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Avant-propos

Les maladies vectorielles regroupent I'ensemble des pathologies pour lesquelles I'agent pathogéne est
transmis par un vecteur. Etant donné leur fort impact sur les populations humaines et sur les activités humaines
comme l|'agriculture et I'élevage, elles présentent donc des enjeux majeurs en termes de santé humaine,
vétérinaire et en santé des plantes.

Les maladies a transmission vectorielle représentent une menace importante partout dans le monde.
Elles peuvent étre causées par divers types de pathogénes, comme des virus, des bactéries ou des parasites,
transmis d’un hote a un autre par un vecteur. La majorité des vecteurs sont des arthropodes et particuliérement
des insectes hématophages et des insectes suceurs de séve. Aujourd’hui, plus de 80% de la population mondiale
vit dans des zones géographiques ol le risque de contracter une des principales maladies vectorielles est présent.
En santé humaine, elles sont responsables de 17% des maladies transmissibles et correspondent a plus de
700 000 décés annuels. Outre leur impact sanitaire, elles ont également un impact économique important
ralentissant le développement des pays touchés. Par exemple, I'OMS rapporte que sur une période de 25 ans, de
1965 a 1990, la croissance du produit intérieur brut par habitant des pays exempts de paludisme a été 5 fois
supérieure a celle des pays touchés par cette maladie (OMS 2016, 2017). En santé vétérinaire et en santé des
plantes, les enjeux majeurs concernent principalement I'industrie de I'élevage et I'agriculture. Accompagnant le
développement économique et la croissance rapide de la population humaine, un accroissement rapide de la taille
des élevages et des surfaces agricoles cultivées a conféré aux arthropodes et aux pathogénes associés des
opportunités fortes de développement. Dans ces industries, ces maladies entrainent des pertes économiques
importantes (Claire et al. 2017; Huang et al. 2020).

Les insecticides sont les principaux moyens de défense utilisés dans la protection des cultures, des
élevages et des populations humaines contre les insectes vecteurs. La plupart des insecticides correspondent a
des neurotoxiques ciblant divers récepteurs et canaux membranaires présents a la surface des neurones, comme
les récepteurs nicotiniques ou les canaux sodiques dépendants du potentiel. Depuis le DDT, le premier insecticide
utilisé a grande échelle, de nombreuses classes d‘insecticides ont fait progressivement leur apparition comme les
organophosphorés dans les années 1950 ou les carbamates dans les années 1960 (Casida et Durkin 2013).
Cependant, I'utilisation non raisonnée des insecticides au cours des derniéres décennies a entrainé |'apparition de
populations d'insectes résistants. Ces résistances aux insecticides prennent source dans des modifications au
niveau des cibles moléculaires des insecticides (mutations, modification de I'expression), une augmentation de
I'activité métabolique de détoxication, des modifications de la cuticule diminuant la pénétration des insecticides
ou encore des comportements d'évitement (Chareonviriyaphap et al. 2013; Liu 2015; Balabanidou et al. 2018).
De plus, le nombre de classes d'insecticides disponibles est de plus en plus restreint. Cela est d{ a un durcissement
des exigences environnementales et toxicologiques des organismes régulant leur utilisation. Ces organismes
interdisent progressivement |'utilisation de certaines classes d'insecticides et rendent la mise sur le marché de
nouvelles molécules de plus en plus compliquée et exigeante (Lamberth et al. 2013). Afin de répondre aux
exigences environnementales, politiques, sanitaires et économiques, la mise au point de nouvelles stratégies de
lutte contre les insectes vecteurs de maladies est donc aujourd’hui une nécessité.

Le nombre de cibles moléculaires des insecticides est relativement restreint. Jusque dans les années

1950, elles étaient au nombre de 3. Ce nombre a augmenté progressivement jusqu‘a atteindre aujourd’hui le



nombre de 22. Depuis quelques années, un certain intérét a émergé pour les récepteurs couplés aux protéines G
qui sont aujourd’hui considérés comme de potentielles cibles pour de nouvelles stratégies de lutte contre les
insectes (Liu et al. 2021; Ozoe 2021). Le role de ces récepteurs est critique au niveau de la physiologie cellulaire
et du comportement, ce qui en fait des cibles prometteuses dans le développement de nouvelles molécules pour
I'industrie. De plus, bien que ces récepteurs soient des cibles largement exploitées par I'industrie pharmaceutique,
ils restent sous-exploités par l'industrie agrochimique (Pietrantonio et al. 2018; Swale 2019; Liu et al. 2021).

Parmi les récepteurs couplés aux protéines G, les récepteurs muscariniques sont des cibles prometteuses.
De précédents travaux menés au laboratoire SiFCIR ont montré que I'activation des récepteurs muscariniques
pouvait entrainer une hausse de la concentration en calcium intracellulaire, conduisant a une augmentation de la
sensibilité des cibles moléculaires aux insecticides (Abd-Ella et al. 2015; Moreau et al. 2020). Les récepteurs
muscariniques sont tres bien caractérisés chez les vertébrés, mais chez les insectes, ils n‘ont été que trés peu
étudiés. Les principales caractéristiques moléculaires et pharmacologiques ont été décrites chez la drosophile D.
melanogaster (Collin et al. 2013; Ren et al. 2015; Xia et al. 2016).

L'objectif des travaux de these rapportés ici est d'identifier et de caractériser les récepteurs muscariniques
chez un insecte vecteur de maladie, le moustique Anopheles gambiae, et d'étudier le potentiel réle que ces
récepteurs peuvent avoir dans la modulation de la sensibilité des cibles moléculaires aux insecticides. Pour cela,
ce manuscrit se présentera en quatre parties. La premiére partie sera divisée en 3 chapitres. Le premier traitera
des maladies vectorielles et des méthodes de lutte employées contre les vecteurs, le second chapitre abordera
les mécanismes de résistance et les mécanismes régulant la sensibilité des cibles moléculaires aux insecticides et
le troisieme chapitre présentera les récepteurs muscariniques des vertébrés et des insectes. La seconde partie
présentera notre modéle biologique : le moustique Anopheles gambiae, notre modele d’expression hétérologue :
les cellules S, ainsi que les différentes techniques et méthodes utilisées dans cette étude. La troisieme partie
sera consacrée aux résultats obtenus. La quatrieme et derniére partie discutera des résultats obtenus et

présentera une conclusion et des perspectives de recherche pour des travaux futurs.



Introduction
Chapitre 1 : Maladies vectorielles et lutte antivectorielle

1. Maladies vectorielles

1.1. Généralités

Une maladie vectorielle est une maladie dont I'agent pathogéene est transmis d’un hote a un autre par un
arthropode vecteur. La maladie résulte donc de l'infection de I'hGte par un agent pathogéne pouvant étre un virus,
une bactérie, un protozoaire ou encore un nématode (Chuche et al. 2017; Mullen 2019).

Les composants d'un cycle de transmission d'une maladie vectorielle sont : i) un agent pathogéne qui
peut se développer et/ou se multiplier sur les tissus de I'hote et du vecteur, ii) un hote qui développera un niveau
d'infection permettant la transmission au vecteur et iii) un vecteur acquérant le parasite depuis un hote et pouvant
en assurer la transmission. On peut parler de pathosystéme (Eigenbrode et al. 2018).

Les agents pathogénes de ces maladies ont évolué afin de pouvoir tolérer les conditions de vie au sein
de I'nbte et du vecteur. Ils doivent par exemple pouvoir tolérer les hautes températures corporelles d’'un hote
vertébré tout comme celles plus basses de certains vecteurs comme les insectes. La transmission du pathogéene
peut étre horizontale ou verticale (Figure 1). La transmission horizontale correspond a la transmission du
pathogéne entre vecteurs. Elle peut se faire directement d’'un vecteur a un autre ou au travers d’un hote. La
transmission verticale correspond a la transmission directe du pathogéne d'une génération a I'autre ou au cours

des différents stades de développement du vecteur (Mullen 2019; Jeger 2020).
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Figure 1 : Schéma récapitulatif des modes de transmission des maladies vectorielles.
Modifié d’aprés Mullen 2019.



Les pathogénes se répliquant ou se reproduisant de fagon asexuée ne subissent pas de métamorphose
et conservent la méme forme selon qu'ils infectent le vecteur ou I'n6te. Les pathogenes plus évolués qui ont une
reproduction sexuée présentent des stades de développement différents au sein de I'hGte et du vecteur. Pour un
méme pathogéne, l'organisme au sein duquel a lieu l'union des deux gamétocytes est appelé hote définitif alors
que celui ou la multiplication est asexuée est appelé hote intermédiaire. L'hote ou le vecteur peut, selon le cycle
de développement du parasite, étre I'hote définitif ou I’hote intermédiaire (Mullen 2019).

La transmission de pathogéne depuis I'h6te vers le vecteur dépend de plusieurs paramétres. Le premier
est l'accessibilité, un hote doit étre suffisamment abondant et accessible pour que le vecteur puisse se nourrir de
facon réguliére. Ce paramétre peut étre régulé de fagon trés précise selon I'activité du vecteur ou de I'hote. Par
exemple, les larves du microfilaire Wuchereria bancrofti migrent dans la circulation sanguine de I'hote a des
heures de la nuit ol se nourrissent les moustiques les vectorisant (Mullen 2019). Le second est la susceptibilité,
un hote doit étre en mesure d'étre infecté par I'agent pathogéne et permissif a son développement et sa
reproduction, tout en restant en vie suffisamment longtemps pour permettre la transmission a un vecteur. Ainsi,
une balance entre la quantité de pathogéne et |a virulence de la maladie doit exister afin que le pathogéne puisse
étre transmis (Mullen 2019; Jeger 2020).

L'acquisition du pathogene par le vecteur se fait généralement par I'alimentation de ce dernier. Certains
insectes piqueurs/suceurs se nourrissent de sang, de séve ou bien d'autres types de tissus provenant d'un hote.
Si I'nGte est porteur de I'agent pathogéne, I'insecte sera alors infecté lors de I'ingestion des pathogénes présents
dans ces fluides ou tissus. Ainsi, aprés une période de latence, le vecteur infecté pourra transmettre le pathogéne
lors de prochains repas. Cette période de latence dépend de nombreux paramétres comme la colonisation des
tissus du vecteur par le pathogene. Une fois le vecteur infecté, la transmission du pathogéne dépend de deux
caractéristiques du vecteur : la capacité vectorielle et son abondance. La capacité vectorielle est le niveau
d’efficacité d'un vecteur dans la transmission d’un agent pathogéne. Elle comprend la compétence vectorielle
(aptitude d'un arthropode a ingérer un agent pathogéne et a le transmettre a un héte) ainsi que les facteurs
environnementaux. Afin que la transmission du pathogéne soit efficace, un vecteur doit étre suffisamment
abondant dans I'environnement et il doit présenter une certaine fidélité pour I'hote ainsi qu’une bonne compétence

vectorielle.

1.2. Maladies vectorielles en santé des plantes

Les vecteurs de pathogénes chez les plantes sont généralement des insectes piqueurs/suceurs se
nourrissant de la seéve des végétaux. Ces insectes possedent des pieces buccales spécialisées, appelées stylet,
qui leur permettent d'atteindre le xyléme et le phloéme et aspirer la séve (Whitfield et al. 2015; Eigenbrode et
al. 2018). Une grande part des insectes vecteurs de phytopathogéne appartient a I'ordre des hémiptéres. La
plupart des vecteurs de bactéries appartient au sous-ordre des Auchenorrhyncha qui comporte d’une part les
fulgores, ainsi que les cicadelles, les cercopes et les cigales. Une seule sous-famille du sous-ordre des
Sternorrhyncha, les psylles, peut étre vectrice de bactéries (Perilla-Henao et Casteel 2016). Les vecteurs de virus
appartiennent a d'autres familles des hémiptéres. Dans le sous-ordre des Sternorrhyncha, on trouve les
aleurodes, les cochenilles et les pucerons, qui jouent un réle dans la vectorisation des virus pathogénes des
plantes (Perilla-Henao et Casteel 2016). Certaines familles transmettent autant les virus que les bactéries comme

les cicadelles, les fulgores ou bien les punaises (Perilla-Henao et Casteel 2016).



Les phytopathogénes transmis par les insectes peuvent étre classés selon leur mode de transmission en
deux catégories. La 1 comprend les pathogénes ayant une transmission non circulatoire et la 2% est composée
des pathogénes présentant une transmission circulatoire (Whitfield et al. 2015; Perilla-Henao et Casteel 2016;
Eigenbrode et al. 2018; Jeger 2020). Concernant la transmission non circulatoire, la principale caractéristique est
I'absence de la pénétration du pathogéne dans I'hémolymphe de l'insecte. Ainsi, lors de I'acquisition du pathogéne
par le vecteur, il se fixe sur certaines parties du corps du vecteur comme les piéces buccales ou le tube digestif.
Plus précisément, cette transmission non circulatoire est sous-catégorisée en transmission non persistante et
semi-persistante selon le temps que reste fixé le pathogéne. Pour ce qui concerne les pathogénes a transmission
non persistante, leur transmission n’est possible que durant quelques minutes. En effet, ces pathogénes sont
généralement retenus dans le stylet ou a l'entrée du tube digestif du vecteur, mais ne peuvent s’y attacher
durablement (Whitfield et al. 2015; Perilla-Henao et Casteel 2016; Eigenbrode et al. 2018). Les pathogénes a
transmission semi-persistante peuvent quant a eux étre retenus de facon plus durable dans le canal alimentaire
ou bien dans la lumiére du tube digestif antérieur de I'insecte. On parle de transmission semi-persistante quand
I'acquisition du pathogéne se fait a un stade préimaginal (larve ou nymphe) et que la capacité a transmettre le
pathogéne est perdue lors de la mue vers le stade de développement suivant (Perilla-Henao et Casteel 2016).
Enfin, la transmission est circulatoire, ou persistante, lorsque le pathogéne se propage dans le corps de l'insecte
via I'némolymphe. La propagation du pathogéne se fera jusqu’aux glandes salivaires du vecteur. Le pathogéne
pourra étre transmis a un nouvel hote par la salive lors de repas suivants. La transmission peut aussi étre sous-
catégorisée comme non-propagatrice ou propagatrice, cela dépend de la faculté du pathogéne a se multiplier au
sein du vecteur (Perilla-Henao et Casteel 2016; Eigenbrode et al. 2018; Jeger 2020).

Chez les plantes, les agents pathogénes des pathosystémes connus sont en grande majorité des virus et
dans une moindre mesure des bactéries. Il peut dans certains cas s‘agir de micromycétes ou de nématodes
(Eigenbrode et al. 2018; Li et al. 2020). Par la suite, seuls les virus seront abordés.

Les virus phytopathogénes transmis par les insectes ont été plus largement étudiés que les bactéries.
Une trés grande majorité des virus pathogénes des plantes sont transmis par des vecteurs spécifiques (Whitfield
et al. 2015; Gallet et al. 2018). Au sein d'un méme genre de virus, toutes les espéces sont transmises par le
méme type de vecteur. Par exemple, au sein de la famille des Potyviridae, les espéces appartenant au genre
Potyvirus sont vectorisées par les pucerons, alors que les espéces appartenant au genre Ipomovirus sont
transmises par les aleurodes (Whitfield et al. 2015).

On peut classer les virus responsables de phytopathologies vectorielles selon leur mode de transmission.
Cing familles présentent une transmission non circulatoire : les Potyviridae, les Bromoviridae, les Caulimoviridae
et les Closteroviridae. Les virus a transmission non circulatoire sont majoritairement véhiculés par les pucerons,
les cicadelles et les aleurodes. Les Luteoviridae et les Geminiviridae présentent une transmission circulatoire non-
propagatrice alors que les Bunyaviridae, les Reoviridae et les Rhabdoviridae ont une transmission circulatoire
propagatrice. Les virus a transmission circulatoire, qu’elle soit propagatrice ou non, sont transmis par les
pucerons, les cicadelles et les aleurodes, mais aussi par les thrips (Whitfield et al. 2015; Eigenbrode et al. 2018;
Islam et al. 2020).

Une liste des 10 phytovirus les plus importants d’un point de vue scientifique et économique a été établie
(Scholthof et al. 2011). Huit d’entre eux sont transmis par des insectes. Cing sont transmis par les pucerons

comme le Plum pox virus causant la maladie de la Sharka qui touche les arbres fruitiers du genre Prunus. Deux



autres sont transmis pas les aleurodes : le Tomato yellow leaf curl virus et |'African cassava mosaic virus, et un

seul par les thrips : le Tomato spotted wilt virus.

1.3. Maladies vectorielles en santeé vétérinaire et humaine

Parmi les divers agents pathogenes impliqués dans les maladies vectorielles en santé humaine et
vétérinaire, les virus et les bactéries sont les groupes regroupant la plus grande diversité, suivis par les
protozoaires et les nématodes. Leurs vecteurs sont pour la plupart des arthropodes hématophages. Il peut s'agir
par exemple de chélicérates comme les tiques, ou bien encore d'insectes comme les puces ou les moustiques
(Mullen 2019). Nous nous concentrerons uniquement sur les maladies transmises par les insectes.

Les insectes pouvant étre des vecteurs de maladie touchant les vertébrés appartiennent principalement
a 4 ordres. Un des principaux ordres d'insectes vecteurs est I'ordre des diptéres. C'est au sein de cet ordre que
I'on retrouve les moustiques, mais aussi les culicoides ou bien encore les glossines dont le représentant le plus
connu est la mouche tsé-tsé (Wamwiri et Changasi 2016; Hashiguchi et Gomez 2018; Mullen 2019). Toutes les
especes des ordres des siphonapteéres et des phtiraptéres sont des vecteurs de pathogéne. 1l s'agit respectivement
des puces et des poux (Mullen 2019; Hamzaoui et al. 2020). Comme chez les plantes, certains insectes de |'ordre
des hémiptéres peuvent étre des vecteurs de maladie et notamment les réduves (Echeverria et Morillo 2019;
Mullen 2019).

La classification des modes de transmission différe entre les maladies vectorielles des plantes et celle des
vertébrés. On peut catégoriser la transmission horizontale en 4 classes différentes : mécanique, multiplicative,
cyclodéveloppementale et cyclopropagative. Ces trois derniéres sont des transmissions biologiques. Dans le cas
de la transmission mécanique, le pathogéne est transmis par des appendices de I'insecte porteur du pathogéne.
Le plus souvent, il s'agit des piéces buccales (Mullen 2019). Lors d’une transmission biologique, le pathogéne se
reproduit au sein de I'organisme. La transmission multiplicative concerne les pathogénes ne réalisant pas de
reproduction sexuée au sein de I'h6te ou du vecteur. Dans ce cas, le pathogéne n'effectue pas de métamorphose.
On parle de transmission cyclodéveloppementale lorsque le pathogéne se développe, mais ne se multiplie pas au
sein du vecteur. Enfin, on parle de transmission cyclopropagative lorsque le pathogéne se développe et se

reproduit de fagon asexuée au sein du vecteur (Mullen 2019).

1.3.1.  Maladie vectorielle virale des vertébrés

Les virus impliqués dans les maladies vectorielles des vertébrés sont appelés arbovirus. La plupart des
arbovirus sont zoonotiques, c’est-a-dire qu'ils peuvent étre transmis des animaux a I'nomme. Dans ce cas, la
transmission vers I'humain se fait selon trois modalités : i) une transmission directe du vecteur depuis I'hote
animal sauvage vers I'homme, ii) une amplification chez les animaux domestiques suivie d’'une transmission a
I'homme par le vecteur et iii) la mise en place d’'un pathosystéme humain (hote) - virus - vecteur (Weaver et al.
2018). La plupart des infections par une arbovirose chez I'homme présentent des caractéristiques communes :
une incubation courte (de 3 a 10 jours) et des symptomes similaires. Ces symptomes peuvent étre : i) un état
grippal, parfois associé a des éruptions cutanées, des douleurs articulaires ou encore un ictere, ii) une encéphalite
ou une ménencéphalite et iii) dans certains cas, une fievre hémorragique. Certaines maladies vectorielles comme
la dengue, le chikungunya ou la maladie a virus Zika font I'objet d’un intérét particulier de par leur émergence

ou leur réémergence (Weaver et al. 2018).



Une grande majorité des arbovirus appartient aux familles des Flavivridae, Reoviridae, Rhabdoviridae,
Togaviridae, ainsi qu‘a 'ordre des Bunyavirales. Ces virus se multiplient au sein de leur vecteur, leur transmission
est donc multiplicative (Franz et al. 2015; Halbach et al. 2017). La plupart des virus ayant une importance en
santé humaine appartient aux Flaviviridae, Togaviridae et Bunyaviridae et sont transmis par les moustiques et
plus spécifiquement par ceux des genres Aedes et Culex. Une exception subsiste pour le virus O’nyong-nyong qui
est transmis par les moustiques du genre Anopheles (Franz et al. 2015). Les autres vecteurs majeurs des
arbovirus sont les Culicoides, de petits moucherons piqueurs pouvant transmettre des virus ayant un impact
important en santé vétérinaire. Parmi les virus les plus transmis par ces insectes, on trouve, par exemple, le virus
de la peste équine africaine, le virus de la fiévre catarrhale ou encore le virus de la maladie hémorragique
épizootique (Sick et al. 2019).

Ces maladies ont un impact fort notamment d’un point de vue économique. Par exemple, chez I'hnomme,
I'arbovirose ayant le plus d'impact est la dengue. Plus de 2,5 milliards de personnes vivent dans des pays oU
cette pathologie est endémique ce qui représente une part importante de la population. Au niveau mondial, le
nombre de cas rapportés par I'OMS pour cette maladie augmente progressivement depuis les années 2000,
passant de 505 430 cas en 2000 a 5,2 millions de cas en 2019 (OMS 2021a). Cependant, tous les cas ne sont
pas rapportés. Par exemple, il a été estimé qu’en 2013 le nombre de cas de dengue dans le monde serait en
réalité de 58,40 millions, dont 13 586 décés, générant un colt de 8,9 milliards de dollars (hors mesure de lutte
antivectorielle) (Shepard et al. 2016). Chez les animaux, la fievre catarrhale est une maladie touchant les
ruminants. Cette maladie est présente sur tous les continents, excepté I'antarctique et est considérée comme
ayant des conséquences économiques sévéres par I'organisation mondiale pour la santé animale. Par exemple,
en 2007, I'impact financier de la fiévre catarrhale est estimé en France et aux Pays-Bas a une perte de 1,4 milliard

et 85 millions de dollars respectivement (Rushton et al. 2015).

1.3.2. Maladie vectorielle bactérienne des vertébrés

La plus grande majorité des maladies vectorielles bactériennes ayant une importance en santé animale
et vétérinaire ne sont pas transmises par des insectes, mais par des arachnides : les tiques et les acariens. Les
insectes responsables de la transmission de pathogénes bactériens chez les vertébrés sont principalement les
poux et les puces (Mullen 2019).

Parmi les insectes vecteurs de maladie, les puces sont les vecteurs les plus importants de bactérie. Elles
sont responsables de la transmission de Yersinia pestis, |'agent pathogéne responsable de la peste. Cette maladie
reste une menace dans de nombreuses régions du fait du réservoir que constituent les rongeurs. La transmission
de la peste est multiplicative. En effet, la bactérie, a la suite de son ingestion par la puce lors d'un repas de sang,
envahit l'intestin moyen entrainant un blocage du tube digestif. Une fois ce blocage établi, les puces ne sont plus
capables d'ingurgiter de repas de sang et le régurgitent dans I'hote, ce qui conduit a la transmission de la bactérie
(OMS 2009; Yang 2017; Mullen 2019). Bien que la peste soit parfois considérée comme une maladie « du moyen
age », des foyers épidémiques ressurgissent régulierement. Entre 2004 et 2008, 11 479 cas de peste humaine,
dont 772 déces, ont été rapportés dans le monde (OMS 2009). Les puces sont aussi vectrices de Rickettsia typhi,
I'agent pathogene du typhus murin. La transmission de cette maladie se fait par les puces a la fois lors du repas
de sang, mais aussi par la pénétration de leurs déjections au travers des lésions cutanées provoquées par le

grattage (Buchanan 2018; Laroche et al. 2018; Mullen 2019). D’autres bactéries du genre Rickettsia peuvent étre
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transmises par les puces et les poux. Par exemple, Rickettsia felis, 'agent pathogene de la fievre pourprée des
chats et R. prowazekii, responsable du typhus exanthématique, peuvent étre transmis par les puces et les poux
de corps respectivement (Brown et Macaluso 2016; Buchanan 2018). De plus, les poux de corps peuvent étre
vecteurs de la bactérie Borrelia recurrentis qui est I'agent pathogéne de la fievre récurrente des poux. Comme
pour les bactéries du genre Rickettsia, la transmission de cette bactérie se fait lors d’une piglire par I'insecte ou

lors de la pénétration des déjections par voie cutanée (Warrell 2019).

1.3.3.  Maladie vectorielle parasitaire des vertébrés

Les agents pathogénes des maladies parasitaires vectorielles peuvent étre des helminthes, comme les
filarioses ou les onchocercoses (Duvallet et Boireau 2015).

Parmi les espéces de nématodes filaires ayant pour hote les humains, quatre sont responsables
d'infections. Wucheria bancrofti, Brugia timori et Brugia malayi sont les agents pathogénes responsables des
filarioses lymphatiques. Ces parasites, sous leur forme adulte, se logent dans les vaisseaux lymphatiques et
entrainent leur obstruction et leur dilatation (lymphangiectasie). Ces microfilaires migrent dans les vaisseaux
sanguins périphériques selon un cycle de 24h, atteignant une concentration maximale au moment de la journée
ol leur vecteur réalise leur repas de sang facilitant ainsi I'infection d’un nouveau vecteur (Taylor et al. 2010;
Mullen 2019). Les vecteurs de ces pathogénes sont des moustiques, mais les espéces vectrices peuvent varier.
Par exemple, le moustique Culex quinquefasciatus est un vecteur important dans les zones urbaines d’Amérique,
mais aussi dans certaines parties d’'Asie et d’Afrique, alors que dans les zones rurales, il s'agit d'espéces
appartenant au genre Anopheles. La filariose lymphatique est trés incapacitante si elle n'est pas traitée. La phase
aiglie entraine de la fiévre, des douleurs dans les membres infectés et une inflammation au niveau des ganglions
et des vaisseaux lymphatiques. La phase chronique consiste en la formation de lymphcedémes entrainant la
distension de la peau ainsi que la formation de nodule a sa surface. On appelle cet état éléphantiasis (Mullen
2019). L'onchocercose est quant a elle une maladie dont les agents pathogénes sont des nématodes appartenant
au genre Onchocerca. Chez I'homme, I'espéce Onchocerca volvulus est responsable de cette maladie. Ces
parasites migrent dans la peau et les yeux, et leur mort entraine une inflammation résultant en démangeaisons
et dermatites. Les patients ayant des formes chroniques peuvent présenter une dépigmentation ainsi que des
signes de vieillissement prématuré de la peau. Ces parasites provoquent de sévéres altérations visuelles voire
une cécité. Les mouches noires appelées simulies sont les principaux vecteurs de ces nématodes chez I'homme
(Taylor et al. 2010; Mullen 2019; Lakwo et al. 2020). L'onchocercose existe également chez les animaux, et
particulierement chez les bovidés, les équidés et les camélidés. Elles sont causées par d'autres parasites du genre
Onchocerca, comme O. fasciata ou O. gutturosa. Les parasites responsables de ces maladies chez les animaux
ont aussi pour vecteur les simulies, mais aussi les culicoides (Duvallet et Boireau 2015).

Ces maladies touchent un grand nombre de personnes dans le monde. Selon I'OMS, en 2019, 858,3
millions de personnes ont été concernées par I'administration médicamenteuse de masse afin de mettre fin a la
transmission des filarioses lymphatiques et 216,4 millions de personnes pour I'onchocercose (OMS 2019, 2020a).

Les filarioses animales regroupent d’autres pathologies pouvant avoir un impact économique important.
Par exemple, la filariose artérielle des camélidés, causée par Dipetalonema evansi et transmise par des
moustiques du genre Aedes, se manifeste par une hyperthermie, un amaigrissement et une hypertrophie du

scrotum conduisant a une baisse de la fertilité voire a la mort de l'individu. Les parafilarioses équines et bovines
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sont provoquées par des parasites du genre Parafilaria et sont transmises par des mouches de la famille des
Muscidae. Elles se manifestent par I'apparition de nodules cutanés hémorragiques (Duvallet et Boireau 2015).

Les maladies parasitaires chez les vertébrés peuvent aussi étre causées par des protozoaires. La
leishmaniose est une maladie dont les agents pathogénes appartiennent au genre Leishmania et sont transmis
par les phlébotomes. Il existe plusieurs formes de la maladie : la leishmaniose viscérale, qui aprés traitement
peut évoluer vers une forme dermique appelée leishmaniose post-kala-azar, et la leishmaniose cutanée qui peut
évoluer vers une forme plus sévere appelée leishmaniose cutanéo-muqueuse. La forme viscérale, également
appelée kala-azar, est caractérisée par une fiévre irréguliére ainsi qu’une splénomégalie, mais d'autres
symptdmes peuvent aussi étre communément associés comme une pancytopénie ou une hépatomégalie. La forme
cutanée entraine I'apparition de |ésions cutanées et de nodules et la forme cutanéo-muqueuse se caractérise par
des lésions destructives du septum nasal, des lévres et du palais. Contrairement a la leishmaniose viscérale qui
est mortelle dans plus de 95% des cas si elle nest pas traitée, la forme cutanée n'engage pas de pronostic vital,
mais entraine une stigmatisation sociale. En 2017, il a été estimé entre 50 000 et 90 000 cas de forme viscérale
et entre 700 000 et 1 million de cas de forme cutanée dans le monde selon I'OMS (Burza et al. 2018).

Deux parasites du genre Trypanosoma, Trypanosoma cruzi et Tripanosoma brucei sont responsables
respectivement de la maladie de Chaggas (trypanosomiase américaine) et de la maladie du sommeil
(trypanosomiase africaine). Leurs vecteurs sont cependant différents. Trypanosoma cruzi a pour vecteur les
insectes de la famille des Reduviidae appartenant au sous-ordre des hétéroptéres (punaises) portant le nom de
triatome, alors que Tripanosoma brucei est transmis par les diptéres du genre Glossina, appelés glossine ou
encore mouche tsé-tsé (Blscher et al. 2017; Echeverria et Morillo 2019). La maladie de Chaggas se caractérise
par une premiére phase aigiie causant des douleurs, un cedéme des paupiéres, ainsi qu’un chagome (furoncle au
point de piqure). Les symptomes systémiques restent rares a ce stade. La phase chronique survient chez 30%
des patients entrainant des atteintes cardiaques (perturbation du rythme cardiaque, arrét cardiaque). Dans de
rares cas, des atteintes nerveuses (dysfonction cognitive, démence) peuvent survenir (Echeverria et Morillo
2019). La trypanosomiase africaine présente un premier stade hémolymphatique suivi d'un stade
meningocéphalitique lorsque les parasites franchissent la barriére hématoencéphalique. Le premier stade se
manifeste par un prurit, des maux de téte et une lymphadénopathie (augmentation du volume de ganglions
lymphatiques). Le second stade se traduit par des troubles neuropsychiatriques associés aux symptomes du
premier stade, avec cependant, une diminution de la fievre. Une des caractéristiques de cette maladie, lui ayant
donné son nom, est une altération du sommeil consistant en des insomnies nocturnes, une somnolence diurne et
une envie irrésistible de sommeil (Blscher et al. 2017). En 2021, I'OMS a estimé que la maladie de Chaggas
touchait 6 a 7 millions de personnes dans le monde (OMS 2021b). En 2018, seulement 977 cas de maladie du
sommeil ont été rapportés par I'OMS grace aux efforts réalisés pour lutter contre cette maladie.

La maladie parasitaire ayant le plus grand impact dans le monde est le paludisme. 229 millions de cas
dont 409 000 déces ont été rapportés par I'OMS en 2019. Cette maladie vectorielle est transmise par les
moustiques du genre Anopheles auquel appartient le moustique Anopheles gambiae (OMS 2020b). Le paludisme
est causé par 5 parasites du genre Plasmodium : P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae et P. knowlesii. A
I'exception de P. knowlesii, ces parasites présentent un réservoir uniquement humain. L'hote naturel de
P. knowlesii est le macaque a longue queue Macaca fascicularis (Jeyaprakasam et al. 2020). Les symptomes

apparaissent 8 a 30 jours aprés l'infection. Le symptéme principal est une fievre qui peut s'accompagner de
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céphalées, de myalgie, d’un affaiblissement, de vomissement, de diarrhées, d'un ictére ou d’'une splénomégalie
inconstante. La fiévre évolue sous la forme d’un « accés palustre ». Il s'agit d’'une alternance cyclique entre une
phase de frisson, sensation de froid et sueur avec une phase asymptomatique. Les parasites infectant les globules
rouges, les cycles d'accés palustres coincident avec la multiplication des parasites et I'éclatement des hématies
qui vont libérer des substances pyrogénes lors de la lyse cellulaire (Institut Pasteur 2013; Collége des
universitaires de maladies infectieuses et tropicales (France) et al. 2019). En cas de complication de la maladie,
on parle de paludisme grave. Les cas graves sont quasiment tous causés par P. falciparum et peuvent entrainer
la mort du patient. Les enfants, les femmes enceintes, les personnes agées, les patients immunodéprimés ou
splénectomisés et les patients présentant des comorbidités (ex : insuffisance cardiaque, insuffisance rénale,
insuffisance respiratoire, diabéte...) sont plus 3 méme de déclencher une forme grave. Dans la plupart des pays
endémiques, le manque de moyens et les difficultés d'accés aux traitements restent une problématique. Par
exemple, selon I'OMS, en Afrique subsaharienne, les populations les plus a risque sont les femmes enceintes et
les enfants de moins de 5 ans. En 2019, dans 33 pays africains, seulement 34% des femmes ont recu un
traitement préventif intermittent complet pendant leur grossesse. De plus, selon une enquéte menée dans 21
pays africains sur la période 2015-2019, 31% des enfants de moins de 5 ans n‘ont pas bénéficié de soins lors
d’un épisode fiévreux (OMS 2020b). Face a cette difficulté d'accés aux soins, la lutte antivectorielle est un moyen

efficace utilisé pour protéger les populations.
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2. Lutte antivectorielle

La lutte antivectorielle (LAV) regroupe la lutte et la protection contre les maladies vectorielles ainsi que
leur surveillance. Elle permet de prévenir et de lutter contre les épidémies, d'éliminer les nouveaux foyers
apparaissant dans des zones non endémiques, de réduire la transmission dans les zones a risques, de lutter
contre ces pathologies dans les zones endémiques, etc... Le principal objectif des méthodes utilisées en lutte
antivectorielle est de réduire ou d'éliminer les contacts entre les vecteurs et leurs hotes afin d'éviter la
transmission des pathogénes. Quatre méthodes sont employées afin de lutter contre les vecteurs de maladie : la
lutte biologique, la lutte génétique, la lutte physique et la lutte chimique (Carnevale et Robert 2009; Wilson et al.
2020). Dans cette partie, il sera détaillé chacune de ces méthodes de lutte afin de donner un apercu des différents
moyens employés en lutte antivectorielle au sens large. Cependant, toutes les méthodes ne sont pas employées
contre chaque vecteur. Par exemple, la stratégie actuelle de la lutte antipaludéenne mondiale coordonnée par
I'OMS repose essentiellement sur I'emploi de moustiquaires imprégnées d'insecticides de type pyréthrinoides
combiné a une stratégie médicale de dépistage rapide de la maladie et de traitements combinés a base
d'artémisinine (OMS 2020b). Notre modele d'étude étant le moustique Anopheles gambiae, dans ce manuscrit,

nous décrirons donc principalement les méthodes de lutte employées contre les moustiques.

2.1. Lutte biologique

La lutte biologique est utilisée comme méthode alternative afin de réduire I'utilisation de produits
chimiques. Cette méthode vise a réduire les populations de vecteurs (larves ou imagos) en utilisant des prédateurs
ou des microorganismes pathogénes pour une espéce d’insecte donnée. Cette méthode présente trois avantages
majeurs : i) la probabilité que les vecteurs deviennent résistants aux techniques employées est faible, ii) elle a
un impact moindre sur I'environnement et iii) elle est peu couteuse.

L'utilisation de prédateurs naturels des vecteurs est une des méthodes répandues en LAV biologique. Elle
consiste en l'introduction dans I'environnement d’espéces prédatrices ayant une appétence pour I'espéce vectrice
ciblée. Ces prédateurs peuvent cibler les différents stades de développement des insectes. Par exemple, des
espeéces larvivores peuvent étre introduites afin de réduire les populations de larves de moustiques. Les espéces
de poisson Gambusia affinis et Poecilia reticulata ont été utilisées de facon efficace dans la lutte contre les
anophéles. Outre leur action prédatrice sur les larves, la présence de ces poissons dans les sites de pontes a une
action dissuasive et entraine une diminution du nombre d'ceufs déposés par les femelles (Ghosh et Dash 2007,
Chobu et al. 2015). Des espéeces adultivores peuvent aussi étre employées. Par exemple, la libération de
prédateurs, comme les coccinelles ou bien les guépes parasitoides, s'est montrée efficace dans la réduction de
populations de pucerons (Yang et al. 2009; Riddick 2017).

Certains microorganismes pathogénes sélectifs des insectes comme les bactéries Bacilus thuringiensis
var. israelensis (Bti) et Bacillus sphaericus sont utilisés comme larvicides. Ils sont sans danger pour la santé
humaine et présentent un impact moindre sur |'environnement par rapport aux substances chimiques. Ces deux
bactéries produisent des toxines lors de leur sporulation. Chez B. thuringiensis, une inclusion de protéines
appelées delta-endotoxines se forme dans la cellule. L'ensemble de ces protéines sont toxiques pour les larves
d'insectes suite a leur ingestion. Les bactéries B. sphaericus forment elles aussi un cristal d’inclusion de protéines

toxiques lors de la sporulation, mais présentent aussi des toxines dans la paroi de la spore (Mittal 2003).
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Bien que ces toxines bactériennes semblent étre la solution idéale, leur efficacité a montré une forte variabilité
sur le terrain. Cette efficacité variable est liée a la diversité des espéces ciblées, les divers habitats larvaires et
les méthodes d’usage de ces produits, ainsi que l'apparition de résistances. Leur utilisation doit étre guidée par
une bonne connaissance des espéces locales, de leurs gites larvaires et de |'état des résistances des populations

d'insectes locales (Derua et al. 2019; Jurat-Fuentes et al. 2021).

2.2. Lutte génétique

Cette forme de lutte est la plus récente en LAV. Elle consiste en I'utilisation des connaissances du
patrimoine génétique des vecteurs. Pour cela, une séquence génétique sera modifiée afin de réduire les
populations de vecteurs en induisant une stérilité ou bien de diminuer leur susceptibilité a transmettre les
pathogénes qu'ils peuvent transporter.

La technique de l'insecte stérile, déja utilisée dans la protection des cultures, consiste en la stérilisation
d'insectes élevés en laboratoire et a les faire entrer en compétition avec les populations locales (Alphey et al.
2010; Gentile et al. 2015). Cette technique peut se faire de différentes fagons. La premiére technique consiste
en une irradiation des males relachés. Cette irradiation entrainera des mutations aléatoires dominantes létales
pour les spermatozoides produits par ces insectes, ce qui entrainera une stérilité (Bouyer et Vreysen 2020; Dyck
et al. 2021). Une autre technique consiste a infecter une population d‘insecte male avec une bactérie du genre
Wolbachia puis a les relacher. Les bactéries de ce genre peuvent entrainer la stérilité des males par incompatibilité
cytoplasmique. Cela se traduit par une dysfonction lors de la fertilisation, avec le sperme d’un male infecté, d'un
ceuf provenant d’une femelle non infectée ou infectée avec une souche différente de la bactérie. Le développement
de I'ceuf sera alors stoppé (Landmann 2019). Les techniques de génétique récentes ont permis la création de
moustiques Anopheles gambiae males transmettant des génes létaux dominants aux générations suivantes. Cette
méthode est nommée « technique du géne létal ». Par exemple, les males peuvent exprimer le géne d’une
endonucléase durant la spermatogénése. Le spermatozoide exprimera cette protéine qui ciblera les séquences
répétées du chromosome X. Le chromosome X sera alors dégradé ce qui arrétera I'embryogenése (Windbichler
et al. 2008).

Une étude récente propose une nouvelle méthode innovante dans la lutte génétique. Elle consiste en la
combinaison de deux mécanismes : le « sex-chromosome drive » couplé a un « sex distorder » (Simoni et al.
2020). Le « sex-chromosome drive » est un élément génétique situé sur un chromosome favorisant sa
transmission au cours de la méiose chez des individus hétérozygotes. Ainsi, la transmission de cet élément ne
suit pas les lois de Mendel au cours de la gamétogénese et se retrouve dans la plupart, voire dans tous les
gametes produits par l'individu porteur. Souvent ces éléments génétiques ne se retrouvent que chez un des deux
sexes et altérent sa fertilité ce qui entraine des biais dans le ratio male/femelle dans la progéniture (Helleu et al.
2015). Un « sex distorder » est une distorsion dans le ratio male/femelle. Elle peut étre induite par exemple au
moyen de I'endonucléase I-Ppol dégradant spécifiquement le chromosome X. Lorsque cette enzyme est exprimée
lors de la spermatogénése, il n'y aura alors que des gamétes porteurs du chromosome Y qui seront produits et
une déstabilisation du ratio male/femelle se produira a la génération suivante (Simoni et al. 2020). En combinant
les deux techniques, on obtient un « sex distorder gene drive ». Les moustiques males ne produiront donc que

des gameétes viables contenant un chromosome Y et un autosome recombinant. Cela se répétant au cours des
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générations, seuls des males subsistent, entrainant alors un effondrement de la population de vecteurs (Simoni
et al. 2020).

D'autres stratégies reposent sur la libération de vecteurs modifiés présentant une plus faible compétence
vectorielle. Cette modification de la compétence vectorielle peut se faire par des modifications génétiques comme
I'expression du facteur de transcription Re/2-S qui active de nombreux génes anti-plasmodium chez An. gambiae
(Dong et al. 2011; Pike et Dimopoulos 2018). Cependant, a I'heure actuelle, aucune de ces lignées n’a été utilisée
dans un programme de lutte antivectorielle, faute d'un manque d‘information quant a l'interaction de ces lignées
avec d'autres méthodes de lutte antivectorielle (Pike et Dimopoulos 2018). Les bactéries du genre Wolbachia ont
également montré une capacité a réduire l'infection de plusieurs vecteurs par leurs pathogenes. Par exemple, ces
bactéries peuvent diminuer l'infection des anophéles par P. falciparum ou l'infection des moustiques Aedes aegypti
et Aedes albopictus par la Dengue et le virus Zika (Hoffmann et al. 2011; Bian et al. 2013; Chouin-Carneiro et al.
2020; Mancini et al. 2020).

2.3. Lutte physique

La lutte physique peut agir autant sur les larves que sur les imagos. Concernant les larves, il s'agit de
réduire les gites larvaires en s'attaquant aux points d’eau stagnante. La lutte physique contre les imagos, encore
a I'étude, pourrait se faire par I'utilisation de piéges attractifs pour les moustiques.

Les moustiques femelles pondant dans des eaux stagnantes, la réduction du nombre de sites de ponte
permet donc de réduire les populations dans une localisation donnée. Dans les environnements urbains, les
autorités locales vont recommander de réduire au maximum les potentiels réservoirs d’eau stagnante comme les
vases, les coupelles, les pots de fleurs, les gouttiéres bouchées, etc... Dans les zones périurbaines ou rurales,
I'étude de I'environnement permet d'identifier les points d'eau sensibles. Souvent, des modifications
permanentes, comme |'assechement des marais, sont privilégiées malgré le fait que de telles mesures entrainent
généralement la disparition de zones humides. Toute action de I'nomme doit étre mesurée, car certaines
modifications environnementales peuvent avoir |'effet inverse (Carnevale et Robert 2009; Wilson et al. 2020).

Les piéges a moustiques imagos peuvent prendre de nombreuses formes. Ils peuvent aller de la simple
grille électrifiée couplée a une lampe UV a des piéges plus sophistiqués émettant des odeurs proches de celles de
la peau humaine. D'autres pieéges émettent du CO2 couplé a un mélange de composés odorants attractants. Ces
piéges exploitent le comportement du moustique qui localise I'hote en suivant le COz et les odeurs qu'il libére.
Cependant, ces pieges nécessitent d'étre alimenté en CO2 au moyen de bouteilles pressurisées, avec de la glace
carbonique ou par fermentation de sucre ou de mélasse (Mburu et al. 2017).

On peut également considérer certains équipements comme faisant partie de la lutte physique. Les grilles
de portes et de fenétres sont un dispositif simple qui permet de réduire fortement le contact hote/vecteur si elles
respectent certaines normes et si elles sont bien entretenues. Les trous des grilles ne doivent pas présenter des
dimensions supérieures a 1,40mm sur 1,45mm (Carnevale et Robert 2009). Ces équipements, comme les

moustiquaires non traitées, forment une barriére efficace contre les vecteurs s'ils sont bien utilisés.
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2.4. Lutte chimique
2.4.1.  Molécules utilisées en lutte chimique
a) Larvicides

Les larvicides chimiques ont une contrainte majeure, il ne faut pas qu'ils contaminent les eaux de boisson
des humains et des animaux, ce qui réduit fortement leur champ d’utilisation. La classe d'insecticide neurotoxique
privilégiée pour la lutte larvicide se trouve étre les organophosphorés et plus particulierement le téméphos. Cet
insecticide présente I'avantage de pouvoir étre utilisé pour traiter les eaux vivriéres et méme les eaux de boisson,
car sa toxicité est trés faible pour les mammiféres. Il présente cependant les inconvénients d'étre fortement
toxique pour la faune aquatique (OMS 2014). Outre les larvicides neurotoxiques, des inhibiteurs de la croissance
des larves sont aussi employés. Ces inhibiteurs peuvent étre des analogues d’hormones juvéniles comme le
pyriproxyféne ou bien des inhibiteurs de synthése de la chitine de la classe des benzoylurées comme le
diflubenzurone. Les inhibiteurs de synthése de la chitine interférent dans le processus de mue des larves et les
tuent a ce moment-la. Les analogues d’hormones juvéniles et les benzoylurées ont vu leur utilisation limitée a
cause de leurs colts élevés (OMS 2014). Aujourd’hui, I'OMS recommande I'utilisation de larvicides uniquement
dans certaines conditions. Leur utilisation est indiquée lorsque les gites larvaires sont permanents, répertoriés,
accessibles ou en cas de forte densité de population. De plus, l'utilisation de larvicide seule n’est pas
recommandée. Cette mesure permet de réduire la densité de vecteur et doit étre utilisée en complément des
mesures adulticides (OMS 2021c).

b) Adulticides

La lutte chimique contre les imagos se fait au travers de trois méthodes principales : I'utilisation de
moustiquaires imprégnées d'insecticides, les pulvérisations intradomiciliaires (PID) et des pulvérisations spatiales
(Carnevale et Robert 2009; OMS 2014, 2021c).

Les moustiquaires imprégnées font partie des mesures les plus recommandées par I'OMS et en particulier,
les moustiquaires a imprégnation durable qui constituent une évolution par rapport aux moustiquaires imprégnées
classiques. Dans ces premiéres, l'insecticide a été intégré au matériau constituant la moustiquaire ce qui permet
d'éviter de devoir les réimprégner réguliérement. L'avantage de ce dispositif est qu'il empéche le contact
hote/vecteur tout en réduisant la population d'imagos par |'effet de I'insecticide. Les insecticides recommandés
pour imprégner les moustiquaires sont issus de la classe des pyréthrinoides comme la deltaméthrine ou I'alpha-
cyperméthrine (OMS 2014). Aujourd’hui, cette mesure représente le principal pilier de la lutte antipaludéenne
dans le monde (OMS 2020b).

La pulvérisation intradomiciliaire consiste a appliquer des insecticides a l'intérieur des habitations sur
toutes les surfaces disponibles. Cette mesure est recommandée seulement si I'espéce locale de vecteur est
endophile (se posant a l'intérieur des habitations), si une surface importante des batiments peut étre traitée et
si on dispose de la technicité pour déposer la bonne quantité de produit. Cette mesure, pour étre efficace,
nécessite donc une bonne connaissance du terrain, I'assurance d’avoir un financement continu pour faire durer la
mesure dans le temps et de mettre a disposition les moyens matériels et humains nécessaires (Carnevale et
Robert 2009; OMS 2014). Le choix d’un insecticide pour les PID doit prendre en compte certains critéres : la

sensibilité des vecteurs locaux, la formulation, une rémanence longue afin d'éviter des applications trop
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rapprochées ainsi qu’une innocuité pour les populations et la faune non-cible. Les classes d'insecticides
préconisées dans les PID par I'OMS sont en majorité des pyréthrinoides, quelques carbamates, des
organophosphorés et un organochloré (OMS 2014). Bien que cette mesure soit efficace pour réduire rapidement
la transmission de certaines maladies, comme le paludisme ou la maladie de Chagas, seulement 2% de la
population mondiale est protégé par cette mesure (OMS 2020b, 2021b).

La pulvérisation spatiale consiste a nébuliser une formulation d'insecticide afin de le répandre en
extérieur. Son objectif est d’éliminer les moustiques par dispersion de I'insecticide dans I'air. La pulvérisation
spatiale entraine une rapide diminution de la densité des populations de vecteurs, mais elle doit étre réalisée de
facon hebdomadaire pour avoir une bonne efficacité. L'OMS recommande principalement I'utilisation des
pyréthrinoides pour la pulvérisation spatiale en intérieur comme en extérieur, mais également le malathion, un

organophosphoré, pour un usage extérieur uniquement (OMS 2014).

c) Molécules a effet répulsif

Les répulsifs cutanés sont indiqués dans la protection des individus lors de déplacements dans des zones

endémiques de pathologies vectorielles. Ils sont efficaces sur une durée déterminée et leur application doit étre
renouvelée régulierement. Trois produits sont utilisés a I’'heure actuelle : le DEET, I'IR3535 et I'icaridine.
Le DEET est le produit le plus largement répandu. Il est utilisé soit sous forme liquide, autant en spray qu'en
lotion, soit en imprégnation de moustiquaire. La concentration recommandée pour un adulte est de 30% a 50%
pour une durée d'action de 6h a 8h environ (Carnevale et Robert 2009). Cependant, cette molécule est aujourd’hui
sujette a controverse. En effet, des études ont reporté des effets secondaires neurologiques et proangiogéniques,
sur les systémes circulatoires (bradycardie, hypertension) et cutanés (éruptions, dermatites, urticaire, etc...)
(Vozmediano et al. 2000; Osimitz et al. 2010; Wiles et al. 2014, Legeay et al. 2018). L'IR3535 est utilisé de fagon
identique au DEET et confére approximativement la méme durée d'efficacité. A dose équivalente, I'icaridine
présente une durée d'action plus longue que le DEET contre certains insectes. I est considéré comme inoffensif
pour 'homme, mais par principe de précaution, il est recommandé de limiter son usage a une durée maximale
d’un mois et d'éviter de I'utiliser chez les enfants de moins de 30 mois et les femmes enceintes (Santé Publique
France 2020).

2.4.2. Mode d’action des insecticides neurotoxiques
a) Mode d’action des pyréthrinoides et du DDT

Les pyréthrinoides peuvent étre classés en deux catégories, les pyréthrinoides de type I ou de type II,
différenciées par la présence d'un groupement o-cyano-3-phenoxybenzyl dans la structure des pyréthrinoides de
type II (Figure 2) (Raymond-Delpech et al. 2005; Davies et al. 2007; Soderlund 2012). Les deux classes de
pyréthrinoides différent aussi par les symptomes résultant d'un empoisonnement chez les mammiféres. Les
pyréthrinoides de type I peuvent provoquer, chez les mammiféres, des tremblements, une hyperexcitabilité, une
ataxie, des convulsions et une paralysie, alors que les pyréthrinoides de type II peuvent causer une
choréoathétose, une salivation, une hypersensibilité, des mouvements involontaires et des convulsions
(Raymond-Delpech et al. 2005). Chez les insectes, l'intoxication par les pyréthrinoides affecte le systéme nerveux

central et périphérique. Les pyréthrinoides de type I provoquent des décharges répétées dans les axones
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provoquant une incoordination et une hyperactivité suivie d’'une paralysie. Les pyréthrinoides de type II entrainent

une phase d'état convulsif conduisant a la paralysie. On parle d'effet « Knock-Down » (Davies et al. 2007).
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Figure 2 : Structure moléculaire A) d'un pyréthrinoide de type I : la perméthrine et B) d’un pyréthrinoide de
type II : la deltaméthrine. En rouge est encadré le groupement o-cyano-3-phenoxybenzyl caractéristique
des pyréthrinoides de type II. Modifiée d'aprés Soderlund 2012

Au niveau cellulaire, les pyréthrinoides agissent sur les cinétiques d'activation et d'inactivation des canaux
Nav conduisant a une augmentation de la durée des flux ioniques. En condition physiologique, un canal sodique
dépendant du potentiel s'ouvre durant quelques millisecondes en réponse a une dépolarisation de la membrane.
Il s’en suit un état d'inactivation, puis un état fermé et enfin un retour a I'état de repos. En se fixant sur les
canaux Nav, ces insecticides prolongent la durée d’ouverture du canal. Les différences d'effet physiologique induit
par l'intoxication aux pyréthrinoides de type I ou de type II s’expliquent par la différence de durée de modification
des canaux sodium causée par ces composeés. Les pyréthrinoides de type I prolongent l'ouverture des canaux Nav
d’une durée moins longue que ceux de type II (Davies et al. 2007). Les pyréthrinoides de type I généreront un
courant de queue entrant d’'une dizaine a une centaine de millisecondes. Cela conduira a une dépolarisation
transitoire aprés le potentiel d’action et provoquera des décharges répétées de potentiels d’action conduisant a
I'hyperexcitation observée. Les pyréthrinoides de type II maintiennent les canaux Nav ouverts sur une plus longue
durée pouvant aller jusqu'a plusieurs secondes. Il en résulte un courant de queue continu, maintenant la
membrane dans un état relativement stable et anormal de dépolarisation. Cet état de dépolarisation constant
conduira au blocage de la genése de potentiels d’action. Cette incapacité a générer des potentiels d'action conduit
a la paralysie (Davies et al. 2007; Soderlund 2012).

Méme si les pyréthrinoides peuvent agir autant sur les canaux de mammiféres que sur ceux des insectes,
ils n'en restent pas moins considérés comme sélectifs pour les insectes et cela pour deux raisons : i) les canaux
Nav d'insecte présentent une sélectivité intrinseque aux pyréthrinoides plus grande que ceux des mammiferes et
ii) I'efficacité des pyréthrinoides étant dépendante de la température, les pyréthrinoides sont plus actifs chez les
insectes, car ils possédent une température corporelle plus basse que les mammiféres (Raymond-Delpech et al.
2005).

b) Mode d'action des organophosphorés et des carbamates

Les insecticides de la famille des organophosphorés et des carbamates ont pour cible
I'acétylcholinestérase (AChE). Ces deux classes d'insecticides agissent sur le site catalytique de I’AChE, selon
deux réactions chimiques différentes, dont la résultante est le blocage du site actif empéchant la dégradation de
I'acétylcholine (ACh) (Kwong 2002).
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Les organophosphorés tels que le chlorpyrifos-éthyl phosphorylent la sérine impliquée dans le site actif
de I'AChE. En condition physiologique, ce résidu sérine permet la formation du complexe AChE-ACh conduisant a
I'nydrolyse de I'ACh. La liaison entre le groupement phosphate de I'insecticide et la sérine de I’AChE est plus
stable que celle se faisant entre cette sérine et le groupement acétyle de I’ACh. Cette liaison entre l'insecticide et
I’AChE peut étre hydrolysée, mais la cinétique de la réaction est trés lente ce qui entraine un blocage de I'enzyme.
De plus, en I'absence d’hydrolyse, le groupement phosphate restera définitivement attaché a I’AChE (Costa 2006).
On parle de vieillissement du blocage (Figure 3A).

Les carbamates tels que le propoxur vont réaliser une réaction de carbamylation sur la méme sérine que
celle ciblée par les organophosphorés. Cette réaction consiste en un transfert d’un groupement carbamyl sur la
chaine latérale de la sérine. Cependant, la carbamylation contrairement a la phosphorylation est plus facilement
hydrolysable ce qui permet une régénération de I’AChE (Figure 3B). Cela confére aux carbamates la propriété
d'avoir une action réversible (Kwong 2002).

Dans les deux cas, le blocage de I'activité enzymatique de I’AChE entrainera une accumulation de I’ACh
dans la fente synaptique. Cette accumulation provoquera une stimulation excessive des récepteurs cholinergiques

dans la fente synaptique provoquant la paralysie et la mort de I'insecte (Costa 2006).
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Figure 3 : Schéma représentant le mode d’action : A) d’'un organophosphoré : le chlorpyrifos,
B) d’'un carbamate : le propoxur.
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Chapitre 2 : Résistance et mécanismes modulant la sensibilité des

cibles moléculaires aux insecticides

1. Résistance aux insecticides

1.1. Généralités

La lutte chimique a longtemps été et reste la méthode de lutte la plus employée contre les insectes
nuisibles. Cependant, I'utilisation non raisonnée des insecticides au cours des derniéres décennies a entrainé
I'émergence de population d‘insectes résistants. La définition de la résistance aux insecticides donnée par I'IRAC
(Insecticide Resistance Action Committee) est la suivante : il s'agit d'un changement héréditaire de la sensibilité
d’une population d’insecte a un insecticide, qui se traduit par I'échec répété du produit a atteindre le niveau de
contrble prévu lorsque celui-ci est employé conformément aux recommandations contre |'espéce d'insecte
concernée (IRAC 2021).

Aujourd’hui, la recherche se concentre surtout sur la dispersion des résistances dans les populations, leur
contréle, mais aussi sur la compréhension des mécanismes moléculaires a |'origine de ces résistances (Naggash
et al. 2016). En effet, I'exposition des populations d'insectes a des insecticides conduit a une pression de sélection
favorisant les individus présentant des modifications de leur physiologie et/ou de leur biochimie leur permettant
de diminuer l'impact des insecticides sur leur organisme. Ces changements sont souvent décrits d'un point de
vue toxicodynamique et/ou toxicocinétique. Les mécanismes modulant la toxicocinétique, tels que les
modifications de la pénétration de l'insecticide, de I'activation des composés, du métabolisme et particuliérement
de la détoxication, du transport et de I'excrétion des molécules actives ou de leur précurseur, régulent la quantité
de composés arrivant au contact de leurs cibles moléculaires. Les mécanismes régulant la toxicodynamie sont
ceux induisant des changements au niveau de la cible moléculaire, comme des modifications structurales ou des

modifications de leur expression (Van Leeuwen et al. 2020).

1.2. Mutations ponctuelles des cibles moléculaires des insecticides

Parmi les mécanismes modulant la toxicodynamie des insecticides, les modifications de la séquence
protéique des cibles moléculaires entrainent des changements de la sensibilité de ces cibles. Ce mécanisme est
observable tant au niveau de I’AChE dans la résistance aux carbamates et aux organophosphorés (OP) que dans
les canaux Nav dans la résistance aux pyréthrinoides. Au niveau de I'AChE de type 1 (AChE1), les mutations
G119S chez le moustique et A201S chez le puceron permettent de diminuer la sensibilité de ces insectes aux
carbamates et aux OP. La modélisation de la structure du site catalytique de I’AChE a permis de mettre en
évidence que la mutation G119S se trouve au niveau du trou oxyanion du site actif de I’AChE1 et entraine une
diminution de I'affinité de ces insecticides pour le site actif (Oakeshott et al. 2005; Alout et al. 2008). Une des
formes de résistance aux pyréthrinoides et aux organochlorés se trouve étre la résistance « Knock-down » ou
Kdr. Elle consiste en une diminution de la sensibilité de I'insecte a ces molécules causée par une substitution d'un
acide aminé dans la séquence du canal Nav. Une des mutations les plus caractérisées est la substitution d’'une

leucine en position 1014 par un autre acide aminé. Cette mutation, d'abord mise en évidence chez la mouche
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Musca domestica, est également responsable de la résistance Kdr chez Anopheles gambiae. Chez ce dernier, la
leucine peut étre substituée par une phénylalanine ou une sérine (Martinez-Torres et al. 1998; Rinkevich et al.
2013). Les mutations peuvent ne pas concerner qu’un seul acide aminé, mais elles peuvent se cumuler afin
d’accroitre la résistance. Par exemple, la mutation L1014F a été retrouvée associée a une autre mutation : la
mutation N1575Y (Jones et al. 2012). L'étude de cette mutation chez le moustique Aedes aegypti a permis de
montrer que la mutation N1575Y seule n’entrainait pas de résistance aux pyréthrinoides. Cependant, cette

mutation augmente la résistance aux pyréthrinoides causée par la mutation L1014F (Wang et al. 2015).

1.3. Résistance métabolique

La détoxication se définit par I'ensemble des mécanismes par lesquels un organisme inactive l'activité de
composés toxiques et favorise leur élimination. Ces mécanismes impliquent majoritairement trois familles
d’enzymes : les cytochromes P450, les estérases et les glutathion S-transférases. La détoxication se fait en deux
phases. La premiére fait intervenir entre autres les cytochromes P450 et dans une moindre mesure les estérases.
Elle consiste en une biotransformation des composés en métabolites pouvant étre moins toxiques. La seconde
phase consiste en une conjugaison d’un radical hydrosoluble aux métabolites issus de la phase 1. Les glutathion
S-transférases peuvent par exemple catalyser la conjugaison d’un glutathion a un métabolite lors de cette phase.
Cela a pour objectif de permettre son élimination par excrétion (Liska 1998; Liu 2015).

Les cytochromes P450 (P450) sont des monooxygénases intervenant dans le métabolisme oxydatif de
molécules trés variées. Cette superfamille d’enzyme est une des plus larges et a été décrite dans une grande
variété d'organismes. Elle joue un role majeur dans la détoxication des xénobiotiques comme les insecticides,
mais également dans la biosynthése et la dégradation de composés endogénes comme les phéromones ou les
hormones juvéniles (Liu et al. 2015). Une augmentation de I'expression et de I'activité des P450 est impliquée
dans les phénomenes de résistance aux insecticides par une augmentation du métabolisme de détoxication. Par
exemple, les CYP6, une sous-famille de P450, sont associés a des résistances métaboliques (Liu et Scott 1998;
Liu et al. 2015; Vontas et al. 2020). Chez la mouche Musca domestica, les CYP6A1 et CYP6D1 sont surexprimés
dans des souches résistantes aux pyréthrinoides (Carifio et al. 1994; Liu et Scott 1998). Chez le moustique
Anopheles gambiae, les CYP6P3 et CYP6M2 sont surexprimés dans de nombreuses populations d'insectes
résistants. Ces deux cytochromes sont capables de métaboliser la perméthrine et la deltaméthrine, deux des
pyréthrinoides majoritairement utilisés en LAV. Le CYP6Z1 est Iui, surexprimé chez des populations d’anophéles
résistantes a la fois au DDT et aux pyréthrinoides (David et al. 2013). Les cytochromes P450 peuvent également
agir sur les métabolites secondaires issus d'une premiére biotransformation de l'insecticide. Chez An. gambiae,
par exemple, le CYP6Z2 est capable de métaboliser I'alcool 3-phénoxybenzoique et le 3-phénoxybenzaldéhyde,
des métabolites secondaires produits par la dégradation de pyréthrinoides par des carboxylestérases (David et
al. 2013).

Les carboxylestérases forment une superfamille d’enzymes qui participe a la premiére phase de
détoxication des xénobiotiques. Ces enzymes hydrolysent les liaisons ester de composés en générant deux
métabolites : un acide carboxylique et un alcool (Montella et al. 2012). Les organophosphorés, les carbamates et
les pyréthrinoides sont les principales classes d'insecticides métabolisées ou séquestrées par ces enzymes (Sogorb
et Vilanova 2002). Comme pour les cytochromes P450, la surexpression des carboxylestérases peut étre

constitutive ou régulée par un phénomeéne d’induction (Feng et al. 2018). Une surexpression de ces enzymes a
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été mise en évidence dans le cadre de la résistance métabolique. Par exemple, chez les moustiques Aedes aegypti
et Aedes albopictus, les carboxylestérases CCEae3a et CCEea6a sont surexprimées dans des populations
résistantes au téméphos, un organophosphoré utilisé comme larvicide (Poupardin et al. 2014; Grigoraki et al.
2017). Une étude récente a montré que chez une souche de mouche Musca domestica résistante aux
pyréthrinoides, 8 carboxylestérases présentaient une surexpression constitutive. Ces travaux ont également mis
en évidence qu’une exposition a la perméthrine de ces mouches résistantes induisait une surexpression de ces
enzymes plus importante que chez les mouches résistantes non exposées (Feng et al. 2018).

Les glutathions S-transférases (GST) sont des enzymes catalysant la fixation de groupement glutathion
sur des métabolites secondaires afin de les solubiliser et de favoriser leur excrétion. Cette réaction se fait au
moyen de deux sites, un site G qui se fixe au glutathion et un site H qui se lie au substrat. La variabilité du site
H permet une grande diversité des substrats pouvant y étre fixés (Ortelli et al. 2003). Une augmentation de
I'activité des GST a été associée a une résistance aux insecticides. Par exemple, la GSTe8 est surexprimée chez
une souche de mouche Bactrocera dorsalis résistante a I'organophosphoré malathion. Chez cette mouche, la
GSTe8 est impliquée dans la détoxication de cet insecticide (Lu et al. 2020). Chez An. gambiae, une augmentation
de la déhydrochlorination du DDT permet de conférer au moustique une résistance a cet insecticide (Enayati et
al. 2005). Par exemple, il a été montré que la GSTe2 était surexprimée chez les anophéles résistants au DDT et

que cette enzyme présente la plus haute activité déhydrochlorinase pour ce composé (Enayati et al. 2005).

1.4. Altération de la pénétration des insecticides au niveau de la
cuticule

La cuticule sert a la fois de peau et de structure rigide aux insectes. Son agencement permet la
locomotion, I'étanchéité de leur organisme, mais aussi leur résistance aux parasites et aux agents chimiques ou
biologiques (Vincent et Wegst 2004). C'est aussi une des voies d'entrée des insecticides dans leur organisme. La
cuticule est formée de plusieurs couches superposées. La couche externe, |'épicuticule, est majoritairement
composée d’hydrocarbures, de protéines et de lipides. La couche intermédiaire, appelée procuticule, peut étre
subdivisée en deux parties : I'exocuticule et I'endocuticule. L'exocuticule est dure alors que I'endocuticule est
molle. La procuticule est principalement constituée de chitine, de polyphénols, d’eau et de protéines (Vincent et
Wegst 2004). Les protéines cuticulaires représentent un grand nombre de genes. Chez An. gambiae, les genes
codants pour les protéines cuticulaires représentent 2% de la totalité des génes codants (Balabanidou et al.
2018). Sous I’endocuticule, une monocouche de cellules épidermales recouvrant intégralement l'insecte est
responsable de la sécrétion de la cuticule (Vincent et Wegst 2004). Les modifications cuticulaires permettant une
résistance aux insecticides impliquent principalement : un épaississement de celle-ci ou une modification de sa
composition (Balabanidou et al. 2018).

Deux mécanismes ont été mis en évidence dans |'épaississement de la cuticule. Chez une souche d'An.
gambiae résistante a toutes les classes d'insecticides, la souche Tiassale provenant de Cote d'Ivoire, il a été mis
en évidence un épaississement de la cuticule entrainant un ralentissement de la pénétration de la deltaméthrine.
L'observation au microscope électronique de tranches de cuticule a montré que seule I'épicuticule était épaissie.
L'analyse de sa composition a montré que cet épaississement était d(i a une hausse de la quantité d’hydrocarbure
cuticulaire (Balabanidou et al. 2016). Cette augmentation a été reliée a une hausse de l'expression de 2

cytochromes P450 : CYP4G16 et CYP4G17. Ces cytochromes P450, impliqués dans la derniere étape de la
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biosynthése d’hydrocarbures cuticulaires, réalisent une étape de décarbonylation permettant de passer d’'un
aldéhyde a longue chaine carbonée a un alcane ou un alcéne a longue chaine carbonée (Qiu et al. 2012). Au sein
d'autres populations d'anophéles, |'épaississement de la cuticule se fait par I'augmentation de I'expression de
certaines protéines. Une surexpression des protéines cuticulaires, comme CPLCG3, CPLCG4 et CPLC8, a été
retrouvée chez des populations présentant une procuticule plus épaisse leur conférant un ralentissement de la
pénétration des pyréthrinoides ou du DDT (Awolola et al. 2009; Nkya et al. 2014; Yahouédo et al. 2017;
Balabanidou et al. 2018).

Des modifications de la composition de la cuticule peuvent aussi jouer un réle dans la résistance aux
insecticides. Les protéines ABC (ATP-binding cassette) sont des transporteurs membranaires fonctionnant grace
a I'nydrolyse de deux ATP. Elles composent une des plus grandes classes des transporteurs membranaires et
existent partout dans le régne animal. Leur rdle le plus connu est le transport de molécules du cytoplasme vers
le milieu extracellulaire, mais elles ont aussi été décrites comme jouant un role de canal ionique ou de récepteur.
Ces protéines sont capables de transporter de nombreux types de composés : des ions, des sucres, des lipides,
des métabolites toxiques ou des xénobiotiques (Dermauw et Van Leeuwen 2014). Chez les insectes, les
transporteurs ABC ont notamment été mis en cause dans la pigmentation de I'épiderme et le transfert de lipides
dans la cuticule. Chez An. gambiae, 55 génes codant pour des transporteurs ABC ont été mis en évidence. Chez
certaines souches résistantes aux pyréthrinoides, une augmentation de l'expression de certains de ces
transporteurs, notamment ceux de la famille G (ABCG), a été mise en évidence. Puisque les ABCG ont été mis en
évidence dans la cuticule des pattes et de I'abdomen du moustique et ont été décrits comme jouant un role dans
le transport de lipides depuis I"épiderme vers la cuticule chez le ténébrion T. castaneum (Broehan et al. 2013),
une hausse de ces transporteurs dans la cuticule pourrait étre responsable d’une diminution de la pénétration des
pyréthrinoides au travers de la cuticule. Cependant, ce role n'a pas été confirmé et des études plus approfondies

sont nécessaires (Balabanidou et al. 2018; Pignatelli et al. 2018).

1.5. Séquestration des insecticides

Afin d'étre efficaces, les insecticides neurotoxiques doivent diffuser dans l'organisme de l'insecte et
atteindre leurs cibles sur les neurones. La séquestration des insecticides ou de leurs métabolites toxiques par des
protéines permet d'augmenter la résistance aux insecticides en réduisant la quantité de molécules atteignant leur
cible moléculaire. Les protéines sensorielles d'appendices (SAP : « sensory appendage protein ») font partie de
la famille des protéines chémosensibles (CSP : « chemosensory protein »). Ce sont de petites protéines
impliquées dans le transport de composés hydrophobes dans la lymphe des sensilles. Une étude récente a montré,
chez la souche Tiasallé d’An. gambiae résistante aux pyréthrinoides, une surexpression des protéines SAP2 et
CSP6 dans les tissus des pattes, de la téte et des antennes, mais aussi dans le tube digestif et les tubules
Malpighiens. Ces parties du corps dans lesquelles a lieu la détoxication correspondent aux extrémités qui sont en
contact avec les moustiquaires imprégnées (Ingham et al. 2020). L'extinction de I'expression de ces génes par
I'ARN interférence a permis de restaurer la sensibilité de cette souche a divers pyréthrinoides comme la
deltaméthrine. Ces protéines présentent une forte affinité pour les pyréthrinoides. Leur affinité pour ces
insecticides est similaire a celle des cytochromes P450 CYP6M2 et CYP6P3 impliqués dans la dégradation de ces
insecticides. Au vu de ces données, les auteurs ont formulé I’hypothése que SAP2 et CSP6 agiraient en séquestrant

directement les pyréthrinoides, prévenant ainsi leur action sur le systéme nerveux et favorisant leur détoxication.
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Cependant, la part de l'implication de ce mécanisme dans la résistance aux pyréthrinoides reste a déterminer
(Ingham et al. 2020).

1.6. Comportements d’'évitement

La définition des comportements d'évitement est la suivante : il s'agit de la capacité d'un insecte a
s'éloigner d’'une zone préalablement traitée avec un insecticide (Chareonviriyaphap et al. 2013). Ce type de
réponse peut étre sous-divisé en deux catégories. La premiere, parfois appelée « irritation », implique que
I'insecte ne fuit une zone traitée qu'aprés s'étre posé sur celle-ci. La seconde, parfois appelée « répulsion
spatiale », consiste en une fuite de l'insecte avant méme qu'ill ne se soit posé sur la zone traitée
(Chareonviriyaphap et al. 2013). Des études menées en Thailande ont montré que lorsque des moustiques de
diverses espéces (An. minimus, An. harrisoni, Ae. aegypti, Cx. quinquefaciatus...) se posent sur une surface
traitée avec des insecticides de la classe des pyréthrinoides (deltaméthrine, perméthrine, tetraméthrine...), ces

derniers manifesteraient un comportement de fuite rapide (Chareonviriyaphap et al. 2013).
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2. Mécanismes modulant la sensibilité des cibles moléculaires
aux insecticides

La compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires modulant la sensibilité des cibles
moléculaires aux insecticides est essentielle afin, d’'une part d’adapter les stratégies de contréles aux résistances
rencontrées, et d'autre part de pouvoir développer de nouvelles stratégies pour optimiser les traitements de lutte
actuels et contourner ces résistances aux insecticides. Outre les mécanismes de résistance, de nombreux facteurs
peuvent moduler la sensibilité des cibles moléculaires aux insecticides. Il peut s'agir de mécanismes modifiant la
séquence des ARN messagers codants pour ces cibles (épissage alternatif, édition d’ARN...), d'une modification
de la composition en sous-unités de la cible ou bien de la modulation de la sensibilité de la cible par I'action de

voies de signalisation (Figure 4) (Raymond et al. 2017).

Figure 4 : Schéma récapitulatif des mécanismes cellulaires et moléculaires régulant la sensibilité des cibles
moléculaires aux insecticides. Modifié d’aprés Raymond et al. 2017.
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2.1. Mécanismes impactant la structure moléculaire des cibles des
insecticides

La sensibilité d'une cible moléculaire pour un insecticide dépend de 'organisation moléculaire de celle-ci
au niveau du site actif de I'insecticide. Cette organisation moléculaire dépend de la séquence de la protéine en

elle-méme et/ou de la composition en sous-unités de la cible.

2.1.1. Composition en sous-unités

Certaines cibles moléculaires des insecticides sont composées de plusieurs sous-unités, notamment les
récepteurs a l'acide y-aminobutyrique (GABA) ou les récepteurs nicotiniques (nAChRs). La composition en sous-
unités influe sur leur pharmacologie.

L'impact de la composition en sous-unités sur la sensibilité aux insecticides a été particulierement étudié
sur les récepteurs nicotiniques (Raymond et al. 2017). Les nAChRs sont des récepteurs composés d'un
assemblage de 5 sous-unités pouvant étre identiques (récepteurs homomeériques) ou différentes (récepteurs
hétéromériques). Ces sous-unités peuvent étre de types o ou B. L'étude de I'affinité des nAChRs pour un
néonicotinoide, I'imidaclopride, en fonction de leur composition en sous-unités a été menée, entre autres, chez
la cicadelle Nilaparvata lugens, la mouche Drosophila melanogaster et la blatte Periplaneta americana (Liu et al.
2005; Li et al. 2010; Zhang et al. 2015; Sun et al. 2017; Perry et al. 2021).

Chez N. lugens, 10 sous-unités, 8 o et 2 B (notées Nlu1-Nla8, NIB1 et NIB2) ont été caractérisées. Des
expériences de liaison de ligand aux nAChRs réalisées sur des préparations de membranes de cellules de N.
lugens ont mis en évidence deux sites de fixation au niveau des nAChRs ayant une affinité différente pour
I'imidaclopride (Liu et al. 2005; Li et al. 2010). L'imidaclopride tritiée utilisée conjointement avec des expériences
de co-immunoprécipitation a permis de mettre en évidence que le site ayant la plus haute affinité est composé
des sous-unités N/a3/N/a8/NIB1 alors que celui présentant une affinité moindre est formé des sous-unités
Nla1/Nla2/NIB1 (Li et al. 2010). Une diminution de I'expression de N/o8 a été observée au sein d'une population
de N. lugens résistante aux néonicotinoides. De plus, une diminution de I'expression de Nla8 par ARN interférence
chez une population de N. lugens sensible a 'imidaclopride a entrainé I'apparition d’une résistance a cet insecticide
(Zhang et al. 2015). Ces résultats suggérent que la diminution de I'expression de la sous-unité N/a8, qui entre
dans la composition des nAChRs présentant la plus haute affinité pour I'imidaclopride, conduirait a la mise en
place de mécanismes de résistance vis-a-vis de I'imidaclopride chez N. lugens.

Chez la blatte Periplaneta americana, 19 sous-unités dont 9 o et 10 B (notées Paul-Paa9 et Pap1l-Pap10)
ont été caractérisées (Jones et al. 2021). Deux types de nAChRs ont été mis en évidence dans les neurones
dorsaux impairs médians appelés neurones DUM (Dorsal Unpaired Median) qui se distinguent par leur sensibilité
a l'a-bungarotoxine (a-Bgt). Parmi les nAChRs insensibles a I'a-Bgt, on retrouve 2 sous-types, les nAChR1 et les
nAChR2. Ces récepteurs se différencient par rapport a leur pharmacologie et également par leur sensibilité vis-
a-vis d'un néonicotinoide : I'imidaclopride. Plus précisément, les nAChR2 sont insensibles a I'imidaclopride
contrairement aux nAChR1 (Courjaret et Lapied, 2001). Grace a la technique d’ARN interférence couplée a la
technique de patch-clamp, il a été montré que les sous-unités Pao3, Pao8 et PaB1l entreraient dans la composition
du sous-type nAChR1 alors que le sous-type nAChR2 serait composé des sous-unités Paal, Paa2 et PaBl (Sun et
al. 2017). Ainsi, les résultats observés chez la blatte sont similaires a ceux décrits chez N. lugens. Cela suggeére

que les sous-unités a3, a8 et B1 jouent un role dans la sensibilité des nAChRs a I'imidaclopride.
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Chez D. melanogaster, 10 génes codant pour 7 sous-unités o et 3 sous-unités B (notées Do1-Da7 et DB1-
DB3) ont été mis en évidence dans le génome (Sattelle et al. 2005). Des travaux récents utilisant la technique
d'édition génétique CRISPR/Cas9 ont étudié I'impact de la délétion de 9 sous-unités chez des larves de drosophiles
sur leur sensibilité a plusieurs insecticides. Il a été montré que la délétion génomique de la sous-unité Da6 confére
aux drosophiles une résistance au spinosad, un insecticide de la famille des spinosynes. Les drosophiles,
n‘exprimant pas Da6, survivent a des doses de spinosad 2106 fois plus élevées que celles exprimant Du6 (Perry
et al. 2021). Ces résultats suggerent que la sous-unité Da6 joue un role dans la sensibilité des nAChRs au
spinosad. Ainsi, une diminution ou une augmentation de I'expression de cette sous-unité pourrait moduler la

sensibilité de l'insecte au spinosad.

2.1.2.  Epissage alternatif

L'épissage alternatif est un mécanisme entrainant la production de variants issus de la maturation des
transcrits d'un méme gene. Ces variants different les uns des autres par l'inclusion ou non d’exons dans la
séquence lors de la maturation des ARNm. L'inclusion ou I'exclusion d’exons dans la séquence nucléotidique
entraine une modification de la séquence protéique. Ces modifications de la séquence peuvent moduler la
sensibilité d’'un récepteur a un composé. L'influence de I'épissage alternatif sur la sensibilité du canal sodique
dépendant du potentiel (Nav) a l'insecticide pyréthrinoide deltaméthrine est un exemple.

Chez les insectes, le canal Nay est codé par un seul géne, le géne para, mais |I'épissage alternatif de son
ARNm permet de produire de nombreux variants. Par exemple, chez D. melanogaster, 15 exons sont présents au
niveau du géne para. Onze sont optionnels et codent pour des régions au niveau des boucles intracellulaires
(exonsa, b, e, f, h, i j, 7,8, 22 et 23) et 4 sont appariés, mutuellement exclusifs (exons c/d et k/I). Ces derniers
sont situés dans une région de I'ARNm codant pour des segments transmembranaires (Sun et al. 2019). Les
exons k et | chez la drosophile correspondent aux exons k et / chez la cicadelle Nilaparvata lugens et aux exons
G2 et G1 chez la blatte Blattella germanica respectivement. L'expression des canaux Nav d'insectes dans des
ovocytes de xénope a permis I'étude de la sensibilité des différents variants a la deltaméthrine en fonction des
exons qu'ils ont incorporés. Ainsi, il a été mis en évidence que les variants contenant I'exon / (ou G1) sont plus
sensibles a la deltaméthrine que ceux ayant incorporé I'exon k (ou G2) (Tan et al. 2002; Sun et al. 2019;
Thompson et al. 2020). Par exemple, chez D. melanogaster, les canaux Nav comportant I'exon / sont 20 fois plus

sensibles a la deltaméthrine que ceux ayant intégré I'exon k (Thompson et al. 2020).

2.1.3. Edition d’ARN

L'édition d’ARN est un mécanisme de modification post-transcriptionnel des ARNm. Il permet en modifiant
ceux-ci de créer une certaine diversité a partir d'une méme séquence codante. Ce mécanisme consiste en une
modification biochimique de certaines bases au sein des ARN messagers immatures entrainant un changement
de nucléotide (Grau-Bové et Weetman 2020). Le mécanisme le plus commun est |'édition d’adénosine en inosine
(A en I) réalisée par les enzymes adénosine désaminases de la famille d'enzymes ADAR (Savva et al. 2012). Lors
de la traduction, les inosines seront interprétées comme des guanosines. D'autres types d’édition d’ARN existent,
comme |'édition de cytosine en uridine (C en U) réalisée par les cytosine désaminases APOBEC (Blanc et Davidson
2010). Ces deux mécanismes sont régulés par des réactions de désamination. Des réactions de transamination

Gen AetU en Cont aussi été décrites (Gerber et Keller 2001). Ces modifications de I'ARN peuvent avoir plusieurs
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conséquences selon le type d’ARN qu’elles touchent et selon I'emplacement de la modification. Elles peuvent
induire des mutations non silencieuses, altérer les sites d'épissage alternatif, altérer les sites de fixation de miRNA
ou encore altérer les miRNA eux-mémes (Savva et al. 2012). Cela pourra créer des isoformes d'une méme
protéine ou bien moduler I'expression de ces protéines. Chez les insectes, I'étude de I'impact de I'édition d’ARN
sur la sensibilité aux insecticides a été principalement menée sur 3 cibles moléculaires : les récepteurs ionotropes
a l'acide y-aminobutyrique (GABA), les récepteurs nicotiniques et les canaux sodiques dépendants du potentiel
(Grau-Bové et Weetman 2020). Ici, nous prendrons I'exemple des récepteurs ionotropes GABAergiques (GABAR).

Les récepteurs ionotropes a l'acide y-aminobutyrique font partie de la famille des récepteurs a boucle
dicystéine ou « cys-loop » comme les récepteurs nicotiniques. Ils sont formés de 5 sous-unités et peuvent étre
homériques ou hétéromériques. Chez D. melanogaster, trois sous-unités ont été décrites : RDL, GRD et LCCH3.
La sous-unité RDL est la plus étudiée. Son expression dans des ovocytes de xénope permet son assemblage en
un récepteur homomérique fonctionnel nommé récepteur RDL (Ffrench-Constant et al. 1993). Ces récepteurs
RDL sont la cible de plusieurs insecticides comme la dieldrine et le fipronil, mais également d’'un médicament
antiparasitaire : l'ivermectine (Grau-Bové et Weetman 2020). Dans la séquence de la sous-unité RDL de
drosophile, un site d'édition d’ARN A en I est présent sur I'ARN codant pour cette sous-unité dans la partie N
terminale extracellulaire. L'action d’'une protéine ADAR sur ce site conduit au remplacement d’une arginine par
une glycine lors de la synthése protéique. Cette mutation R122G entraine une diminution de la sensibilité des
récepteurs RDL au fipronil (Es-Salah et al. 2008). Chez Anopheles gambiae, 'ARNm de la protéine RDL présente
six sites d’édition d’ARN A en I entrainant des substitutions lors de la traduction : R119G, 1162V, 1176V, N183G,
1278V et N289D. L'expression des variants dans des ovocytes de xénope a montré que ces mutations, peu importe
leur combinaison, n‘ont aucun effet sur la sensibilité des récepteurs RDL au fipronil. En revanche, la sensibilité
des récepteurs RDL a I'ivermectine, un médicament antiparasitaire qui, lorsqu'il est présent dans le sang humain,
est mortel pour An. gambiae (Chaccour et al. 2010), est modifiée chez les isoformes ayant subi des éditions de
leur ARN. Par exemple, I'ivermectine agit comme un antagoniste sur les courants induits par des concentrations
de GABA supérieures a I'ECso. L'ICso de I'ivermectine pour les récepteurs RDL non modifiés (ICso = 457+118nM)
est significativement plus élevé que I'ICso pour les récepteurs RDL présentant les 6 modifications par édition (ICso
= 50£24nM). A des concentrations plus faibles de I'ordre de 10nM et 30nM, I'ivermectine potentialise les courants
des récepteurs RDL non modifiés induits par le GABA (ECx0). Cependant, lorsque les modifications N183G ou

1278V sont présentes, cet effet potentialisateur de l'ivermectine est aboli (Taylor-Wells et al. 2018).

2.2. Role des protéines auxiliaires sur l'efficacité des insecticides

La densité des cibles moléculaires a la membrane peut entrainer des modifications de leur sensibilité aux
insecticides. Cette densité peut étre modulée par des protéines auxiliaires. Outre leur role dans l'adressage des
protéines a la membrane, les protéines auxiliaires peuvent également moduler les propriétés biophysiques des
canaux et des récepteurs canaux a la membrane. Dans cette partie, nous prendrons pour exemple les sous-unités
auxiliaires des canaux Nav.

Chez D. melanogaster, 5 sous-unités auxiliaires des canaux Nav ont été caractérisées : la protéine TipE
et les protéines de la famille TEH : TEH1 - TEH4. La co-expression de ces sous-unités auxiliaires avec une sous-
unité principale des Nav de drosophile, comme DmNav1.1, dans des ovocytes de xénope a permis d’étudier leur

impact sur I'adressage et les propriétés électrophysiologiques de la sous-unité principale. Lorsque les protéines
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TipE et TEH1 - TEH3 sont exprimées conjointement avec DmNav1.1, une augmentation de I'amplitude du courant
sodique a été observée. De plus, ces protéines modulent les cinétiques d‘activation et d‘inactivation des canaux
Nav. Le mode d'action exact de ces protéines reste méconnu. Elles agiraient soit comme des protéines
chaperonnes qui assureraient le bon repliement du canal Nav dans la membrane, soit en adressant la sous-unité
principale a la membrane (Derst et al. 2006; Bourdin et al. 2013). Le canal DmNayv1.1 a été exprimé avec I'un ou
l'autre des variants analogues de TEH1 de P. americana : PaTEH1A et PaTEH1B. L'amplitude des courants
enregistrés lorsque le canal Nay est activé est plus importante en présence de ces deux sous-unités. Cependant,
cette augmentation est moins importante en présence de PaTEH1B qu'en présence de PaTEH1A. Le DCIW, le
métabolite actif de Iindoxacarbe, un insecticide de la classe des oxadiazines, bloque de fagon irréversible les
canaux Nav. Lorsque le DmNav1.1 est co-exprimé avec PaTEH1A, il présente une moins grande sensibilité au
DCIW, que lorsqu'il est co-exprimé avec PaTEH1B ou avec TEH1 de la drosophile (Bourdin et al. 2013). Ainsi,
I'ensemble de ces données souligne que les sous-unités auxiliaires jouent un role important dans I'efficacité des

insecticides.

2.3. Modulation de la sensibilité des cibles aux insecticides par des
mécanismes de phosphorylation et déphosphorylation

La phosphorylation et la déphosphorylation sont des mécanismes majeurs dans la régulation de I'activité
des protéines. Selon I'état de phosphorylation des cibles moléculaires des insecticides, il peut étre observé une
augmentation ou une diminution de : i) leur affinité pour un ligand, ii) I'efficacité de leur activité enzymatique ou
bien encore iii) leur capacité a interagir avec un effecteur biochimique. De nombreuses molécules participent aux
différentes voies de signalisation cellulaires conduisant a la phosphorylation ou la déphosphorylation d’une
protéine. Il peut s'agir d’'enzymes comme les kinases et les phosphatases qui sont les enzymes effectrices. Il peut
aussi s'agir de lipides ou de seconds messagers comme I’AMPc ou le calcium qui peuvent moduler les voies de
signalisation régulant I'activité des kinases et phosphatases (Raymond et al. 2017). L'étude de l'impact de la
phosphorylation/déphosphorylation a été menée sur plusieurs types de cibles aux insecticides comme les nAChRs,
les GABAR ou I'AChE.

La séquence des nAChRs de nombreuses espéces d'insectes présente des sites de phosphorylation a la
protéine kinase A (PKA), la protéine kinase G (PKG) ainsi qu'a la protéine kinase C (PKC) (Thany et al. 2007). Les
neurones dorsaux médians impairs (DUM) du dernier ganglion abdominal de la blatte P. americana sont utilisés
pour étudier le mode d’action des insecticides. Une étude menée sur ces neurones a permis de mettre en évidence
une voie de signalisation permettant de moduler la sensibilité des nAChRs aux néonicotinoides par des
mécanismes de phosphorylation (Courjaret et Lapied 2001). Il a ainsi été montré qu‘une hausse de la
concentration en calcium intracellulaire ([Ca2*];) active le complexe calcium/calmoduline (CaM). Cela entrainerait
une augmentation de I'activité d'une adénylate cyclase produisant une hausse de l'adénosine monophosphate
cycliqgue (AMPc) cytosolique permettant d’activer une PKA. Cette PKA irait phosphoryler un nAChR, nommé
nAChR1 et entrainerait une augmentation de la réponse a I'imidaclopride (Courjaret et Lapied 2001). Cette méme
étude a également montré qu’une forte augmentation de la concentration en AMPc entraine I'activation d’'une
phosphatase par un complexe calcium/protéine kinase II dépendante de la calmoduline (CaMKII). Cette
phosphatase déphosphorylera le récepteur nicotinique nAChR1 et contrebalancera I'activité de la PKA en cas de

hausse trop importante de I’AMPc cytosolique (Courjaret et Lapied 2001). D’autres études, menées sur ce modéle
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cellulaire, ont montré que I'effet agoniste sur les nAChRs d’un autre néonicotinoide, la clothianidine, est modulé
de fagon similaire. L'application de fortes concentrations de clothianidine (10-3M) est associée a une augmentation
de la [Ca?*]i conduisant a la hausse de la concentration en AMPc. Cela entrainera |'activation de PKA phosphorylant
les nAChR1 et nAChR2 et conduira a une augmentation du courant induit par la clothianidine. A de faibles
concentrations de clothianidine (10-°M), la hausse de calcium n’est pas suffisante et n’entraine pas l'activation de
cette voie de signalisation. Ainsi, a de fortes concentrations, la clothianidine potentialise son effet via une voie de
signalisation conduisant a la phosphorylation des nAChR1 et nAChR2 (Calas-List et al. 2013).

La modulation de la sensibilité des cibles moléculaires aux insecticides par la
phosphorylation/déphosphorylation ne concerne pas que les néonicotinoides. Le fipronil est un insecticide de la
classe des phénylpyrazoles qui cible les récepteurs ionotropes au GABA. Chez la blatte P. americana, dans les
neurones DUM, il existe deux sous-types de récepteurs ionotropes au GABA appelés : GABAR1 et GABAR2. Le
récepteur GABAR1 est moins sensible au fipronil que le récepteur GABAR2 (Murillo et al. 2011). Il a été montré
que le récepteur GABAR2 d'insecte est régulé par I'activité de phosphorylation d’une protéine kinase C alors que
le GABAR1 n’est pas sensible a la phosphorylation par cette enzyme. La phosphorylation du GABAR2 par la PKC
entraine un blocage du récepteur. Une augmentation de la [Ca®*]i conduira a I'activation d’'une CamKII qui va
alors inhiber I'action de la PKC. L'inhibition de la PKC empéchera alors le blocage du GABAR2. Enfin, il a été
montré que l'inhibition de la PKC au moyen d’un inhibiteur, le G66983 (100nM), entraine une diminution de la
sensibilité du GABAR? au fipronil d’environ 10 fois (Murillo et al. 2011).

Outre les récepteurs ionotropes, la modulation de la sensibilité aux insecticides selon I'état de
phosphorylation concerne d’autres types de protéines comme les AChE. Le propoxur, un insecticide de la classe
des carbamates, cible le site catalytique de I'acétylcholinestérase et bloque son activité. Dans les neurones
d'insectes, les acétylcholinestérases peuvent étre exprimées sous forme de monomere soluble ou sous forme de
dimeéres attachés a la membrane par une ancre glycophosphatidylinositol (GPI) (Kim et al. 2014). Cette ancre
peut étre déphosphorylée par une phospholipase C spécifique des phosphatidylinositol (PI-PLC). Dans les
neurones DUM de la blatte P. americana, il a été montré que I'activité de cette PI-PLC est régulée par un complexe
calcium/CaM. Lorsque la concentration en calcium intracellulaire augmente, le complexe calcium/CaM va bloquer
I'action de la PI-PLC sur I'ancre GPI ce qui entrainera une augmentation de la sensibilité de I'AChE pour le propoxur
(Abd-Ella et al. 2015).

L'ensemble de ces données montre que les mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation
dépendants du calcium peuvent moduler la sensibilité des cibles moléculaires a différentes classes d‘insecticides
(Figure 5).
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Figure 5 : Effets hypothétiques des mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation dépendants du
calcium sur I'augmentation de la sensibilité des cibles moléculaires aux insecticides.
Modifiée d'aprés Apaire-Marchais et al. 2016.
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3. Le calcium, un acteur clé dans la mise en place de nouvelles
stratégies dans la lutte antivectorielle

Le calcium est un second messager impliqué dans la régulation de nombreux aspects de la vie des cellules,
comme la prolifération, la différenciation ou la mort cellulaire. Dans le systéme nerveux plus particuliérement, les
influx de calcium sont impliqués dans le déclenchement de I'exocytose des neurotransmetteurs ou bien dans
I'induction de la plasticité synaptique (Grienberger et Konnerth 2012). La régulation de la sensibilité des cibles
moléculaires aux insecticides par les mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation est induite par
I'activation des voies de signalisation ayant pour premiére étape I'augmentation de la concentration en calcium
intracellulaire (Raymond et al. 2017). L'augmentation de la [Ca%*]i peut étre détectée par de multiples protéines
effectrices, telles que la PKA, la PKC, la calmoduline et la CaM kinase II. Ainsi, dans le but d’optimiser I'efficacité
des insecticides tout en contournant les résistances, le développement de nouvelles stratégies basées sur
I'augmentation de la [Ca?*]i est envisageable. Ces stratégies reposeront sur l'association d’un insecticide et d'un

agent synergisant permettant d’augmenter la [Ca?*]i (Apaire-Marchais et al. 2016).

3.1. Utilisation de virus d’insectes comme agent synergisant

La modulation de la concentration en calcium intracellulaire joue un réle majeur dans l'infection virale.
En modulant la [Ca?*];, les virus régulent les voies de signalisation jouant un réle dans leur cycle de réplication.
De nombreuses protéines virales agissent sur divers effecteurs afin d'augmenter la [Ca%*]i lors de I'infection (Zhou
et al. 2009). En effet, le calcium est impliqué dans de trés nombreux processus cellulaires pouvant étre bénéfiques
pour maintenir I'infection ou la production de virions. L'augmentation de la [Ca?*]i peut : (i) accélérer certains
processus cytosoliques comme I'activation de facteurs de transcription pour permettre d’augmenter la production
de virions, (ii) augmenter la production d’adénosine triphosphate (ATP) par la mitochondrie afin de fournir
I'énergie nécessaire a la réplication virale, (iii) diminuer I'activité du réticulum endoplasmique (RE) et de I'appareil
de Golgi pour permettre de diminuer la réponse immunitaire de I'h6te et prolonger l'infection, (iv) favoriser
I'accumulation de vésicules du RE et de I'appareil de Golgi permettant la mise en place d’un microenvironnement
favorable a la réplication des virus a ARN, (v) controler la réponse apoptotique afin d’une part, d’éviter son
activation au début de l'infection (en tant que mécanisme de défense) et d'autre part, de la déclencher afin
d’entrainer I'éclatement de la cellule et I'expulsion des virions (Zhou et al. 2009).

Parmi les familles de virus pouvant infecter les insectes, deux d‘entre elles, les baculovirus et les
densovirus, sont envisagées comme agent de biocontréle du fait de deux de leurs caractéristiques. En effet, ces
deux familles présentent I'avantage d’étre s(ire d'utilisation pour les humains, mais aussi pour I'environnement
puisqu’elles ne peuvent se répliquer que dans des cellules d'arthropodes. De plus, chaque souche présente une
spécificité d'infection le plus souvent limitée a une espéce (Carlson et al. 2006; Szewczyk et al. 2006).

Etant donné leur faculté & augmenter la [Ca2*]i lors de I'infection, I'utilisation de ces virus comme agent
synergisant dans de nouvelles stratégies de lutte contre les insectes vecteurs de maladie est envisageable (Figure
6). Par exemple, il a été montré que l'infection de cellules d'insecte provenant de la lignée cellulaire SA par le
baculovirus Autographa californica multiple nucléopolyhedrovirus (AcMNPV) entrainait une augmentation de la

[Ca2*]i de ces cellules. Dans des cellules SO exprimant I’AChE1 d’An. gambiae, la hausse de la [Ca?*]i induite par
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ces virus entraine une augmentation de la sensibilité de I’AChE1 a un organophosphoré, le chlorpyriphos-éthyl
(Licznar et al. 2014).

Ca?*
K

Canaux
Calciques

Sensibilisation
aux insecticides

Figure 6 : Schéma représentant la stratégie d'utilisation de virus comme agent synergisant a un insecticide.
Modifiée d'aprés Apaire-Marchais et al. 2016.

3.2. Utilisation de produits phytosanitaires comme agents
synergisants

Les agents synergisants peuvent aussi étre d’origine chimique. Il peut s'agir d'insecticides ou de répulsifs
d'insectes utilisés a des doses non toxiques afin de potentialiser I'effet d’un autre insecticide. Ces composés
devront interagir avec des récepteurs ou des canaux a la membrane cellulaire et entrainer de facon directe ou
indirecte une augmentation de la [Ca?*]i. Par exemple, il a été montré sur les neurones DUM de P. americana,
que la deltaméthrine peut augmenter la concentration en calcium intracellulaire. La deltaméthrine est un
insecticide de la classe des pyréthrinoide de type II agissant sur les canaux Nav. Etant donné son mode daction,
elle entraine une ouverture prolongée des canaux Nav conduisant a une entrée de sodium importante dans la
cellule. L'augmentation de la concentration en sodium intracellulaire conduit la cellule a inverser I'action de
I'échangeur sodium/calcium. En fonctionnement normal, cet échangeur membranaire assure une sortie d’ion
calcium de la cellule contre I'entrée d'ions sodium dans la cellule. Ainsi, en mode inverse, I"échangeur fera sortir
du sodium et entrer du calcium. Ce mode d'action de la deltaméthrine permet d’augmenter la [Ca2*]i (Pitti
Caballero et al. 2019). Cette hausse de la [Ca®*]i permet d’augmenter la sensibilité des canaux Nav au DCIW, le
métabolite actif de I'indoxacarbe (Lavialle-Defaix et al. 2010; Pitti Caballero et al. 2019).
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Certaines études ont montré que le DEET, un répulsif, peut induire un effet neuro-excitateur sur le
systéme nerveux central de certains insectes en agissant sur les récepteurs octopaminergiques (Swale et al.
2014). Ces composés a effet répulsif ont donc été envisagés comme des agents synergisants des insecticides. En
effet, il a été montré sur les neurones DUM de P. americana que le DEET a faible concentration (10-8M) pouvait,
via 'activation de récepteurs muscariniques (mAChRs), provoquer une augmentation de la [Ca®']i. Cette
augmentation entrainerait la sensibilisation de I’AChE a un carbamate : le propoxur (Abd-Ella et al. 2015). De
plus, une étude récente, réalisée sur les neurones DUM de P. americana, a montré qu’un autre répulsif, 'IR3535,
utilisé a faible concentration (10-8M), pouvait augmenter la [Ca%*]; via sa fixation sur un récepteur muscarinique.
Cette hausse de la [Ca%*]i induite par la fixation de I'IR3535 potentialise I'effet d’'un néonicotinoide, le thiaclopride,
sur les nAChRs (Moreau et al. 2020).

Ces exemples montrent que certains insecticides ou répulsifs peuvent étre utilisés comme agent
synergisant. Il est intéressant de noter que le DEET et I'IR3535 ciblent tous les deux des récepteurs
muscariniques. Les récepteurs muscariniques comme de nombreux récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)
sont des cibles peu exploitées dans la lutte contre les insectes nuisibles (Swale 2019). Des stratégies ciblant ces
récepteurs afin de potentialiser I'effet des insecticides par la hausse de la [Ca?*]idoivent donc faire I'objet d'études

plus approfondies.
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Chapitre 3 : Récepteurs muscariniques : des récepteurs de la famille

des récepteurs couplés aux protéines G

1. Récepteurs muscariniques de mammiféeres

1.1. Structure moléculaire

1.1.1,  Structure des récepteurs muscariniques

Les mAChRs sont trés bien caractérisés chez les mammiféres étant donné I'intérét qu'ils présentent en
tant que cible thérapeutique. Ils constituent une famille de récepteurs formée de 5 sous-types numérotés de M1
a M5 encodés par 5 genes différents nommés CHRM1-CHRM5 (Eglen 2005).

Les récepteurs muscariniques font partie de la famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) et
plus particulierement de la classe A dont font partie les RCPG structurellement similaires a la rhodopsine (Hulme
et al. 2003). Les RCPG de la classe A sont constitués d'un domaine central formé de 7 segments
transmembranaires (TM) numérotés de TM1 a TM7. Ces TMs sont formés d’hélices o reliées par 3 boucles
extracellulaires (el, e2 et e3) et 3 boucles intracellulaires (i1, i2 et i3) variant dans leur séquence et leur taille
selon le sous-type de mAChRs. Une des caractéristiques des RCPGs de la classe A est la présence d'un pont
disulfure entre les boucles el et e2 reliant deux cystéines hautement conservées (C-C). L'extrémité N-terminale
est extracellulaire et I'extrémité C-terminale intracellulaire. L'extrémité C-terminale comporte une huitiéme hélice
a (hélice 8) formant un angle droit avec le TM7 et qui se place sous la membrane cellulaire (Figure 7) (Bockaert
et Pin 1999; Hulme et al. 2003).

Milieu extracellulaire

Figure 7 : Schéma de la structure d'un récepteur muscarinique.

I 36



Avant les années 2010, la structure des mAChRs était modélisée a partir de celle de la rhodopsine (Hulme
et al. 2003). Puis, I'obtention de la structure cristalline des récepteurs de sous-type M1, M2, M4 et M5 humain et
du récepteur de sous-type M3 de rat en haute résolution a permis de définir la structure tridimensionnelle de ces
récepteurs (Haga et al. 2012; Kruse et al. 2012; Thal et al. 2016; Maeda et al. 2019; Vuckovic et al. 2019).

L'analyse de ces structures cristallographiques a permis de déterminer des structures caractéristiques
communes aux 5 sous-types de mAChRs. Les 7 domaines transmembranaires sont agencés en ellipse. Au centre
des segments transmembranaires se trouve un canal aqueux au sein duquel se situe le site orthostérique
surmonté d’un vestibule (Haga et al. 2012; Kruse et al. 2012; Thal et al. 2016; Vuckovic et al. 2019). Dans la
structure cristalline du récepteur de sous-type M2, le canal aqueux présente une profondeur de 33A. Ce canal
s'étend au-dela du site de fixation du ligand et est interrompu au cceur de la membrane par 3 résidus leucine
(Leu65 du TM2, Leu114 du TM4 et Leu392 du TM6) formant une couche hydrophobe. Ces résidus sont conservés
chez les 5 sous-types de mAChRs ce qui suggeére que cette couche hydrophobe est présente chez tous les mAChRs
(Haga et al. 2012).

Les structures cristallines des différents mAChRs ont toutes été résolues a partir de récepteurs purifiés
avec un antagoniste fixé au sein du site orthostérique afin de stabiliser le récepteur dans une conformation
donnée. Le quinuclidinyl benzilate (QNB) a été utilisé pour stabiliser le récepteur de sous-type M2. Pour les autres
sous-types, le tiotropium a été employé. Les résidus impliqués dans la fixation du QNB au sein du site
orthostérique du récepteur de sous-type M2 sont aussi conservés chez les autres sous-types ce qui est cohérent
avec le fait que le QNB soit un antagoniste non sélectif d’'un sous-type de mAChRs (Haga et al. 2012). Les résidus
de fixation du tiotropium sont conservés au sein des sous-types M1, M3, M4 et M5 (Kruse et al. 2012; Thal et al.
2016; Vuckovic et al. 2019). Ces données montrent une forte conservation des résidus formant le site
orthostérique qui se trouve au cceur des segments transmembranaires. Cela est cohérent avec le fort pourcentage
d’homologie des TMs entre les différents sous-types de récepteurs variant de 82 a 92% (Maeda et al. 2019).

A partir de la structure du récepteur de sous-type M2, le site de fixation de I’ACh a été déterminé par
modélisation. Dans le récepteur de sous-type M2 humain, le groupement choline de I'ACh prend place, en
interagissant avec I’Asp103, dans une cage aromatique formée par les Trp400, Tyr104, Tyr403 et Tyr426, alors
que le groupement carbonyle interagit avec I'Asn404. II a également été rapporté que dans d'autres protéines
présentant un site de fixation a I’ACh, comme I'AChE, une cage aromatique est aussi impliquée dans l'interaction
avec le groupement choline de I’ACh (Colletier et al. 2006; Haga et al. 2012).

Afin de mieux appréhender les changements structuraux ayant lieu lors de |'activation du récepteur, des
analyses structurales des récepteurs de sous-types M1 et M2 réalisées avec un agoniste, |'iperoxo, ont mis en
évidence plusieurs modifications structurelles. Cet agoniste a été choisi plutot que I’ACh en raison de sa plus
haute affinité pour les mAChRs, mais surtout pour sa moins grande sensibilité a I'hydrolyse. Une des
caractéristiques clés de I'activation des RCPGs, et donc des mAChRs, consiste en un déplacement vers I'extérieur
du canal de la portion inférieure du TM6 ainsi qu‘une rotation de celui-ci. Chez les récepteurs de sous-types M1
et M2, ce mouvement s’accompagnera d'une rotation du TM5, le rapprochant alors du TM6 (Figure 8). Ces
changements structuraux vont permettre la formation d'une cavité dans la partie cytosolique du récepteur
permettant a I'extrémité C-terminale de la protéine G de s’engager dans le cceur du récepteur. Au niveau de la
partie extracellulaire, le mouvement du TM5, du TM6 et de la boucle e2 conduit a une contraction du vestibule
du récepteur (Kruse et al. 2013; Maeda et al. 2019).
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Figure 8 : Schéma comparant la position des segments transmembranaires entre les formes actives et inactives
du récepteur muscarinique de sous-type M1 humain sur (A) une vue de coté, (B) une vue de la partie
extracellulaire et une vue de la partie intracellulaire.

Modifié d’aprés Maeda et al. 2019

Dans la forme active du récepteur de sous-type M2, le mouvement de la portion supérieure du TM6 vers
I'intérieur du canal aqueux permet le rapprochement de la Tyr403 vers les Tyr104 et Tyr426. Les liaisons
hydrogénes formées par ces résidus formeront un « couvercle de tyrosine » au-dessus du site de fixation de
I'agoniste (Kruse et al. 2013). De plus, le remplacement par mutagenése dirigée des Tyr104 et Tyr403 du
récepteur de sous-type M2 ou de la Tyr506 du récepteur de sous-type M3 (homologue a la Tyr403 du récepteur
de sous-type M2) par d’autres acides aminés entraine une forte baisse de I'affinité du mAChR pour divers
agonistes dont I'ACh (Wess et al. 1992; Vogel et al. 1997; Gregory et al. 2010). Cela indique que ces résidus
tyrosines jouent un réle majeur dans I'affinité du site orthostérique pour les agonistes.

Outre le site orthostérique, dans la partie extracellulaire des mAChRs, un site allostérique a été mis en
évidence. La fixation des modulateurs allostériques se fait au niveau du large vestibule au-dessus du site
orthostérique. Ce site allostérique est formé des boucles extracellulaires ainsi que de I'extrémité extracellulaire
de certains segments transmembranaires (Haga et al. 2012; Kruse et al. 2012, 2013; Thal et al. 2016; Vuckovic
et al. 2019). L'étude de la conformation du récepteur de sous-type M2, en présence de l'iperoxo et d'un
modulateur allostérique, le Ly2119620, a montré : i) que la conformation active du récepteur de sous-type M2
présentait une contraction de la cavité ou se trouve le site allostérique liée au mouvement du TM6 ; ii) que le
mouvement du TM6 entraine une modification de la structure de trois régions : le vestibule extracellulaire, le site
orthostérique et la surface intracellulaire. Ainsi, lorsqu’un modulateur allostérique se fixe au niveau du vestibule,
le couplage structurel du vestibule, du site orthostérique et de la surface intracellulaire via le mouvement du TM6

module I'affinité et I'efficacité des ligands orthostériques (Kruse et al. 2013).
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1.1.2.  Dimérisation et hétéromérisation des mAChRs

La conception initiale de la signalisation des récepteurs muscariniques postulait que le signal était
transduit au travers de la membrane par un monomére de récepteur couplé a une protéine G hétérotrimérique.
Aujourd’hui, de nombreuses études indiquent que les RCPG de la classe A et donc les mAChRs peuvent former
des dimeéres (homodiméres ou hétérodimeéres) mais aussi des oligomeéres plus complexes (Hern et al. 2010;
Herrick-Davis et al. 2013; Patowary et al. 2013; Liste et al. 2015; Shivnaraine et al. 2016; Marsango et al. 2018).

Il reste a I'heure actuelle beaucoup de questions non résolues concernant la structure quaternaire des
RCPG de la classe A. Quelle est la proportion d'une population de récepteurs présentant une structure quaternaire
a la membrane ? Cette proportion est-elle affectée par le niveau d’expression des récepteurs ? Comment ces
structures peuvent-elles étre régulées par leur interaction avec des ligands ou d’autres composés de la cellule?
Le cas des récepteurs muscariniques est un bon exemple du manque de certitudes sur le sujet (Pediani et al.
2016; Marsango et al. 2018).

Bien que la capacité des mAChRs a former des structures quaternaires soit aujourd’hui acceptée, sa
constitution exacte reste a déterminer. Pour chacun des trois sous-types de mAChRs dont la structure quaternaire
a été étudiée (M1, M2 et M3), le nombre de protoméres par complexe ainsi que leur proportion varient d’'une
étude a l'autre.

La premiére possibilité serait que les mAChRs soient majoritairement a I'état de monoméres et que seule
une petite partie d’entre eux soient sous forme dimérique. Pour chacun des trois sous-types (M1-M3), il existerait
un équilibre dynamique entre les formes monomériques et dimériques. Cet équilibre dynamique pourrait étre
déplacé vers I'une ou l'autre des formes en fonction du niveau d'expression des récepteurs ou bien de la liaison
d’un ligand (Hern et al. 2010; Nenasheva et al. 2013; Pediani et al. 2016). Les diméres de récepteurs pourraient
étre d'ailleurs homomériques ou hétéromériques. En effet, des travaux de co-expression de récepteurs humains
de sous-types M2 et M3, dans un systéme hétérologue, ont montré l'existence d’homodimeres M2-M2 et M3-M3,
mais aussi d'hétérodimére M2-M3 a la membrane des cellules (Aslanoglou et al. 2015). D'autres études suggérent
que la structure quaternaire des mAChRs oscille de facon dynamique entre une forme dimérique et tétramérique
(Herrick-Davis et al. 2013; Patowary et al. 2013). Enfin, certaines études suggéerent que les mAChRs existent
uniquement sous forme de tétraméres agencés en « losange » (Liste et al. 2015; Shivnaraine et al. 2016).

Certaines études rapportent que le passage d'une structure quaternaire a une autre est influencé par la
fixation d'un ligand aux mAChRs (Aslanoglou et al. 2015; Pediani et al. 2016) alors que d'autres n‘observent pas
ce phénomeéne (Herrick-Davis et al. 2013; Pediani et al. 2016). De plus, au sein d'une méme étude, des
différences peuvent apparaitre entre deux sous-types de récepteurs ou en fonction des ligands employés. Par
exemple, I"étude de I'équipe du Pr Milligan a montré, au moyen de deux antagonistes des sous-types M1 et M3,
la pirenzépine et la télenzépine, que leur fixation augmentait le ratio dimére/monomere pour le récepteur de
sous-type M1 mais pas pour le récepteur de sous-type M3 (Pediani et al. 2016).

Une autre hypothése serait que le niveau d’expression a la membrane des mAChRs pourrait influencer
leur oligomérisation. Pour certains, le niveau d’expression n‘impacte pas la formation de complexes de plus haut
ordre (Herrick-Davis et al. 2013) alors que d’autres études suggerent le contraire (Hern et al. 2010; Nenasheva
et al. 2013).
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L'oligomérisation des mAChRs se fait par l'interaction entre les segments transmembranaires. Des
travaux de mutagenese dirigée des différents segments transmembranaires du récepteur de sous-type M3
humain, ont montré que des mutations dans les TM1, TM4, TM5, TM6, TM7 ainsi que dans I'hélice 8
intracytoplasmique affectaient |'oligomérisation du récepteur de sous-type M3. Ces données suggerent un modéle
d'assemblage en tétramére du récepteur de sous-type M3 dans lequel chaque homodimére interagirait avec
I'autre via une interface entre les TM6 et TM7 faisant face aux TM1, TM2 et a I'hélice 8. L'interaction entre les
deux protomeéres se ferait via une interface avec de part et d’autre le TM1 et I'hélice 8 (Liste et al. 2015). D'autres
travaux prennent aussi en compte l'interaction des protéines Goi hétéromériques avec le récepteur de sous-type
M2 humain. Ces travaux suggeérent qu’entre les différents protomeéres d'un tétramere, l'interface se ferait entre
les TM4 et TM5 (Shivnaraine et al. 2016).

Bien que la capacité des mAChRs a former des structures quaternaires ait été établie au travers de
nombreuses études, la taille des complexes et les paramétres influant leur formation ou leur séparation restent

en débat dans la communauté scientifique.

1.2. Transduction du signal par les mAChRs dans le systeme nerveux

Les mAChRs font partie de la famille des récepteurs couplés aux protéines G. La transduction du signal
sera donc initiée par le couplage du récepteur avec une protéine G hétérotrimérique composée des sous-unités
Ga, GB et Gy. Ce complexe protéique transmet directement le signal des RCPGs aux molécules effectrices. Ala
suite de la fixation d'un agoniste, le récepteur entrainera le remplacement de la guanosine diphosphate (GDP)
associé a la sous-unité Go par une guanosine triphosphate (GTP). Il en résultera une dissociation de la sous-unité
Ga du complexe entrainant alors deux signalisations distinctes : la premiére médiée par la sous-unité Ga et la
seconde par le complexe GBy, formé par les sous-unités GB et Gy. Les protéines G sont identifiées a partir de la
sous-unité Go qui les compose. Il en existe 16 différentes réparties en quatre familles nommeées : Gas, Goaio,
Gag/11, €t Gai1z/13. Chaque famille différe les unes des autres par la voie de signalisation qu’elle active (Lanzafame
et al., 2003; Syrovatkina et al., 2016; van Koppen et Kaiser, 2003).
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Figure 9 : Schéma représentant les sous-types de mAChRs et les complexes de protéines G hétérotrimériques
associés. Modifié d'aprés Maeda et al. 2019.
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Il est admis que les récepteurs muscariniques se couplent préférentiellement a deux familles de protéines
G. Les récepteurs de sous-types M1, M3 et M5 sont généralement couplés aux protéines Gog/11 alors que ceux de
sous-types M2 et M4 sont généralement couplés aux protéines Guio (Figure 9) (Caulfield et Birdsall, 1998;
Lanzafame et al., 2003). Cependant, certaines études ont montré que le récepteur de sous-type M2 pouvait
activer des protéines G de la famille Gog/11 mais aussi de la famille Gas. Ceci a été observé en cas de trés fortes
concentrations de récepteur a la membrane ou lors de l'inactivation des protéines Gairo avec de la toxine
pertussique (Michal et al. 2001, 2007; Griffin et al. 2007).

Une étude récente a mis en lumiére des éléments de réponse quant a la sélectivité des mAChRs pour un
type de protéine Ga donné. Au moyen de modélisations se basant sur les structures cristallographiques des
récepteurs de sous-types M1 et M2, ils ont montré que ces deux sous-types de récepteurs peuvent interagir avec
les sous-unités Goq et Gai. Cependant, en combinant des analyses structurales et des analyses thermodynamiques
des énergies libres de liaison, ils ont mis en évidence que les couples classiquement apparentés (M1/Gag et
M2/Gai) présentaient une plus grande affinité de liaison entre le récepteur et la protéine Go que les couples non
classiquement apparentés (M1/Goi et M2/Gag). Ainsi, la thermodynamique des interactions mAChR/Ga

contribuerait a la sélectivité d'un sous-type de mAChR pour une famille de protéines Go (Santiago et Abrol, 2019).

1.2.1. Voies de signalisation régulées par les sous-unités Ga couplées aux mAChRs

La fixation d'un agoniste sur un récepteur de sous-types M1, M3 ou M5 le fera passer dans un état
conformationnel actif. L'activation de ces mAChRs entraine la dissociation de la sous-unité Go. de la protéine G
hétérotrimérique. Toutes les sous-unités Go de la famille Gagi1 activent une des quatre isoformes de
phospholipase C-f (PLC-B1-4). L'activation d'une phospholipase C (PLC) entrainera le clivage d'un
phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) en deux composés distincts : I'inositol triphosphate (IP3) et le
diacylglycérol (DAG). A la surface du réticulum endoplasmique, se trouvent les récepteurs canaux a I'IPs (IPsR)
perméables au calcium. L'activation de ces récepteurs par la fixation de I'IP3 entrainera I'ouverture du canal et
une libération du calcium contenu dans le réticulum endoplasmique ce qui provoquera une augmentation de la
[Ca?*]i. Le DAG, resté a la membrane, activera une protéine kinase C (PKC). L'augmentation de la concentration
en calcium intracellulaire pourra, quant a elle, contribuer a I'activation de la PKC mais aussi activer les protéines
de la famille des CaM Kinases (CaMK) (Figure 10). Ces enzymes pourront réguler de nombreux autres effecteurs
et d'autres voies de signalisation par phosphorylation (Caulfield et Birdsall, 1998; Lanzafame et al., 2003;
Mikoshiba, 2015; Rhee et Bae, 1997; Syrovatkina et al., 2016).

Lorsqu’un agoniste active un mAChR de sous-types M2 ou M4, son passage a I'état conformationnel actif
lui permettra d’activer une protéine de la famille Gaio. La sous-unité Gaiso inhibe I'activité des adénylates cyclases
(AC). Les adénylates cyclases sont des enzymes capables de convertir I'adénosine triphosphate en adénosine
monophosphate cyclique (Figure 11). L'AMPc permet d‘activer, entre autres, la protéine kinase A. Comme les PKC
et les CaMK, les PKA peuvent réguler 'activité d'autres protéines par le mécanisme de phosphorylation. Ainsi,
I'inhibition de la production d’AMPc par I'adénylate cyclase diminuera I'activité des PKA (Caulfield et Birdsall, 1998;
Lanzafame et al., 2003; Syrovatkina et al., 2016).
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Figure 10 : Schéma de la voie de signalisation activée par les mAChRs couplés aux protéines Goq/11.
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Figure 11 : Schéma de la voie de signalisation activée par les mAChRs couplés aux protéines Gaij/o.
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1.2.2.  Voies de signalisation régulées par les diméres Gpy couplés aux mAChRs

Lors de I'activation d'un mAChR par un agoniste, les sous-unités GBy jouent elles aussi un role dans la
signalisation. Les sous-unités GBy ne subissent pas de modification lors de leur activation a I'inverse de la sous-
unité Go a laquelle se fixe un GTP a la place du GDP. Cela suggere que l'association des Gy avec une Ga-GDP
bloque I'action des GPy qui seraient activés constitutivement (Tennakoon et al. 2021).

Il existe chez les mammiferes 5 sous-unités Gp (GB1-GB5) et 12 sous-unités Gy (Gy1-Gy5 et Gy7-Gy13).
Les diméres de sous-unités Gpy agissent selon deux mécanismes en fonction de la localisation et de leur effecteur.
Le premier consiste en un recrutement d'un effecteur circulant dans le cytosol, qui se fixe au dimére Gpy pour
interagir avec son substrat localisé a la membrane. Le second consiste en la modulation d'un effecteur déja
présent a la membrane plasmique (Tennakoon et al. 2021).

Les adénylates cyclases peuvent étre régulées par les sous-unités de la famille Gaio qui ont un role
inhibiteur sur ces enzymes et les sous-unités de la famille Gas qui ont une action stimulatrice (Syrovatkina et al.
2016). Les dimeres Gpy peuvent aussi réguler I'activité des adénylates cyclases mais d’une fagon différente selon
I'isoforme d’adénylate cyclase. Chez les mammiféres, il existe 9 AC différentes (AC1-AC9) codées chacune par un
géne distinct. D'une facon générale, les GBy peuvent avoir une action stimulatrice sur les AC2, AC4 et AC7, et une
action inhibitrice sur les AC1 et AC8. L'action stimulatrice des Gfy sur les AC2, AC4 et AC7 ne peut se faire qu'en
synergie avec une Gas. Il en résultera une hausse plus importante de la concentration d’AMPc intracellulaire
qu’avec l'action de la Gos seule (Sunahara et Taussig, 2002). Par exemple, il a été montré, chez le rat, que
I'activation des récepteurs de sous-type M4 dans le bulbe olfactif pouvait activer des sous-unités Gpy stimulant
I'activité des AC2 et AC4 en synergie avec une Gas, activée par l'action d’autres neurotransmetteurs (Lanzafame
et al., 2003; Olianas et al., 1998; Onali et Olianas, 1995).

Les voies de signalisation des MAP kinases (MAPK) consistent en une activation de kinases par des chaines
de phosphorylation. Ainsi, une MAP kinase sera activée par une MAPK kinase. Les voies des MAP kinases sont
activées classiquement lorsque des signaux de croissances extracellulaires activent des récepteurs a activité
tyrosine kinase. L'activation de mAChRs par un agoniste peut aussi activer les MAPK via I'activité des Gpy. Les
récepteurs de sous-types M2 et M4 activent une voie des MAPK, la voie de ERK1/2, au travers de la signalisation
des sous-unités GBy (Koch et al. 1994; Lopez-Ilasaca et al. 1997; Rosenblum et al. 2000; Lanzafame et al. 2003).
D'autres voies de MAPK peuvent étre activées par les mAChRs via les sous-unités Gpy. Par exemple, la voie de
p38 MAPK peut étre activée par les récepteurs de sous-types M2 et M1 dans les cellules HEK293. Les récepteurs
de sous-types M2 et M1 activeront cette voie au moyen des dimeres Gy mais le mAChR de sous-type M1 I'activera

aussi via la sous-unité Gag/11 (Yamauchi et al. 1997, 2001).

1.2.3. Régulation de canaux ioniques neuronaux par les mAChRs

Les récepteurs muscariniques jouent un réle dans la transmission du signal nerveux d’un neurone a un
autre, non seulement par |'activation de voies de signalisation, mais aussi en modulant l'activité de canaux
ioniques membranaires afin d'influer sur le potentiel de la membrane. Ce couplage des mAChRs avec des canaux
ioniques se fait de fagon indirecte, soit par I'activation des effecteurs des voies de signalisation des sous-unités
Ga, soit par I'action des sous-unités GBy sur le canal ionique. Ce couplage indirect aura une influence sur la
cinétique d’ouverture du canal, ainsi que sur la sensibilité de la réponse cellulaire a un agoniste des mAChRs. De

plus, cette régulation des canaux, non pas par les récepteurs, mais par leurs effecteurs, ne permet pas de
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distinguer quel sous-type de mAChR est a |'origine de la réponse observée. On peut distinguer la modulation des
canaux ioniques par les protéines G de la famille Gag/11, conduisant plutot vers une action dépolarisant la
membrane, de celle de la famille Goi/o qui entraine plutot une action hyperpolarisante (Brown 2018).

De nombreux canaux potassiques peuvent étre modulés par l'activation des mAChRs. Les courants
potassiques sortants ont une action hyperpolarisante sur la membrane cellulaire. La fermeture de certains canaux
est régulée non pas par les protéines G elle-méme, mais par les voies de signalisation qui y sont reliées. Les
canaux TREK et TASK font partie de la famille des canaux potassiques a 2 pores : K. Ce sont des canaux
potassiques constitutivement ouverts, responsables de la conductance potassique liée au courant de fuite
potassique, définissant ainsi le potentiel de membrane et les propriétés électriques basales des cellules. La
fermeture de ces canaux conduit a une dépolarisation de la cellule ce qui peut permettre I'induction d’un potentiel
d’action (PA) ou d'augmenter la capacité de la cellule a déclencher des PA de fagon répétée (Lindner et al. 2011;
Bista et al. 2015; Rivas-Ramirez et al. 2015; Brown 2018). Les canaux potassiques de type M (Kv7), codés par la
famille de géne KCNQ, sont des canaux potassiques dépendants du potentiel présentant une activation lente
(Brown et Passmore 2009). Ces canaux sont impliqués dans les courants potassiques de la phase
d'hyperpolarisation du potentiel d’action. L'inhibition des canaux Kv; augmente |'excitabilité de la membrane et
facilite la répétition de PA (Shah et al. 2008). Les TREK et les canaux potassiques de type M sont maintenus
ouverts par le PIP; alors que les TASK sont inhibés par le DAG. Ainsi, I'activation d’'un mAChR couplé a une
protéine Gag/11 entraine une déplétion de PIP; et une production de DAG par |'activation d’'une PLC. L'inhibition
des TREK et des TASK conduira a une diminution du courant de fuite entrainant une dépolarisation de la
membrane (Lindner et al. 2011; Bista et al. 2015; Rivas-Ramirez et al. 2015; Brown 2018). L'inhibition du courant
M induit par la déplétion en PIP, conduit a une augmentation de I'excitabilité membranaire et le déclenchement
de PA successifs (Delmas et Brown 2005; Winks et al. 2005).

L'ouverture ou la fermeture des canaux potassiques peut étre directement régulée par les protéines G.
Les canaux Kir3 aussi appelés canaux GIRK (G protein-gated inward rectifier K* current) sont des canaux dont
I'ouverture est régulée par I'action de protéines G. En condition physiologique, au potentiel de repos, I'ouverture
de ces canaux provogue un courant sortant potassique diminuant I'excitabilité de la membrane en
I'hnyperpolarisant (Kano et al. 2019). Ces canaux peuvent étre modulés a la fois par l'activation des mAChRs
couplés aux protéines Gai/o et par ceux couplés aux protéines Gag/11. L'activation de mAChRs de sous-types M2
et M4 entraine 'ouverture de ces canaux et favorise I'hyperpolarisation de la membrane. En effet, les canaux
GIRK sont activés directement par les sous-unités Gy des protéines G de la famille Gaijo. Cette sélectivité se fait
par des interactions entre la sous-unité Gaio de la protéine G et le canal, permettant ainsi l'action de la sous-
unité Gpy avec cet effecteur (Glaaser et Slesinger 2015; Kano et al. 2019). L'activation des canaux GIRK nécessite
du PIP2 comme les canaux M ou les TREK (Logothetis et al. 2015). Ainsi, une activation des mAChRs de sous-
types M1, M3 ou M5 va entrainer une déplétion du PIP et favoriser la fermeture des canaux GIRK. L'activation
des PKC contribuerait également a la fermeture des canaux GIRK en phosphorylant ces derniers, ce qui
diminuerait leur sensibilité pour le PIP> (Sohn et al. 2007). Ainsi, en cas de présence au sein d’une méme cellule
de mAChRs couplés aux Gai/o et aux Gag/11, la régulation du courant potassique des canaux GIRK pourra se faire

par un couplage réciproque de ces deux mécanismes.
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L'activation des mAChRs ne module pas seulement des canaux potassiques. Elle peut aussi moduler |'état
d’ouverture de canaux calciques. Les canaux Cav2 sont des canaux calciques dépendants du potentiel exprimés
au sein des synapses dont I'ouverture, a la suite d’une dépolarisation de la membrane, participe a la libération
des neurotransmetteurs. L'inhibition de ces canaux peut se faire soit par un mécanisme dépendant du potentiel
et sensible a la toxine pertussique (inhibiteur des Gaiso), ou bien par un mécanisme non dépendant du potentiel
et insensible a la toxine pertussique. L'activation des mAChRs de sous-type M2/M4 est responsable du premier
mécanisme. Elle permettra la libération des sous-unités GBy qui interagira de fagon directe avec le canal calcique,
entrainant alors sa fermeture. Ce mécanisme est dépendant du potentiel, cela signifie que la dépolarisation de la
membrane favorise I'inhibition par le dimére Gpy (Ikeda 1996; Delmas et al. 1998; Zamponi et Currie 2013). Le
second mécanisme correspond a l'inhibition des canaux Cav2 a la suite de I'activation des mAChRs couplés aux
protéines Gagq. La nature exacte du messager impliqué dans l'inhibition de ces canaux reste sujette a controverse.
Un premier modéle propose une inhibition des Cav2 par l'acide arachidonique produit par une phospholipase A2
dont I'activation résulte de celle d'un mAChR couplé a une protéine Goq (Liu et Rittenhouse 2003; Roberts-Crowley
et al. 2009). Un second modéle propose que I'ouverture des canaux Cav2 requiére la présence de PIP; et qu'une

déplétion en PIP2 entraine leur inhibition (Gamper et al. 2004; Suh et al. 2010).

1.2.4.  Désensibilisation, internalisation et recyclage des mAChRs

L'exposition prolongée a un agoniste des mAChRs, et d’'une fagon plus large des RCPGs, entraine une
atténuation de la réponse. Cette atténuation de la réponse découle de la désensibilisation des récepteurs, de leur
internalisation, mais aussi d'une diminution de leur expression (Vogler et al. 1998, 1999; van Koppen et Kaiser
2003; Reiner et Nathanson 2012). La premiere étape de désensibilisation des mAChRs et des RCPGs au sens
large consiste en une phosphorylation rapide du récepteur par les protéines de la famille GRK (G protein-coupled
receptor kinase) (Figure 12). Cette famille de protéines comporte 7 kinases différentes nommées GRK1-GRK7.
Les GRK1 et GRK7 sont exprimées seulement dans la rétine, la GRK4 dans les testicules et le cerveau, et les
GRK2, GRK3, GRK5 et GRK6 sont ubiquitaires (van Koppen et Kaiser 2003). La phosphorylation des mAChRs par
les GRK a été largement étudiée sur le récepteur de sous-type M2. Ce récepteur peut étre phosphorylé par les
GRK2 et GRK3 principalement, mais aussi par les GRK5 et GRK6 avec cependant une faible efficacité (Kameyama
et al. 1993; Richardson et al. 1993; Kunapuli et al. 1994; Loudon et Benovic 1994). D'autres études ont montré
que le récepteur de sous-type M1 peut étre phosphorylé par la protéine GRK2 et le récepteur de sous-type M3
par les protéines GRK2, GRK3 et GRK6 (Luo et al. 2008; Yeatman et al. 2014; Li et al. 2015). La phosphorylation
par la protéine GRK2 se fait sur des sites spécifiques présents dans la troisiéme boucle intracellulaire des
récepteurs de sous-types M1, M2 et M3 (Haga et al. 1996; Pals-Rylaarsdam et Hosey 1997; Wu et al. 2000). Le
recrutement des GRK2 et GRK3 se fait via l'interaction de leur domaine PH (Pleckstrin Homology domain) avec
les sous-unités GBy (Gurevich et Gurevich, 2019).

La seconde étape de la désensibilisation consiste a fixer une protéine de la famille des arrestines sur le
récepteur phosphorylé (Figure 12). Chez les mammiféres, il existe 4 arrestines différentes (arrestine 1-4). Les
arrestines 1 et 4 sont exprimées seulement dans la rétine alors que les arrestines 2 et 3 sont ubiquitaires
(Gurevich et Gurevich 2019; Staus et al. 2020). L'interaction des arrestines avec les RCPGs se fait avec la partie
intracellulaire du RCPG. Le point de fixation des arrestines le plus important se fait au niveau de la cavité

interhélicale. En insérant une boucle au cceur des domaines transmembranaires, elles prennent la place des
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protéines G et ainsi interrompent la transduction du signal (Gurevich et Gurevich 2019; Staus et al. 2020). Des
travaux étudiant la structure du récepteur de sous-type M2 sur laquelle I'arrestine 2 est fixée ont montré
également deux autres points d'interaction entre ces protéines. Le premier point de contact se fait entre le
domaine N-terminal de l'arrestine qui se fixe a I'extrémité C-terminale du récepteur ou se situent de nombreux
résidus phosphorylés. Le second point de contact se fait entre une crevasse hydrophobe de I'arrestine 2 qui
interagit avec la boucle intracellulaire 2 du récepteur (Staus et al. 2020). L'affinité plus importante des arrestines
pour les récepteurs phosphorylés leur permet de se fixer de fagon plus compétitive que les protéines G ce qui
permet la désensibilisation du récepteur (Gurevich et Gurevich 2019).

La diminution de la réponse des mAChRs a la suite d'une stimulation prolongée avec un agoniste peut se
faire par l'internalisation des récepteurs (Figure 12). Pour les récepteurs de sous-types M1, M2, M3 et M4, cette
internalisation se fait grace au mécanisme d’endocytose par vésicules recouvertes de clathrine (Lee et al. 1998;
Yeatman et al. 2014; Ockenga et Tikkanen 2015; Lambert et al. 2018). Ce mécanisme requiert entre autres un
adaptateur : la protéine AP2 qui participe a la nucléation des puits de clathrine en permettant I'assemblage de la
clathrine autour de I'invagination de la membrane. La vésicule se forme lorsque AP2 se lie au PIP, de la membrane,
aux arrestines et a la clathrine. La clathrine forme alors une cage induisant une invagination de la membrane
sous la forme d’un puits. L'action d’une mécano-enzyme, la dynamine, permet la scission de la vésicule (Boucrot
et McMahon 2011). Certaines études ont montré que les arrestines sont impliquées dans l'internalisation des
mAChRs (Vagler et al. 1999; Nakajima et Wess 2012; Yeatman et al. 2014). Il a été montré que les arrestines 2
et 3 peuvent se fixer sur l'adaptateur AP2 ainsi qu‘a la clathrine, ce qui facilite I'internalisation des mAChRs via
les vésicules recouvertes de clathrine (Kim et Benovic 2002; Gurevich et Gurevich 2019). Ainsi, la fixation des
arrestines aux mAChRs lors de la désensibilisation permettrait leur internalisation par endocytose. Cependant,
leur role exact reste a définir. Une étude a montré que le récepteur de sous-type M4 pourrait étre internalisé non
pas par un mécanisme dépendant de la clathrine, mais plutot par une endocytose dépendante de I'endophiline
(Boucrot et al. 2015). A I'heure actuelle, aucune étude n’a montré quel mécanisme régissait I'endocytose du
mAChR de sous-type M5 (Zenko et Hislop 2018). La cinétique d‘internalisation différe selon les mAChRs. Le
récepteur de sous-type M2 est internalisé plus rapidement que les autres sous-types de récepteurs. Les récepteurs
de sous-type M1 et M3 sont internalisés a la méme vitesse, comme les mAChRs de sous-type M4 et M5.
Cependant, les récepteurs de sous-type M1 et M3 sont plus rapidement internalisés que ceux de sous-type M4 et
M5 (Thangaraju et Sawyer 2011).

A la suite de I'internalisation, les mAChRs peuvent étre soit recyclés, soit envoyés vers le protéasome
pour étre dégradés. Il s'agit respectivement de la resensibilisation et de la « down-regulation » (Figure 12) (Zenko
et Hislop 2018).

Le recyclage des mAChRs a été étudié notamment dans les cellules CHO. Les travaux de Thangaraju et
Sawyer ont montré que les sous-types M1, M3, M4 et M5 peuvent étre recyclés, mais que la majorité des
récepteurs de sous-type M2 ne sont pas recyclés. L'ensemble des récepteurs de sous-type M2, M3, M4 et M5 est
dégradé de fagon similaire. Le récepteur de sous-type M1 présente, lui, un taux de dégradation plus important
que les autres mAChRs (Thangaraju et Sawyer 2011). Seul le recyclage du récepteur de sous-type M5 a été
étudié de fagon plus approfondie a ce jour. Le complexe AP-3 coordonne le recrutement et le transport de
récepteurs, dont les RCPGs, a travers les voies de I'endosome, en se fixant aux vésicules ainsi qu’aux protéines

de transport. Deux formes de AP-3 existent, AP-3a qui dirige le trafic cellulaire vers les lysosomes et AP-3b qui
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dirige le trafic vésiculaire vers la membrane. Le recrutement de ces complexes a la membrane se fait via les
protéines de la famille AGAP (Arf GTPase activating proteins). Il a été montré que le récepteur de sous-type M5
peut interagir avec AGAP1, qui fera l'intermédiaire avec AP-3b. Ce mécanisme permettrait de réguler le recyclage
des mAChRs de sous-type M5 (Bendor et al. 2010; Zenko et Hislop 2018).

Si la stimulation se prolonge trop, les mAChRs seront dégradés a la suite de leur internalisation et cela
entrainera une diminution plus durable du nombre de récepteurs a la membrane. Tous les sous-types de
récepteurs peuvent étre affectés par ce mécanisme, mais les mAChRs de sous-type M1 présentent un plus fort
taux de dégradation que les autres (Thangaraju et Sawyer 2011). Le mécanisme régulant I'adressage des mAChRs
vers les lysosomes afin qu'ils soient dégradés reste peu étudié. Il a été montré, cependant, que les mAChRs, et
particulierement les récepteurs de sous-type M1, peuvent interagir avec des protéines de la famille GASP (GPCR
Associated Sorting Protein) ainsi que Nexin 1 qui sont des protéines impliquées dans le tri endosomal pour
I'adressage vers les lysosomes (Heydorn et al. 2004). L'ubiquitination des protéines membranaires les dirige vers
les lysosomes pour leur dégradation (Hershko et Ciechanover 1998). Bien que |'ubiquitination des mAChRs n'a
que peu été étudiée, une récente étude a montré que I'ubiquitination du mAChR de sous-type M2 était requise

pour sa dégradation (Zenko et al. 2020).
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Figure 12 : Schéma récapitulatif des mécanismes régulant la désensibilisation,
I'internalisation, et la « down-régulation » des mAChRs. Modifiée d'aprés van Koppen et Kaiser
2003.
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1.3. Roles physiologiques des récepteurs mAChRs

La réponse physiologique découlant de I'activation des différents mAChRs dépend avant tout de leur
localisation ainsi que du sous-type activé. Ces récepteurs sont exprimés dans de nombreux tissus, autant dans
le systéme nerveux central (SNC) que dans d'autres tissus périphériques. La plupart des tissus et cellules
expriment au moins deux sous-types de mAChRs. Tous les sous-types de mAChRs sont exprimés dans le SNC.
Dans les tissus périphériques, les mAChRs de sous-types M2 et M3 sont majoritaires par rapport aux autres (Wess
et al. 2007). Dans le systéme nerveux, les mAChRs jouent un role dans les fonctions végétatives, sensorielles,
cognitives et motrices. En périphérie, ils jouent un rdle dans la sécrétion glandulaire, la contraction des muscles

lisses et le ralentissement du rythme cardiaque (Eglen 2012).

1.3.1. Fonction des mAChRs selon leur localisation synaptique

Dans le systéme nerveux central, contrairement au systéme nerveux périphérique, I'acétylcholine n'a pas
une simple fonction de neurotransmetteur, elle peut aussi jouer un role neuromodulateur lorsqu’elle est libérée
par des neurones de projection ou des interneurones (Thomsen et al. 2018). L'activation des mAChRs dans les
neurones peut induire divers effets a court et long terme, tant au niveau postsynaptique que présynaptique. Ces
effets peuvent étre excitateurs ou inhibiteurs et font intervenir des effecteurs variés.

Les mAChRs postsynaptiques peuvent avoir un role excitateur. Par exemple, l'inhibition de I'ouverture
des canaux potassiques dépendants du potentiel appelés canaux M (Kv7) peut entrainer une dépolarisation de la
membrane (Brown et Adams 1980; Brown 2010). Cette augmentation de I'excitabilité postsynaptique par la
fermeture des canaux M a la suite de |'activation des mAChRs couplés a Gog/11 a été observée aussi bien dans
des neurones du systéme nerveux périphérique (SNP) que dans des neurones du systéme nerveux central (SNC)
(Hamilton et al. 1997; Shen et al. 2005). Dans les neurones du SNC, la fermeture de canaux de type M permet,
en plus de faciliter le déclenchement des PA, la génération de trains de potentiels d'action. Ce phénoméne est
observable, par exemple, dans les neurones pyramidaux de la région CA1 de I'hippocampe (Shah et al. 2008). A
I'inverse, les mAChRs peuvent aussi avoir une action inhibitrice postsynaptique. Cette inhibition postsynaptique
est causée par l'activation de canaux potassiques de la famille des canaux GIRK. Ainsi, l'activation du récepteur
de sous-type M2 entraine, via l'ouverture des canaux GIRK, un courant potassique sortant hyperpolarisant
diminuant I'excitabilité neuronale (Figure 13).

Les récepteurs muscariniques au niveau synaptique ne sont pas situés qu’en position postsynaptique,
mais aussi en position présynaptique. Les mAChRs présynaptiques peuvent exercer un rétrocontrole sur la
libération de I’ACh. On parle d'autorécepteurs. Selon la structure cérébrale observée, le sous-type de récepteur
associé a l'inhibition de la libération d’ACh peut étre différent (Figure 13). Par exemple, dans les neurones de
I'hippocampe et du cortex, cette inhibition serait plutot due a I'activation des récepteurs de sous-type M2 alors
que dans les neurones du striatum, elle serait plutot due a |'activation des récepteurs de sous-type M4 (Zhang et
al. 2002). L'activation des autorécepteurs de sous-type M2 entraine une diminution de la libération d’ACh par
I'inhibition des canaux calciques voltages dépendants de la famille Cav2. La libération de neurotransmetteurs
requiert une augmentation de la concentration en calcium synaptique. Ainsi, la libération d’ACh par la synapse
active I'autorécepteur de sous-type M2 entrainant linhibition des canaux Ca.2. L'entrée de calcium dans la
synapse diminue ce qui réduit la libération d’ACh. Ce mécanisme permet ainsi un rétrocontrole sur la libération

d’ACh (Allen 1999; Brown 2010). Etant donné que le récepteur de sous-type M4 peut également inhiber les
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canaux Cav2, il est supposé que l'inhibition de la libération d’ACh par ce sous-type de récepteur se fait selon le
méme mécanisme (Delmas et al. 1998; Brown 2010).

Les récepteurs muscariniques peuvent aussi jouer un role dans la plasticité synaptique. Ils sont impliqués,
entre autres, dans la maturation des synapses glutamatergiques et la potentialisation a long terme (Figure 13).

Dans I'hippocampe, les synapses glutamatergiques entre les axones collatéraux de Schaffer (SC) des
neurones pyramidaux de la région CA3 et les neurones pyramidaux CA1 sont distinguées en deux catégories. Les
synapses dites silencieuses ne transmettent le signal que lorsque la partie postsynaptique est préalablement
dépolarisée. Ces synapses silencieuses expriment des récepteurs ionotropes au glutamate NMDA qui, lorsque la
membrane est au potentiel de repos, sont bloqués par le Mg?* extracellulaire, mais elles n‘expriment pas de
récepteurs de type AMPA. Les synapses fonctionnelles, elles, expriment les deux types de récepteurs ionotropes
glutamatergiques, les récepteurs NMDA et les récepteurs ionotropes AMPA (Fernandez de Sevilla et al. 2002,
2021; Fernandez de Sevilla et Bufio 2003; Cabezas et Bufio 2006). Ainsi, dans les synapses fonctionnelles,
I'activation des récepteurs AMPA permet la dépolarisation de la membrane ce qui libérera les récepteurs NMDA
du Mg?* et permettra leur ouverture et une plus grande transmission du signal (Di Maio et al. 2016). Ces synapses
peuvent recevoir des afférences cholinergiques qui influent sur leur maturation et les récepteurs muscariniques
jouent un role autant sur la partie présynaptique que la partie postsynaptique (Fernandez de Sevilla et al. 2002,
2021). L'activation des mAChRs dans la partie présynaptique aura pour effet de diminuer la libération du
glutamate dans les synapses fonctionnelles, mais pas dans les synapses silencieuses. Les synapses fonctionnelles
possedent la machinerie cellulaire requise pour induire I'inhibition de la libération de glutamate, alors que cette
machinerie est absente des synapses silencieuses. Cela permet une régulation de la maturation en favorisant la
libération de glutamate dans les synapses silencieuses (Fernandez de Sevilla et al. 2002, 2021; Cabezas et Bufio
2006, 2011).

Dans la partie postsynaptique de la synapse SC-CA1, la potentialisation a long terme participe d'une part
a la maturation de synapses silencieuses, mais aussi au renforcement des synapses matures. L'activation de
mAChRs de sous-type M1 ou M3 va entrainer la production d'IP3 et la libération de calcium des stocks
intracellulaires conduisant a |'activation de la PKC ainsi que de la CaMKII. L'activation de ces enzymes permettra
la mise en place de la potentialisation a long terme de la synapse par : i) une augmentation de la quantité de
récepteurs AMPA a la membrane et ii) une augmentation de la transmission synaptique par les récepteurs NMDA
(Fernandez de Sevilla et al. 2008, 2021; Fernandez de Sevilla et Bufio 2010). Ainsi, I'activation des mAChRs
contribue a la maturation des synapses silencieuses en synapses fonctionnelles, ainsi qu’au renforcement des

synapses une fois celles-ci matures.
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Figure 13 : Schéma récapitulatif de la fonction des mAChRs dans la synapse glutamatergique.
1) Augmentation de I'excitabilité neuronale postsynaptique par l'inactivation des Kv7.
2) Diminution de I'excitabilité neuronale postsynaptique par I'activation des canaux GIRK.
3) Rétro-inhibition de la libération d’ACh par l'inhibition des Ca,2 par les autorécepteurs présynaptiques.
4) Augmentation de I'expression des récepteurs AMPA et de la réponse induite par les récepteurs NMDA.
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1.3.2. Roles physiologiques des mAChRs neuronaux

La mise au point de souris dites « Knock Out » (souris KO) dont I'expression d'un ou de plusieurs génes
des mAChRs a été supprimée par manipulation génétique, a permis de mettre en évidence les fonctions
physiologiques dans lesquelles les sous-types de mAChRs sont impliqués.

Dans le systéme nerveux central, les 5 sous-types de mAChRs sont exprimés. Les roles physiologiques
que chaque sous-type de mAChRs peut jouer dans le systéme nerveux dépendent des structures cérébrales dans
lesquelles ils sont exprimés. Dans le cortex cérébral, les récepteurs de sous-types M1, M2 et M4 sont les plus
abondants. Dans I'hippocampe et dans le striatum, tous les sous-types de récepteurs sont exprimés a I'exception
du sous-type M5. Le sous-type M5 n’est exprimé qu'au sein de la substance noire pars compacta et |'aire
tegmentale ventrale. Les mAChRs de sous-type M1 et M3 sont majoritaires dans les noyaux antérodorsaux et
ventraux et le récepteur de sous-type M2 dans le noyau réticulé du thalamus. L'amygdale quant a elle exprime
majoritairement le récepteur de sous-type M1 (Bubser et al. 2012).

L'étude du sommeil chez les souris KO a permis de montrer que les mAChRs sont impliqués dans le
sommeil lent et le sommeil paradoxal. L'étude des différentes phases de sommeil chez les souris n’exprimant pas
les récepteurs de sous-type M2 a montré que lorsque leur sommeil n‘est pas perturbé, ces souris ne présentent

pas d‘altération dans leur cycle de sommeil. Cependant, lorsque ces souris sont soumises a une privation de
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sommeil, il a été observé un allongement de la durée du temps de sommeil paradoxal sans modification de la
durée de la phase de sommeil lent profond (Turner et al. 2010). Chez les souris déplétées en récepteur de sous-
type M3, une diminution du temps de sommeil paradoxal a été observée (Goutagny et al. 2005). Les mAChRs de
sous-type M2 et M3 sont donc impliqués dans le contréle des cycles de sommeil (Goutagny et al. 2005; Turner
et al. 2010; Thomsen et al. 2018). Une étude récente a montré que les souris KO pour les mAChRs de sous-type
M1 et M3 présentent une diminution de la durée du sommeil paradoxal, indiquant que ces récepteurs jouent un
role essentiel dans cette phase du sommeil (Niwa et al. 2018). Le role des récepteurs de sous-type M5 dans le
sommeil n'a pas encore été exploré a I'heure actuelle.

Les récepteurs muscariniques jouent un role essentiel dans la régulation de la nociception. L'activation
des mAChRs situés au niveau de la moelle épiniére ou au niveau du cerveau entraine un fort effet analgésique
(Wess et al. 2007; Thomsen et al. 2018). Chez les souris KO pour les récepteurs de sous-type M2, cet effet
analgésique est diminué alors que chez les souris KO pour le récepteur de sous-type M4 aucune diminution de
I'analgésie n'a été observée. Cependant, les souris KO pour les deux sous-types de récepteurs ne présentent
aucune analgésie suite a I'activation des mAChRs. Ainsi, les sous-types M2 et M4 sont impliqués dans I'inhibition
de la transmission de la douleur (Gomeza, Shannon, et al. 1999; Gomeza, Zhang, et al. 1999; Duttaroy et al.
2002; Wess et al. 2007; Chen et al. 2010, 2014).

Les récepteurs muscariniques sont aussi impliqués dans la cognition. Le récepteur muscarinique de sous-
type M1 joue un role particulier dans ces fonctions via son role dans la plasticité synaptique (Bubser et al. 2012).
Les souris KO pour le récepteur de sous-type M1 présentent des déficits dans les taches impliquant la mémoire
corticale ou une interaction cortex-hippocampe comme la mémoire de travail ou la mémoire sémantique. Elles ne
présentent cependant pas d'altération de la mémoire dépendante de I'hippocampe comme la mémoire de
référence spatiale (Anagnostaras et al. 2003; Bartko et al. 2011; Gould et al. 2015; Thomsen et al. 2018). Les
récepteurs de sous-type M1 sont donc essentiels a la transmission des informations du cortex vers I'hippocampe
et aux traitements de celles-ci. Les souris déplétées en récepteurs de sous-type M2 présentent des déficiences
de la mémoire de travail et dans leur capacité a adapter leur comportement aux situations. Les souris KO pour
les récepteurs de sous-type M2 présentent des déficits cognitifs comme dans la mémoire de travail ou la mémoire
spatiale. Chez ces souris, une altération de la plasticité synaptique a également été observée dans |'hippocampe.
Les récepteurs de sous-type M2 sont donc impliqués dans les fonctions cognitives (Seeger et al. 2004; Tzavara
et al. 2004; Bainbridge et al. 2008; Bubser et al. 2012; Thomsen et al. 2018). Le réle des mAChRs de sous-type
M3 dans la cognition reste a éclaircir. Les travaux de Poulin et collaborateurs ont montré une implication du
récepteur de sous-type M3 ainsi que sa phosphorylation dans le conditionnement de peur, alors que d’autres
études ne semblent pas aboutir aux mémes conclusions (Poulin et al. 2010; Bubser et al. 2012).

Le circuit neuronal de la récompense implique les corps cellulaires des neurones dopaminergiques
présents dans |'aire tegmentale ventrale ainsi que leurs projections dans le noyau accumbens. La libération de
dopamine dans le noyau accumbens a la suite de la prise de drogues contribue au phénomeéne d'addiction. Chez
les souris KO pour le récepteur de sous-type M4, il a été observé une activité dopaminergique accrue dans ce
noyau corrélée a un comportement addictogene accru. Par exemple, chez ces souris, I'auto-administration de
cocaine est augmentée ainsi que I'hyperactivité locomotrice en résultant (Tzavara et al. 2004; Schmidt et al.
2011). Des effets similaires d’augmentation du comportement addictogéne pour I'alcool ont été rapportés chez

ces souris (de la Cour et al. 2015). Ces résultats suggéerent une implication du récepteur de sous-type M4 dans
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le circuit de la récompense et un role dans les comportements d’addiction. Les récepteurs muscariniques de sous-
type M5 sont les seuls mAChRs détectés dans les neurones dopaminergiques de |'aire tegmentale ventrale. Chez
les souris déplétées en récepteurs de sous-type M5, il a été montré que les perturbations du comportement liées
a la cocaine et aux opioides sont réduites (Basile et al. 2002; Fink-Jensen et al. 2003; Steidl et Yeomans 2009).
De plus, une étude récente a montré que I'utilisation d’un modulateur allostérique négatif des récepteurs de sous-
type M5 peut diminuer I'auto-administration d‘alcool chez les rats ainsi que les rechutes du comportement
alcoolique, ce qui conforte le role du sous-type M5 dans I'addiction (Berizzi et al. 2018).

Dans le systéme nerveux autonome, les mAChRs sont impliqués dans certaines fonctions comme la
thermorégulation. L'activation des mAChRs avec un agoniste non sélectif, I'oxotrémorine M, entraine une
diminution de la température corporelle. Cette baisse de la température est moins importante chez les souris
déplétées génétiquement en récepteurs de sous-type M2 et M3 mais ne change pas chez les souris dépourvues
de sous-type M1, M4 ou M5. Ainsi, les récepteurs de sous-types M2 et M3 sont impliqués dans la thermorégulation
(Bymaster et al. 2003; Thomsen et al. 2018).

1.3.3.  Pharmacologie des mAChRs de mammiféres

La plupart des ligands actifs sur un récepteur se fixent sur le site orthostérique, se trouvant étre le site
de fixation du ligand endogéne. D'autres sites de fixation peuvent exister outre le site orthostérique, il s'agit des
sites allostériques. En se fixant au récepteur, un modulateur allostérique entraine une modification de la
conformation du récepteur et induit un changement dans I'affinité du site orthostérique pour un ligand (Kruse et
al. 2014; Bock et al. 2018; Jakubik et El-Fakahany 2020). Sur les mAChRs, le site orthostérique se situe au ceeur
des segments transmembranaires et est fortement conservé. Les sites allostériques se situent eux, au niveau des
boucles extracellulaires présentant une forte variabilité (Haga et al. 2012; Kruse et al. 2012; Dror et al. 2013;
Thal et al. 2016; Vuckovic et al. 2019).

La caractérisation pharmacologique repose sur |utilisation d’agonistes et d’antagonistes. Cependant, peu
d’agonistes présentent une sélectivité pour un sous-type de mAChRs. La discrimination pharmacologique entre
les sous-types repose donc sur l'utilisation d'antagonistes présentant une sélectivité plus importante pour un
sous-type donné (Ishii et Kurachi 2006). Les principaux agonistes non sélectifs des mAChRs utilisés pour leur
caractérisation sont |'acétylcholing, la muscarine et I'oxotrémorine M. D'autres agonistes sont également utilisés
dans la littérature comme la carbamylcholine (carbachol) ou la pilocarpine. Les antagonistes non sélectifs les plus
couramment utilisés pour bloquer les mAChRs sont |'atropine, la scopolamine et le QNB (3-Quinuclidinyl
benzilate). Les antagonistes couramment utilisés afin de bloquer avec une plus grande affinité un sous-type donné
sont : la pirenzépine pour le sous-type M1, I’AF-DX 116 pour le sous-type M2, le 4-DAMP pour le sous-type M3
et le tropicamide pour le sous-type M4 (Ishii et Kurachi 2006).

Les récepteurs muscariniques peuvent aussi étre la cible de diverses toxines peptidiques. Des toxines
provenant du venin du mamba vert Dendroapsis angusticeps et du mamba noir Dendroapsis polylepsis, appelées
neurotoxines muscariniques (MT), ont été caractérisées pour leur capacité a inhiber la fixation de ligand sur les
récepteurs muscariniques (Servent et Fruchart-Gaillard 2009; Servent et al. 2011). Les toxines MT1 - MT7
proviennent du mamba vert et les toxines MTa - MTy proviennent du mamba noir (Servent et Fruchart-Gaillard
2009; Servent et al. 2011). Les toxines MT7 et MT3 présentent une sélectivité pour les sous-types M1 et M4

respectivement. Les autres toxines, moins sélectives, peuvent se fixer a plusieurs sous-types. Par exemple, les
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toxines MT1, MT2 et MT4 peuvent se fixer avec la méme affinité sur les récepteurs de sous-types M1 et M4 et
avec une plus faible affinité sur les récepteurs de sous-types M2, M3 et M5. Certaines études ont montré que la
toxine MT1 pourrait agir comme un agoniste sur le récepteur de sous-type M1 et que la toxine MT2 serait un
agoniste des récepteurs de sous-types M1, M3 et M5. A l'inverse, les toxines MT3 et MT7 ne présentent qu’une
action antagoniste (Harvey et al. 2002; Bradley et al. 2003; Servent et Fruchart-Gaillard 2009; Servent et al.
2011). Les propriétés de ces toxines, et particulierement MT3 et MT7, en font des outils pharmacologiques

intéressants dans I'étude des mAChRs chez les vertébrés.

Systeme

Sous- . d’expression
Antagonistes e,
e ) / Références
sélectifs (pKi) .,
Lignée

cellulaire

Acétylcholine (4,32 £ 0,07), ,
. . . Jakubik et al.
Sous-type Carbachol (4,46 £ 0,11), Atropine (9,34 £ 0,04), Pirenzépine CHO 1997: Huane et al
M1 Oxotrémorine M (5,09 +0,13), Scopolamine (8,95 +0,31) (8,29 +0,12) ! & ’

2001
Pilocarpine (5,14 + 0,11)

Acétylcholine (4,33 £ 0,09), Kunysz et al. 1989;
Sous-type Carbachol (4,19 + 0,08), Atropine (8,95 + 0,02), AF-DX 116 CHO, Jakubik et al.
M2 Oxotrémorine M (4,92 + 0,09), Scopolamine (8,68 +0,08) (6,29 +0,03) 1321 N1 1997; Huang et al.

types de Agonistes (pKi) Antagonistes (pKi)
mAChR

Pilocarpine (4,92 + 0,04) 2001
Acétylcholine (4,54 £ 0,08), Dorje et al. 1991;
Sous-type Carbachol (4,42 + 0,06), Atropine (9,15 +0,11), 4-DAMP (9,28 CHO Jakubik et al.
[\ ] Oxotrémorine M (5,14 + 0,01), Scopolamine (9,41 £ 0,07) +0,02) 1997; Huang et al.
Pilocarpine (5,09 £ 0,01) 2001
Acétylcholine (4,49 £ 0,08), Jakubik et al.
Sous-type Carbachol (4,29 + 0,09), Atropine (8,94 £ 0.13), Tropicamide CHO, 1997; Huang et al.
M4 Oxotrémorine M (5,19 + 0,15), Scopolamine (9,47 +0,06) (6,86 +0,12) HEK293 2001; Croy et al.
Pilocarpine (5,22 + 0,19) 2016
Acétylcholine (4,64 + 0,07), Bolden et al. 1992;
Sous-type Carbachol (4,32 + 0,06), Atropine (8,29 +0,17), ML-381 (6,47 CHO Gentry et al. 2014;
M5 Oxotrémorine M (4,86 * 0,06), Scopolamine (8,7) +0,03) Berizzi et al. 2016;
Pilocarpine (4,83 + 0,05) Croy et al. 2016

Tableau 1 : Pharmacologie des récepteurs muscariniques humains présents dans les astrocytes de la lignée
cellulaire 1321 N1 et exprimés en systéme hétérologue (lignées cellulaires CHO ou HEK293). pKi = -log(Ki)
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Face a la difficulté de cibler les sous-types de mAChRs de facon sélective, I'utilisation des modulateurs
allostériques semble étre une approche prometteuse dans divers domaines comme la pharmacologie clinique. En
effet, a l'inverse du site orthostérique qui est trés conservé, les sites allostériques sont situés principalement dans
les boucles extracellulaires qui sont des régions peu conservées entre les mAChRs (Dror et al. 2013; Bock et al.
2018; Jakubik et El-Fakahany 2020). On peut classer les modulateurs allostériques en trois catégories : les
modulateurs allostériques positifs (PAM), les modulateurs allostériques négatifs (NAM) et les ligands allostériques
neutres (NAL). Les PAM augmentent I'affinité du site orthostérique pour un ligand et les NAM la diminuent. Les
NAL eux regroupent les composés se fixant sur le site allostérique induisant un changement de conformation du
récepteur, mais ne modifiant pas |'affinité du site orthostérique pour le ligand. Certains modulateurs allostériques
peuvent avoir une activité agoniste intrinséque, on parlera d’agoniste allostérique (Kruse et al. 2014; Bock et al.
2018). Les modulateurs allostériques présentent quatre caractéristiques majeures (Kruse et al. 2014; Bock et al.
2018). L'effet des modulateurs allostériques est saturable, leur activité n‘augmente pas au-dela d’une certaine
limite, et ce méme si la concentration en modulateur est augmentée. L'effet des modulateurs allostériques est
dépendant du ligand se fixant sur le site orthostérique. Par exemple, le LY2033298 agit sur le récepteur de sous-
type M2 comme un PAM pour I'oxotrémorine M, mais comme un NAM pour la xanoméline (Valant et al. 2012).
Ces modulateurs allostériques peuvent entrainer un agonisme biaisé. Cela signifie qu’en cas de fixation du
modulateur allostérique, le ligand orthostérique entrainera une signalisation différente ou incompléte. Par
exemple, le PAM VU029767 potentialise I'augmentation de la [Ca?*]i induite par |'activation du récepteur de sous-
type M1 en réponse a I’ACh. Cependant, I'activation de la phospholipase D en réponse a I’ACh est plus faible
lorsque le PAM est fixé sur le récepteur de sous-type M1 qu’en son absence (Marlo et al. 2009). Enfin, un
modulateur allostérique peut présenter une sélectivité pour un récepteur donné. Cette sélectivité peut se faire
par deux mécanismes : une faible conservation des séquences des sites allostériques d’'un mAChR a un autre ou
bien une coopérativité sélective différente entre le site allostérique et le site orthostérique pour un récepteur
donné (Kru