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AVANT-PROPOS

Au regard d'une population mondiale croissante et du besoin de garantir des rendements

agricoles suffisants pour la nourrir, mais aussi du besoin de la protéger de certaines maladies, les

produits phytosanitaires ont pris  une place capitale dans la société moderne. Ils  protègent les

cultures  de  nombreux  ravageurs  d'origines  fongique,  végétale  ou  animale,  et  permettent

également  de  lutter  contre  des  vecteurs  de  maladies  telles  que  le  paludisme.  Toutefois,  des

polémiques  liées  à  l'utilisation  des  produits  phytosanitaires  tels  que  les  insecticides

néonicotinoïdes ont émergé et ont conduit au bannissement de certaines formulations par l'Union

Européenne. Ces polémiques sont liées d'une part à la non spécificité des néonicotinoïdes, qui ont

eu des effets sur les ravageurs de cultures mais aussi sur des espèces non-cibles, notamment des

pollinisateurs tels que les abeilles. D'autre part, les connaissances sur les effets neurotoxiques des

néonicotinoïdes sur les insectes restent mal connus. En effet,  si  le mode d'action agoniste des

néonicotinoïdes  sur  leur  cible  neuronale,  les  récepteurs  cholinergiques  de  type  nicotinique

(nAChRs), est bien documenté, les connaissances sur les mécanismes moléculaires et cellulaires

qui entrent en jeu dans la modulation de leurs effets restent faibles. Pourtant, ces mécanismes

pourraient expliquer l'apparition de phénomènes de résistance aux néonicotinoïdes.

Au  cours  de  cette  thèse,  nous  nous  sommes  intéressés  au  rôle  des  voies  de  régulation

intracellulaire impliquant le calcium dans la modulation des effets de différents agonistes sur les

nAChRs neuronaux d'un insecte,  la blatte américaine.  Plus précisément,  nous avons cherché à

savoir comment ces voies régulent les effets agonistes de la nicotine, mais aussi de la clothianidine

(néonicotinoïde)  et  du  sulfoxaflor  (insecticide  dérivé  des  sulfoximines)  sur  deux  sous-types  de

nAChRs insensibles à l'α-BGT nommés nAChR1 et nAChR2. 





TABLE DES MATIÈRES

Liste des abréviations..........................................................................................................................1

Introduction Générale.............................................................................................................5

I. Les récepteurs à l’acétylcholine de type nicotinique de vertébrés..........................7

1. Historique................................................................................................................................7

2. Structure et fonction des nAChRs de vertébrés......................................................................8

2.1. Sous-unités constituant un nAChR de vertébré.....................................................................8

2.2. Pore ionique.....................................................................................................................10

2.3. Site de liaison à l'ACh........................................................................................................11

2.4. États d'ouverture du nAChR..............................................................................................13

3. Composition en sous-unités et classification pharmacologique des nAChRs de vertébrés. 14

4. Modulation allostérique des nAChRs de vertébrés..............................................................15

4.1. Modulateurs allostériques positifs et agonistes allostériques...............................................16

4.2. Modulateurs allostériques négatifs....................................................................................17

4.3. Modulateurs allostériques silencieux.................................................................................18

5. Modulation des nAChRs de vertébrés par le calcium et les voies intracellulaires calcium-

dépendantes.............................................................................................................................18

5.1. Régulation des niveaux de calcium intra-neuronaux............................................................18

5.1.1. Rôle du calcium au niveau synaptique..............................................................................18

5.1.2. Flux calcique au travers des nAChRs.................................................................................19

5.2. Modulation directe des nAChRs par le calcium...................................................................20

5.3. Modulation des nAChRs de vertébrés par la voie des protéine-kinases C..............................22

5.3.1. Généralités sur les protéines kinases C ............................................................................22

5.3.2. Implication des PKC dans la modulation des nAChRs neuronaux de vertébrés..........................24

5.4. Modulation des nAChRs de vertébrés par la calmoduline et les kinases dépendantes...........26

5.4.1. Généralités sur la calmoduline........................................................................................26

5.4.2. Régulation CaM-dépendante des nAChRs neuronaux de vertébrés........................................28



5.5. Modulation des nAChRs de vertébrés par la voie de l'AMP cyclique.....................................30

5.5.1. Généralités sur l'AMP cyclique........................................................................................30

5.5.2. nAChRs neuronaux de vertébrés et voie AMPc/PKA............................................................32

II. Caractérisation des nAChRs neuronaux d'insectes....................................................36

1. Diversité des sous-unités de nAChRs d'insectes...................................................................36

2. Composition en sous-unités, pharmacologie et réponse aux insecticides...........................38

2.1. Caractérisation des propriétés pharmacologiques des nAChRs d’insectes par des approches

électrophysiologiques.............................................................................................................38

2.2.  Caractérisation  des  propriétés  pharmacologiques  des  nAChRs  d’insectes  par  des  tests  de

liaison par affinité...................................................................................................................39

2.3. nAChRs d'insectes, cible des insecticides néonicotinoïdes...................................................40

2.3.1. Structure et mode d'action des néonicotinoïdes.................................................................40

2.3.2. Composition en sous-unités des nAChRs sensibles/insensibles aux néonicotinoïdes..................42

2.3.3. nAChRs d'insectes et résistance aux néonicotinoïdes...........................................................45

3. Modulation allostérique des nAChRs d'insectes et autres invertébrés................................46

4. Modulation calcium-dépendante des nAChRs d'insectes.....................................................47

III. Présentation de la structure d'accueil et objectifs de thèse.................................53

Matériels et méthodes..........................................................................................................57

I. Modèle biologique : la blatte Periplaneta americana...............................................59

II. Préparation des neurones DUM......................................................................................60

III. Patch-clamp en configuration "cellule entière"........................................................61

1. Principe de la technique........................................................................................................61

2. Protocole adapté aux neurones DUM de P. americana........................................................62

IV. Imagerie calcique ratiométrique....................................................................................63

1. Principe de la technique........................................................................................................63

2. Protocole adapté aux neurones DUM de P. americana........................................................63



Chapitre I : Mode d'action du sulfoxaflor sur les nAChRs insensibles à l'α-bungarotoxine,

nAChR1 et nAChR2: effet inhibiteur de l'imidaclopride..............................................................67

I. Synthèse de l'article.............................................................................................................69

II. Article publié.........................................................................................................................71

Chapitre II : Effets d'un analogue du diacylglycérol, le 1,2-dioctanoyl-sn-glycérol (DiC8),

sur  les  courants  induits  par  la  nicotine  et  la  clothianidine  à  travers  des  récepteurs

nicotiniques insensibles à l'α-bungarotoxine exprimés dans les neurones DUM de blatte...79

I. Synthèse de l'article.............................................................................................................81

II. Article publié.........................................................................................................................83

Chapitre III : Identification de CaMKK/AMPK comme une voie intracellulaire calcium-

dépendante régulant les courants nicotiniques...........................................................................93

I. Synthèse de l'article.............................................................................................................95

II. Article non publié................................................................................................................97

Discussion et Perspectives................................................................................................139

Liste des figures et des tableaux.....................................................................................................149

Références bibliographiques...........................................................................................................151

Annexes............................................................................................................................................179





Liste des abréviations

LISTE DES ABRÉVIATIONS

AC adénylylcyclase

ACE acétamipride

ACh acétylcholine

AChBP "acetylcholine-binding protein"

ALS "alpha-like subunit"

AMPA acide 2-amino-3-(5-méthyl-3-hydroxy-1,2-oxazol-4-yl)propanoïque

AMPc AMP cyclique

AMPK "AMP-activated protein kinase"

aPKC PKC "atypique"

α-BGT α-bungarotoxine

C1-4 domaines non-variables constituant une PKC

CaM "Ca2+-modulated protein" ou calmoduline

CaMK "Ca2+/CaM-dependent protein kinases" ou CaM-kinases

CaMKK CaMK-kinase

Cdz calmidazolium

CICR "calcium-induced calcium release"

CLT clothianidine

cPKC PKC "classique" ou "conventionnelle"

CREB "cAMP response element-binding protein"

DAG diacylglycérol

DhβE dihydro-β-érythroïdine

DiC8 "1,2-dioctanoyl-sn-glycérol"

DIN dinotéfurane

DM dorsomorphine

DMPP  1,1-diméthyl-4-phénylpipérazinium

d-TC d-tubocurarine

DUM "dorsal unpaired median"

EPI épibatidine

GC guanylylcyclase
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Liste des abréviations

GMPc guanosine monophosphate cyclique

HEK-293 "human embryonic kidney cell line"

H-89 N-[2-(p-bromocinnamylamino)ethyl]-5-isoquinolinesulfonamide

5-HI 5-hydroxyindole

5-HT3  5-hydroxytryptamine

IICR "IP3-induced calcium release"

IMI imidaclopride

IP3 inositol-triphosphate

IP3R récepteur à l'inositol-triphosphate

KN-62 dérivé de l'isoquinolinesulfonamide, inhibiteur de CaMKII

KN-93 dérivé de l'isoquinolinesulfonamide, inhibiteur de CaMKII

LGCC "ligand gated calcium channel" ou canal calcique activé par un ligand

LGIC "ligand gated ion channel" ou canal ionique activé par un ligand

LP liquide physiologique

Mec mécamylamine

MLA méthyllicaconitine

MLCK "myosin light chain kinase" ou kinase des chaînes légères de myosine

nAChR récepteur cholinergique de type nicotinique

nAChRD "desensitizing nAChR"

nAChRN "non desensitizing nAChR"

NAM "negative allosteric modulator" ou modulateur allostérique négatif

NIC nicotine

NIT nitenpyram

NMDA N-méthyl-D-aspartate

nPKC PKC "nouvelle"

PAM "positive allosteric modulator" ou modulateur allostérique positif

PC12 lignée cellulaire du phéochromocytome

PDE phosphodiestérase

PIP2  phosphatidylinositol-4,5-biphosphate

PKA protéine kinase A

PKC protéine kinase C

PKG protéine kinase dépendante de la GMP
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Liste des abréviations

PLC phospholipase C

RE réticulum endoplasmique

RyR "récepteur à la ryanodine"

SAM "silent allosteric modulator" ou modulateur allostérique silencieux

SERCA "sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase"

SFX sulfoxaflor

STO-609  acide 7-oxo-7H-benzimidazo[2,1-a]benz[de]isoquinoline-3-carboxylique

THI thiaclopride

TM1-4 segments transmembranaires des sous-unités composant un nAChR

TMX thiamétoxam

TNF facteur de nécrose tumorale

VGCC "voltage-gated calcium channel" ou canal calcique voltage-dépendant

W7  N-(6-aminohexyl)-5-chloro-1-naphthalène-sulfonamide
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Introduction générale

I. Les récepteurs à l’acétylcholine de type nicotinique de vertébrés

1. Historique

Les premiers travaux ayant permis la découverte des récepteurs à  l’acétylcholine de type

nicotinique (nAChRs) ont été menés sur des modèles vertébrés, au début des années 1900. John

Newport Langley a d'abord observé que l'application de nicotine (NIC) sur le muscle gastrocnémien

de la grenouille  provoquait  sa contraction tonique (Langley,  1908).  Il  a proposé l'existence,  au

niveau  du  muscle,  de  "radicules  réceptifs"  auxquels  se  combinait  la  NIC  pour  provoquer  la

contraction musculaire. L'application de curare, dont les effets paralysant ont été découverts en

1848  par  Claude  Bernard,  inhibe  également  la  contraction  du  muscle  en  présence  de  NIC.

Quelques années plus tard, en 1921, Otto Loewi (Prix Nobel de physiologie ou médecine avec

Henri H. Dale, en 1936) stimule le nerf vague parasympathique du cœur de grenouille et voit que la

transmission  de  l’excitation  nerveuse,  au  niveau  des  terminaisons  nerveuses,  se  fait  par  voie

chimique : c’est la découverte de l’acétylcholine (ACh). Dale a ensuite démontré que l'ACh était

libérée à la jonction neuromusculaire et qu'elle était impliquée dans la contraction volontaire du

muscle squelettique (Dale  et al., 1936). Dans les années 1970, les travaux de recherche se sont

appuyés  sur  des  modèles  comme  l'anguille  Electrophorus  electricus et  la  torpille  Torpedo

marmorata.  Ces  poissons  possèdent  un  organe  électrique  muni  de  milliards  de  terminaisons

nerveuses qui produisent de l'ACh. En se basant sur des recherches antérieures de Lee portant sur

les venins de serpents (Lee & Tseng, 1966), Changeux a d'abord testé l'α-bungarotoxine (α-BGT),

une toxine issue de  Bungarus multicinctus,  sur l'anguille (Changeux  et al.,  1970). L'α-BGT était

capable de bloquer l'action d'un agoniste cholinergique, la carbamylcholine, sur l'électroplaque

isolée  (in  vivo),  et  sur  des  fragments  de  membranes  (in  vitro),  permettant  l’identification  du

récepteur à l’ACh. Peu de temps après, la protéine a pu être purifiée (Kasai & Changeux, 1971 ;

Olsen et al., 1972 ; Meunier et al., 1974) et son poids moléculaire, déterminé (Hucho & Changeux,

1973). Au même moment, une protéine réceptrice cholinergique similaire a été identifiée dans le

tissu de l'organe électrique de torpille (Cartaud et al., 1973). La détermination de la séquence de

sa sous-unité liant l'ACh a été entreprise à la fin des années 1970 (Devillers-Thiéry et al., 1979). Un

clone  codant  pour  la  sous-unité  α  a  été  identifié,  puis  utilisé  pour  comprendre  l'organisation
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transmembranaire du polypeptide (Giraudat et al., 1982 ; Devillers-Thiéry et al., 1983). Le premier

récepteur fonctionnel a été cloné à partir de Torpedo californica et exprimé dans des ovocytes de

xénope (Mishina et al., 1984). Il était composé de 4 sous-unités nommées α, β, ɣ et δ en fonction

de leurs poids moléculaires.

Les  nAChRs  appartiennent  à  la  super  famille  des  récepteurs  canaux  ("ligand-gated  ion

channel" ou LGIC en anglais) activés par un ligand endogène, l’ACh ou exogène, la NIC. (Collingridge

et al., 2009). L'activation du récepteur provoque l'ouverture du canal puis permet le passage de

cations de part et d'autres de la membrane cellulaire (Na+ et Ca2+ entrants, K+ sortant).

2. Structure et fonction des nAChRs de vertébrés

2.1. Sous-unités constituant un nAChR de vertébré

Alors que les nAChRs musculaires, situés au niveau de la jonction neuro-musculaire, jouent

un rôle  dans  la  contraction  musculaire,  les  nAChRs  neuronaux  sont  présents  dans  le  système

nerveux central et sont impliqués dans la transmission synaptique rapide. La structure des nAChRs

de  vertébrés  a  été  observée  par  microscopie  électronique  à  haute  résolution  chez  la  torpille

(Unwin, 2005 ; Sine & Engel, 2006). Il s'agit d'un assemblage de 5 sous-unités transmembranaires

organisées  autour  d'un  pore central.  Le  pentamère formé par  ces  sous-unités  a  une longueur

totale de 160 Å et un diamètre de 80 Å. Il est constitué d'un domaine extracellulaire sur lequel se

trouve le site de fixation de l’ACh, d’un domaine transmembranaire et d'un domaine intracellulaire

qui  peut posséder des boucles de phosphorylation/déphosphorylation (Figure 1A).  Le domaine

extracellulaire a une hauteur de 70 Å et est composé de 10 feuillets β et d'une hélice α-amino-(N)-

terminale contenant un pont disulfure reliant deux cystéines.  Le domaine transmembranaire a

quant à lui une hauteur d'environ 30 Å, et le domaine intracellulaire est formé de plusieurs hélices

α (Sine & Engel, 2006).

Une sous-unité consiste en un assemblage de 4 segments transmembranaires α-hélicoïdaux

numérotés de TM1 à TM4 (Figure 1B). Le segment TM1 porte la chaîne N-terminale extracellulaire,

hydrophobe. Les segments TM2 sont impliqués dans la délimitation du pore ionique. Une large

boucle intracellulaire relie TM3 et TM4 et présente des sites potentiels de phosphorylation (Itier &

Bertrand, 2001). Enfin, TM4 porte une chaîne C-terminale extracellulaire.

8
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Deux types de sous-unités existent. Les sous-unités α possèdent deux cystéines adjacentes en

position 192-193 sur le domaine N-terminal, alors que les sous-unités non-α ou β ne les possèdent

pas (Figure 1B) (Noda  et al.,  1982 ;  Sumikawa  et al.,  1982).  Une exception importante à cette

classification concerne les nAChRs musculaires de vertébrés, pour lesquels les sous-unités ont été

nommées α, β, ɣ ou ε et δ, en fonction de leur poids moléculaire (Popot & Changeux, 1984). Elles

sont disposées dans l'ordre α1ɣα1β1δ (Karlin, 2002) et le stade de développement de l'animal peut

modifier la composition, comme en témoigne le remplacement de la sous-unité ɣ d'un muscle

fœtal de bœuf par la sous-unité ε chez l'adulte (Mishina et al., 1986).

Aujourd'hui,  17  sous-unités  de  nAChRs  sont  connues  chez  les  vertébrés  (Millar  &  Gotti,

2009) :  α1-10,  β1-4,  ɣ, ε et δ. Les récepteurs formés par l'assemblage de ces sous-unités peuvent

être  homomériques  (sous-unités  identiques)  ou  hétéromériques  (sous-unités  différentes).

Cependant, un nombre relativement peu élevé de combinaisons semble donner des récepteurs

natifs fonctionnels (Millar, 2003).  Ils sont composés des sous-unités α2-10 et β2-4 (Role, 1992 ;

Sargent, 1993 ; Karlin, 1993). Des études électrophysiologiques menées sur des nAChRs de rats ont

9

Figure  1 : Structure  d'un  nAChR  musculaire  de  Torpedo  marmorata.  (A)  Organisation  des  différents
domaines du nAChR : domaine extracellulaire portant le site de liaison à l'ACh, domaine transmembranaire
et domaine intracellulaire (modifié d'après Sine & Engel, 2006). La sous-unié α est représentée en orange,
les autres sous-unités en bleu ciel et le pore ionique en bleu foncé. (B) Schématisation d'un nAChR (haut) et
de la composition d'une sous-unité α (bas). "TM", segment transmembranaire ; "C", résidu cystéine ; "P",
site de phosphorylation.
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permis de démontrer que les sous-unités α2, α3 et α4 sont capables de s'assembler avec la sous-

unité β2 pour former des récepteurs fonctionnels α2β2 (Wada et al., 1988 ; Kouvatsos et al., 2016),

α3β2 et α4β2 (Boulter  et al.,1987). Les sous-unités α7, α8 et α9 sont capables de former des

homopentamères fonctionnels (Cooper et al., 1991 ; Elgoyhen et al., 1994). En revanche, les sous-

unités α3 (Vernallis et al., 1993), α5 (Vernallis et al., 1993 ; Ramirez-Latorre et al., 1996) et α6 (Le

Novère  et al., 1996) forment des hétéropentamères. Le rôle des sous-unités α5 et β3 demeure

assez flou. Elles semblent avoir un rôle structural car elles doivent être exprimées avec d'autres

sous-unités α et β pour former des pentamères fonctionnels, comme α5α4β3 et α3β4β3 (Ramirez-

Latorre et al., 1996 ; Groot-Kormelink et al., 1998). Cette complexité dans la composition en sous-

unités des récepteurs se retrouve également avec α7 qui peut former des récepteurs α7β2 (Anand

et al., 1993 ; Azam et al., 2003 ; Moretti  et al., 2014 ; Thomsen et al., 2015) et α9, qui peut par

exemple former des hétéropentamères fonctionnels α9α10 (Elgoyhen  et al., 2001 ; Filchakova &

McIntosh, 2013).

2.2. Pore ionique

Le pore ionique du nAChR (Figure 2) est constitué des hélices α des segments TM2, ainsi que

par les parties supérieures des hélices α des segments TM1 (Corringer et al., 2000 ; Unwin, 2005).

Il a un diamètre d'environ 25 Å à l'entrée extracellulaire du canal et se rétrécit à environ 6 Å dans le

domaine  transmembranaire  (Unwin  & Fujiyoshi,  2012).  Les  acides  aminés  des  segments  TM2

forment des anneaux chargés négativement qui sont impliqués dans la sélectivité ionique du canal

(Corringer et al., 2000 ; Itier & Bertrand, 2001). La mutation en arginine de la leucine en position

251 sur la sous-unité α1 du récepteur musculaire affecte la sélectivité ionique en apportant une

charge positive dans le segment TM2, rendant le récepteur sélectif pour les anions et permettant

un passage des ions Cl- (Cetin et al., 2019). Les acides aminés formant des anneaux hydrophobes

chargés positivement ont un rôle dans les états de repos (fermeture) et d'activation (ouverture) du

canal. La mutation des acides aminés situés dans le domaine TM2 est donc susceptible d'altérer la

dynamique d'ouverture et de fermeture du pore ionique. Par exemple, lorsque la leucine et la

valine en positions respectives 9 et 13 du domaine TM2 du récepteur α910 de rat sont mutées en

thréonine (acide aminé hydrophile), le récepteur recombinant exprimé en ovocyte de xénope a un

temps d'ouverture plus long (Plazas et al., 2005).

10
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2.3. Site de liaison à l'ACh

Le site de liaison à l'ACh du nAChR (Figure 3) est une "poche" localisée à l'interface entre deux

sous-unités α ou entre une sous-unité α et une sous-unité non- α (Karlin, 2002). Un nAChR peut

donc héberger jusqu'à 5 sites de liaison. Les boucles A, B et C de la région N-terminale de la sous-

unité  α  contiennent  plusieurs  résidus  formant  la  composante  majeure  du  site  de  liaison.  Ces

résidus sont Tyr93 (boucle A), Trp149 (boucle B), Tyr190, Tyr198 et les deux cystéines en positions 192 et

193 (boucle C) (Arias, 1997). Ils ont été identifiés sur le récepteur musculaire de l'organe électrique

de torpille et sont conservés pour l'ensemble des sous-unités α de vertébrés (Karlin, 2002 ; Celie et

al., 2004). Seule la tyrosine est remplacée par un aspartate en position 190 dans la sous-unité α5

des  récepteurs  neuronaux.  Des  résidus  provenant  des  boucles  D,  E  et  F  de  la  sous-unité

complémentaire  forment  la  composante  complémentaire  du  site  de  liaison :  l'aspartate  et  le

glutamate (boucle D), la thréonine ou la tyrosine (boucle E) et le tryptophane (boucle F) (Dennis et

al., 1988 ; Arias, 1997). Les résidus Trp53, Leu112 et Met114 sont impliqués dans la liaison de l’ACh

(Celie et al., 2004).
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Figure 2 : Anneaux formés par les résidus des segments TM2 d'un pore ionique de nAChR (modifié d'après
Corringer et al., 2000). Les anneaux  extracellulaire, intermédiaire et intracellulaire (en rouge) sont chargés
négativement et sont impliqués dans la sélectivité ionique du canal. Les anneaux hydrophobes (en vert)
jouent un rôle dans les états d'ouverture et de fermeture du canal. Les résidus formant les anneaux sont
indiqués dans les encadrés sur la chaîne TM2 gauche.
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Figure 3 : Schéma du site de liaison à l'ACh (d'après Arias, 1997 et Celie et al., 2004). Les boucles A, B, C de
la sous-unité principale (α) et D, E, F de la sous-unité complémentaire (cpl) sont représentées.

La découverte et la cristallisation d'une protéine soluble secrétée par les cellules gliales de la

limnée Lymnaea stagnalis, l’AChBP (acetylcholine-binding protein) (Smit  et al., 2001, 2003 ; Brejc

et al., 2001), a permis d'étudier le site de liaison à l'ACh des nAChRs et les interactions ligand-

protéine. L'AChBP a également été retrouvée chez d'autres gastéropodes (Hansen  et al.,  2004 ;

Celie et al., 2005) et un ver marin (Billen et al., 2012). L’AChBP forme un homopentamère de 210

résidus de longueur, homologue du domaine extracellulaire N-terminal des nAChRs, mais elle ne

possède  ni  domaine  transmembranaire,  ni  domaine  intracellulaire  (Figure  4).  La  composante

principale du site de liaison est caractérisée par des boucles comportant des résidus aromatiques

(Brejc et al., 2001 ; Olsen et al., 2014 ; Wu et al., 2015) : la Tyr89 est contenu dans la boucle A,  les

Trp143 et Trp145 dans la boucle B et les  Tyr185, Tyr192 et la double-cystéine Cys187-188 dans la boucle C.

La composante secondaire implique les résidus Trp53, Gln55 (boucle D), Arg104, Val106, Leu112, Met114

(boucle E) et Tyr164 (boucle F). Les résidus aromatiques Tyr89,Tyr185,Tyr164 et Trp53 forment la moitié

inférieure de la cavité. Les parois de la cavité sont formées par les résidus Tyr192, Trp143, Met114,

Gln155 ainsi que par les cystéines Cys187-188 et la chaîne principale de Trp145. Enfin, les résidus Arg104,

Val106 et Leu112 forment la partie supérieure du site de liaison (Brejc et al., 2001). Récemment, des

expériences sur les domaines extracellulaires de sous-unités α2 humaines exprimées dans la levure

Pichia pastoris ont révélé que ces derniers étaient capables de former des homopentamères liant

un agoniste,  l'épibatidine  (EPI ;  Kouvatsos  et  al.,  2016).  Ces  pentamères  présentent  une  forte

similitude  structurelle  avec  l'AChBP,  et  pourraient  donc  aussi  fournir  des  informations  sur  les

interactions ligand-récepteur.

12



Introduction générale

2.4. États d'ouverture du nAChR

Au repos, le nAChR libre de ligand est à l'état "fermé". Le canal a une forme d'entonnoir et

présente une partie plus étroite constituée par les résidus Gly240, Glu241, Lys242 des boucles α, et les

résidus  Met243 et  Thr244 du  segment  TM2.  La  mutation  de  ces  résidus  a  révélé  que  ces  ions

formaient une sorte de "barrière" obturant le canal (Wilson & Karlin, 1998). La liaison d'un ligand

donne lieu à des changements de conformation spatiale du récepteur conduisant à l'ouverture du

canal (Figure 5). Plus précisément, lorsqu'un ligand se fixe au site de liaison, la boucle C se déforme

pour l'emprisonner (Sine & Engel, 2006). Ceci entraîne la rotation des feuillets β dans le domaine

extracellulaire, suivie d'une rotation horaire de 15-16° des hélices contenues dans les segments

TM2 (Sansom, 1995 ; Unwin et al., 2002). Les résidus de la barrière ionique s'écartent alors, et le

diamètre du canal à ce niveau passe de 3 à 8 Å, permettant le passage des ions (Sine & Engel,

2006). Quand le ligand est appliqué de manière prolongée sur le site de liaison, le récepteur entre

dans un état non-conducteur dit "désensibilisé" (Figure 5). Lors de cette phase, la barrière ionique

ne se limite plus à la région Gly240-Lys242, mais s'étend de Gly240 à Leu250 (Wilson & Karlin, 2001). Le

récepteur retourne ensuite à un état fermé et recouvre sa sensibilité au ligand.
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Figure  4 : Modélisation de la structure de l'AChBP de  L. stagnalis (modifié d'après Brejc  et al., 2001). A
gauche, les composantes principale (+) et secondaire (-) du site de liaison. A droite, représentation des
résidus impliqués dans la formation du site de liaison.
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3. Composition en sous-unités et classification pharmacologique des nAChRs de 
vertébrés

L'utilisation  de  l’α-BGT  comme  antagoniste  a  mené  à  la  définition  de  deux  classes

pharmacologiques différentes au sein des nAChRs de vertébrés :  les récepteurs sensibles et les

récepteurs insensibles à l'α-BGT (Le Novère et al., 2002a). Les premiers nAChRs sensibles à l' α-BGT

ayant été caractérisés sont homomériques et sont exclusivement constitués soit de sous-unités α7

(Couturier et al., 1990 ; Chen & Patrick, 1997 ; Frazier et al., 1998 ; Drisdel & Green, 2000) soit de

sous-unités α8 (Gerzanich  et  al.,  1994 ;  Gotti  et  al.,  1994) soit  α9 (Elgoyhen  et al.,  1994).  Les

résidus en position 184-191 de la sous-unité sont impliqués dans l'interaction du récepteur avec l'

α-BGT (Levandoski  et al.,  1999).  Cependant,  d'autres études mettent en évidence des nAChRs

hétéromériques  sensibles  à  l'  α-BGT,  comme  le  récepteur  musculaire  embryonnaire  (α)2βɣδ

(Mishina  et al.,  1984),  dont la sous-unité α permet la liaison de l'α-BGT (McLane  et al.,  1990 ;

Caffery  et al., 2009). Chez le poulet, les sous-unités  α7 et  α8 sont capables de s'assembler en

hétéropentamères  présentant  une  sensibilité  à  l'α-BGT  (Keyser  et  al.,  1993).  Les  nAChRs

insensibles à l'α-BGT sont hétéromériques et formés par la combinaison des sous-unités α2-α6 et

β2-β4  (Deneris  et  al.,  1991 ;  Le  Novère  et  al.,  2002a ;  Gotti  et  al.,  2009).  Par  exemple,  les

récepteurs α2β2, α3β2 et α4β2 exprimés en ovocyte de xénope ne sont pas bloqués par l'α-BGT

(Wada et al., 1988 ; Boulter et al., 1987).
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Figure 5 : Changements de conformation d'un nAChR et organisation des résidus du pore ionique aux états
fermé,  ouvert  et  désensibilisé  (modifié  d'après Wilson  & Karlin,  2001).  Le  remplissage noir  représente
l'étendue de la barrière ionique. Les résidus délimitant la barrière sont indiqués en gras.
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Outre la distinction entre nAChRs sensibles et insensibles à l'α-BGT, la composition en sous-

unités  peut  aussi  avoir  un  impact  sur  la  pharmacologie  des  récepteurs  vis-à-vis  de  différents

agonistes et antagonistes. Les récepteurs humains α2β2, α2β4, α3β2, α3β4, α4β2, α4β4 et α7 ont

été exprimés en ovocyte de xénope et différents agonistes et antagonistes ont été testés (Chavez-

Noriega et al., 1997). Comparée à la NIC et à l'ACh, les effets agonistes de la cytisine sont moins

efficaces sur les récepteurs contenant des sous-unités β2, et le récepteur α3β2 semble être plus

sensible au 1,1-diméthyl-4-phénylpipérazinium (DMPP) qu'à la NIC. Les récepteurs α2β2 et α4β2

sont inhibés de 50% par la mécamylamine (Mec) alors que α2β4 et α4β4 le sont de 80%. Enfin, les

récepteurs α4β2 et α4β4,  à l'inverse de α3β4 et α7,  sont davantage inhibés par  la dihydro-β-

érythroïdine (DhβE) que par la d-tubocurarine (d-TC). La mutation Val273Thr de la sous-unité β3

rend le récepteur α3β4β3 plus sensible à l'ACh (Groot-Kormelink  et al., 1998). La stœchiométrie

(proportion de sous-unités identiques composant le pentamère),  peut également influencer les

propriétés pharmacologiques des nAChRs hétéromériques. C'est le cas de la sous-unité β2 des

récepteurs α4β2 exprimés dans des cellules HEK-293 ("human embryonic kidney") : les récepteurs

(α4)2(β2)3 sont  plus  sensibles  à  l'ACh que  les  récepteurs  (α4)3(β2)2 (Nelson  et  al.,  2003).  Des

récepteurs humains (α2)3(β2)2 exprimés en ovocytes de xénope et cette stoechiométrie oblige au

moins deux sous-unités α2 à se suivre sur le pentamère, or la mutation du résidu Trp84 de la

boucle  D  de  la  sous-unité  α2  elle-même  réduit  les  courants  induits  par  l'ACh,  démontrant

l'existence d'un site de liaison formé par deux sous-unités α2 (Kouvatsos et al., 2016). De plus, la

mutation du résidu Tyr199 (boucle F) de la sous-unité α2 complémentaire en phénylalanine affecte

également les courants induits par l'ACh (Kouvatsos et al., 2016). Ainsi, l'ordre d'enchaînement des

sous-unités sur un pentamère influe également sur la pharmacologie des nAChRs.

4. Modulation allostérique des nAChRs de vertébrés

Le concept  de modulation allostérique est  né des recherches de Jacques Monod, Jeffries

Wyman et Jean-Pierre Changeux, qui  ont établi  un modèle enzymatique dans les années 1960

(Monod  et al.,  1965).  Dans ce modèle, une molécule qui  se fixe à un site d'une protéine,  est

capable de modifier la fixation et l'action d'une molécule se fixant à un autre site de la même

protéine. Les modulateurs allostériques des nAChRs sont donc des molécules capables de modifier

l'action  de  l'ACh  ou  d'un  agoniste  en  interagissant  avec  un  site  distinct  du  site  de  liaison
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orthostérique, modifiant de cette manière la pharmacologie du récepteur. La céruléotoxine, par

exemple,  illustre  le  propos :  issue  du  venin  de  serpent  Bungarus  caeruleus,  elle  inhibe  la

dépolarisation de l'électroplaque de torpille sans pour autant se fixer au site de liaison de la NIC

(Bon & Changeux, 1975). Selon leur site de liaison et leurs effets sur le récepteur, les modulateurs

allostériques des nAChRs peuvent être divisés en 3 classes (Chatzidaki & Millar, 2015) présentées

ci-dessous.

4.1. Modulateurs allostériques positifs et agonistes allostériques

Les modulateurs allostériques positifs (PAM : "positive allosteric modulators") sont connus

pour augmenter l'amplitude des courants induits par les agonistes orthostériques. L'efficacité de

l'agoniste est augmentée grâce à la réduction de la barrière énergétique entre les états ouvert et

fermé du récepteur, ou grâce à son augmentation entre les états ouvert et désensibilisé. Les PAM

sont actuellement divisés en deux types nommés I et II. Le type II se distingue du type I car en plus

d'augmenter l'amplitude des courants, il a un effet sur la désensibilisation du récepteur (Chatzidaki

et al., 2015). Plusieurs molécules peuvent agir comme des PAM chez les vertébrés, notamment au

niveau  des  récepteurs  α7.  C'est  par  exemple  le  cas  de  l'ivermectine,  un  anthelminthique  qui

n'affecte pas la cinétique de désensibilisation du nAChR et classé comme PAM de type I (Krause et

al., 1998; Sattelle et al., 2009). La génistéine, le 5-hydroxyindole (5-HI) et le NS-1738 ont également

été classés PAM de type I (Grønlien et al., 2007; Sattelle et al., 2009). Le PNU-120596 (Hurst et al.,

2005 ; Grønlien et al., 2007), le TQS (Grønlien et al., 2007) le A-867744 (Faghih et al., 2009 ; Malysz

et al., 2009) et le JNJ-1930942 (Dinklo et al., 2011) ont quant à eux été décrits comme appartenant

au type II car ils induisent une forte désensibilisation du récepteur.

Si  les  PAM ont  été  séparés  en types  I  et  II  selon leurs effets  sur  la  désensibilisation des

nAChRs, il semble qu'au moins pour les récepteurs α7 d'humain, les deux types soient susceptibles

d'affecter la dynamique structurale. Récemment, des travaux ont démontré que des représentants

du  type  I  (NS-1738)  comme  du  type  II  (PNU-120596)  provoquent   l'augmentation  du  temps

d'ouverture et des ouvertures successives du récepteur α7 humain (Andersen  et al., 2016). Des

PAM de récepteurs de vertébrés contenant d'autres sous-unités que l'α7 ont aussi été étudiés, tels

que la galantamine pour la sous-unité  α4 (Inden et al., 2016), l'éthanol pour  α6 (Gao et al., 2019)

ou encore le levamisole et le morantel  pour des nAChRs humains α3β2 et  α3β4 exprimés en
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ovocyte de xénope (Levandoski et al., 2003). A faible concentration, le morantel est aussi un PAM

des récepteurs α3β2 de rat (Wu et al., 2008 ; Chrisman et al., 2014). La protéine endogène Pr-lynx1

de  la  luciole  Pyrocoelia  rufa se  fixe  aux  nAChRs  de  manière  non-compétitive  et  augmente

l'amplitude des courants induits par la NIC (Choo et al., 2008). Le gène codant pour lynx1 avait été

identifié dans le cerveau de la souris et possédait le motif caractéristique de la famille de gènes Ly-

6/neurotoxines à laquelle appartient l'α-BGT (Miwa  et al.,  1999). Ainsi, l'application  in vitro de

lynx1 sur des nAChR α4β2 exprimés en ovocyte de xénope augmente les courants induits par l'ACh.

Mais son identification in vivo comme PAM est venue plus tard, quand les récepteurs exprimés par

des  mutants  nuls  de  souris  pour  lynx1 ont  exprimé  une  sensibilité  et  une  dynamique  de

désensibilisation réduites en présence de NIC (Miwa et al., 2006).

D'autres molécules telles que le 4BP-TQS sont des agonistes allostériques et se fixent à un site

transmembranaire pour activer les récepteurs α7 sans requérir la fixation d'un ligand orthostérique

(Gill et al., 2011). A forte concentration, la génistéine et le 5-HI peuvent se comporter comme des

agonistes allostériques de récepteurs chimériques  formés d'une partie  N-terminale α7 et  d'un

domaine transmembranaire et intracellulaire de récepteur sérotoninergique 5HT3 (Grønlien et al.,

2010).

4.2. Modulateurs allostériques négatifs

Les  modulateurs  allostériques  négatifs  (NAM :  "negative  allosteric  modulators")  sont  des

antagonistes non-compétitifs qui réduisent le temps d'ouverture des nAChR sans modifier la liaison

de l'agoniste orthostérique (Arias et al., 1998a, 1998b). Comme les PAM, ils peuvent être divisés en

NAM qui bloquent uniquement le passage des ions en se fixant au canal, et en NAM qui affectent

également la vitesse de désensibilisation et le retour au repos du récepteur (Chatzidaki & Millar,

2015).  Parmi  les  premiers  NAM identifiés  chez  les  vertébrés,  des  données ont  montré  que la

progestérone se fixe à un site extracellulaire spécifique des récepteurs α4β2 exprimés en ovocyte

de xénope pour inhiber les courants induits par l'ACh (Valera et al., 1992). Les courants induits par

la NIC sont aussi inhibés par l'UCI-30002 sur des récepteurs α7 humain, α4β2 humain et α3β4 de

rat exprimés en ovocytes de xénope (Yoshimura et al., 2007). Le DB04763 (inhibiteur d'anhydrase

carbonique), le DB08122 (inhibiteur de kinase cycline-dépendante) et la péfloxacine (antibiotique)

sont  également  des  NAM  qui  agissent  sur  les  récepteurs  α7  humains,  par  le  biais  d’un  site
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allostérique transmembranaire (Smelt et al., 2018).

4.3. Modulateurs allostériques silencieux

Les ligands allostériques n'amplifiant et n'inhibant pas les effets des agonistes orthostériques

sont qualifiés de modulateurs allostériques silencieux (SAM : silent allosteric modulators) dès lors

qu'ils influencent les effets des PAM, des agonistes allostériques ou des NAM (Schann et al., 2010 ;

Noblin  et  al.,  2012 ;  Burford  et  al.,  2013).  Les  SAM sont  donc  capables  de  se  fixer  à  un  site

allostérique et  de  bloquer  la  fixation d'un  PAM,  d'un  agoniste  allostérique  ou  d'un  NAM. Par

exemple, le 2,3,5,6MP-TQS et le 2,4,6MP-TQS n'ont aucun effet sur les courants induits par l'ACh à

travers le récepteur α7 humain, mais bloquent les courants induits par un agoniste allostérique, le

2,4MP-TQS : ils sont donc qualifiés de SAM (Gill-Thind et al., 2015). Toutefois, peu d'études portent

sur les SAM de nAChRs.

5. Modulation des nAChRs de vertébrés par le calcium et les voies intracellulaires 
calcium-dépendantes

5.1. Régulation des niveaux de calcium intra-neuronaux

5.1.1. Rôle du calcium au niveau synaptique

Le Ca2+ a un rôle majeur dans la transmission synaptique car il est nécessaire à la libération du

neurotransmetteur (Kostyuk, 2007). Les premières expériences ayant permis de le démontrer ont

été  menées  sur  la  jonction  neuromusculaire  de  grenouille  (Katz  &  Miledi,  1965 ;  1967) :

l'application  de  Ca2+ provoque  une  augmentation  des  potentiels  de  plaque  motrice

(dépolarisations provoquées par la fixation du neurotransmetteur à la membrane post-synaptique)

reflétant la libération accrue d'ACh par la cellule pré-synaptique. Des observations similaires ont

été faites sur l'axone géant de calmar (Augustine  et al.,  1985) ainsi qu'au niveau des synapses

cérébrales  (Sabatini  &  Regehr,  1996)  et  des  calices  de Held du  rat  (Meinrenken  et  al.,  2003).

Aujourd'hui, le processus par lequel le Ca2+ contrôle la libération des neurotransmetteurs est bien

décrit (Sudhof, 2012). Dans les grandes lignes, une dépolarisation au niveau de la terminaison pré-

synaptique  provoque  l'ouverture  de  canaux  transmembranaires,  les  canaux  calciques  voltage-

dépendants  (VGCC :  "voltage  gated  calcium  channels")  qui  laissent  entrer  des  ions  Ca2+.

L'augmentation  de  [Ca2+]intra permet  à  son  tour  la  migration  des  vésicules  contenant  le

neurotransmetteur  vers  la  fente  synaptique,  où  elles  le  libèrent  afin  qu'il  puisse  activer  les

18



Introduction générale

récepteurs post-synaptiques.

Notons  que  des  canaux  calciques  activés  par  des  ligands  (LGCC :  "ligand  gated  calcium

channels") sont situés sur le réticulum endoplasmique (RE), qui joue à la fois un rôle de stockeur et

de  fournisseur  d'ions  Ca2+ au  cytoplasme  (Berridge,  1998 ;  Verkhratsky,  2002).  En  effet,  les

récepteurs à l'inositol  triphosphate (IP3R) et  à la ryanodine (RyR) laissent passer des ions Ca2+

depuis la lumière du RE jusque dans le cytoplasme lors de leur activation. Les IP 3R, comme leur

nom l'indique, sont activés par l'inositol triphosphate (IP3), mécanisme appelé "IP3-induced calcium

release" ou IICR (Suematsu et al., 1984 ; Jean & Klee, 1986 ; Finch et al., 1991 ; Marshall & Taylor,

1993). En plus de l'IP3 , le calcium lui-même peut activer les IP3R (Berridge, 1998 ; Taylor & Tovey,

2010). Les RyR sont activés par le Ca2+, mécanisme appelé "calcium-induced calcium release" ou

CICR , mais également par la ryanodine (insecticide d'origine végétale d'où ils tirent leur nom) et la

caféine (Mironov & Usachev, 1991 ; Friel & Tsien, 1992 ; Verkhratsky & Shmigol, 1996). Enfin, des

ATP-ases  transmembranaires  appelées  "sarco/endoplasmic  reticulum  Ca2+-ATPases"  (SERCA)

permettent de contrebalancer les mécanismes de CICR et IICR en acheminant les ions Ca 2+ dans la

lumière du RE (Toyoshima et al., 2003).

5.1.2. Flux calcique au travers des nAChRs

L'entrée de Ca2+ dans la cellule peut se faire via l'activation de différents LGIC comme les

récepteurs au N-méthyl-D-aspartate (NMDA),  à l'acide 2-amino-3-(5-méthyl-3-hydroxy-1,2-oxazol-

4-yl)propanoïque (AMPA), au kainate ou encore à la 5-hydroxytryptamine (5-HT3), mais aussi via le

pore ionique des nAChRs (Hucho & Weise, 2001 ; Collingridge  et al.,  2009). Chez les vertébrés,

l'application d'ACh ou d'un agoniste est accompagnée d'une augmentation de [Ca2+]intra, reflétant

un influx de Ca2+ vers le cytoplasme. Parmi les nAChRs de mammifères tels que l'homme et le rat,

les récepteurs α7 sont ceux qui sont connus pour avoir une forte perméabilité au calcium (Séguéla

et al., 1993 ; Lax  et al., 2002; Fucile et al., 2003; King  et al., 2018). Cette propriété est liée aux

segments TM2 des sous-unités du récepteur. La mutation Glu237Ala de l'extrémité cytoplasmique

du domaine transmembranaire TM2 altère la perméabilité calcique du récepteur α7 de poulet,

alors que les mutations des résidus Leu254 et Leu255 peuvent en plus modifier l'affinité pour l'ACh et

la  désensibilisation  du  récepteur  (Bertrand  et  al.,  1993).  Les  récepteurs  α3β4,  α4β2  et  α4β4

humains présentent aussi une certaine perméabilité au Ca2+ bien que plus basse que celle des
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récepteurs α7 (Lax et al., 2002). La présence de la sous-unité α5 semble essentielle pour observer

des influx de calcium induits par la NIC dans les neurones du mésencéphale de souris. En effet,

chez des souris présentant des sous-unités α5 dont l'aspartate en position 398 a été muté en

asparagine, l'influx de calcium provoqué par l'application de NIC est plus faible (Sciaccaluga et al.,

2015). Une forte perméabilité des récepteurs α9 vis-à-vis du calcium, a aussi été décrite dans les

cellules auditives de rat (Katz  et al., 2000 ; Weisstaub  et al.,  2002). Récemment, les travaux de

Fucile et ses collaborateurs ont donné naissance à un modèle de perméabilité calcique basé sur les

séquences en amino-acides du domaine transmembranaire TM2 et des régions adjacentes sur des

sous-unités de nAChRs (Fucile, 2017). Dans ce modèle, le nombre de charges négatives apportées

par  les  résidus  qui  constituent  le  domaine  transmembranaire  TM2  est  une  condition-clé  à  la

sélectivité et la perméabilité vis-à-vis des ions Ca2+.

5.2. Modulation directe des nAChRs par le calcium

L'existence de sites de liaison au Ca2+ est connue depuis les années 1970 pour les nAChRs

musculaires présents sur les organes électriques de T. californica et E. electricus. L'interaction entre

le Ca2+ ou l'ACh avec les récepteurs des deux espèces purifiés a été testée par spectrophotométrie,

et les nAChRs ont présenté une forte capacité de liaison aux ions Ca2+,  compétiteurs de l'ACh

(Eldefrawi et al., 1975 ; Chang & Neumann, 1976). Chez Torpedo ocellata, la fixation de terbium au

récepteur émet de la fluorescence. En présence de Ca2+, le terbium peut être déplacé, ce qui a

permis la révélation de sites de liaison au Ca2+ sur les récepteurs nicotiniques présents sur l'organe

électrique (Rübsamen et al., 1978).

La capacité du Ca2+ extracellulaire à moduler les courants induits par l'ACh suggère que le

calcium est un modulateur allostérique des nAChRs neuronaux,  et  que ces derniers hébergent

donc des sites de liaison au calcium (Vernino  et al., 1992 ; Mulle  et al., 1992 ; Amador & Dani,

1995). En effet, Galzi  et al. (1996) ont montré que différentes mutations de la séquence 161-172

du domaine N-terminal du récepteur α7 de poulet affectaient l'augmentation de l'amplitude des

courants induits par l'ACh et de l'affinité du récepteur pour le ligand provoquées par le calcium. Les

mutations  Glu18Gln  et  Glu44Gln  abolissent  l'augmentation  de  l'affinité  pour  le  ligand  mais  la

potentialisation des courants ioniques n'est pas affectée. Plus encore, les mutations de l’Asp 163 et

de la Ser169 favorisent les effets du Ca2+ sur l'amplitude des courants ioniques et l'affinité pour le
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ligand, alors que des mutations en Glu161, Ser165 et Tyr167 les atténuent, et que la mutation de la

Glu172 les bloque complètement.

Le rôle important du domaine 161-172 a été mis en évidence en utilisant le récepteur à la

5HT3.  L'introduction du domaine 161-172 dans le  récepteur 5HT3,  normalement insensible aux

variations de Ca2+, le rend sensible au Ca2+ qui le potentialise alors (Galzi et al., 1996). De même,

l'utilisation de terbium a révélé que la mutation Glu172Gln modifie in vitro, la liaison aux ions Ca2+

(Galzi  et  al.,  1996).  Ces  observations  suggèrent  que le  domaine 161-172 est  impliqué dans la

liaison au Ca2+, et le résidu Glu172 semble important pour cette liaison. En effet, dans les récepteurs

α7 de poulet exprimés en ovocytes de xénope, la mutation du résidu Glu172 en glutamine ou en

cystéine  élimine  les  effets  de  potentialisation  du  Ca2+,  et  l'utilisation  de  2-

(triméthylammonium)éthylméthane thiosulfonate, un agent réagissant avec les thiols pour former

des ponts disulfures, a également montré que la Glu172 était accessible aux ions perméants et

qu'elle régissait donc la perméabilité calcique en plus des courants induits par l'ACh (Eddins et al.,

2002). 

Un modèle structural basé sur les résidus présents dans la région N-terminale des sous-unités

α a été proposé (Le Novère et al., 2002b). Selon ce modèle, plusieurs sites de liaison au Ca2+ sont

formés par certains résidus du domaine 161-172 de la sous-unité α7. Le résidu Glu 44 de la sous-

unité  α7  est  très  proche  du  résidu  Glu172 de  la  sous-unité  adjacente,  et  rien  n'exclut  leur

implication dans un site de liaison au Ca2+ à l'interface des deux sous-unités. En outre, les résidus

Asp43 de la sous-unité α7 et Asp41 de la sous-unité adjacente sont également proches de la Glu172

et forment une poche pouvant éventuellement accueillir un ion Ca2+, bien que dans ce cas-là, les

distances entre les résidus sont trop grandes pour la formation d'un site de liaison solide. Étant

donné que le résidu Glu43 est absent sur les sous-unités β1 et β2, et que le résidu Glu41 est absent

sur les sous-unités β1 ou remplacé par une sérine sur β2 et α1, les récepteurs homopentamériques

α7 posséderaient donc 5 sites de liaison au Ca2+ comprenant 3 résidus, alors que les récepteurs

(α4)2(β2)3 posséderaient  2  sites  comprenant  deux  résidus  ainsi  qu'une  sérine.  Ceci  pourrait

également expliquer les différences de perméabilité calcique entre le récepteur α7 et les autres

nAChRs. Plus récemment, un flavonoïde issu des fruits et des légumes, la quercétine, a été utilisée

pour montrer qu'elle potentialisait les courants induits par l'ACh en interagissant avec le site de

liaison au Ca2+ du récepteur α7 humain exprimé en ovocyte de xénope. En effet, la mutation du
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résidu Glu195 en Gln réduisait presque entièrement l'augmentation de ces courants par le calcium

(Lee et al., 2010). 

En conclusion, les sites de liaison au calcium présents sur les nAChRs de vertébrés jouent un

rôle dans la potentialisation des courants cholinergiques, comme des sites allostériques. Toutefois,

des études sur la modulation des nAChRs par le calcium suggèrent un effet indirect des variations

de [Ca2+]intra, via des messagers secondaires.

5.3. Modulation des nAChRs de vertébrés par la voie des protéine-kinases C

5.3.1. Généralités sur les protéines kinases C

Les protéines-kinases C (PKC) sont des messagers intracellulaires principalement activés par le

diacylglycérol (DAG) produit lors de l'hydrolyse du phosphatidylinositol biphosphate (PIP2) par la

phospholipase C (PLC), et dans une moindre mesure, par des phosholipases A et D issues de la

dégradation de la phosphatidylcholine (Nishizuka, 1992). Etant donnée la multitude de substrats

qu'elles sont  capables  de phosphoryler,  les PKC jouent un rôle dans  de nombreuses  fonctions

biologiques, parmi lesquelles la désensibilisation des récepteurs, la modulation de la dynamique

structurale membranaire, la régulation de transcription, la réponse immunitaire, la prolifération

cellulaire, l'apprentissage et la mémoire (Newton, 1995b). La famille des PKC regroupe des chaînes

polypeptidiques  divisées  en  une  région  régulatrice  N-terminale  et  une  région  catalytique  C-

terminale.  Les  premiers représentants  mis en évidence,  α,  β  et  γ,  possèdent  4 domaines  non

variables  (C1-4)  et  5  domaines  variables.  (Coussens  et  al.,  1986 ;  Stabel  &  Parker,  1991).  Les

domaines C3 et C4 forment la région catalytique, très conservée chez les différentes isozymes. C3

et C4 assurent  la fonction kinase en liant  l'ATP ainsi  que le  substrat  à  phosphoryler  (Newton,

1995a). Dans la région régulatrice, le domaine C1 contient un ou deux motifs riches en cystéines

qui forment le site de liaison au DAG et aux phorbolesters, ainsi qu'une séquence d'acides aminés

formant un pseudo-substrat (Bell & Burns, 1991). Le pseudo-substrat maintient la PKC inactive en

se fixant au domaine catalytique et empêchant la liaison d'éventuelles molécules-cibles. La liaison

de DAG et/ou de Ca2+ détache le pseudo-substrat et rend à l'enzyme sa fonction kinase (Stabel &

Parker, 1991). Le domaine C2 contient le site de liaison au Ca2+ (Figure 6), qui a été caractérisé par

homologie avec d'autres protéines,  les synaptotagmines (Newton,  1995a).  Il  est  composé d'un

"cœur" formé par 2 feuillets β de 4 brins numérotés β1-2-5-8 d'un côté et β3-4-6-7 de l'autre. Le
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site de liaison se situe entre les boucles qui connectent β2 à β3 et β6 à β7 (Sutton & Sprang,

1998) : des résidus aspartates impliqués dans la fixation du Ca2+ y sont présents. Chaque domaine

C2 peut fixer 3 ions Ca2+.

Figure 6 : Structure du site de liaison des ions Ca2+ hébergé par le domaine C2 des PKC (d'après Sutton &
Sprang, 1998). Les feuillets β sont représentés en bleu clair et en bleu roi. Les brins des feuillets créent des
boucles 1, 2 et 3 dont les résidus (boules-bâtonnets) permettent de lier 3 ions Ca2+ (sphères rouges).

Les  régions  régulatrices  des  PKC ont  permis  de  les  classer  en  3  sous-familles  (Nishizuka,

1992) : les classiques (cPKC), les nouvelles (nPKC) et les atypiques (aPKC). Les cPKC sont en réalité

les premières PKC identifiées,  α, β (I/II) et γ (Figure 7). Elles sont les seules à posséder un domaine

C2. Les aPKC n'ont qu'un seul motif riche en cystéine. Puisque les domaines C1 et C2 répondent

respectivement au DAG et au Ca2+,  il  est  possible de déterminer l'appartenance précise d'une

isozyme à une sous-famille  simplement grâce à ces  molécules  (Dekker  et  al.,  1995) :  les  cPKC

répondent donc au DAG et au Ca2+, les nPKC ne répondent qu'au DAG et les aPKC ne répondent ni

au DAG, ni au Ca2+. Par conséquent, les cPKC seraient les seules isozymes susceptibles de moduler

l'activité des nAChRs de façon calcium-dépendante. Les nPKC et les aPKC peuvent néanmoins avoir

un rôle modulateur, à condition que des sites spécifiques de phosphorylation soient présents sur

les nAChRs. Aujourd'hui, les isozymes connus sont au nombre de 11, les nPKC étant représentées

par les isozymes δ, ε, η et θ, et les aPKC étant représentées par les isozymes ζ et ι/λ (Kang et al.,

2012 ; Figure 7).
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Figure 7 : Structure des différentes isozymes de la famille des PKC (modifié d'après Kang et al., 2012). C1B et
C2B sont les deux motifs riches en cystéines du domaine C1. "PS", pseudosubstrat ; "DAG", diacylglycérol ;
"V", domaine variable.

5.3.2. Implication des PKC dans la modulation des nAChRs neuronaux de vertébrés

Les recherches portant sur la régulation des nAChRs neuronaux de vertébrés par les PKC ont

majoritairement porté  sur  le  récepteur  α4β2,  sur  lequel  des  sites  de phosphorylation ont  été

identifiés. L'utilisation d'un inhibiteur de la PKC, le NPC-15437, tout comme l'exposition prolongée

à de faibles doses de NIC, désactive le récepteur α4β2 dans les cellules HEK-293, ce qui abolit

l'influx de Ca2+ en réponse à une dose aiguë de NIC (Eilers et al., 1997). Ces observations ont mené

à un mécanisme hypothétique de désactivation du récepteur α4β2 par la NIC et qui requiert la

déphosphorylation du nAChR au travers de sites PKC présents sur le récepteur. En effet, quatre

sites de phosphorylation pour des PKCε ont été identifiés sur la boucle intracellulaire de la sous-

unité  α4.  La  mutation  de  ces  sites  ou  l'inhibition  de  la  PKCε  prolonge  la  désensibilisation  du

récepteur 42 (Fenster et al., 1999 ; Lee et al., 2015). La mutation de certains résidus au niveau

de sites supposés de phosphorylation PKC dans la boucle intracellulaire TM3-TM4 du récepteur

α4β2 peut également moduler la sensibilité de ce dernier aux agonistes.  Plus précisément, les

mutations Ser516Asp et Thr536Ala réduisent fortement les courants induits par la NIC, tandis que
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les courants induits par l'ACh restent inchangés (Biaggi-Labiosa et al., 2015). De même, la mutation

du résidu Ser336 sur des récepteurs α4β2 exprimés en ovocyte de xénope triple l'amplitude des

courants induits par l'ACh, mais est sans effet sur les courants induits par la NIC (López-Hernández

et al., 2009). 

L’implication  des  PKC  dans  la  modulation  des  propriétés  fonctionnelles  des  nAChRs  a

également été étudiée de manière indirecte via l’activation d’autres neurotransmetteurs comme

l'acide  ϒ-aminobutyrique (GABA).  Des  études menées sur  le  striatum de souris  exprimant des

récepteurs  42 montre en effet que l'activation des récepteurs GABAB présynaptiques par un

agoniste, le baclofène, provoque la diminution de la libération de GABA induite par les récepteurs

α4β2 (McClure-Begley et al., 2014). Cet effet inhibiteur s'estompe suite à une exposition prolongée

au  baclofène,  mais  l'utilisation  d'antagonistes  de  PKC,  comme  l'indolocarbazole  Go'7874  et  le

bisindolylmaleimide Ro-31-8425, le maintient. Des effets inhibiteurs du plomb ont été démontrés

sur  la  libération  de  GABA  induite  par  les  récepteurs  α4β2  et  α7  de  l'hippocampe  de  rat.

L'application d'activateurs spécifiques de PKC mime ces effets et l'inhibition de PKC les bloque

(Braga et al., 2004). A l'inverse, l'inhibition de PKC altère la libération de dopamine stimulée par

l'activation des nAChRs dans les neurones du cortex préfrontal de rat (Drew & Werling, 2001). 

Les PKC semblent également jouer un rôle dans l’expression des nAChRs. Dans des cellules

M10 (mélanome humain), l'éthanol réduit dans un premier temps l'augmentation de l'expression

protéinique des récepteurs α4β2 induite par la NIC, puis appliqué de façon chronique, il l'intensifie

(Dohrman & Reiter, 2003). La réduction de l'expression des nAChRs par l'éthanol est inhibée par

l'utilisation  de  chélérythrine,  un  antagoniste  des  PKC.  Ceci  suggère  que  la  NIC  et  l'éthanol

interagissent  via  une  voie  PKC  pour  réguler  l'expression  des  récepteurs  α4β2,  mais  pourrait

également expliquer la co-dépendance à l'alcool et au tabac (Dohrman & Reiter, 2003).
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5.4. Modulation des nAChRs de vertébrés par la calmoduline et les kinases dépendantes

5.4.1. Généralités sur la calmoduline

La  calmoduline  ou  "calcium-modulated  protein"  en  anglais  (CaM)  a  été  découverte

simultanément par Kikiucha et Cheung en 1970. Son implication dans la contraction du muscle

squelettique est bien décrite (Walsh, 1983 ; Molla et al., 1985) : les ions Ca2+ libres se fixent à la

CaM pour former un complexe Ca2+-CaM qui active la phosphorylation des chaînes de myosine. La

CaM est  en  fait  à  l'origine  de  nombreuses  cascades  de  phosphorylation  impliquées  dans  des

fonctions chez les eucaryotes, comme la glycogénolyse, la prolifération cellulaire, l'apprentissage

et la mémoire, l'apoptose, la réponse inflammatoire ou encore l'olfaction (Tidow & Nissen, 2013 ;

Westerlund & Delemotte, 2018).

La CaM est une molécule de faible poids moléculaire (16,7 kDa) consistant en une région

centrale flexible reliant deux domaines globulaires appelés "lobes" aux niveaux N-terminal et C-

terminal. Chaque lobe héberge deux motifs EF formés de deux hélices (E et F) et d'une boucle qui

contient les acides aminés nécessaires à la liaison d'un ion Ca2+ (Ikura & Ames, 2006). Sous la

forme libre, les hélices E et F du motif sont assemblées en un bloc dans le lobe N-terminal, et dans

une position semi-ouverte dans le lobe C-terminal, ce qui fait penser pour chaque lobe à un index

et un pouce réunis (Figure 8A ; Chin & Means, 2000). Douze résidus de la boucle du motif EF,

notamment des aspartates, des asparagines et des glutamates, sont impliqués dans la liaison au

Ca2+ (Lewit-Bentley & Réty, 2000). Lorsque le Ca2+ se fixe au motif, les angles inter-hélices changent

et le pouce (hélice F) se positionne perpendiculairement à l'index (hélice E). Ces changements de

conformation conduisent à une conformation plus ouverte de la CaM, qui expose alors des résidus

hydrophobes : le complexe Ca2+-CaM est prêt à activer des molécules-cibles (Figure 8B ; Chin &

Means, 2000).
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Les  kinases  dépendantes  de  la  CaM  ou  CaMK ("Ca2+/CaM-dependent  protein  kinases")

constituent une famille de 5 représentants (CaMKI-V) et de deux kinases dépendantes des CaMK

(CaMKK)  qui  peuvent  être  séparés  en  deux  types  (Swulius  &  Waxham,  2008) :  les  CaMK

multifonctionnelles (CaMKI, CaMKII, CaMKIV, CaMKV, CaMKKI et CaMKKII) et les CaMK spécialisées

(CaMKIII  et   kinases des chaînes légères de myosine ou  MLCK).  Si  CaMKIII  est  impliquée dans

l'ajout  d'acides  aminés  sur  une  chaîne  peptidique  via  l'activation  du  facteur  d'élongation  EF2

(Nairn & Palfrey, 1987) et MLCK dans la contraction musculaire, les CaMK multifonctionnelles ont

une variété de substrats. CaMKII est un dodécamère dont les sous-unités comportent une région

N-terminale  catalytique,  une  région  auto-régulatrice  et  une  région  d'association  C-terminale

(Hudmon & Schulman, 2002). La région catalytique héberge les sites de fixation de l'ATP sur la

partie la plus terminale et du substrat sur la partie adjacente à la région auto-régulatrice. Au repos,

l'enzyme  est  inhibée  par  la  région  auto-régulatrice  dont  certains  résidus  imitent  un  substrat
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Figure 8 : Dynamique structurale de la CaM (modifié d'après Chin & Means, 2000 et Lewit-Bentley & Réty,
2000). (A) Structure de la CaM au repos. Les hélices E et F sont jointes comme le pouce et l'index d'une
main.  L'organisation  des  résidus  du  site  de  liaison  du  Ca2+ est présentée  dans  l'encadré.  X,  Y  acide
aspartique ou asparagine ; Z, acide aspartique, asparagine ou sérine ; -Y, groupe carbonyle ; -X, molécule
d'eau ;  -Z,  acide aspartique ou glutamique.  (B)  Forme liée  de la  CaM.  L'hélice  F  (pouce)  se  positionne
perpendiculairement à l'hélice E (index). Les résidus hydrophobes (rose) sont alors exposés.
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protéique qui interagit avec le domaine catalytique, ce qui empêche la fixation d'un autre substrat.

La fixation du complexe Ca2+-CaM à la région régulatrice induit des changements de conformation

qui suffisent à désinhiber CaMKII (Hudmon & Schulman, 2002). CaMKI et CaMKIV sont également

auto-inhibées  au  repos (Goldberg  et  al.,  1996),  mais  présentent  des  résidus  qui  peuvent  être

phosphorylés par une CaMKK après fixation de Ca2+/CaM afin d'assurer une efficacité maximale de

la protéine (Lee & Edelman, 1995 ; Matsushita & Nairn, 1998 ; Anderson et al., 1998). CaMKI est

impliquée  dans  des  processus  tels  que  la  progression  du  cycle  cellulaire,  l'inflammation  et  la

motilité  des  cellules,  tandis  que  CaMKIV  joue  un  rôle  dans  l'expression  des  gènes,  l'épissage

alternatif de l'ARNm, la réponse immunitaire et la survie cellulaire (Racioppi & Means, 2012). Ainsi,

l'utilisation  d'inhibiteurs  spécifiques  de  CaMKK  comme  le  STO-609 (acide  7-oxo-7H-

benzimidazo[2,1-a]benz[de]isoquinoline-3-carboxylique)  a  par  exemple  montré  le  rôle  de  l'axe

CaMKKII/CaMKI  dans  la  viabilité  du  sperme  de  poulet  en  affectant  la  motilité  et  la  réaction

acrosomale des spermatozoïdes (Nguyen  et al.,  2016). Outre CaMKI et CaMKIV, l'AMPK ("AMP-

activated protein kinase), est également une cible de CaMKK. Par exemple, l'inhibition de la voie

CaMKK/AMPK  empêche  la  phosphorylation  d'une  protéine  Tau  et  protège  les  neurones  de

l'hippocampe  des  effets  synaptotoxiques  produits  par  certains  amyloïdes,  ces  derniers  jouant

potentiellement un rôle dans l'apparition des stades précoces de la maladie d'Alzheimer (Mairet-

Coello et al., 2013).

5.4.2. Régulation CaM-dépendante des nAChRs neuronaux de vertébrés

Plusieurs travaux sur les neurones de vertébrés montrent que l'influx de Ca2+ provoqué lors

de l'activation des nAChRs est associé à des voies de régulation impliquant la CaM et les CaMK.

Dans la majorité des cas, les récepteurs α7 sont concernés.

Comme les PKC, les voies de régulation CaM-dépendantes peuvent tout d'abord jouer un rôle

dans la libération de neurotransmetteurs induite par l'activation des nAChRs. Dans les neurones de

l'hippocampe de rat, l'application de NIC favorise la libération synaptique de glutamate tout en

inhibant  les  récepteurs  au  N-méthyl-D-aspartate,  et  cette  inhibition  est  contrebalancée  par

l'application d'un inhibiteur de CaM, la fluphénazine, ainsi que par la méthyllycaconitine (MLA),

antagoniste spécifique des récepteurs α7 (Fisher & Dani, 2000). Dans les terminaisons nerveuses

du  cortex  préfrontal  de  rat,  l'inhibition  de  la  CaMKII  par  le  KN-62 (dérivé  de
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l'isoquinolinesulfonamide) empêche la NIC de potentialiser la libération de glutamate induite par

la 4-aminopyridine (Wang et al., 2006). L'application de NIC sur les neurones dopaminergiques de

souris  induit  un  influx  de  Ca2+ à  travers  les  récepteurs  α7  et  renforce  le  pool  de  vésicules

présynaptiques contenant la dopamine (Turner, 2004). Ces effets de la NIC dépendent de la CaM

car ils sont bloqués par un antagoniste de la PDE, le calmidazolium (Cdz).

L'apprentissage et la mémoire, les comportements d'addiction à la NIC ainsi  que d'autres

fonctions  peuvent  également  être  régulés  par  des  mécanismes  CaM-dépendants  à  travers  les

nAChRs de mammifères. Des antagonistes de la CaM et de la CaMKII comme le N-(6-aminohexyl)-

5-chloro-1-naphthalène-sulfonamide (W7) et le  KN-93 montrent que l'influx de Ca2+ à travers les

récepteurs α7 exprimés dans les cellules  PC12 (phéochromocytome), active d'abord le complexe

CaM/CaMKII,  qui active à son tour une cascade de phosphorylation mettant en jeu différentes

kinases telles que la protéine  CREB ("cAMP response element-binding protein" ;  Gubbins  et al.,

2010). L'inhibition de la CaM par le W7 bloque la baisse de pression sanguine induite par la NIC

dans les noyaux du tractus solitaire du rat (Cheng  et al.,  2011). L'inhibition d'une phosphatase

dépendante de la CaM, la calcineurine, modifie les effets positifs de la NIC sur la mémoire à court

terme des souris lors de tests d'évitement (Michalak & Biala, 2017). Des souris mutantes nulles

pour  CaMKIV  ne  présentent  aucun  comportement  d'anxiété  liée  à  la  privation  de  NIC,

contrairement à des souris dépendantes non-modifiées génétiquement (Jackson et al., 2012).

Enfin,  l'expression  des  nAChRs  et  les  courants  induits  par  des  agonistes  cholinergiques

peuvent être régulés par la CaM et les CaMK. La dépolarisation des neurones sympathiques de rats

juvéniles amplifie l'expression du gène de la sous-unité α7, et l'amplification est bloquée par le KN-

62,  suggérant que l'expression d'α7 est  régulée par la voie CaM/CaMK (De Koninck & Cooper,

1995). Dans les neurones dopaminergiques de rat, l'influx de Ca2+ à travers les nAChRs active un

courant  non  sélectif  pour  les  cations,  sensible  à  l'acide  flufénamique,  et  inhibé  par  des

antagonistes de la CaM tels que le W7, la trifluopérazine et le Cdz, ainsi que par des antagonistes

de CaMKII comme le KN-93 (Yamashita & Isa, 2003).
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5.5. Modulation des nAChRs de vertébrés par la voie de l'AMP cyclique

5.5.1. Généralités sur l'AMP cyclique

L'AMP  cyclique  (AMPc)  est  un  messager  secondaire  découvert  au  cours  des  travaux  de

Sutherland sur l'épinéphrine (Sutherland, 1970). Lors de la fixation d'un ligand sur un récepteur

couplé à une protéine G, la sous-unité Gαs de cette dernière est activée et transforme une GTP en

GDP qui active à son tour une enzyme membranaire : l'adénylylcyclase ou AC. L'AC produit alors

l'AMPc à partir d'ATP (Serezani et al., 2008). L'AMPc agit finalement sur une protéine-kinase AMPc-

dépendante (PKA), dont la forme active phosphoryle d'autres protéines. La protéine G activant l'AC

est composée de 3 sous-unités Gα, Gβ et Gγ. Lorsque la protéine fixe une GTP, elle se dissocie en

deux parties : Gα est isolée des deux autres qui forment un dimère Gβγ (Hildebrandt, 1997). Selon

la sous-famille à laquelle appartient Gα, l'interaction avec l'AC varie :  elle peut être stimulante

(Gαs),  inhibitrice (Gαi) ou avoir une action indéterminée (Gαq).  Le dimère Gβγ est quant à lui

inhibiteur ou stimulateur selon l'isoforme d'AC considérée. Cela constitue un premier critère de

différenciation  des  différents  isoformes  de  la  famille  des  AC  (Hanoune  &  Defer,  2001).  Neuf

isoformes (AC1-9) codées par différents gènes sont caractérisées dans plusieurs tissus chez les

mammifères et réagissent différemment à Gβγ. AC1, AC5 et AC6 sont stimulées tandis qu'AC2, AC4

et AC7 sont inhibées par le dimère. Une dixième isoforme, cytoplasmique et dite soluble (sAC), a

été purifiée dans les testicules de rat et n'est pas régulée par les protéines G (Buck et al., 1999).

AC3 est faiblement stimulée par la PKC, inhibée par CaMKII et stimulée par la CaM, alors qu'AC8

n'est stimulée que par la CaM (Sunahara & Taussig, 2002 ; Tableau 1). AC9 est quant à elle la seule

isoforme stimulée par CaMKII, et ce via un dimère Gαq (Cumbay & Watts, 2005).
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Tableau 1: Isoformes de l'AC chez les vertébrés (modifié d'après Sunahara & Taussig, 2002).

Isoforme Localisation Régulation par les 
sous-unités de 
protéines G (hors GαS)

Régulation par les 
protéines-kinases

Effets du calcium Fonctions 
potentielles

AC1 Cerveau, médullosurrénale Inhibée par Gβγ
Inhibée par Gα0*
(* une Gαi)

PKC (faible stimulation)
CaMKIV (inhibition)

Stimulée par l'inhibition 
de Ca2+-CaM

Apprentissage, 
mémoire, plasticité 
synaptique

AC2 Cerveau, muscle squelettique, 
poumons, cœur

Stimulée par Gβγ PKC (stimulation)

AC3 Cerveau, épithélium olfactif PKC (faible stimulation)
CaMKII (inhibition)

Stimulée par Ca2+-CaM Olfaction

AC4 Cerveau, cœur, reins, foie, 
poumons, utérus, tissu adipeux 
brun

Stimulée par Gβγ PKC (inhibition)

AC5 Cerveau, cœur, reins, foie, 
poumons, utérus, tissu adipeux 
brun, surrénales

Inhibée par Gβγ
Inhibée par Gα1

PKA (inhibition)
PKCα,ζ (stimulation)

AC6 Ubiquitaire Inhibée par Gβγ
Inhibée par Gα1

PKA (inhibition)
PKC (inhibition)

Inhibition

AC7 Ubiquitaire, forte expression 
dans le cerveau

Stimulée par Gβγ PKC (stimulation) Inhibition Addictions

AC8 Cerveau, poumons (testicules, 
surrénales, utérus, cœur)

Stimulée par Ca2+-CaM Apprentissage, 
mémoire, plasticité 
synaptique

AC9 Cerveau, muscle squelettique Stimulée par une Gαq Stimulée par CaMKII

sAC Testicules Non régulée par les 
protéines G

Capacitation des 
spermatozoïdes

La CaM et les kinases associées peuvent donc moduler les niveaux d'AMPc via une action

directe sur l'AC. Toutefois, les niveaux d'AMPc peuvent également être modulés par des enzymes

elles-mêmes régulées par la CaM : les phosphodiestérases (PDE). Cette interaction est à l'origine

de la découverte de la CaM (Kakiuchi  et al.,  1970 ; Cheung, 1970). Les PDE sont formées d'un

domaine régulateur N-terminal très variable, d'un domaine catalytique conservé et d'un domaine

C-terminal (Conti, 2000 ; Jeon  et al.,  2005). Le domaine régulateur varie en termes de sites de

liaison à diverses molécules, notamment la CaM, l'AMPc ou la GMPc, qu'il héberge (Bolger, 1994 ;

Conti,  2000). Onze familles de PDE (PDE1-11) ont été identifiées chez les mammifères (Keravis &

Lugnier, 2012; Tableau 2). Notons que bien que plusieurs familles soient sélectives pour l'AMPc,

seules les PDE1 sont stimulées par la CaM. Ainsi, la stimulation d'une PDE1 par la CaM provoque

une dissociation de l'AMPc en AMP et conduit à la réduction du taux d'AMPc dans le cytoplasme.
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Tableau  2 : Nomenclature des différentes familles de PDE chez les vertébrés (modifié d'après Keravis &
Lugnier, 2012).

Famille Localisation Spécificités Inhibiteurs

PDE1 Cerveau, cœur, poumons, muscle lisse Stimulée par Ca2+/CaM Nimodipine, IC86340, IC224,
IC295, diocléine

PDE2 Surrénales, cœur, poumons, foie, plaquettes, cellules 
endothéliales

Stimulée par la GMPc EHNA, BAY-60–7750, PDP,
IC933, oxindole, ND7001

PDE3 Coeur, muscle lisse, poumons, foie, plaquettes, 
adipocytes, cellules immunitaires

Sélective pour l'AMPc, inhibée par la 
GMPc

Cilostamide, milrinone,
siguazodan, cilostazol

PDE4 Cerveau, cellules de Sertoli, reins, foie, cœur, muscle 
lisse, poumons, cellules endothéliales, cellules 
immunitaires

Spécifique de l'AMPc, insensible au 
GMPc

Rolipram, roflumilast, cilomast,
NCS 613

PDE5 Poumons, plaquettes, muscle lisse, cellules endothéliales,
cerveau

Spécifique de la GMPc Zaprinast, DMPPO, sildenafil
tadalafil, vardenafil

PDE6 Photorécepteurs, glande pinéale, poumons Spécifique de la GMPc, activée par la 
transducine

Zaprinast, DMPPO, sildenafil,
vardenafil

PDE7 Muscle squelettique, cerveau, cœur, reins, pancréas, 
lymphocytes T

Haute affinité pour l'AMPc, insensible
au rolipram

BRL 50481, IC242, ASB16165

PDE8 Testicules, yeux, foie, muscle squelettique, rein, cerveau, 
ovaires, cœur, thyroïde, lymphocytes T

Sélective pour l'AMPc, insensible à 
l'IBMX, insensible au rolipram

PF-04957325

PDE9 Reins, foie, poumons, cœur Spécifique du GMPc, insensible à 
l'IBMX

BAY-73–6691, PF-04447943

PDE10 Cerveau, testicules, thyroïde Sélective pour l'AMPc, sensible au 
GMPc

Papavérine, TP-10, MP-10

PDE11 Muscle squelettique, foie, cœur, prostate, glande 
pituitaire

Spécifique pour l'AMPc et le GMPc, 
sensible au GMPc

Aucun inhibiteur sélectif

5.5.2. nAChRs neuronaux de vertébrés et voie AMPc/PKA

Plusieurs  études  mettent  en  évidence  un  lien  entre  la  voie  AMPc/PKA  et  les  nAChRs

neuronaux  de  vertébrés.  En  effet,  les  variations  de  la  concentration  en  AMPc,  modulées

principalement par l'état d'activation de l'AC et aboutissant à la suractivation/désactivation de la

PKA, ont des répercussions sur des mécanismes mettant en jeu des nAChRs comme la mémoire et

l'analgésie.  Dans  le  cerveau  de  souris,  les  effets  analgésiques  de  la  NIC  sont  inhibés  par  la

forskoline, un activateur d'AC, ainsi que par un analogue de l'AMPc, suggérant l'implication d'un

récepteur  couplé  à  une  protéine  G  et  de  la  voie  AMPc/PKA  (Damaj  et  al.,  1994).  Le

spirocyclopiperzinium est un analgésique agissant via l'activation des récepteurs nicotinique α7 et

muscarinique M4 : il  agit sur  CaMKII  et provoque la baisse des taux d'AMPc puis  de CREB,  ce

dernier  ayant  besoin  d'être  phosphorylé  par  une  PKA pour  être  actif  (Yang  et  al.,  2018).  Les

neurones vasopressinergiques contenus dans le noyau supra-optique de rat, quand ils sont activés

par  la  NIC,  voient  leur  concentration  calcique  augmenter,  et  ces  effets  sont  bloqués  par  un
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inhibiteur  de  PKA,  le  N-[2-(p-bromocinnamylamino)ethyl]-5-isoquinolinesulfonamide  ou  H-89

(Shioda et al., 1997). Le S38232 est quant à lui un agoniste spécifique du récepteur α4β2 capable

de restaurer la mémoire chez les souris âgées en réduisant la surphosphorylation de la protéine

CREB dans le cortex prélimbique (Vandesquille et al., 2013).

La modulation des nAChRs neuronaux par les PKA est en fait rendue possible par la présence

de sites spécifiques de phosphorylation. Ces sites ont notamment été mis en évidence au niveau

de la sous-unité α4 des récepteurs α4β2. Des expériences de phosphorylation sur des extraits de

cerveaux de rat contenant les récepteurs α4β2 ont montré que la PKA phosphorylait exclusivement

des sérines au niveau de la sous-unité α4 et qu'un inhibiteur de PKA, le H8, empêchait toute

phosphorylation (Nakayama  et al.,  1993). Deux sites potentiels de phosphorylation PKA étaient

alors retenus sur la sous-unité α4 : Lys-Arg-Pro-Ser et Lys-Ser-Ser-Ser. Plus tard, une expérience

d'autoradiographie a été réalisée sur des récepteurs α4β2 exprimés en système hétérologue et

incubés avec la région catalytique de PKA (Hsu et al., 1997). Les résultats ont révélé la présence

d’une phosphoprotéine ayant le poids moléculaire de la sous-unité α4. La mutation des résidus

Ser365, Ser472 et Ser491 élimine les peptides phosphorylés par la PKA lorsque ceux-ci sont mis en

présence d'ATP marqué au [32P]-orthophosphate, identifiant donc 3 sites de phosphorylation au

niveau du domaine intracellulaire de la sous-unité α4 (Guo & Wecker,  2002).  D'autres nAChRs

hébergent  des  sites  de  phosphorylation  PKA.  C'est  le  cas  du  récepteur  α3β4  modulé  par

l'activation des  récepteurs à  l'adénosine A2A,  et  dont  la  mutation des  résidus Arg385 et  Ser388

affecte la fonction (Di Angelantonio et al., 2011). Les domaines intracellulaires des sous-unités α7

de  poulet  et  de  rat  ont  été  exprimés  dans  E.coli,  purifiés  et  soumis  à  des  expériences  de

mutagénèse dirigée : la mutation d'une sérine en position 342 indique une fois de plus un site de

phosphorylation PKA pour les deux espèces (Moss et al., 1996).

L'expression des nAChRs peut être modulée par la voie AMPc/PKA. Par exemple, l'application

de dbcAMP ("dibutyryl cyclic adenosine") et d'autres substances comme la forskoline augmente la

concentration intracellulaire en AMPc dans des cellules humaines TE671/RD (médulloblastome), et

provoque  une  perte  de  70%  des  liaisons  de  l’α-BGT  avec  les  nAChRs  par  unité  de  protéines

membranaires lors de tests de liaison par affinité, suggérant que l'AMPc est impliquée dans la

régulation de l'expression des nAChRs de la médulla (Bencherif & Lukas, 1991).
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Enfin,  la  voie  AMPc/PKA  module  aussi  les  courants  ioniques  induits  par  l'application

d'agonistes  nicotiniques.  La  noradrénaline  et  un  agoniste  des  récepteurs  adrénergiques,

l'isoprénaline, réduisent les courants cholinergiques dans les neurones de la glande pinéale du rat,

et ces effets sont bloqués par l'application de H-89, suggérant que le système noradrénergique

atténue la transmission cholinergique via l'inhibition de la voie AMPc/PKA (Yoon et al., 2014). Dans

les neurones cervicaux de rat, la voie AMPc/PKA réduit l'activité des nAChRs (Zhang et al., 2014a).

Les courants induits par l'ACh à travers les récepteurs α7 d'interneurones corticaux de souris sont

inhibés par la PKA (Komal et al., 2015). Une augmentation de la concentration en AMPc augmente

les courants induits par l'ACh dans les neurones des ganglions ciliés de poulet (Margiotta  et al.,

1987). Le remplacement de Ser467 par une alanine ou un aspartate dans la boucle cytoplasmique

α4 de récepteurs α4β2 exprimés en ovocytes de xénope modifie aussi  les courants induits par

l'ACh (Exley et al., 2006).

En résumé, la modulation calcium-dépendante des nAChRs neuronaux de vertébrés met à

contribution  plusieurs  voies  de  signalisation  (AMPc,  PKC,  CaM/CaMKII  et  CaMKK ;  Figure  9).

Cependant, les protéines d'une voie ne régulent pas toujours exclusivement les cibles downstream

de cette même voie, et peuvent avoir une action sur d'autres voies. C'est le cas de la CaM capable

de  réguler  l'AC  et  qui  a  donc  un  effet  sur  la  voie  de  l'AMPc.  Ces  interactions  ajoutent  de  la

complexité  dans  la  compréhension  des  mécanismes  intracellulaires  calcium-dépendants  qui

modulent les nAChRs.
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II. Caractérisation des nAChRs neuronaux d'insectes

1. Diversité des sous-unités de nAChRs d'insectes

Contrairement aux vertébrés, les nAChRs d'insectes sont présents exclusivement au niveau du

système nerveux central (Vo  et al., 2010). Chez différentes espèces, des gènes codant pour des

sous-unités de nAChRs ont été identifiés. Dans les années 1980, l'isolation d'un gène a permis

l'identification  d'une  première  sous-unité  α  nommée  α-like  subunit  (ALS) chez  Drosophila

melanogaster (Bossy  et  al.,  1988).   Aujourd'hui,  7  sous-unités  α  (Dmα1-7,  dont  Dmα1

correspondant à l'ALS) et 3 sous-unités β (Dmβ1-3) sont connues chez la drosophile (Sattelle et al.,

2005) et la puce du chat Ctenocephalides felis (Bass et al., 2006). Ultérieurement aux travaux sur la

drosophile,  des  sous-unités  ont  été  caractérisées  chez  d'autres  espèces  d'insectes  (Jones  &

Sattelle,  2010).  Le moustique  Anopheles  gambiae possède 10 sous-unités (Jones  et  al.,  2005),

l'abeille Apis mellifera en possède 11 (Jones et al., 2006). Les vers de farine Tribolium castaneum

(Jones & Sattelle, 2007) et à soie Bombyx mori (Shao et al., 2007), et plus récemment le papillon

Chilo  suppressalis (Xu  et  al.,  2017)  présentent  12  sous-unités.  La  guêpe  parasitoïde  Nasonia

vitripennis possède quant à elle 16 sous-unités (Jones et al., 2010). Très récemment, 5 sous-unités

α et 2 sous-unités β ont été clonées chez le diptère Bradysia odoriphaga (Shan et al., 2020).

Les analyses phylogénétiques mettent en évidence 7 gènes conservés entre B. odoriphaga, D.

melanogaster, B. mori, A. mellifera et T. castaneum (Shan et al., 2020). Chez la blatte Periplaneta

americana, 8 sous-unités, 7 Pameα et une Pameβ1, ont été clonées à l'heure actuelle (Taillebois &

Thany, 2016). Les sous-unités de nAChRs d'insectes constituent ainsi 7 groupes phylogénétiques

conservés dont un seul (α5-7) présente une forte homologie de séquence et partage un ancêtre

commun avec les sous-unités α7 et α8 des vertébrés (Figure 10 ; Thany et al., 2007).

Certaines sous-unités des nAChRs d'insectes présentent une faible homologie avec les autres

sous-unités et sont dites divergentes (Figure 10). Chez  A. mellifera,  par exemple, 2 sous-unités

divergentes ont été identifiées, Amelα9 et Amelβ2 (Jones et al., 2006). Seul les gènes codant pour

des sous-unités Accβ1 et Accβ2 ont été clonés et caractérisés chez l'abeille asiatique Apis cerana

cerana,  Accβ2  présentant  une  forte  homologie  avec  Amelα9  (Yu  et  al.,  2011).  N.  vitripennis

possède  7  sous-unités  divergentes  (Nvitα9-12,  Nvitβ2-4)  (Jones  et  al.,  2010).  Trois  sous-unités

36



Introduction générale

divergentes sont identifiées chez  B. mori (Bmα9, Bmβ2, Bmβ3) (Shao  et al.,  2007) et  A. pisum

(Apisumα9, Apisumα10, Apisumβ2) (Dale  et al., 2010).  Drosophila melanogaster en possède une

seule (Dmβ3) (Sattelle et al., 2005) ainsi que A. gambiae (Agamα9) (Jones et al., 2005).

Figure  10 : Arbre  phylogénétique  des  sous-unités  composant  les  nAChRs  d'insectes (modifié  d'après
Taillebois & Thany, 2016).  "Agam",  Anopheles gambiae ;  "Amel",  Apis mellifera ;  "Bmor",  Bombyx mori ;
"Dmel",  Drosophila  melanogaster ;  "Nvit",  Nasonia  vitripennis ;  "Pame",  Periplaneta  americana ;  "Tcas",
Tribolium castaneum.

Le nombre de gènes codant pour les sous-unités des nAChRs d'insectes est plus petit que

chez  les  mammifères,  mais  des  phénomènes d'épissage alternatif  peuvent  donner  un nombre

élevé de sous-unités. Par exemple, α4  a deux exons 4 alternatifs mutuellement exclusifs chez  D.

melanogaster (Lansdell & Millar, 2000a), A. gambiae (Jones et al., 2005), B. mori (Shao et al., 2007)
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A. pisum (Dale et al., 2010) et N. vitripennis (Jones et al., 2010). En ce qui concerne la sous-unité

α6, l'exon 3 existe en deux formes alternatives chez A. gambiae (Jones et al., 2005) et B. mori (Jin

et al., 2007), alors que l'exon 8 existe en 2 formes chez A. gambiae (Jones  et al., 2005),  B. mori

(Shao et al., 2007),  A. pisum (Dale et al., 2010), mais en 3 formes chez A. mellifera (Jones  et al.,

2005),  T. castaneum (Jin  et al., 2007) et  N. vitripennis (Jones  et al., 2010). Chez B. mori, la sous-

unité α8 présente deux formes alternatives de l'exon 7 similaires à 86%, suggérant un événement

de duplication récent (Shao et al., 2007).

2. Composition en sous-unités, pharmacologie et réponse aux insecticides

2.1. Caractérisation des propriétés pharmacologiques des nAChRs d’insectes par des 
approches électrophysiologiques

Tout comme chez les vertébrés, il a été démontré que la composition en sous-unités influence

les  propriétés  pharmacologiques  des  nAChRs  neuronaux  d'insectes.  Bien  qu’ils  puissent  être

classés  en  récepteurs  sensibles  et  insensibles  à  l'α-BGT,  les  récepteurs  insensibles  à  l’α-BGT

peuvent être homomériques ou hétéromériques (Lansdell & Millar, 2000b ; Dupuis  et al., 2012).

Des enregistrements électrophysiologiques ont permis d’étudier l’activité des nAChRs en réponse à

différents  agents  pharmacologiques.  Au  niveau  des  cellules  de  Kenyon  d'abeille,  les  courants

induits par l'ACh sont fortement inhibés en présence d'α-BGT et de façon irréversible (Goldberg et

al., 1999). Ultérieurement, Dupuis et al. (2011) ont montré que chez l'abeille adulte, la DhβE et la

MLA  réduisaient  aussi  ces  courants  mais  de  façon  réversible,  suggérant  des  différences

pharmacologiques  au  sein  des  récepteurs  sensibles  à  l'α-BGT.  De  même,  la  dynamique  de

désensibilisation peut changer, comme le montrent des neurones isolés des ganglions thoraciques

de la blatte, où deux sous-types de nAChRs sensibles à l'α-BGT ont été identifiés (Salgado & Saar,

2004). Le premier sous-type se désensibilise lors d'une application prolongée d'agonistes et est

nommé "desensitizing nAChR" (nAChRD). Inversement, les nAChRN ("non desensitizing nAChR") ne

se désensibilisent pas. Ils sont inhibés par la MLA à raison de 100 pM. Différents antagonistes tels

que la DhβE, la d-TC et la Mec ont également été testés sur nAChRN et nAChRD , mais aucun

n'était assez sélectif d'un sous-type de récepteur (Salgado, 2016).
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2.2. Caractérisation des propriétés pharmacologiques des nAChRs d’insectes par des tests 
de liaison par affinité

Des tests de liaison avec ligands radiomarqués ont permis de mettre en évidence les sites de

liaison pour des agonistes et antagonistes chez différentes espèces d’insectes (Taillebois  et al.,

2018). Ainsi, chez les pucerons M. persicae (Lind et al., 1999) et Acyrthosiphon pisum (Taillebois et

al., 2014), 2 sites de liaison pour l'α-BGT, de haute et basse affinité, ont été identifiés alors que

Manduca sexta n'en présente qu'un (Eastham  et al.,  1998). L'utilisation d'α-BGT tritiée ([3H]-α-

BGT) a révélé qu'elle était capable de se lier à des préparations issues de cerveaux de blatte  P.

americana,  démontrant  l’existence  de  récepteurs  sensibles  à  l’α-BGT  (Orr  et  al.,  1990).  Des

expériences d'électrophysiologie ont par la suite confirmé la présence d'un site de liaison à l'EPI

sur les nAChRs de blatte, dont la liaison pouvait être altérée par l’[3H]-α-BGT (Orr  et al., 1997),

suggérant la présence de sites de liaison communs pour ces deux molécules. Chez la drosophile, le

[125I]-azidonicotinoïde,  une  sonde  nicotinoïde,  a  aussi  permis  d’identifier  un  site  commun  de

liaison à des agonistes comme la NIC et le carbachol, et à des antagonistes comme l'α-BGT et la d-

TC (Tomizawa & Casida, 1997). Tomizawa et al. (2005) ont caractérisé un site de liaison commun à

l'EPI et à l'α-BGT chez la drosophile. En effet, l'EPI et l' α-BGT s'y lient de façon compétitive. En

revanche, sur des récepteurs hybrides constitués de sous-unités Dmα2 de drosophile ou Mpα2 de

puceron et β2 de rat, la [3H]-EPI se lie mais pas la [3H]-α-BGT, indiquant que les sous-unités β

participent également au site de liaison à l'α-BGT et influencent la pharmacologie des récepteurs

natifs  de drosophile  (Tomizawa  et  al.,  2005).  Une autre sous-unité,  appelée β-like subunit,  est

capable  de  former  des  récepteurs  sensibles  à  l'α-BGT  avec  les  sous-unités  Dmα1  et  Dmα2

(Chamaon et al., 2002).

La caractérisation pharmacologique de récepteurs exprimés en système hétérologue a permis

d’identifier certaines sous-unités entrant dans la composition  de nAChRs sensibles et insensibles à

l'α-BGT (Figure  11).   Les  sous-unités  Dmα5 et  Dmα6 de drosophile  exprimées en ovocytes  de

xénope  avec  la  protéine  chaperonne  RIC-3  forment  des  récepteurs  homomériques  et

hétéromériques fonctionnels sensibles à l'α-BGT (Lansdell  et al., 2012). Les sous-unités Dmα2 de

D. melanogaster, Sgα1 de Schistocerca gregaria et Mpα1 et Mpα2 de M. persicae sont capables de

former des homopentamères fonctionnels.  En particulier,  les nAChRs constitués de sous-unités

Mpα2 ou de Dmα2 sont insensibles à l'α-BGT (Sawruk et al., 1990 ; Amar et al., 1995 ; Sgard et al.,
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1998), suggérant que ces sous-unités apportent une certaine insensibilité à la toxine. En effet, les

sous-unités  Dmα2, Cfα2 (C. felis) mais également Dmα4 coexprimées avec la sous-unité β2 de rat

forment des récepteurs insensibles à l’α-BGT (Bertrand  et al.,  1994 ;  Lansdell  & Millar,  2000a ;

Dederer  et al.,  2011). Au contraire, les sous-unités Dmα1, Dmα3 et Cfα1, coexprimées  avec la

sous-unité β2 de poulet, constituent des hétéropentamères sensibles à l'α-BGT (Dederer  et al.,

2011).

2.3. nAChRs d'insectes, cible des insecticides néonicotinoïdes

2.3.1. Structure et mode d'action des néonicotinoïdes

Les néonicotinoïdes sont des neurotoxiques dérivés de la nithiazine (Figure 12), une molécule

utilisée comme insecticide dans les années 1970 mais qui présente l'inconvénient d'être photo-

instable (Tomizawa & Casida, 2005). Par la suite, plusieurs composés aromatiques hétérocycliques

de structure proche de celle  de la nithiazine ont été synthétisés,  avec comme particularité,  le

remplacement du groupe -nitrométhylène par les groupes -nitroguanidine ou -cyanoamidine, qui

les  rend  photostables  (Matsuda  et  al.,  2001 ;  Tomizawa  &  Casida,  2005).  Les  nitroguanidines

comprennent la première molécule synthétisée, l'imidaclopride (IMI),  ainsi  que la clothianidine
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Figure 11 : Diversité des nAChRs d'insectes sensibles et insensibles à l'α-BGT (modifié d'après Dupuis et al.,
2012). Les récepteurs chimériques peuvent contenir des sous-unités de poulet (C) ou de rat (R).
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(CLT), le thiaméthoxam (TMX) et le dinotéfurane (DIN). Les cyanoamidines comprennent quant à

eux l'acétamipride (ACE) et le thiaclopride (THI ; Matsuda et al., 2001 ; Tomizawa & Casida, 2005).

Le nitenpyram (NIT) a, lui, gardé le groupe -nitrométhylène (Figure 12).

Les néonicotinoïdes sont capables de se fixer au site de liaison des nAChRs d'insectes et ont

généralement  un  mode  d'action  agoniste,  quoique  des  effets  antagonistes  aient  parfois  été

remarqués  (Salgado  &  Saar,  2004).  Chez  l'abeille  par  exemple,  l'analyse  des  courants

cholinergiques de neurones du lobe antennaire a montré que l'IMI était un agoniste des nAChRs

(Nauen  et al.,  2001 ;  Déglise  et al.,  2002). Chez la blatte  P. americana,  les neurones isolés des

ganglions thoraciques présentent des nAChRs dont l'amplitude des courants ioniques varie selon

les néonicotinoïdes testés (Tan et al., 2007). L'IMI et le THI se sont révélés être de faibles agonistes

et les courants qu'ils induisent représentent 20 à 25 % de ceux induits par l'ACh, alors que l'ACE, le
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Figure 12 : Structures moléculaires des différents représentants de la famille des néonicotinoïdes (modifié
d'après Matsuda et al., 2001 et Tomizawa & Casida, 2005). Les insecticides nitrométhylènes possèdent le
groupe -CHNO2 (vert), les nitroguanidines, le groupe -NNO2 (ocre), et les cyanoamidines, le groupe -NCN
(bleu).  "NIT",  nitenpyram ;  "IMI",  imidaclopride ;  "TMX",  thiamétoxam ;  "CLO",  clothianidine ;  "DIN",
dinotéfurane ; "THI", thiaclopride ; "ACE", acétamipride.
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DIN, le NIT et la CLT sont des agonistes induisant des courants de forte amplitude (60 à 100 % de

ceux induits par l'ACh) (Tan  et al.,  2007).  Une étude plus récente démontre que la CLT est un

agoniste spécifique des nAChRs exprimés par les neurones dits "dorsal unpaired median" (DUM)

du dernier ganglion abdominal de la blatte (Thany, 2009). Dans cette étude, l'application de CLT sur

les  neurones  DUM  induit  un  courant  ionique  non  affecté  par  la  présence  d'antagonistes

muscariniques (pirenzépine, atropine) mais réduit par l'α-BGT et complètement bloqué par la MLA,

suggérant que la CLT active des sous-types de nAChRs sensibles et insensibles à l'α-BGT. Parmi les

sous-types  insensibles,  nAChR1  et  nAChR2,  sensibles  à  la  d-TC  et  à  la  Mec,  respectivement

(Courjaret & Lapied, 2001) sont aussi activés par la CLT (Thany, 2009). Enfin, des enregistrements

faits au niveau de la synapse cerque/interneurone géant de la blatte indiquent que le TMX est un

agoniste des nAChRs (Thany, 2011). La dépolarisation occasionnée par le TMX est réduite par la

Mec et la MLA, mais est insensible à la d-TC. De plus, l'atropine réduit partiellement les effets du

TMX, suggérant que ce dernier se lie à un récepteur mixte muscarinique/nicotinique (Thany, 2011).

Récemment, de nouveaux insecticides, dérivés des sulfoximines et avec pour représentant

principal le sulfoxaflor (SFX), ont été mis sur le marché. Ils sont décrits comme ayant les nAChRs

pour cible (Sparks et al., 2013). Des tests de liaison par affinité sur des préparations membranaires

de M. persicae ont notamment montré que le SFX déplace l'IMI tritié [3H]-IMI (Zhu et al., 2011 ;

Watson et al., 2011) et qu'un analogue du SFX, le [3H]-méthyl-SFX, est déplacé par l'IMI, le THI et la

CLT avec une constante d'inhibition de l'ordre de quelques picomolaires,  suggérant que le  SFX

interagit avec un site de liaison de forte affinité pour l'IMI (Cutler et al., 2013). De plus, le SFX et

certains analogues ont un mode d'action agoniste sur des récepteurs hybrides Dmα2 /  β2 (rat)

exprimés en ovocytes de xénope. En effet,  le SFX induit des courants ioniques de plus grande

amplitude que ceux induits par l'ACh, et deux analogues, le 6-Cl-pyridil  et un analogue cyclisé,

induisent également des courants, bien que pas aussi grands que ceux induits par le SFX (Watson

et al., 2011).

2.3.2. Composition en sous-unités des nAChRs sensibles/insensibles aux néonicotinoïdes

Des expériences de patch-clamp sur les neurones DUM contenus dans le dernier ganglion

abdominal de la blatte P. americana, ont mis en évidence deux populations de nAChRs insensibles

à l'α-BGT,  appelées nAChR1 et nAChR2 (Courjaret & Lapied, 2001 ;  Courjaret  et al.,  2003).  Les
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enregistrements de courants nicotiniques à différents potentiels dessinent une courbe biphasique,

et  chacune  des  deux  composantes  de  la  courbe  présente  des  propriétés  pharmacologiques

distinctes (Figure 13). La première composante, correspondant aux sous-types nAChR1, révèle une

sous-population de récepteurs sensibles à la d-TC et activés par l'IMI.  La seconde composante

révèle quant à elle une sous-population de récepteurs sensibles à la Mec et à l'α-conotoxine-IMI.

Les  courants  résiduels  observés  en  présence  de  d-TC  comme  en présence  de  Mec  suggèrent

l'existence d'autres sous-types pharmacologiques de nAChRs. Cette hypothèse est confortée d'une

part, par des études montrant que l'IMI se lie à des nAChRs sensibles et insensibles à l' α-BGT chez

la blatte (Buckingham et al., 1997), et par l'existence de différents sites de liaison à l'IMI reflétant

différents sous-types de récepteurs chez plusieurs espèces d'insectes (pour revue, Taillebois et al.,

2018).

Figure  13 : Courbes  courant-potentiel  caractérisant  les  populations  de récepteurs  insensibles  à  l' α-BGT
nAChR1 et nAChR2 dans les neurones DUM de la blatte  Periplaneta americana (modifié de Courjaret &
Lapied, 2001). La première phase de la courbe, correspondant à nAChR1 est inhibée par la d-tubocurarine
(d-TC), et la seconde phase correspondant à nAChR2 est inhibée par la mécamylamine (Mec).

Des études récentes ont permis de faire des hypothèses sur la composition en sous-unités

des sous-types nAChR1 et nAChR2 (Sun et al., 2017). En effet, l'inhibition de l'expression des sous-

unités Pameα3, Pameα8 et Pameβ1, par une approche d'ARN interférent, entraîne la réduction des

courants induits par l'IMI, suggérant que ces trois sous-unités composent les sous-types nAChR1.

Quant aux sous-unités Pameα1, Pameα2 et Pameβ1, leur inhibition induit une inhibition de sous-

types nAChR2. Des observations similaires ont été faites lors d'expériences d'immunodéplétion sur
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les nAChRs natifs purifiés de Nilaparvata lugens, et au sein desquels deux sites de liaison à l'IMI

ont été identifiés, le premier site impliquant Nlα3, Nlα8 et Nlβ1 et présentant une forte affinité

pour l'IMI, et le second impliquant les sous-unités Nlα1, Nlα2 et Nlβ1, avec une affinité plus faible

vis-à-vis de l’IMI (Li et al., 2010). De même, deux sites à forte et faible affinités pour l'IMI ont été

identifiés chez la mouche Musca domestica (Liu & Casida, 1993) et les hémiptères M. persicae et

Nephotettix cincticeps (Lind et al., 1998) alors que P. americana, D. melanogaster, Lucilia sericata,

M. sexta et  Heliothis virescens ne semblent présenter que des sites de faible affinité (Lind et al.,

1998). Des chimères formées à partir de la partie N-terminale de la sous-unité Cfα1 ou Cfα3 de C.

felis et de la région C-terminale de la sous-unité Dmα2, coexprimées avec la sous-unité β2 de rat,

ont une forte affinité pour l'IMI (Bass  et al., 2006). Les sous-unités Cfα1 et Cfα3 contribueraient

donc à la formation de récepteurs sensibles à l'IMI. Chez M. persicae, ce sont les sous-unités Mpα2

et Mpα3, car leur co-expression avec la sous-unité β2 de rat dans des cellules S2 de drosophile

donne des nAChRs présentant une affinité élevée pour la [3H]-EPI et le [3H]-IMI, tandis que les

nAChRs hybrides contenant Mpα1 sont insensibles au [3H]-IMI (Huang et al., 1999).

Des expériences de mutagenèse dirigée ont fait ressortir des résidus importants au sein des

sous-unités β1 et β2 dans la sélectivité pour l'IMI. Par exemple, les mutations Arg81Gln (boucle D),

Asn137Gly  (boucle  E)  et  Phe190Trp  (boucle  F)  de  la  sous-unité  Mpβ1  de  M.  persicae sont

impliquées dans la sélectivité pour l'IMI (Song et al., 2009). La sous-unité β2 d'un récepteur α4β2

de poulet et d'un récepteur hybride Dmα2 / β2 (poulet), exprimés en ovocytes de xénope, a subi

les  doubles  mutations  Thr77Lys/Glu79Arg  et  Thr77Asn/Glu79Arg  (boucle  D)  visant  à  imiter

l'organisation  d'une  sous-unité  d'insecte  (Shimomura  et  al.,  2006).  Dans  les  deux  cas,  ces

mutations  augmentent fortement l'affinité du récepteur pour l'IMI. Un modèle basé sur l'AChBP

propose alors que le groupe nitrogène de l'IMI interagit directement avec les résidus en position

77, alors que les résidus en position 79 permettent ou empêchent l'interaction en fonction de leurs

propriétés électrostatiques  (Shimomura  et  al.,  2006).  Des récepteurs  hybrides  constitués de la

sous-unité Nlα1 de N. lugens et d'une β2 rat modifiée contenant les boucles D, E et F de la sous-

unité Dmβ1, ont été exprimés en système hétérologue et présentent une sensibilité à l'IMI plus

élevée que les récepteurs non modifiés (Yao et al., 2008). Les mutations Ser131Tyr et Asp133Asn

(boucle E) et les mutations Thr191Trp et Pro192Lys (boucle F) suggèrent que ces résidus jouent un

rôle dans la sélectivité à l'IMI (Yao et al., 2008).
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2.3.3. nAChRs d'insectes et résistance aux néonicotinoïdes

L’usage  à  grande  échelle  des  insecticides  néonicotinoïdes  a  conduit  à  l’apparition  et  la

sélection de population d’insectes nuisibles résistants à ces molécules. Différents mécanismes de

résistance sont impliqués dans la diminution de la sensibilité des insectes aux insecticides ciblant

les nAChRs. Le mécanisme le plus répandu est l’augmentation de la détoxification des molécules

insecticides par les cytochrome p450, dû en grande majorité à la surexpression de ces enzymes

(Bass  et al., 2011 ; 2013 ; Puinean et al., 2010). Un autre mécanisme important dans la mise en

place de ces résistances est la modification de la cible moléculaire des néonicotinoïdes, les nAChRs

neuronaux.

Plusieurs études ont fait état de mutations au niveau de sous-unités de nAChRs en lien avec

un phénomène de résistance à un ou plusieurs neonicotinoïdes.  Les sous-unités Nlα1-4 et Nlβ1 de

souches de N. lugens sensibles et résistantes à l'IMI ont été clonées et soumises à un test de liaison

par affinité vis-à-vis de l’[3H]-IMI. Les résultats ont montré que pour Nlα1 et Nlα3, la mutation

Tyr151Ser diminue la sensibilité à l’IMI (Liu et al., 2005). Par contre, si cette mutation touche les

sous-unités  Nlα1 et Nlα2 coexprimées avec la sous-unité β2 de rat, l’action agoniste de l'IMI sur les

nAChRs hybrides n’est pas modifiée (Liu et al., 2009). Chez la drosophile, une résistance au NIT a

été observée suite à la délétion de 53 paires de bases au niveau du résidu 352 de la sous-unité

Dmβ2  (Perry  et  al.,  2008).  Cette  étude  montre  également  que  la  mutation  Leu351Gln  et  le

remplacement du résidu Leu118 par le motif SerGlyThr, confèrent une résistance des drosophiles au

NIT (Perry et al., 2008). De même, les drosophiles dont la sous-unité Dmβ2 présente un codon stop

en position 352 ont une résistance accrue à l'IMI, à l'ACE et à la CLT (Perry et al., 2012), mettant

ainsi en évidence les risques de résistances croisées pour plusieurs molécules insecticides. Chez M.

persicae, la mutation Arg81Thr de la boucle D de la sous-unité Mpβ1 est associée à une diminution

de l’affinité des nAChRs pour l’IMI et une résistance des populations de pucerons pour l’IMI (Bass

et  al.,  2011).  Les  mutations  Ser221Ala  et  Ser221Gln  (boucle  C)  de  la  sous-unité  Dmα1  de

drosophile donnent des récepteurs insensibles à l'IMI quand celle-ci est coexprimée en ovocyte de

xénope avec la β2 de poulet (Shimada et al., 2020). Shimada et al. (2020) proposent alors que des

insectes encore plus résistants à l'IMI pourraient émerger si cette mutation Ser221Ala venait à se

produire sur des populations présentant aussi des nAChRs dont la sous-unité β1 a subi la mutation

Arg81Thr.
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Certaines études montrent que des changements dans le niveau d'expression de certaines

sous-unités des nAChRs pourraient également conférer une résistance aux néonicotinoïdes. Ainsi,

chez une souche danoise de M. domestica, la diminution du niveau d'expression de la sous-unité

Mdα2 est  associée  avec  une  résistance à  l'IMI  (Markussen & Kristensen,  2010).  De  même,  la

sélection  d'une  souche  de  N.  lugens résistante  à  l'IMI  est  associée  à  une  baisse  du  niveau

d'expression de la sous-unités Nlα8 (Zhang  et al., 2015). La modification du niveau d’expression

des sous-unités pourrait ainsi impacter la nature et/ou la stoechiométrie des sous-unités formant

les nAChRs et conduire à une diminution de la sensibilité des insectes pour les insecticides. Ces

modulations du niveau d’expression permettraient ainsi une acclimatation rapide des insectes.

3. Modulation allostérique des nAChRs d'insectes et autres invertébrés

Les effets de certaines molécules en tant que PAM ont été étudiés chez les invertébrés. Les

récepteurs sensibles au lévamisole du nématode Oesophagostomum dentatum sont par exemple

modulés  par  le  menthol  (Choudhary  et  al.,  2018).  Windley  et  al. (2017) ont  montré  que

l'hexatoxine  κ-HXTX-Hv1c de  l'araignée  Hadronyche  versuta ralentissait  fortement  les  courants

nicotiniques et affectait la désensibilisation des nAChRs de blatte, sans affecter l'amplitude des

courants ou la relation concentration-réponse. La toxine n'a aucun effet sur les récepteurs α7,

α3β2  et  α3β4  humains,  ce  qui  suggère qu'elle  est  un PAM sélectif  des  nAChRs  d'insectes.  Le

spinosad, insecticide décrit comme agoniste (Salgado & Saar, 2004 ; Watson et al., 2010), est un

agoniste allostérique qui se fixe à un site transmembranaire de la sous-unité α6 chez plusieurs

espèces d'insectes (Perry et al., 2007; Orr et al., 2009; Puinean et al., 2013; Bao et al., 2014; Wang

et al., 2018; Wan et al., 2018).

Quelques NAM ont aussi été caractérisés chez les insectes et d'autres invertébrés malgré le

peu d'études. La bicuculline, l'hydrastine et la gabazine inhibent les réponses à l'ACh des neurones

contenus dans les ganglions thoraciques du criquet (Jackson et al., 2002). Dans des préparations

tissulaires issues de têtes de mouche domestique et contenant des nAChRs, le carvacrol se lie à un

site allostérique et empêche la fixation de la NIC (Tong et al., 2013). Curieusement, les courants

induits  par  l’ACh  sur  l'homologue  du  récepteur  α7  humain  chez  Caenorhabditis  elegans

(nématode), ACR-16, sont inhibés par l'ivermectine, le 5-HI, le NS-1738 et la génistéine, alors que

ces composés sont des PAM pour les nAChR de vertébrés (Sattelle et al., 2009).
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4. Modulation calcium-dépendante des nAChRs d'insectes

Au niveau neuronal, les nAChRs d'insectes sont, comme ceux des vertébrés, une forte voie

d'entrée de Ca2+ dans la cellule. L'application d'ACh ou d'agonistes des nAChRs est accompagnée

d'une forte augmentation de la [Ca2+]intra dans les cellules de Kenyon (Bicker, 1996 ; Campusano et

al., 2007 ; Dupuis et al., 2012). Un récepteur mixte présentant un profil muscarinique et un profil

nicotinique a été identifié dans les neurones DUM de blatte (Lapied et al., 1990), et l'application

d'ACh sur ce récepteur induit une hausse de [Ca2+]intra (Grolleau et al., 1996). L'application de CLT

sur les neurones DUM de blatte provoque également un influx de Ca2+ via les nAChRs (Calas-List et

al., 2013). La sous-unité α1 participe fortement à l'influx de Ca2+ via les nAChR neuronaux de M.

sexta (Vermehren et al., 2001).

L'influx de calcium qui accompagne l'activation des nAChRs d'insectes peut être modulé par

des mécanismes intracellulaires calcium-dépendants. C'est le cas de l'AMPc qui peut moduler les

influx de Ca2+ induits par la NIC de façon PKA-dépendante, ou PKA-indépendante, dans les corps

pédonculés de drosophile (Pavot et al., 2015). De plus, l'altération de la CaM révèle que l'AC régule

différemment  les  influx  de  Ca2+ selon  la  région  du  corps  pédonculés  dans  laquelle  ils  sont

enregistrés (Pavot  et al.,  2015). Des fonctions cognitives mettant en jeu les nAChRs neuronaux

peuvent donc dépendre des niveaux intracellulaires de calcium, telles que l'apprentissage et la

mémoire à long terme chez l'abeille (Dupuis  et al.,  2012). D'autres mécanismes impliquant les

nAChRs, comme l'addiction, sont modulés par des voies intracellulaires calcium-dépendantes. Des

drosophiles wild-type traitées avec un inhibiteur de PDE et une souche de drosophiles exprimant

des PDE défectueuses sont par exemple plus réceptives à la NIC que les mouches wild-type lors de

tests comportementaux, et inversement, des drosophiles wild-type traitées avec un inhibiteur de

PKA et une souche exprimant des PKA défectueuses sont moins réceptives que les drosophiles

wild-type  (Hou  et  al.,  2004).  L'exposition  répétée  des  mouches  wild-type  à  la  NIC  induit  une

augmentation des niveaux d'AMPc et de la réponse, et ces effets sont bloqués par l'invalidation de

CREB, suggérant que la voie AMPc/PKA/CREB régule ce phénomène (Hou et al., 2004).

Néanmoins,  si  le  Ca2+ est  requis  pour  assurer  différentes  fonctions  neurobiologiques,  les

mécanismes intracellulaires calcium-dépendants qui  modulent les nAChRs neuronaux d'insectes

ont été peu étudiés.  L'étude des séquences des sous-unités de nAChRs a pourtant révélé que
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celles-ci hébergeraient plusieurs sites potentiels de phosphorylation PKC, PKA, AMPc ou encore

GMPc au niveau boucles intracellulaires TM3-TM4 chez  A. gambiae,  A. mellifera,  B. mori et  N.

vitripennis (Jones et al., 2005 ; 2006 ; 2010 ; Shao et al., 2007).

La  blatte  P.  americana a  fait  l'objet  de  plusieurs  études  concernant  les  mécanismes

intracellulaires  régulant  l'activité  et  la  pharmacologie  des  nAChRs  d'insectes.  Dans  les

motoneurones dépresseurs,  par  exemple,  l'application de 5-HT3 réduit  les courants induits  par

l'ACh et ses effets sont atténués par la didéoxyadénosine, un inihibiteur d'AC, ce qui suggère un

rôle de l'AMPc dans la régulation des nAChRs (Butt & Pitman, 2002). Plus particulièrement, les

études menées sur les neurones DUM ont montré que les sous-types de récepteurs, nAChR1 et

nAChR2, étaient régulés pas différentes voies dépendantes du Ca2+, expliquées ci-dessous.

Pour commencer, deux types de PKC régulent l'activité de nAChR1 (Figure 14) (Courjaret  et

al., 2003). La première PKC, dite PKC1, régule positivement nAChR1 et est sensible aux variations

de [Ca2+]intra, ce qui fait d'elle une cPKC. A l'inverse, PKC2 régule négativement nAChR1 et n'est pas

sensible au Ca2+, telle une nPKC. De plus, l'activation de l'AC par la forskoline et l'augmentation

directe de la concentration intracellulaire d'AMPc réduisent les courants nicotiniques via nAChR1,

suggérant que ce récepteur est aussi modulé par la voie AMPc/PKA (Courjaret & Lapied, 2001).

L'activité de nAChR2 est modulée par des variations de [Ca2+] internes et externes. En effet, en

présence d'α-BGT, les courants nicotiniques mesurés à travers nAChR2 s'amplifient à mesure que

[Ca2+]extra augmente, mais sont également affectés par l'application intracellulaire de BAPTA, un

chélateur d'ions Ca2+ (Thany et al., 2008).
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Figure  14 : Voie de régulation PKC de nAChR1 dans les neurones DUM de la blatte  P. americana (modifié
d'après Courjaret et al., 2003). L'activation d'un récepteur couplé à une protéine G (récepteur muscarinique
M1) induit la production d'IP3 et de DAG. Le DAG stimule les deux PKC1 et PKC2. PKC1 régule positivement
nAChR1 et PKC2, négativement. Seule PKC1 est régulée par le calcium intracellulaire, notamment issu du
relargage  par  les  compartiments  intracellulaires.  "Mus",  muscarine ;  "PLC",  phospholipase  C ;  "PiP2",
phosphoinositol  biphosphate ;  "IP3",  inositol  triphosphate ;  "DAG",  diacylglycérol ;  "PP2B",  protéine
phosphatase 2B ; "PKC", protéine kinase C.

Les effets de la CLT sur les neurones DUM ont aussi été étudiés et ont permis de mettre en

évidence l'implication de la voie de l'AMPc dans la modulation des nAChRs (Calas-List et al., 2013).

Les  enregistrements  électrophysiologiques  montrent  que  l'addition  d'AMPc  dans  la  solution

intrapipette provoque une augmentation des courants induits par une forte concentration de CLT

(1 mM), et cet effet est indépendant de la concentration en AMPc. De plus, l'α-BGT n'a pas d'effet

sur  cette  augmentation,  et  l'application  de  d-TC  ou  de  Mec  bloque  entièrement  les  courants

induits par la CLT, suggérant que les effets opèrent principalement via les nAChRs insensibles à l'α-

BGT dont nAChR1 et nAChR2. Les données d'imagerie montrent que l'application de 1 mM de CLT

est accompagnée d'une hausse de la [Ca2+]intra. En revanche, à faible concentration de CLT (10 µM),

aucune augmentation de [Ca2+]intra n'est observée, et les effets de l'AMPc sont dose-dépendants. A

faible concentration d'AMPc, les courants induits par la CLT sont bloqués par chaque antagoniste
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nicotinique, ce qui suggère que les récepteurs sensibles et insensibles à l'α-BGT sont concernés. A

forte concentration d'AMPc, ces courants sont réduits par l'α-BGT mais la co-application de d-TC

ou de Mec ne change rien, ce qui reflète un effet de l'AMPc sur les courants sensibles à l'α-BGT. En

conclusion,  l'ouverture  des  nAChRs  lors  de  l'application  d'une  forte  concentration  de  CLT

provoquerait un fort influx de calcium dans la cellule, ce qui activerait la CaMKII. Cette dernière

activerait à son tour la production d'AMPc par l'AC. Enfin, l'AMPc induirait la phosphorylation des

nAChRs par la PKA. L'influx de calcium induit par une faible concentration de CLT ne semble quant

à lui pas assez fort pour provoquer les effets observés ci-dessus.

Dans la continuité de ces travaux, les recherches ont porté sur la CaMKII. Le clonage de la

CaMKII de P. americana a mis en évidence 5 isoformes (PaCaMKII A à E) et seule PaCaMKII-E est

exprimée dans les neurones DUM (List et al., 2014). L'inhibition de l'expression de PaCaMKII-E par

des oligonucléotides antisens réduit les courants induits par l’application de NIC, et l'α-BGT a un

effet sur cette réduction, suggérant que PaCaMKII-E régule les nAChRs sensibles et insensibles à

l'α-BGT. Une réduction des courants induits par la CLT par l'inhibition de PaCaMKII-E a également

été observée, mais il  n'y a aucun effet de cette inhibition quand les récepteurs sensibles sont

bloqués par l'α-BGT, suggérant une modulation via les nAChRs sensibles à l'α-BGT. Pour la NIC

comme la CLT, leur application sur les neurones est suivie d'une forte augmentation de [Ca 2+]intra .

Cette augmentation est affectée par l'inhibition de PaCaMKII-E. Les effets de la NIC, mais aussi de

la CLT, sur les nAChRs de blatte, sont donc bien modulés par une isoforme de CaMKII (Figure 15).
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Figure 15 : Schéma de la modulation des nAChRs par les voies de la CaM et de la CaMKII (PaCaMKII-E) dans
les neurones DUM de la blatte P. americana (modifié d'après List et al., 2014). Le nAChR noir est insensible à
l'α-BGT, contrairement au nAChR gris. Les lignes pointillées rouges représentent les voies potentiellement
impliquées  dans  les  courants  ioniques  résiduels  induits  par  la  NIC  (ou  la  CLT)  et  dans  les  faibles
augmentations  de  calcium  intracellulaire.  "AC",  adénylylcyclase ;  "CaM",  calmoduline ;  "CCh",  canal
calcique" ;  "PKA",  protéine  kinase  A ;  "RyR/IP3R",  récepteur  à  la  ryanodine  /  récepteur  à  l'inositol
triphosphate.

Enfin, nAChR1 et nAChR2 sont régulés par une voie impliquant la guanosine monophosphate

cyclique  (GMPc)  et  une  protéine  kinase  dépendante  de  la  GMP  (PKG ;  Mannai  et  al.,  2016).

L'addition de GMPc dans le milieu intrapipette a d'abord été testée sur les courants nicotiniques.

Une  concentration  de  100  µM  de  GMPc  augmente  l'amplitude  des  courants  nicotiniques

uniquement sur la deuxième partie de la courbe courant-potentiel biphasique correspondant à

nAChR2, notamment quand nAChR1 est bloqué avec de la d-TC. Aucun effet de la GMPc n'est

observé quand nAChR2 est bloqué avec de la Mec. L'application de GTP non-hydrolysable à raison

de 100 µM permet également d'augmenter les courants nicotiniques via nAChR2, alors qu'une GDP

non hydrolysable connue pour inhiber la GTP n'affecte en rien les courants nicotiniques. La GMPc

module donc les courants nicotiniques via nAChR2. De plus, l'utilisation d'un inhibiteur de PKG, le

KT5823, réduit l'amplitude des courants nicotiniques via nAChR2, et la co-application de Mec n'a

pas  d'effet.  Les  courants  nicotiniques  via  nAChR2  sont  donc  régulés  par  la  PKG.  En  outre,  la

modulation des effets de la NIC sur nAChR2 par la PKG est lié au calcium intracellulaire, étant

donné que l'inhibition du calcium par le CdCl2 annule les effets inhibiteurs du KT5823. L'inhibition

spécifique de la guanylylcylclase (GC) par l'ODQ réduit quant à elle les courants nicotiniques sur les

deux parties de la courbe biphasique, c'est à dire que les deux sous-types nAChR1 et nAChR2 sont

régulés  par  la  voie  GMPc/PKG  (Figure  16).  En  résumé,  une  augmentation  directe  de  GMPc

provoque l'augmentation des courants nicotiniques à travers nAChR2 via l'activation de la PKG,

alors  que  l'augmentation  de  GMPc  via  la  dégradation  de  GTP  par  la  GC  aurait  un  fort  effet

modulateur sur nAChR1 et nAChR2.
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Figure 16 : Schéma de la régulation des nAChRs par la voie GMPc/PKG dans les neurones DUM de la blatte
P. americana (d'après Mannai et al., 2016). Les lignes pointillées rouges représentent les voies impliquées
dans ce processus.  "CaM" :  calmoduline ;  "CCh", canal  calcique ;  "GC", guanylylcyclase ;  "PKA", protéine
kinase A ; "PKG", protéine kinase dépendante de la GMP.
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III. Présentation de la structure d'accueil et objectifs de thèse

Le Laboratoire de Biologie des Ligneux et des Grandes Cultures (LBLGC) compte une équipe

d'Entomologie  et  Biologie  Intégrée  (EBI)  qui  s'intéresse  aux  relations  plante-insecte  et  aux

mécanismes  de  résistance  aux  composés  synthétisés  par  les  plantes  ou  aux  produits

phytosanitaires. Les approches vont de l'écologie des insectes à leur comportement en passant par

leur physiologie.

Une partie  de  l'équipe EBI  axe  ses  recherches  sur  les  nAChRs  d'insectes  en utilisant  des

techniques  d'électrophysiologie,  de  biologie  moléculaire  et  récemment,  d'imagerie.  Plusieurs

études  ont  été  menées  au  laboratoire  afin  d’étudier  les  propriétés  fonctionnelles  et

pharmacologiques des nAChRs neuronaux des insectes, notamment en réponse aux insecticides

néonicotinoïdes.  Une  des  hypothèses  formulées  par  l’équipe  est  que  des  voies  de  régulation

différentes peuvent moduler le mode d’action des néonicotinoïdes et la sensibilité des nAChRs à

ces derniers. Particulièrement chez la blatte Periplaneta americana, certaines voies de signalisation

calcium-dépendante comme la CaMKII, les PKC, l'AMPc et la GMPc modulent les courants induits

par la NIC mais aussi par un néonicotinoïde, la CLT (Courjaret et al., 2003 ; Calas-List et al., 2013 ;

List et al., 2014 ; Mannai et al., 2016). Étant donné l'existence de sites potentiels spécifiques des

PKC, PKA et CaMK sur les nAChRs d'insectes, ces résultats montrent que la réponse des insectes

aux néonicotinoïdes peut, en plus de l'augmentation de l'activité métabolique liée à des enzymes

de détoxification et de la mutation des nAChRs, être modulée par des mécanismes intracellulaires

aboutissant  à  la  phosphorylation  des  nAChRs.  Par  conséquent,  non  seulement  l'étude  de  ces

mécanismes apporterait de nouvelles connaissances sur le fonctionnement et la pharmacologie

des nAChRs d'insectes, mais constitue un enjeu en termes agronomiques et sanitaires. En effet, la

manipulation  des  processus  de  régulation  intracellulaire  des  nAChRs  pourrait  avoir  des

répercussions  sur  la  sensibilité  des  insectes  aux  néonicotinoïdes  et  donner  naissance  à  de

nouvelles stratégies d'amélioration de l'efficacité de ces insecticides, comme proposé par exemple

en lutte antivectorielle contre le moustique (Lapied et al., 2009).
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Cette thèse s'inscrit dans le cadre des problématiques exposées ci-dessus. L'objectif est de

mieux  comprendre  l'implication  des  voies  de  régulation  intracellulaire  dans  la  modulation  de

l'activité des nAChRs d'insectes et de leur réponse aux insecticides.

Pour mener à bien ce projet, les expériences ont porté sur les nAChRs exprimés au niveau des

neurones DUM du dernier ganglion abdominal de la blatte  Periplaneta americana.  Nous avons

utilisé les techniques de patch-clamp en configuration cellule entière ("whole cell") et d'imagerie

calcique ratiométrique au fura-2-AM. Ces techniques sont présentées dans la partie "Matériels et

méthodes".

La  partie  "Résultats"  est  organisée  en  différents  chapitres.  Le  chapitre  I  traite  des  effets

agonistes d'un nouvel insecticide de la famille des sulfoximines, le SFX sur les nAChRs des neurones

DUM. Le chapitre II apporte des précisions sur le rôle du DAG et des PKC dans la modulation des

courants induits par la NIC et la CLT à travers nAChR1 et nAChR2. Pour cela, nous avons utilisé un

analogue du DAG,  le  1,2-dioctanoyl-sn-glycérol  (DiC8).  Dans le  chapitre III,  nous nous sommes

intéressés plus en détail au rôle de la CaM dans la régulation des nAChRs sensibles et insensibles à

l'α-BGT  (dont  nAChR1  et  nAChR2)  en  utilisant  des  inhibiteurs  et  activateurs  spécifiques  des

protéine-kinases et  autres molécules dépendantes de la CaM, telles que les CaMKK, la PDE et

l'AMPK.  La partie  "Discussion et  perspectives"  permet de faire  une synthèse et  de mettre  en

perspective l’ensemble des résultats obtenus. Enfin, deux publications sont accessibles en annexes,

la première est un article portant sur les conséquences d'une coapplication de perméthrine sur les

effets  agonistes  du  DIN,  et  la  seconde  est  une  revue  des  effets  des  néonicotinoïdes  sur  les

fonctions cholinergiques des mammifères à travers l'activation des nAChRs neuronaux.
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I. Modèle biologique : la blatte Periplaneta americana

La blatte américaine Periplaneta americana [Blattaria : Blattidae] (Figure 17A) est une espèce

cosmopolite qui affectionne les milieux chauds et humides. Les adultes mesurent entre 29 et 53

mm. Le mâle est facilement distinguable de la femelle car la longueur de ses ailes dépasse celle de

son abdomen, et il possède deux stylets entre les cerques que la femelle ne possède pas. C'est un

insecte paurométabole : il n'y a pas de stade immobile entre la larve et l'adulte, les deux vivant

dans le même milieu. Elle connaît trois stades de développement : œuf, nymphe et adulte. Une

oothèque contenant les oeufs est d'abord déposée par la femelle. Les blattes immatures émergent

dans les 6 à 8 semaines puis subissent 7 mues successives avant de devenir adultes au bout de 6 à

12 mois selon les conditions de milieu.

Le système nerveux de la blatte (Figure 17B) consiste en un cerveau et une chaîne ventrale.

Le  cerveau est  divisé  en 3  régions :  protocérébron,  deutocérébron et  tritocérébron.  La chaîne

nerveuse est quant à elle une série de ganglions facilement observables à la loupe. En partant du

cerveau,  le  premier  de  la  série  est  le  ganglion  sous-oesophagien,  très  rapproché  du  cerveau.

S'ensuivent 3 ganglions thoraciques et 6 ganglions abdominaux.

Le  dernier  ganglion  abdominal  contient  des  neurones  DUM  (Figure  17B).  Ces  derniers,

également présents dans les ganglions thoraciques, sont des cellules neurosécrétrices notamment

impliquées dans le relargage d'octopamine vers des cibles neuronales et musculaires pour assurer

des fonctions énergivores telles que la fuite en présence d'un prédateur (Sinakevitch et al., 1996).

Ils  ont  un  diamètre  conséquent  (entre  45  et  60  µM)  et  ont  une  activité  spontanée  de  type

pacemaker qui peut être modulée par l'activation des nAChRs ou d'autres récepteurs comme les

GABAergiques  (Lapied  et  al.,  1990).  Les  neurones  DUM  sont  donc  un  modèle  intéressant  en

électrophysiologie pour étudier  les courants spontanés ou induits  par l'application d'agonistes,

mais aussi pour étudier le mode d'action des insecticides néonicotinoïdes sur les nAChRs.

L'ensemble  des  expériences  sont  menées  sur  des  neurones  DUM  d'individus  mâles.  Les

insectes sont maintenus au laboratoire dans une pièce à 29°C, à l'écart de tout insecticide, avec

une photopériode de 12h jour : 12h nuit.
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II. Préparation des neurones DUM

Les expériences sont menées sur les neurones DUM du dernier ganglion abdominal de la

blatte Periplaneta americana. Les ganglions terminaux de l'abdomen sont prélevés sur des mâles

et repris dans un liquide physiologique (LP) standard (NaCl, 200 mM ; KCl, 3,1 mM ; MgCl2, 4 mM ;

CaCl2, 5 mM ; HEPES, 10 mM ; pH 7,4) enrichi en sucrose (50 mM ; Sigma-Aldrich, France). Ils sont

incubés 35 min à 29°C dans du LP additionné de collagénase (type IA ; 1,5 mg/ml ; GIBCO, France)

puis rincés trois fois avant d'être repris dans du LP additionné de sérum foetal de veau (5 % v/v),

de pénicilline (50 UI/ml) et de streptomycine (50 µg/ml). Ces produits proviennent de chez Sigma-

Aldrich,  France.  Les ganglions sont alors dissociés mécaniquement à  l'aide de pipettes Pasteur

polies  à  la  flamme  et  déposés  soit  dans  une  boîte de  Pétri pour  les  enregistrements

électrophysiologiques (35/09 mm ; NEST ; Grosseron, France), soit sur une lamelle couvre-objet

pour  les  enregistrements  d'imagerie  (22x40x0,17  mm ;  HIRSCHMANN ;  Verrerie  villeurbanaise,

France).  Ils  peuvent  alors  adhérer  à  une  couche  de  poly-D-lysine  (Sigma-Aldrich,  France).  Les

préparations sont incubées overnight à 29°C avant d'être utilisées pour les expériences. Toutes les

solutions utilisées sont préalablement filtrées, et le matériel est stérilisé à la flamme. La figure 18

présente les étapes principales de la préparation des neurones DUM.
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Figure 17 : La blatte Periplaneta americana et son système nerveux. (A) Photographie d'un individu mâle.
(B) Schéma du système nerveux de la blatte. La photographie représente un neurone DUM isolé et mis en
culture.
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III. Patch-clamp en configuration "cellule entière"

1. Principe de la technique

Le  patch-clamp  est  une  technique  d'électrophysiologie  dont  le  but  est  d'enregistrer  les

courants  ioniques  qui  résultent  de  l'activation  des  canaux  ioniques  exprimés  au  niveau  de  la

membrane des cellules. Pour ce faire, une micropipette en verre est emplie d'une solution ionique

(solution  intrapipette),  installée  sur  un  porte-électrode  et  mise  au  contact  de  la  membrane

cellulaire.  La solution intrapipette assure alors la conduction électrique entre l'extrémité de la

pipette accolée à la membrane et l'électrode. Enfin, l'électrode est reliée à un amplificateur et à un

système d'acquisition (ordinateur) permettant de mesurer et enregistrer les courants obtenus.

En configuration "cellule entière", lorsque la micropipette est au contact de la cellule, une

aspiration  permet  de  détacher  le  morceau  de  membrane  directement  exposé  à  la  solution

intrapipette. La cellule est ensuite maintenue au contact de la micropipette grâce à un clamp.

Cette configuration de patch-clamp permet de mesurer les courants ioniques de l'ensemble des

canaux de la membrane.
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Figure 18 : Principales étapes de dissociation des neurones DUM de la blatte P. americana.
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2. Protocole adapté aux neurones DUM de P.americana

Les neurones isolés de P.americana sont installés sur un microscope inversé (AE 2000, Motic)

sous une cage de Faraday. Le LP est continuellement renouvelé par un dispositif de perfusion. Ce

dernier permet d'appliquer jusqu'à 6 bains différents de composés que l'on souhaite tester sur

l'activité  des  nAChR.  L'activation  des  nAChR  est  rendue  possible  par  un  dispositif  d'éjection

pressurisé  (Miniframe,   Medical  System  Corporation,  Etats-Unis)  qui  envoie  de  l'air  dans  une

micropipette (résistance comprise entre 1,5 et 2 MΩ) contenant du LP additionné d'ACh ou d'un

agoniste. La pointe de la pipette est placée à environ 100 µm du corps cellulaire et la stimulation

dure 100 ms. Les micro-pipettes d'enregistrement contiennent une solution intrapipette définie (K-

D-gluconate, 160 mM ; K-Fluoride, 10 mM ; NaCl, 10 mM ; MgCl2, 1 mM ; CaCl2, 0,5 mM ; HEPES,

20 mM ; ATP, 3 mM ; EGTA, 10 mM ; pH 7,4) et ont une résistance de 1,5 à 2 MΩ. Les courant

ioniques  sont  amplifiés  (Axopatch  200B,  Axon  Instruments,  Foster  City,  CA),  digitalisés

(convertisseur analogue-digital MiniDigidata 1440, Axon Instruments) et acquis (logiciel Axoscope

10.2, Axon Instruments). Ils sont filtrés passe-bas à 5 Khz. La figure 19 représente le dispositif de

patch-clamp du laboratoire.
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Figure 19 : Dispositif de patch-clamp du laboratoire.
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IV. Imagerie calcique ratiométrique

1. Principe de la technique

L'imagerie calcique est une technique permettant d'étudier les flux de calcium à l'intérieur

des cellules en utilisant des colorants. Ces colorants ont deux composantes : une partie chélatrice

qui fixe le calcium de manière sélective et une partie fluorescente qui, lorsqu'elle est excitée par

une longueur d'onde spécifique d'un ultraviolet, émet une lumière de longueur d'onde spécifique.

La fixation de calcium modifie les propriétés de fluorescence du colorant et rend visuellement

compte des variations de la concentration en calcium dans la cellule.

Au  laboratoire,  le  colorant  utilisé  sur  les  neurones  DUM  de  blatte  est  l'ester  de  fura-2-

acétoxyméthyle, ou fura-2-AM. Ce colorant a la particularité d'émettre de la fluorescence à deux

longueurs d'onde d'excitation différentes selon que le calcium est fixé ou libre. En effet, excité à

340 nm, il émet une fluorescence correspondant au calcium fixé, alors qu'à 380 nm, il émet une

fluorescence correspondant au calcium libre. Le calcul d'un ratio entre la fluorescence émise aux

deux  longueurs  d'onde  d'excitation  (F340nm/F380nm)  fait  alors  ressortir  les  variations  de  la

concentration en calcium intracellulaire dans le temps et/ou dans différentes conditions, comme

l'application d'agents pharmacologiques. Le fura-2-AM est donc qualifié de colorant ratiométrique.

De plus, comparé à un colorant simple, il présente l'avantage d'être beaucoup moins sensible au

photo-blanchiment.

2. Protocole adapté aux neurones DUM de P.americana

Les  lamelles  couvre-objet  destinées  à  l'imagerie  calcique  sont  rincées  3  fois  avec  du  LP

additionné  de  sucrose  (50  mM)  afin  d'enlever  le  maximum de  sérum foetal  de  veau.  Puis,  à

l'obscurité, les neurones sont incubés 1h à 37°C dans le LP sucré additionné de 0,1 % de Pluronic F-

127 (Sigma-Aldrich, France) et de 10 µM de fura-2-AM (Sigma-Aldrich, France). Ils sont ensuite

rincés 2 fois avec du LP et réincubés pendant 30 min à l'obscurité avant d'être installés sous un

microscope  inversé  (IX73,  Olympus).  Un  dispositif  de  perfusion  permet  alors  de  renouveler

constamment le LP et de tester les effets de différentes molécules sur les nAChR. Les neurones

sont  activés  à  l'aide  d'un  système d'éjection  pressurisé  (PLI-100,  Medical  System Corporation,
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Etats-unis)  envoyant  de  l'air  dans  une  micropipette  (résistance  comprise  entre  1,5  et  2  MΩ)

contenant de l'ACh ou un agoniste dans du LP, et située à environ 100 µm du corps cellulaire. Une

caméra et un système LED (CoolLED pE-340fura) permet de mesurer les fluorescences émises à 340

(F340nm)  et  380  nm  (F380nm),  et  le  logiciel  CellSens  Dimensions  permet  de  calculer  les  ratios

F340nm/F380nm (R) dans le temps et à différentes fréquences après soustraction du bruit de fond. Dans

le cas des neurones DUM, la durée de l'enregistrement est de 2 min et la fréquence de mesure des

ratios est de 2 secondes. Pour la représentation graphique, chaque ratio est exprimé en taux de

variation par rapport au ratio initial R0 : R = ΔR/R0. Le dispositif d'imagerie calcique du laboratoire

est schématisé en Figure 20.
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Figure 20 : Dispositif d'imagerie calcique du laboratoire.
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RÉSULTATS/ CHAPITRE I  

Mode d'action du sulfoxaflor sur les nAChRs insensibles à
l'α-bungarotoxine, nAChR1 et nAChR2: effet inhibiteur de

l'imidaclopride.
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I. Synthèse de l'article

Les sulfoximines, récemment introduites sur le marché et avec le sulfoxaflor (SFX) comme

principal représentant, constituent une nouvelle classe d'insecticides. Ils ont été introduits pour

lutter contre des insectes piqueurs-suceurs comme M. persicae, Aphis gossypii ou N. lugens, pour

lesquels des populations résistantes aux néonicotinoïdes ont déjà été observées (Sparks  et al.,

2013). En effet,  les sulfoximines ont également pour cible les nAChRs d'insectes. Watson  et al.

(2011) ont notamment montré que le SFX a un mode d'action agoniste et  induit des courants

ioniques de grande amplitude quand il est appliqué sur des récepteurs hybrides α2 (drosophile)/β2

exprimés en ovocytes de xénope. Cependant, le SFX déplace le [3H]-IMI avec une faible affinité sur

des préparations membranaires de M. persicae (Watson et al., 2011). Ces observations reflètent le

besoin d'explorer davantage le mode d'action du SFX sur les nAChRs d'insectes. Dans ce contexte,

nous nous sommes intéressés au mode d'action que le SFX pourrait avoir sur les sous-types de

récepteurs nAChR1 et nAChR2 exprimés par les neurones DUM de la blatte Periplaneta americana.

En effet, nAChR1 et nAChR2 sont différemment sensibles aux néonicotinoïdes, ce qui suggère qu'ils

pourraient aussi présenter une sensibilité différente au SFX. Pour cela, nous avons testé les effets

agonistes du SFX sur nAChR1 et nAChR2 par une approche de patch-clamp.

Nos résultats montrent que le SFX est un super-agoniste des nAChRs insensibles à l'α-BGT des

neurones DUM. L'application de 1 mM de SFX induit des courants ioniques deux fois plus grands

que ceux induits par l'ACh. Ces courants sont réduits par la Mec mais pas par la d-TC, suggérant

que seul nAChR2 est activé par le SFX. Étant donné que l'IMI agit préférentiellement sur nAChR1

(Courjaret  &  Lapied,  2001),  les  effets  du  SFX  ont  été  testés  en  présence  d'IMI.  Les  résultats

indiquent une réduction complète des courants induits par le SFX quand nAChR2 est bloqué par la

Mec, suggérant que nAChR1 est activé par le SFX. En revanche, l'IMI réduit les courants induits par

le SFX de façon complète quand nAChR1 est bloqué par la d-TC, ce qui suggère l'existence d'au

moins  deux  sous-types  de  nAChR2  répondant  au  SFX,  l'un  étant  sensible  à  l'IMI  et  l'autre,

insensible. Quand la concentration extracellulaire de calcium est augmentée de 5 à 9 mM, les

effets de l'IMI sur les courants induits par le SFX restent inchangés, pourtant, cette augmentation

de calcium est connue pour amplifier  les courants nicotiniques via nAChR2 quand nAChR1 est

bloqué par la d-TC (Thany  et al., 2008). Ces résultats indiquent que le SFX active les sous-types
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nAChR1 et nAChR2 de façon indépendante du calcium, contrairement à la NIC (Courjaret  et al.,

2003) ou à la CLT (Calas-List et al., 2013).

En conclusion, nous démontrons que le SFX est un super-agoniste des nAChRs exprimés par

les neurones DUM de blatte, notamment les sous-types nAChR1 et nAChR2 insensibles à l'α-BGT,

et ses effets semblent indépendants du calcium. L'IMI permet de mettre en évidence au moins

deux sous-populations  de nAChR2,  sensibles  et  insensibles  à  l'IMI,  tous  activés  par  le  SFX.  La

composition en sous-unités de nAChR1 et nAChR2 a déjà fait l'objet d'hypothèses : nAChR1 serait

formé des sous-unités α3, α8 et β1 et nAChR2, des sous-unités  α1, α2 et β1 (Sun et al., 2017). Des

différences dans l'assemblage des sous-unités composant nAChR2 pourraient alors expliquer les

différences de sensibilité à l'IMI.
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II. Article publié
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Chapitre II

RÉSULTATS/ CHAPITRE II  

Effets d'un analogue du diacylglycérol, le 1,2-dioctanoyl-
sn-glycérol (DiC8), sur les courants induits par la nicotine
et la clothianidine à travers des récepteurs nicotiniques

insensibles à l'α-bungarotoxine exprimés dans les
neurones DUM de blatte.
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I. Synthèse de l'article

Les effets agonistes des néonicotinoïdes sur les nAChRs d'insectes sont connus, mais peu

d'études renvoient à leur modulation par les voies de signalisation intracellulaire. Précédemment

chez  la  blatte  Periplaneta  americana,  une  régulation  différente  des  sous-types  de  récepteurs

nAChR1 et nAChR2 par les voies de régulation calcium-dépendante, a été démontrée (Courjaret et

al.,  2003). nAChR1 est régulé par deux PKC, PKC1 (activatrice) dépendante du calcium, et PKC2

(inhibitrice). Quant à nAChR2, il est sensible au calcium intracellulaire et extracellulaire (Thany et

al., 2008). En effet, quand nAChR1 est bloqué par la d-TC, les courants nicotiniques via nAChR2

augmentent avec le calcium extracellulaire mais sont réduits par la chélation du calcium avec du

BAPTA (Thany et al., 2008). D'autres voies calciques telles que la GMPc/PKG (Mannai et al., 2016)

et la CaMKII (List et al., 2014) modulent les courants nicotiniques à travers les nAChRs de blatte. 

Fait intéressant, les effets agonistes de certains néonicotinoïdes sur les nAChRs de blatte sont

également modulés par des mécanismes intracellulaires impliquant du calcium. Les effets de la CLT

sont par exemple modulés par l'AMPc via les nAChRs insensibles à l'α-BGT dont nAChR1 et nAChR2

(Calas-List et al., 2013), et l'inhibition d'une isoforme de la CaMKII (PaCaMKII-E) dans les neurones

DUM réduit les courants induits par la CLT (List et al., 2014). Au vu de cette importance des voies

calciques dans la modulation des effets des néonicotinoïdes, nous nous sommes intéressés plus en

détails à la modulation de nAChR1 et nAChR2 par PKC1 et PKC2 en réponse à la CLT. Nous sommes

partis de l'hypothèse que les effets de la CLT sur nAChR1 et nAChR2, comme ceux de la NIC, étaient

régulés par PKC1 et PKC2. Pour répondre à cette hypothèse, nous avons testé les effets du 1,2-

dioctanoyl-sn-glycérol  (DiC8),  un  analogue  du  DAG connu pour  activer  PKC2,  sur  les  courants

induits par la NIC et par la CLT.

Nos résultats avec la NIC montrent que sous un traitement constant d'α-BGT, les courants

induits par la NIC à -50 mV sont réduits par 10 µM de DiC8. La courbe courant-potentiel biphasique

indique que seule la partie correspondant à nAChR1 est affectée par le DiC8, suggérant que ce

dernier  agit  préférentiellement  sur  les  courants  nicotiniques  de  nAChR1.  Toutefois,  comme  la

concentration extracellulaire de calcium est connue pour amplifier les courants nicotiniques via

nAChR2 (Thany et al., 2008), nous avons testé les effets d'un passage de 5 à 9 mM de calcium
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extracellulaire sur les courants induits par la NIC en présence de DiC8. Le DiC8 réduit les courants

nicotiniques amplifiés par une solution extracellulaire enrichie en Ca2+. Des résultats similaires sont

obtenus  en  co-appliquant  le  DiC8  avec  de  la  caféine,  connue  pour  augmenter  le  calcium

intracellulaire. De plus, le DiC8 n'a pas d'effet sur les courants nicotiniques quand ceux-ci sont

réduits par le BAPTA, un chélateur d'ions calcium. Les effets du DiC8 sur les courants nicotiniques

sont  donc  dépendants  du  calcium.  De  plus,  la  co-application  de  d-TC  avec  le  DiC8  réduit

complètement les courants nicotiniques, ce qui est en accord avec la courbe courant-potentiel et

suggère que le DiC8 agit sur nAChR1.

Le DiC8 réduit également les courants induits par la CLT. Cependant, ni l'augmentation de la

concentration en calcium extracellulaire, ni la caféine, ni le BAPTA, n'ont d'effet sur les courants

induits par la CLT. De même, il n'y a aucun effet du calcium extracellulaire et de la caféine sur les

courants déjà réduits par le DiC8. En revanche, le DiC8 réduit les courants induits par la CLT en

présence de BAPTA. L'ensemble de ces résultats suggèrent donc que contrairement à la NIC, les

effets de la CLT sur les nAChRs sont indépendants de la voie PKC. De plus, l'utilisation de d-TC et de

Mec réduit complètement les courants en présence de DiC8, ce qui signifie que les effets de la CLT

passent par les récepteurs insensibles à l'α-BGT nAChR1 et nAChR2.

En conclusion, nous démontrons que les effets de la NIC et d'un néonicotinoïde (la CLT) sont

modulés de façon différente par une même voie de régulation intracellulaire calcium-dépendante.

Les effets de la NIC dépendent de PKC1 et PKC2 et opèrent préférentiellement sur nAChR1, alors

que la CLT active nAChR1 et nAChR2 de façon indépendante du calcium. Ses effets sur nAChR1

semblent passer par PKC2.
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RÉSULTATS/ CHAPITRE III  

Identification de CaMKK/AMPK comme une voie
intracellulaire calcium-dépendante régulant les courants

nicotiniques.
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I. Synthèse de l'article

Les  nAChRs  d'insectes  sont  intéressants  car  ils  sont  impliqués  dans  la  transmission

cholinergique rapide et sont la cible des insecticides néonicotinoïdes. Or, peu d'études portent sur

les mécanismes intracellulaires qui régulent les nAChRs. Précédemment, des voies de régulation

calcium-dépendante des nAChRs ont été mises en évidence dans les neurones DUM de la blatte

Periplaneta  americana.  Notamment,  l'AMPc  module  les  effets  de  la  CLT  à  travers  les  nAChRs

sensibles et insensibles à l'α-BGT (Calas-List et al., 2013) et la CaMKII régule les effets de la NIC à

travers les récepteurs sensibles et insensibles à l'α-BGT (List  et al., 2014). Ici, nous nous sommes

intéressés plus en détail à l'implication des voies dépendantes de la CaM dans la régulation des

nAChRs de blatte. Par des approches de patch-clamp et d'imagerie calcique au fura-2-AM, nous

avons testé différents antagonistes et activateurs spécifiques de la CaM et des CaMK.

Tout d'abord, les isoformes de la CaM ont été clonées chez la blatte, et leur expression dans

plusieurs  tissus  a  été  étudiée.  Une  seule  isoforme  est  exprimée  dans  les  neurones  DUM.

L'application  d'un  inhibiteur  spécifique  de  la  CaM,  le  W13,  réduit  les  courants  nicotiniques,

suggérant que cette isoforme est bien impliquée dans la régulation des nAChRs. L'application de

calmidazolium,  un inhibiteur  de la  PDE CaM-dépendante,  réduit  les  courants  nicotiniques.  Les

effets du Cdz ne sont pas affectés par l'α-BGT. Ces résultats suggèrent que les effets de la PDE

passent par les nAChRs sensibles à l'α-BGT. Mais, la co-application de Cdz avec la d-TC ou la Mec

réduit les courants, montrant que nAChR1 et nAChR2 sont également régulés par la PDE.

L'application d'α-BGT sur les neurones DUM réduit fortement l'influx de calcium induit par

l'activation des nAChRs par la NIC. Ce résultat suggère donc que l'entrée de calcium dans la cellule

dépend principalement des nAChRs sensibles à l'α-BGT. Le Cdz réduit également l'influx de calcium

induit par la NIC, et cet effet est identique en présence et en absence d'α-BGT. Par conséquent, le

complexe  Ca/CaM  activerait  la  PDE  qui  diminuerait  les  niveaux  d'AMPc  activant  une  PKA  et

conduirait à la sur-régulation de nAChR1 et nAChR2.

L'application d'un inhibiteur de CaMKK, le STO-609, réduit les courants nicotiniques. L'α-BGT

co-appliquée avec le STO-609, réduit ces courants, suggérant que les effets du STO-609 passent par

les nAChRs insensibles à l'α-BGT. De plus, les inhibitions combinées de la CaMKK par le STO-609 et
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de la CaMKII par le KN93 bloquent complètement les courants nicotiniques. Nous confirmons donc

que la CaMKII régule les courants nicotiniques. La co-application de STO-609 avec de la d-TC ou de

la Mec a  été  testée.  Les  résultats  indiquent  que la  d-TC n'induit  pas  de blocage complet  des

courants, contrairement à la Mec, démontrant ainsi que nAChR2 est associé à la voie CaMKK. Pour

aller plus loin dans la caractérisation de cette voie, nous avons testé les effets d'une protéine-cible

de la CaMKK, l'AMPK, sur la modulation des courants nicotiniques. L'utilisation de dorsomorphine

(DM) permet d'inhiber l'AMPK. Cette inhibition provoque la réduction des courants nicotiniques.

De plus, les effets de la DM sont contrebalancés par la co-application d'un activateur d'AMPK, le A-

76.  En  effet,  les  courants  nicotiniques  sont  maintenus  dans  le  temps  par  l'AMPK,  malgré  la

présence de DM. Pour vérifier que l'AMPK est bien la cible de CaMKK dans ce mécanisme, nous

avons testé les effets d'une co-application de STO-609 et de A-76. De même façon qu'avec la DM,

la réduction des courants nicotiniques par le STO-609 est contrebalancée par le A-76.

Le STO-609 provoque à lui seul une forte augmentation de la concentration en calcium, avant-

même la stimulation des neurones par la NIC. Ces effets sont identiques en présence et en absence

d'α-BGT. Nous faisons l'hypothèse que cette augmentation en calcium intracellulaire est liée à un

déstockage par les compartiments intracellulaires.

En conclusion, nous montrons que la PDE peut également moduler les effets de la NIC à

travers les nAChRs sensibles à l' α-BGT, et nous mettons en évidence le rôle d'une nouvelle voie, la

voie CaMKK/AMPK, dans la régulation des courants nicotiniques.
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Comme  les  nAChRs  de  mammifères,  les  nAChRs  d'insectes  sont  des  pentamères  la

composition en sous-unités influe sur les propriétés pharmacologiques et l'affinité pour les ligands.

De plus,  la réponse des nAChRs d'insectes aux agonistes est  modulée par des mécanismes de

régulation intracellulaire (Figure 21). Or, la manière dont ces mécanismes régulent les effets des

agonistes  est  encore  peu  connue.  La  régulation  intracellulaire  des  nAChRs  d'insectes  est

susceptible  de jouer  un  rôle  par  exemple  dans  l'apparition  de phénomènes de résistance des

nAChRs  aux  néonicotinoïdes,  comme  l'ont  démontré  Courjaret  et  Lapied  en  utilisant  l'IMI

(Courjaret & Lapied, 2001). Au cours de cette thèse, et étant donné que de nombreux processus

neuronaux y ont recours, nous nous sommes intéressés à la régulation des nAChRs d'insectes par

les voies de régulation intracellulaire dépendantes du Ca2+ .

Dans une première série d'expériences,  nous avons testé l'action agoniste du SFX sur les

nAChRs des neurones DUM de la blatte. Le SFX induit un courant ionique deux fois plus grand que

celui induit par l'ACh. Au niveau des DUM neurones, l'IMI réduit les courants induits par le SFX de

façon partielle en présence de Mec et de façon complète en présence de d-TC, suggérant un effet

sur nAChR1 et nAChR2. Le Ca2+ extracellulaire étant connu pour affecter les courants induits par la

NIC sur les neurones DUM de blatte (Thany  et al., 2008), nous avons également testé les effets

d'une augmentation de [Ca2+]extra sur les courants induits par le SFX. Curieusement, le passage

d'une concentration de 5 à 9 mM ne change en rien les effets du SFX : les effets de la NIC sur

nAChR1 et nAChR2 sont donc dépendants de la concentration en Ca2+ alors que les effets du SFX

ne semblent pas l'être. Les effets du SFX ont été testés dans un environnement enrichi en Ca2+ (9

mM dans le liquide extracellulaire), or il serait nécessaire de confirmer l'indépendance des effets

du SFX vis-à-vis du calcium en mesurant les courants dans un environnement appauvri en Ca 2+ ou

en présence de BAPTA.

L'étude des effets du SFX nous a apporté des informations quant à la pharmacologie des

nAChRs  insensibles  à  l'α-BGT.  Les  récepteurs  nAChR2  pourraient  être  en  réalité  deux  sous-

populations,  sensibles  et  insensibles  à  l'IMI,  étant  donné  que  l'IMI  inhibe  partiellement  les

réponses au SFX en présence de d-TC. En revanche, les récepteurs nAChR1 seraient tous sensibles

à l'IMI.  Nous émettons l'hypothèse de la présence d'au moins trois populations de récepteurs

correspondant  à  différents  assemblages  de sous-unités.  Cette  hypothèse est  confortée par  les
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travaux récents de Sun et al. sur la composition en sous-unités des sous-types nAChR1 et nAChR2.

En effet, il  a été démontré, par une approche d'ARNi, que les sous-unités Pameα3, Pameα8 et

Pameβ1  pourraient  constituer  le  sous-type  nAChR1  sensible  à  l'IMI  alors  que  les  sous-unités

Pameα1, Pameα2 et Pameβ1 composeraient le sous-type nAChR2 insensible (Sun et al., 2017). Ces

résultats sont dans la continuité de travaux d'immunoprécipitation menés sur des nAChRs purifiés

de  la  cicadelle  N.  lugens,  montrant  l'implication  des  sous-unités  Nlα1,  Nlα2  et  Nlβ1  dans  la

formation  de  récepteurs  de  faible  affinité  pour  l'IMI,  alors  que  Nlα3,  Nlα8  et  Nlβ1  seraient

impliquées dans  la  formation  de  récepteurs  de  forte  affinité  (Li  et  al.,  2010).  Par  ailleurs,  les

nAChRs hybrides composés des sous-unités Dmα1 ou Dmα2 de drosophile coexprimées avec la

sous-unité β2 de poulet, sont sensibles au SFX. Les courants induits par le SFX via le récepteur

Dmα1/β2 sont plus grands que ceux induits via les récepteurs  Dmα2/β2 (Watson et al., 2011). Ces

résultats  suggèrent  que  les  sous-unités  Dmα1  et  Dmα2  pourraient  être  impliquées  dans  la

formation de deux sous-populations différentes de nAChRs. Ainsi, il serait intéressant de vérifier si,

de  façon  similaire,  Pameα1  et  Pameα2  seraient  impliquées  dans  la  formation  de  récepteurs

sensibles à l'IMI mais avec une sensibilité différente au SFX.

La deuxième conclusion de ces travaux de thèse est que la modulation des nAChRs d'insectes

par les voies calcium-dépendantes peut être différente selon l'agoniste considéré (Figure 21). En

effet, l'étude des courants induits par la NIC, la CLT et le SFX sur les sous-types nAChR1 et nAChR2

montre qu'ils ne sont pas régulés de la même façon par le calcium. Nous avons mené une première

série  d'expériences  pour  savoir  si  la  modulation  de  nAChR1  et  nAChR2  par  la  voie  PKC

précédemment décrite (Courjaret & Lapied, 2001 ; Courjaret et al., 2003) était la même selon que

l'on utilisait de la NIC ou un néonicotinoïde. Pour rappel, les courants induits par la NIC via nAChR1

sont modulés par PKC1, dépendante de [Ca2+], et PKC2, insensible au Ca2+. Nous avons donc testé

les effets de la CLT sur nAChR1 et nAChR2 en présence d'un analogue du DAG, le DiC8, connu pour

activer PKC2. L'application de DiC8 sur les neurones DUM réduit les courants induits par la NIC et

par la CLT, ce qui suggère que les effets des deux agonistes sont modulés par des PKC, au moins via

l'activation de nAChR1. Cependant, la modification des niveaux de Ca2+ laisse penser que les PKC

ne modulent pas les effets de la NIC et de la CLT de la même façon. D'un côté, le DiC8 affecte

l'amplification  des  courants  nicotiniques  provoquée  par  l'application  de  caféine  ou  par  une

augmentation de [Ca2+]extra.  La NIC activerait donc nAChR1 principalement, ce qui est en accord
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avec les études précédentes (Courjaret et al., 2003). D'un autre côté, la caféine et l'augmentation

de [Ca2+]  n'affectent pas les courants induits par la CLT en présence de DiC8, de même que la

chélation des ions Ca2+ intracellulaires par le BAPTA. De plus, le blocage de nAChR1 par la d-TC et le

blocage de nAChR2 par la Mec bloquent complètement les courants. La CLT activerait donc nAChR1

et nAChR2 de manière indépendante du Ca2+, via PKC2 (Figure 21). Cela ne veut pas dire qu'aucun

lien n'existe entre la CLT et les voies de régulation calcium-dépendantes, car d'autres voies que les

PKC sont déjà décrites comme modulant les effets de la CLT dans les neurones DUM de blatte,

comme la voie de l'AMPc (Calas-List et al., 2013) ou de la CaMKII (List et al., 2014).

La troisième partie de cette thèse est l'identification d'une nouvelle voie de régulation CaM-

dépendante dans la modulation des nAChRs d'insectes : la voie CaMKK/AMPK. Pour commencer,

nous avons mesuré les courants nicotiniques et les influx de Ca2+ induits par la NIC en présence

d'un inhibiteur de CaMKK, le STO-609. Les enregistrements électrophysiologiques indiquent que le

STO-609 réduit fortement les courants nicotiniques en présence d'α-BGT. De plus, la co-application

de Mec et d'α-BGT bloque entièrement les courants, alors que la co-application de d-TC et d'α-BGT

n'a  pas  d'effet.  Ces  résultats  démontrent  que  la  CaMKK est  impliquée  dans  la  régulation  des

courants nicotiniques d'au moins un sous-type de nAChR2 sensible à la Mec. Néanmoins, l'absence

de  courant  résiduel  dans  ces  conditions  suggère  l'existence  de  sous-types  nAChR1  également

sensibles à la Mec. Nous avons ensuite testé les effets d'un inhibiteur et d'un activateur d'AMPK, la

DM et  le  A-76,  respectivement,  sur  les courants  induits  par  la NIC.  La DM réduit  les courants

nicotiniques  quand  elle  est  appliquée  dans  le  milieu  extracellulaire,  mais  quand  la  solution

intrapipette est additionnée d'A-76, les courants contrôles sont maintenus malgré la présence de

DM. Cette observation suggère que l'AMPK est une molécule downstream de la voie de régulation

des nAChRs impliquant CaMKK. Pour confirmer cela, nous avons réitéré l'expérience en remplaçant

la DM par le STO-609 et avons obtenu le même résultat : les courants nicotiniques sont maintenus

quand le STO-609 et l'A-76 sont co-appliqués. Les données d'imagerie révèlent que l'application de

STO-609 sur une cellule au repos provoque une très forte augmentation de [Ca2+]intra  . En effet, la

concentration de calcium dans la cellule au repos atteint une valeur supérieure à celle du pic de

calcium induit par l'application de NIC. Il est donc difficile d'évaluer les effets de la CaMKK sur

l'influx calcique induit par l'activation des nAChRs, ce dernier étant masqué par l'augmentation de

la concentration basique de calcium par l'application de STO-609. De même, nous n'avons pas pu
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tester les effets de l'inhibition de la CaMKK simultanément avec l'activation de l'AMPK sur les influx

calciques car l'A-76 est appliqué de façon intracellulaire, or contrairement au dispositif de patch-

clamp, cela est techniquement infaisable sur le dispositif d'imagerie du laboratoire.

En plus d'augmenter fortement [Ca2+]intra, l'application de STO-609 provoque dans quelques

cas une hypertrophie des neurones DUM (donnée non présentée). Nous émettons l'hypothèse que

l'inhibition de l'AMPK par le STO-609 débloque les effets d'un facteur de nécrose tumorale ou TNF

(tumor necrosis factor) et conduit à ce phénomène. En effet, l'AMPK est un senseur énergétique

impliqué dans le maintien de l'intégrité de la cellule en condition de stress via la phosphorylation

de nombreuses protéines-cibles. Elle est notamment citée de façon récurrente pour protéger des

effets du TNF-α dans les cellules de mammifères (Kewalramani  et al.,  2009; Peng  et al.,  2009;

Zhang  et  al.,  2014b;  Coquenlorge  et  al.,  2014;  Hu  et  al.,  2017).  De  plus,  l'identification

d'homologues du TNF-α chez la drosophile et le ver à soie renforce notre hypothèse (Igaki et al.,

2002 ;  Zhang  et al.,  2010).  Il  serait  donc intéressant,  dans un premier temps,  de chercher des

homologues du TNF-α chez la blatte. Au niveau du système nerveux central, le TNF-α est capable

de stimuler l'expression et/ou l'activité de différents canaux calciques tels que les récepteurs à

l'AMPA, les récepteurs au NMDA et les IP3R (Ogoshi et al., 2005 ; Beattie et al., 2002 ; Jara et al.,

2006 ;  Park  et  al.,  2008).  Notre  seconde  hypothèse  est  donc  que  le  déblocage  du  TNF  par

l'inhibition de l'AMPK conduirait à l'ouverture d'un ou plusieurs canaux calciques, expliquant ainsi

la forte augmentation de [Ca2+]intra. A ce titre, les IP3R et les RyR sont de bons candidats. En effet,

dans des myocytes de rat, le TNF-α active les IP3R et les RyR, ce qui mène à une augmentation de

[Ca2+]intra et à l'hypertrophie des cellules. L'inhibition des IP3R et des RyR permet d'éviter cette

hypertrophie (Wang et al. 2010). Pour vérifier notre hypothèse, il faudrait tester les effets du STO-

609 dans un milieu extracellulaire ne contenant pas de calcium : dans ces conditions, si le STO-609

induit  une  augmentation  en  calcium intracellulaire,  c'est  que  celle-ci  vient  du  déstockage  des

compartiments  intracellulaires.  Dans  ce  cas,  les  effets  du  STO-609  pourraient  être  testés  en

présence d'inhibiteurs spécifiques des IP3R et des RyR.

L'application d'α-BGT sur les neurones DUM bloque fortement l'influx de calcium induit par la

NIC.  Nous  faisons  l'hypothèse  que  les  nAChRs  homomériques  sensibles  à  l'α-BGT  sont  les

récepteurs  majoritairement  impliqués  dans  la  modulation  des  effets  de  la  NIC.  L'expression

hétérologue de nAChRs homomériques représente donc un enjeu pour tester cette hypothèse.
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Récemment, un récepteur homomérique fonctionnel composé de sous-unités Pameα7 de blatte a

été exprimé en ovocyte de xénope. Il présente un profil pharmacologique atypique puisqu'il est

insensible  à  l'α-BGT  (Cartereau  et  al.,  2020).  L'étude  des  courants  nicotiniques  et  des  influx

calciques de ce récepteur permettrait de tester notre hypothèse.

Enfin, nous avons obtenu des données supplémentaires concernant le rôle de la PDE dans la

régulation des nAChRs. Les études précédentes montrent que l'ajout d'une forte concentration

d'AMPc dans la solution intrapipette provoque la réduction des courants nicotiniques à travers

nAChR1, et que cette réduction est reproduite par l'inhibition de la PDE (Courjaret & Lapied, 2001).

L'inhibition de la PDE provoque donc une augmentation de la concentration d'AMPc suffisante

pour inhiber les courants induits par la NIC via nAChR1 (Courjaret & Lapied, 2001). Toutefois, le

rôle de la PDE dans la régulation des courants nicotiniques sensibles à l'α-BGT n'a pas été testé. Ici,

nous avons utilisé un inhibiteur de PDE, le Cdz, en présence et en absence d'α-BGT, et mesuré les

courants induits par la NIC. Nos résultats indiquent une réduction de ces courants par le Cdz seul

ou co-appliqué avec l'α-BGT, suggérant que la PDE est impliquée dans la régulation des nAChRs

sensibles à l'α-BGT. La mesure des flux calciques nous montre que les influx induits par la NIC sont

fortement réduits par le Cdz et que l'α-BGT n'a pas d'effet sur cette réduction. Les influx de calcium

via  les  nAChRs  sensibles  à  l'α-BGT  semblent  donc  être  modulés  par  la  PDE.  Néanmoins,  en

présence de Cdz et d'α-BGT, le d-TC n'a pas d'effet significatif sur les influx de calcium induits par la

NIC. Cela suggère donc que nAChR1 appartient au pool de nAChRs qui sont affectés par le Cdz, et

renforce donc l'idée que nAChR1 peut être régulé par la PDE (Courjaret & Lapied, 2001).

La  modulation  des  nAChRs  neuronaux  d'insectes  met  en  jeu  des  voies  intracellulaires

complexes  (Figure  21).  Mais,  l’étude conjointe  des  variations  de courants  et  des  variations  de

calcium  intracellulaire  permet  de  mieux  comprendre  l’impact  de  ces  voies  sur  les  propriétés

agonistes de la nicotine et des différents ligands. Dans les neurones DUM de blatte, nous montrons

que  non  seulement  des  voies  intracellulaires  calcium-dépendantes  modulent  les  effets  d'un

néonicotinoïde, la CLT, mais que la modulation des effets de la NIC et de la CLT se fait de manière

différente.  En  effet,  la  NIC  et  la  CLT  activent  des  mécanismes  intracellulaires,  communs  ou

spécifiques,  qui  régulent  différents  sous-types  de  nAChRs  (sensibles  ou  insensibles  à  l'α-BGT,

nAChR1, nAChR2). La composition en sous-unités des nAChRs d'insectes a une influence sur leurs

propriétés pharmacologiques, notamment en termes de sensibilité aux néonicotinoïdes (Liu et al.,
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2005 ;  Bass  et  al.,  2011 ;  Shimada  et  al.,  2020).  Par  conséquent,  il  serait  judicieux  d'étudier

l'implication de ces sous-unités et de leurs résidus dans les effets modulateurs des voies calciques

en réponse aux néonicotinoïdes. Pour cela, nous pourrions utiliser la technique de mutagenèse

dirigée, comme cela a été fait pour identifier des résidus de la sous-unité β1 impliqués dans la

liaison à l'IMI chez  M. persicae et  D. melanogaster  (Song  et  al.,  2009 ;  Yao  et  al.,  2008).  Très

récemment,  l'implication  de  la  sous-unité  α6  dans  la  sensibilité  des  nAChRs  aux  insecticides

spinosynes a  été démontrée par la technique CRISPR/Cas9 chez plusieurs espèces d'insectes (Zuo

et al., 2020 ; Wang et al., 2020a ; 2020b ; Lan et al., 2020 ; Zimmer et al., 2016). Cette technique

pourrait donc également être utilisée. Les données de séquençage des sous-unités de nAChRs chez

P. americana indiquent des sites potentiels de phosphorylation par des molécules dépendantes du

calcium telles que les PKC et l'AMPc (Jones  et al.,  2020). On peut donc supposer que ces sites

pourraient jouer un rôle dans la modulation des effets des agonistes par les voies calciques que

nous avons mises en évidence.  Il serait intéressant de modifier ces sites par mutagenèse dirigée

pour tester cette hypothèse.

En conclusion,  ce projet de thèse aura permis une avancée dans la compréhension de la

modulation des nAChRs et des effets de leurs agonistes par les voies de régulation intracellulaires

dépendantes  du Ca2+  (Figure  21).  Nous avons  notamment montré  que la  modulation calcium-

dépendante  des  effets  agonistes,  qu'il  s'agisse  de  NIC,  de  néonicotinoïdes  (CLT)  ou  d'autres

composés tels que les sulfoximines (SFX) varie selon l'agoniste appliqué sur le récepteur, ajoutant

ainsi de la complexité à la caractérisation des différentes voies de modulation. Aussi, nous avons

identifié  pour  la  première  la  voie  CaMKK/AMPK  comme  une  voie  de  régulation  calcium-

dépendante de courants cholinergiques neuronaux.

Figure  21 : Schéma hypothétique des voies de régulation calcium-dépendante modulant les nAChRs de
blatte. (A) Modulation des effets de la nicotine (NIC). (B) Modulation des effets de la clothianidine (CLT). En
rouge  et  en  vert,  inhibiteurs  et  activateurs  exogènes.  Les  chiffres  indiquent  la  modulation  de  certains
nAChRs par des voies spécifiques. En bleu, apports des travaux de thèse. "AC", adénylylcyclase  ; "AMPK",
AMP-activated protein kinase ; "CaM", calmoduline ; "(Pa)CaMKII(-E)", CaM-kinase II, isoforme E de la blatte
P.  americana ;  "CaMKK",  CaMK-kinase ;  "CCh",  canal  calcique ;  "DAG",  diacylglycérol ;  "DM",
dorsomorphine ;  "G",  protéine  G  couplée  au  récepteurs  muscarinique ;  "GC",  guanylylcyclase ;  "IP3",
inositol triphosphate ; "IP3R", récepteur à l'IP3 ; "mAChR", récepteur muscarinique M1 ; "Mus", muscarine ;
"PDE",  phosphodiestérase ;  "PIP2",  phosphoinositol  biphosphate ;  "PKA/G", protéine kinase A/G ;  "PLC",
phospholipase C ; "RE", réticulum endoplasmique ; "RyR", récepteur à la ryanodine.
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Rôle des voies de régulation intracellulaire calcium-dépendante 

dans la modulation des récepteurs cholinergiques de type 
nicotinique chez les insectes 

 
Les récepteurs à l'acétylcholine de type nicotinique (nAChRs) des insectes sont impliqués dans la transmission 
synaptique rapide et sont la cible d’insecticides tels que les néonicotinoïdes. Si le mode d'action agoniste des 
néonicotinoïdes sur les nAChRs d'insectes est bien décrit, peu d'études renvoient aux mécanismes 
intracellulaires capables de les moduler. Chez la blatte Periplaneta americana, nous avons démontré que les 
effets agonistes de la nicotine (NIC), d'un néonicotinoïde, la clothianidine (CLT) et d'un insecticide dérivé des 
sulfoximines, le sulfoxaflor (SFX), sont modulés de façon différente par les mécanismes intracellulaires 
calcium-dépendants. Les courants induits par la NIC à travers un récepteur insensible à l'alpha-bungarotoxine, 
nAChR1, dépendent notamment d'une protéine kinase C sensible au calcium, alors que les courants induits 
par la CLT n'en dépendent pas. De même, l'augmentation de la concentration intracellulaire en calcium, 
connue pour affecter les courants nicotiniques via nAChR1, n'affecte pas les courants induits par le SFX sur 
ce même récepteur. Ces résultats suggèrent que la modulation des effets agonistes par le calcium dépend de 
l'agoniste lui-même. De plus, nous avons mis en évidence que la calmoduline-kinase kinase (CaMKK) est elle-
aussi capable de moduler les courants nicotiniques via la stimulation de l'AMP-activated protein kinase 
(AMPK), identifiant ainsi une nouvelle voie de régulation calcium-dépendante des nAChRs d'insectes. En 
conclusion, ces travaux permettent d'aller plus loin dans la compréhension des voies de régulation 
intracellulaire modulant les effets agonistes des insecticides neurotoxiques sur les nAChRs d'insectes. 
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 Role of calcium-dependent intracellular pathways in the 
modulation of insect nicotinic acetylcholine receptors 

 

Insect nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) are involved in fast synaptic transmission and are the target 
of insecticides such as neonicotinoids. The agonist action of neonicotinoids on insect nAChRs is well 
described, but fewer studies refer to the intracellular mechanisms modulating insecticides action. Using the 
cockroach Periplaneta americana, we demonstrated that calcium-dependent pathways differently modulate 
agonist effects of nicotine (NIC), clothianidin (CLT) and the sulfoximin insecticide sulfoxaflor (SFX). NIC-
induced currents through the alpha-bungarotoxin-insensitive nAChR subtype nAChR1, depend on a calcium-
sensitive protein kinase C whereas CLT do not. In addition, calcium increase is known to affect NIC-induced 
currents through nAChR1 and has no effect on SFX-induced currents through the same receptor. These results 
suggest that calcium-dependent modulation of agonist effects depends on the agonist. Moreover, we found 
that the calmodulin kinase kinase (CaMKK) also regulates NIC-induced currents through the activation of AMP-
activated protein kinase (AMPK). Thus, we identified a new calcium-dependent intracellular pathway involved 
in nAChR modulation. To conclude, this work paves the way to a better understanding of intracellular 
modulation of neurotoxic insecticides action on insect nAChRs. 
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