d’AMM. La diversification des
molécules, méme si leur mode d’action est identique, peut étre un facteur primordial dans le
retard de 1’apparition des résistances.

Les informations disponibles sur les récepteurs a I’octopamine du varroa n’ont pas été
suffisantes pour construire un modéle 3D de sa structure exploitable par criblage. La démarche
s’est donc principalement articulée sur une approche de similarité de structure avec des ligands
connus. L’absence d’un test in vitro a été une contrainte supplémentaire, et notamment un
facteur limitant le nombre de composés évalués. Les tests in vivo ont cependant fait ressortir le
DMPF, un produit de dégradation de 1’amitraze, et le composé SR3190 de la chimiothéque du
CERMN, issus de la recherche par similarité de structure avec le DMPF. La molécule est
efficace in vivo sur le varroa, lors d’un dépét thoracique d’une dose de 10 pg par abeille, sans
aucune mortalité chez 1’abeille.

L’¢tude du modéle du varroa a révélé deux différences majeures avec le récepteur a

I’octopamine de 1’abeille, permettant de poser les hypothéses sur la sélectivité des molécules.

L’ensemble de nos résultats font donc ressortir le carbamate pirimicarbe, le dérivé DMPF ainsi
que des molécules entierement nouvelles : SR2091, SR2093, SR3190, toutes trois issues de la
chimiothéeque du CERMN. Le DMPF montre une efficacité équivalente a I’amitraze, et
I’évaluation de ses effets sur 1’abeille seraient particulierement intéressante. Le pirimicarbe
présente également une bonne efficacité, et sa structure peut servir de point de départ pour le
développement d’un nouveau médicament. Les trois molécules de la chimiothéque sont
prometteuses, et leurs structures doivent servir de point de départ, ou lead, afin de viser une

diversification des médicaments anti-varroas.
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Utilisation de la démarche de drug-design dans le contexte d’un médicament

anti-varroa

L’ancrage dans un laboratoire de chimie-thérapeutique a ¢été 1’occasion d’aborder la

problématique selon une démarche de drug-design, habituellement suivie en santé humaine.

Les méthodologies in silico sont un outil prometteur pour la conception de nouveaux
traitements anti-varroas, mais également étre généralisée aux études sur les produits
phytosanitaires. La démarche a par exemple été amorcée par une collaboration impliquant entre
autre 1’équipe de I'INRA d’Avignon pour I’étude des canaux sodiums AmNay1 33,

Dans la démarche de conception et le développement d’un médicament, les méthodes de
criblage virtuel sont communément utilisées pour faciliter la découverte de nouvelles molécules
a visée thérapeutique.

La modélisation par homologie de sequence fournit un outil alternatif aux méthodes colteuses
de determination expérimentale des structures 3D des cibles. Cavasotto et Phatak rappellent
cependant que le succes de la démarche dépend du choix du template et de la précision de
I’alignements des séquences “°. Dans le cas du varroa, nous avons été confrontés a un manque
de similarité entre le template et I’AChE du parasite, et, concernant le récepteur a I’OA, au
manque d’une séquence compléte et fiable de la cible.

Concernant 1’acétylcholinestérase, déterminer la structure expérimentale par cristallographie
serait idéale pour effectuer un criblage plus correct de la chimiothéque du laboratoire. L’identité
de séquences de seulement 21 % entre la séquence du varroa et celle de la drosophile, utilisée
comme template, s’accompagne d’imprécisions lors de la construction du modele de I’AChE
du varroa. Un approfondissement des connaissances sur le parasite pourrait permettre d’utiliser
les approches de modélisation de fagon plus optimale.

Concernant les récepteurs a 1I’octopamine, compléter la séquence du récepteur du varroa est une
priorité. Nos travaux ont en effet été limités par 1’absence de séquence publiée pour le varroa
de ce récepteur. En partant du génome brut du varroa, il a été possible de générer un modele
3D partiel du récepteur, dont la construction a fourni des hypotheses sur les interactions avec
le DMPF. Cependant, la séquence complete permettrait de construire un modéle 3D du
récepteur de meilleure qualité, utilisable pour des étapes de docking.
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La connaissance des structures 3D des récepteurs du varroa et de I’abeille permettrait de valider
les hypothéses de différence entre les sites actifs de récepteurs entre les deux espéces. Cela
permettrait également la mise en ceuvre d’une démarche de conception de novo de ligands,
construits dans le but d’optimiser les interactions avec les cibles du varroa, tout en les

minimisant chez [’abeille.

Si les approches numériques permettent une présélection, seuls les tests d’activité in vitro
et d’efficacité in vivo peuvent confirmer I’intéréts des molécules candidates.

Dans le cadre de la recherche sur le varroa, il apparait essentiel d’avoir en place des protocoles
de tests in vitro. La disponibilité en varroas est limitée a une période restreinte de I’année, allant
globalement d’avril a octobre, et est soumise aux aléas climatiques. Les tests in vitro sont
réalisés avec du matériel biologique congelé, et s’affranchissent donc de la contrainte
saisonniére. Ainsi, I’absence d’un protocole de test in vitro a été une limite importante a nos
travaux les RCPGs, et sa mise au point sera une étape essentielle pour optimiser les études sur
ces récepteurs.

Les tests in vivo restent I’étape finale de validation. Les tests en cagettes sont apparus au
cours de nos travaux particuliérement intéressant pour évaluer simultanément 1’efficacité contre
le varroa et I’innocuité sur I’abeille des molécules. Sans que les raisons n’aient été décelées, le
protocole montre un taux d’échec (mortalité a 24 heures dans les témoins supérieure a 30 %)
supérieur a 50 %. Plusieurs hypothéses ont été discutées, telles que le climat lors de la récolte
des varroas au rucher, le délai d’extraction des parasites du sucre glace, le matériau utilisé pour
les cagettes et la température d’incubation des expériences. Aucune de ces hypothéses n’a pu
expliquer les variations de survie des varroas témoins observées d’un jour a I’autre. Nous avons
finalement lié les mortalités des témoins au phénomeéne de chute naturelle des varroas dans une
colonie, et seule la répétition des expériences nous a permis de répondre a la problématique.
Les travaux engagés dans la mise au point d’un élevage de varroas permettraient une meilleure
standardisation du protocole, mais certains verrous scientifiques (contr6le de la reproduction
notamment) bloquent cette possibilité. La mise au point d’un test par dépdt direct sur le varroa
a été envisagé mais n’a pas abouti. La piste serait cependant intéressante dans le but de tester
I’efficacité d’une molécule sur un laps de temps trés court (quelques minutes apres le dépot par
exemple). Enfin I"utilisation de tests permettant de mesurer les effets sublétaux sur les abeilles
devrait étre pris en compte dans le cadre de développement de molécules. Dans ce cadre,

I’utilisation des boites experimentales, développées par Michel Sokolowski, permettant un
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suivit précis au cours du temps des conséquences de I’exposition par voie orale, est une

approche innovante.

Intégration de la recherche de nouveaux varroacides dans les

perspectives de luttes sur le long terme.

La nécessité des traitements anti-varroas semble a I’heure actuelle maintenue par
I’absence d’abeilles supportant le parasite, ainsi que par les contraintes de productions du
secteur apicole. Dans ce contexte, la diversité des molécules disponibles contre le varroa est
également un facteur de réussite de la lutte. Que ce soit par la diversité des cibles biologiques,
et la diversité des molécules pour une méme cible, nos travaux se sont inscrits dans une lutte
pro-active contre ce parasite. Continuer a exploiter la chimiotheque du CERMN, dont le
contenu augmente d’années en années, est une réelle opportunité de découvrir par sérendipité

de nouvelles molécules efficaces. La démarche devrait ensuite étre étendue a d’autres cibles.

Si trouver une molécule active est le premier point de la recherche contre le varroa, plusieurs
éléments sont a prendre en compte avant de proposer une molécule candidate comme substance
active d’un nouveau médicament. L’innocuité pour les trois castes des abeilles, quelques soit
leurs stades de développement, n’est atteinte pour aucun traitement actuellement utilisé. Toutes
les substances actives présentent divers effets nocifs sur la santé des individus peuplant la
colonie. Nous retrouvons la notion de balance entre le bénéfice et le risque associée a tout
traitements. 1l est nécessaire de limiter le risque pour I’abeille, déja affaiblie par I’exposition
continue a une multitude de xénobiotiques et d’agents pathogénes.

L’accumulation de molécules acaricides dans les cires n’est pas a exclure, et peut nuire non
seulement a la qualité sanitaire des produits mais aussi indirectement a I’image que I’on se fait
de ces médicaments. La proposition de nouvelles molécules acaricides ne peut se faire que dans
une optique compatible avec la sécurité alimentaire des produits de la ruche. L’exposition
chronique des consommateurs aux résidus de certains produits phytopharmaceutiques et
médicaments vétérinaires, via la consommation de miel, et I’exposition aux cires contaminées
est en un facteur de risque a prendre en compte. Les caractéristiques de lipophilie, de solubilité
et de rémanence dans les matrices de la ruche sont alors des parametres a considérer lors de la
conception d’un nouveau médicament a usage apicole. La recherche doit également s’assurer

de la maitrise du risque pour 1’apiculteur, en prioritisant la sélectivité des molécules, et en
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favorisant le développement de forme galénique pour limiter 1’exposition lors des

manipulations au rucher.

Enfin, la découverte de nouveaux traitements varroacides doit s’insérer dans une
démarche globale de lutte contre ce parasite. Une gestion organisée des pratiques de
traitements apparait en effet essenticlle, d’une part pour limiter la ré-infestation des colonies
traitées, et d’autre part, pour prévenir au mieux 1’apparition et la propagation des résistances.
La décision d’utiliser des acaricides devrait de plus dépendre du taux d’infestation de 1a colonie,
avec la prise en compte de la balance entre le co(t et le bénéfice liée a I’'usage de médicaments.
Le suivi des taux d’infestations relevés pourrait également permettre d’extraire, selon les
régions, la pression en varroas tolérée par les colonies. Cette information assurerait un
traitement plus raisonné des colonies, a 1’inverse des traitements systématiques, annuels ou
pluriannuels, sans prise en compte de 1’état sanitaire réel des colonies. La définition des seuils

d’interventions, adaptés a la saison et aux zones géographique, reste également a améliorer.

La review de Plettner et al., rappelle que le développement des résistances aux acaricides
semble inévitable, qu’ils soient de synthése, d’origine naturelle ou qu’il s’agisse d’acides
organiques. La conception de nouveaux varroacides doit donc se faire en paralléle de la
recherche de méthodes alternatives. Deux pistes sont particulierement mises en avant par les
auteurs : les programmes de sélection des abeilles résistantes, et les recherches portant sur les
sémiochimiques (substances phéromonales et les substances allélochimiques) dans le but

d’interférer dans les interactions chimiques entre le varroa et 1’abeille.
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A.1l Structures des molécules issues du criblage de la chimiothéque du CERMN
Sont indiqués les pourcentages d’inhibition de I’AChE du varroa et de I’abeille (a 10* M) ainsi
les valeurs de GoldScores et le rapport entre le GoldScore et le poids moléculaire de chaque

molécule

Référence  Structure  Goldscore GS/MW Varroa Abeille

MR15541 _ 68.29 0.306 5% 9%
SR1285 67.76 0,271 2% 2%
SR1914 66.77 0.278 2% 0%
SE1995 76,94 0.274 4% 2%
SE2018 76,80 0.288 4% 7%
SR2075 73,37 0.268 4% 6%
SR2080 g 72,93 0.278 3% 7%
SR2082 % 79.24 0.291 4% 6%
SE2084 76,23 0.273 5% 2%
SR2090 ' 73,37 0.277 21% 5%
SE2106 77.06 0.279 8% 9%
SE2112 71,92 0.276 22% 25%
SE2114 .I 71.67 0.279 29% 18%
SE2199 71,79 0.309 5% 7%
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Référence Structure Goldscore GS/MW Varroa Abeille

SR2602 71.06 0.309 4% 5%
SR2655 \ 71,16 0.304 3% 3%
SR2658 e 77.38 0,278 4% 8%
SR2739 e 70,72 0.269 4% 9%
SR2841 68.85 0,282 4% 9%
SR2908 - 68.30 0.267 2% 2%
SR2948 3 69.82 0.301 4% 5%
SR3026 | 67.47 0.263 2% 8%
SR3363 75.14 0.303 4% 7%
SR5608 70.97 0,278 2% 5%
ME25869 68.29 0.274 2% 0%
MR.16242 7282 0.284 1% 2%
SR3690 _ 69.28 0.264 - -

SR5562 66.76 0.262 - -
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Référence Structure Goldscore GS/MW Varroa Abeille

MR16243 A 68.93 0,285 2% 5%
SR6446 i L 75.73 0,287 0% 1%
SR6622 ' 68.20 0,268 0% 2%
SR7016 £e 68,07 0,269 3% 3%
SR7257 A 68.93 0,326 0% 0%
MR29897 72.22 0,279 1% 5%
SR2083 ) 73.11 0,263 4% 7%
SR2089 3 77.65 0,259 2% 8%
SR2738 . 75.62 0,261 7% 10%
SR4760 67.22 0,261 3% 7%
SR5562 66.76 0,262 - -

MR15543 \_ 68.87 0.311 0% 2%
SR6049 ' 74.01 0,208 0% 1%
SR2653 78.53 0,297 5% 0%
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Référence Structure Goldscore GS/MW Varroa Abeille

SR2022 £1.02 0.289 0% 8%
SR2078 72,62 0,282 0% 2%
SR2113 . T4.42 0.270 10% 13%
SR1976 67.00 0.270 0% 6%
SR2019 ' £0.00 0.266 0% 5%
A
SR2091 .x 73.44 0.265 59% 21%
MR6648 - 76.65 0,285 2% 0%
SR2110 X 7332 0.286 - -
SR2111 74.26 0.301 - -
SR2962 68.9 0.393 - -
SR7114 ' 80.89 0.304 - -
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A.2 Structures des molécules de la famille du composé SR2091

Référence Structure Varroa Abeille Référence Structure Varroa Abeille
MR19199 >, 5% 0% SR2089 ' 4% 0%
SR1975 ' 5% 0% SR2092 3% 0%
SR1982 - 4% 0% SR2093 ' 53% 4%
SR1984 3% 0% SR2097 : 5% 0%
SR1986 4% 0% SR2099 ~ 6% 0%
SR1989 1% 0% SR2100 4% 0%
SR1990 3% 4% SR2102 : 5% 0%
SR1993 - 12% 0% SR2100 | 1 0% 5%
SR2020 20% 0% MR17862 L [ : 2% 0%
SR2021 5% 0% MR17861 . 3% 0%
SR2083 3% 0% MR19924 X - 2% 0%
SR2085 ' 13% 0%

SR2086 19% 1%

SR2088 5% 0%
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A.3 Alignements des trois séquences issues du génome brut du varroa — pour la

recherche de récepteurs a I’octopamine — avec la séquence du récepteur pB2-

adrénergique de ’humain

Les fleches jaunes indiquent les ponts disulfures entre les cystéines dans la structures du 2RH1

Les encadrés rouges indiquent la position des trois motifs conservés (D(E)RY, FXxxCWxP et
NPxxY

0i|283696208|gb|ADDG01068650.1| Varroa destructor strain Korean VDK00069120-1570

1 19 20 39 40 50 €9
2RH1 IGIVMSLIVLAIVFGNVLVITAIAKFERLQTVINYE FCRAH
VDKOO0O069120=1570 | . v v v v v v o e e e et oo et o et e e e e e e e e e e e e e e e e MSKRVVLAV
consensus>50

- 90 110
EMPBVVHTEGR\ LPPEA

120 130 140 150 160 170 180 190 200
2RH1 T ':'-i.‘l::”"'..'.\ I II'. YAEET TNQA [V LV I
VDK00069120-1570 | [STC A
consensus>50

2RH1
VDK00069120-1570
consensus>50

VDK00069120-1570 IQEPRILVEK
consensus>50 vpancnl 1lpihpnqnnqap:11vkspmvascqv

gi|283727714|gb|ADDGOlOS7145.1| Varroa destructor strain Korean VDK00037324-2391

g 10 70 100 110
2RH1 [ LV RL §S LAJ DV TAS If LC 7
VDK00037324-2391 |17 A L1 AERRN DVilicBTAS If I
consensus>50 mevlvvtmaan\alvaaivaN'Lvivv'aKFeRquvTNx11:sLAcAD1vvaLthPFq1iv1vvkarFGnvaCy w SiDVSC TASIOhLCv'av

120 130 140 150 : ’ 170 180 190 200
2RH1 FREOS LT TN KA R THL MY ETCEDFF IRJQA ‘{A ,,,. QIS FY VI vy I e SR,
VDK00037324-2391 L EPqRACVEPKR L\ VRITE 1) A 1 S F YIRP LERYMISNV Y| A\VINEIRSAREIRV
consensus>50 lkYqalvsKnklfV!Iim!WIv vSaliSFiPI mgw%gaodqaaincyaﬂﬁchﬁltqunYAlxssL'SFYVPLVIM %VYaR!lqvAeRQlreirv ligsgqggd

220 240 250 270 280 290
2RH1 o s EaT BTLGIH CWLP FF Il SR e VERSRAN WG Y VNSEFNPHIY § PORIAFOELLCIERRSSLKAMGNGYSSNGN
VDK00037324-2391 11| TLGI| CWLP FF ISl : GYVNSHEFNPIY NN
consensus>50 :r.rrrslzrrstlLithAikTLGI'MGV Flvyxv nnupkyszvynxnwxcyvns tlnpnrriavqollcl.losxlnaaniyzgldv

300
2RH1 EQREG ¢ ¢ ¢ ¢ o a6 ¢ 000 0.0 066060006 s 00008 so0oesossnseeness
VDK00037324-2391 D! AQVINKIPF ARSPDHQDTPWEY TAGQLDRAKHDLI
consensus>50 dgegSgcscpagvtnkiprvsparspdhgdtpwpnlitagqgldrakhdli
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0i|283734305|gb|ADDG01030554.1| Varroa destructor strain Korean VDK00030699-2652

1 10 20 30 40 50 60 70 y 90 110
2RH1 | UCBFWHSHMDVLENTAS I LC! EVDRY A I
VDK00030699-2652 |. . . .
consensus>50
120 |13€I 140
2RH1 SLI B H Iss‘ PIf
VDK00030699-2652 K1 W I SV EA
consensus>50 lu‘lquli'l‘knkv!fill vli:.VSlLiSFvEI!mgw!ra-aﬂqﬂa1ndylﬂ£t:CvF!quleIi551 |5Fy|P1v1MvFv‘[uR!iIEAkRQlK:nllxtqmgpggguqu

210 220

2RH1 . EHKAMKTLGIIMGEFELCWLP F Fjll LIWIGYI EN’P {1 Y|
VDK00030699-2652 ST EHKABIKTLGI IMGEFMLCWLP FFill > 3w I G Y F L8]
consensus>50 :.happh:nlhglldtnsgqstptk:nltkmk:EHKllKILGIIHG i P l':.\ry'vhv:.:lqunl.LplvVv;\.LLEwIGY'ng yfnpDFRiAFgellLqg

2RH1 . . e
VDK00030699-2652 DLF IR SGNHI AN: INFTCTYKTLVT
consensus>50 llfcsSlKayglgysrngnpG qasyggnhqulnuaetnft:tyk!lvt
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A.4 Structures des molécules testées in vivo pour leur similarité de structures avec le

DMPF et ’octopamine
DMPF Octopamine
Référence  Structure  Varroa  Abeille Référence  Structure  Varroa Abeille
MR25064 G 7 0 HM706 "oy 3 0
MR2233 4 0 SR1781 6 0
N NPN
MR20256 Uy S 0
Mr20222 O 2 0
SR6s77 T T 0
9|
SR5870 Y 0 0
;
SR5874 1L 10 0
SR1792 5 0
SR3190 LA, 10 0
PN
MR25006 O | 5 0

SR7392 S6 0
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A.5 Questionnaire de I’enquéte sur les pratiques de traitements anti-varroas dans le

Calvados

Abeille Normande

Enquéte sur les pratiques de traitements

anti-varroas dans le Calvados

Cheére apicultrice, Cher apiculteur,

Nous avons le plaisir de vous faire parvenir cette enquéte sur les pratigues de
depistage et de lutte contre le parasite Varroa destructor.

L'enquéte est mise en place grace au réseau d'apiculteurs de I'Abeille Normande du
Calvados. Elle est menée par I'équipe de laboratoire de recherche du CERMN
(Université de Caen), dans le cadre de travaux sur de nouveaux traitements anti-
varroas.

Cette enquéte donnera lieu & un compte rendu qui sera mis a disposition des
apiculteurs.

CALENDRIER DE L’ENQUETE : le questionnaire est a remplir et a nous
retourner avant le 20 janvier 2017 a I'adresse suivante :

Clémence Riva

Centre d'Etudes et de Recherche sur le Médicament de Normandie * CERMN
Boulevard Becquerel

14032 Caen Cedex. France

Toutes les informations personnelles recues dans cette enquéte resteront
confidentielles.

Prénom

Nom

Adresse

Ville

Code postal

Téléphone

Courriel

NB : Si vous souhaitez rester anonyme, vous avez la possibilité de renvoyer le questionnaire
sans remplir I'encart ci dessus.
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‘ 1% partie — Vos pratiques de dépistage

1. Quel(s) est le code postal de votre rucher :

O Ruchert1: O Rucher2:
O Rucher3: O Rucher4:

2. Combien de colonies possédez-vous en hivernage (hiver 2016) :

O Moinsde 5 O De 11 a50ruches
O De 5410 ruches O De 50 ruches & 120 ruches
O Plus de 120 ruches

3. Avez-vous évalué l'infestation de vos colonies entre janvier et décembre 2016 :

O oui O Non

Si oui, pouvez-vous nous préciser par quelle méthode 7

2¢me partie — Vos pratiques de lutte

O Comptage des varroas sur plateau O Désoperculation de couvain male

O Désoperculation de couvain d'ouvriéres O Roulement ou lavage d'abeilles au sucre glace
O Lavage d’abeilles a l'alcool O Lavage d'abeilles au détergent

O Varroa EasyCheck ® O Autres (précisez) :

Quels sont les seuils d'alerte a partir desquels vous estimez vos colonies en sur-
infestation et en danger ?

4. Avez-vous observe des abeilles aux ailes deformeées :

O Je ne sais pas O Pas du tout
O En faible quantité O En grande quantité

Si oui, pouvez-vous nous préciser a quelle période I'observation a été faite :

(]

5. Avez-vous mis en ceuvre un moyen de lutte contre varroa entre avril 2015 et avril
20167

O oui O Non

(vous pouvez dans ce cas passer directement 3 la question 8)

6. Si vous avez répondu "oui" & la question 3 et/ou 5, merci de compléter le plus
précisément possible |e tableau page suivante.

Pour cela cocher les cases correspondant a la quinzaine du mois a laquelle vous
avez évalué l'infestation et/ou réalisé un traitement contre varroa sur vos colonies de
production pendant la période d'aolt 2015 a décembre 2016

Le cas échéant merci de préciser les "autres traitements" utilisés :

Autre méthode (1) :

Autre méthode (2) :

Dans le cas le I'utilisation, hors traitement disposant d'une Autorisation de mise sur le
marche (AMM), des molécules suivantes :

- Thymol

- Amitraze

- Tau-fluvalinate
- Acide formique
- Acide oxalique

merci de décrire si possible les méthodes employées (concentration en substance,
mode de diffusion dans la ruche, etc.) :




, . 2015 2016
Méthode / Traitement(s) :
o ¥ w 2 g g
'E o o o - - 'E ] Ko )
g | 8| 8| 5| §| € & o - g | 8 8 § §
5 3 5 2 3| £ 2 3 5 5| & £/ 5 38 & £ 3 £
3 <l &l ol =zl o]l & & 5| & 5 3] 3 g 4 ol z o

Mettre une croix dans la case correspondant a la quinzaine du mois lors de la pose du
traitement. Puis une croix pour son retrait.
Mettre simplement une croix pour signaler les testes d'évaluations

Evaluation du niveau d’infestation en varroas

Retrait de couvain de males

Hyperthermie (traitement du couvain par la chaleur)

Retrait total de couvain

Encagement de reine

MAQS®

Acid :
clae Longue durée

formique
« Flash »

Acide lactique

Par instillation (« dégouttement »)

Api-bioxal® - -
P Par sublimation (évaporation)

Par instillation (« dégouttement »)

Acide oxalique - - : -
Par sublimation (évaporation)

Beevital Hiveclean®

Apiguard®, ApilifeVar® ou Thymovar®

Th \
ymo Thymol

Apistan® (Tau-fluvalinate)

Tau-fluvalinate (préparation extemporanée)

Apivar®

Apitraz®

Amitraze . - .
Préparation extemporanée)

Fumigation/aerosol

Autre méthode (1)

Autre méthode (2)




7. Dans le cas de I'utilisation du traitement par laniéres Apivar® merci d'apporter les
précisions suivantes :

7.1. Combien de semaines avez-vous laisse les lanieres dans vos colonies ?
semaines

Si vous les connaissez, vous pouvez également indiquer les dates précises de
mise en place et de retrait des laniéres :

Mise en place le :
Retrait le :

7.2 Comment évalueriez-vous I'efficacité du traitement ?

O Je ne sais pas O Pas du tout efficace

O Moyennement efficace O Efficace O Trés efficace

7.3 Questions complementaires

Connaissez-vous la position des laniéres par rapport a la grappe d'abeilles lors de
leur mise en place ?

O Au centre du couvain O En bordure de couvain

O Autre (précisez) : O Je ne sais pas

Utilisez-vous un dispositif pour descendre les laniéres au plus prés du flux d'abeilles
(crochet d'ardoise, anneaux de fil inox etc) ?

O Crochet d'ardoise O Anneaux de fil inox
O Autre (précisez) : O Non

Pratiquez-vous un déplacement des laniéres au plus prés de la grappe apres leur
mise en place ?

O Oui O Non

Indiquez la date :

Pratiquez-vous un grattage des laniéres (avec le Iéve cadre par exemple) ?

O Oui O Non

(%3

Pouvez-vous hous préciser ce que deviennent vos laniéres usagées ?

O Jetées dans la poubelle O Retour au local de 'ANC

O Autre (précisez) :

8. Si vous avez des remarques, n'hésitez pas a nous en faire part

Contact : Clémence Riva

Centre d'Etudes et de Recherche sur le Médicament de Normandie - CERMN
il Boulevard Becquerel
14032 Caen Cedex, France

@ clemence.riva@unicaen.fr

N, +33(0)231566824
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