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Insecte + Insecticide: Plusieurs voies possibles
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Resistance aux Insecticides

+ 540 espéces d’arthropodes
+ 310 nuisibles en agricultures
+ 200 vecteurs de maladies

+ 30 especes béenéfiques



La voie meétabolique

* Les Estérases

* Les glutathion S transférases

* Les cytochromes P450



Les Estérases

* Piegeage de l'insecticide:
Augmentation de la teneur en protéine résultant :
d’une amplification génique

d’une dérégulation

Insectes:
Moustiques (Culex pipiens/ Culex quinquefasciatus)

Pucerons (Myzus persicae)



Examples of amplified esterases associated with insecticide resistance
in Culex pipiens/quinquefasciatus mosquitoes

esterase copies esterase chlorpyrifos
levels resistance
North America B1 250x 500x 800x

2.8 kb gene (30 kb amplicon)

Africa, Asia, N. America A2 B2 2-20x - -
(two co-amplified esterase genes, 2.2 kb apart)

France A1 2X 70x 100x
France A4 B4 25x 50x 6.6Xx
Cyprus B5 250x 500x 95x

ffrench-Constant, Park and Feyereisen 1999



Technique du Southern Blot

Mise en évidence d’une amplification génique

\fﬂﬂ!‘— fragments de restriction
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membrane
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Technique d’ELISA

L

* Dépot de l'antigene

* Addition puis incubation
du serum

* Lavage

* Addition d'anticorps anti-IgG
couplés a une enzyme

signal

* Lavage

* Apport du substrat et
reaction enzymatique

* Lecture du résultat

Ag a doser



Les Estérases

- Superfamille enzymatique
- Spécificité de substrats large

- Cytoplasmiques et microsomales

*Dégradation de I'insecticide:

catalysent le clivage d’une liaison ester
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Ranson et al., 2002
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Mutant Ali-estérase
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Activités mesurées : a-NA (a naphtyl acétate)
p-NPA (p-nitrophenyl acétate)
MtB (méthylthiobutyrate)
CVP (chlorfenvinphos)

Newcomb et al. PNAS, 94, 7464-68 (1997)



Glyl119 >Asp OP resistance
I

Lucilia cuprina, Musca domestica OOE] esterase

Newcomb et al.1997,Claudianos et al 1999

Gly119 >Ser carbamate resistance
I

Anopheles gambiae, Culex pipiens AchE
Weill et al., 2003
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Russell et al. Pest Biochem Physiol, 79, 84-93 (2004)



Esterase amplification in insects: sequestration or metabolism ?

pmol/insect paraoxon
(% total protein)
sequest'd.  hydrol. /hr

Mosquito A2 / B2 7.7 2.1 ng 5.6%
Culex quinquefasciatus  (0.4%)

Aphid E4 10 2.5 ng 33.2%
Myzus persicae (3%)

Feyereisen, 1995



Mise en évidence et dosage

Toxicologique:
synergiste communément utiliseé :

DEF (S-S-S Tributylphosphorotrithioate)

Activiteé:
o ou 3 naphtyl acétate o ou 3 naphtol

+ Fast Garnet

Produit conjugué
527nm

Produit conjugué
505nm



La voie métabolique

* Les Estérases

* Les glutathion S transférases

* Les cytochromes P450



Les Glutathion S transférases

-Phase 2 dite de « »

-Transférases ne nécessitant aucun apport
énergeétique

- Catalysent la conjugaison du glutathion endogene
(GSH) avec des composeés électrophiles

GST



Les Glutathion S transférases : Roéle

Détoxication des xénobiotiques :
* substitution
* addition

* déehydrochlorination



* Substitution :

Glutathione S-

18 aryltransférase 242
Cl Cl
Cl GS
* Addition :
Glutathione S-

CHCOOC,H; alkenetransférase CHCOOC,H;
| + GSH .
CHCOOC,H; GS— CHCOOC,H;

* Dehydrochlorination :

DDT

dehydrochlorinase
oy e o :



Les Glutathion S transférases : Roéle

Détoxication des xénobiotiques :
* substitution
* addition

* dehydrochlorination

Chez les mammiferes :

protection de I’'organisme : fixent de facon
covalente des composés endogenes toxiques

Protection des cellules : reduisent les
péroxydes organiques



Les Glutathion S transférases : Structure

- Protéines dimériques

- Superfamilles protéique

el Pl Human Theta
Fruit Fly Delta (@8T-1) Pt D912 0 o et
Blow Fly Delt | |/ E. coli Beta

House Fly Delta —I" 4'

- Crystallographie
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o I .
C elegans Zeta._ of / Human Sigma
= J
_—Fat Sigma

Malse CI'H'IE'!_:F:'I-—_____
G852

Human Omaga="
———— QL volvuilus Sigma

Blood Fluke 27KDa — _;,__-—-"b B ; . (. slegans Sigma

Blood Fluke ':-'ﬁh:[-ili_l “Plg roundworm GST

Rat M ™ Blood Fluke 28KDa

Human I".i u ! .

.oli Squid Sigma

Rat P | | I “Squld S-crystaliin
Hurmean Pi | Rat Alphat-
Human Chicken = rvphai-1

Alphad-4 Alphatsi

Agianian et al., J. Mol. Biol., 326, 151-165 (2003)



Mise en évidence et dosage

Toxicologique:
synergiste communément utiliseé :
DEM (Maléate diéthylique)

Activiteé:

1-chloro 2,4-dinitrobenzene (CDNB)

1,2-dichloro 4-nitrobenzene (DCNB)



Mesure activité CDNB

1-chloro-2 4-dinitrobenzene reduced glutathione

5-(24-dinitrophenyl) glutathione

Spectrophotométre a A 340 nm



La voie métabolique

* Les Estérases

* Les glutathion S transférases

* Les cytochromes P450



Les Cytochromes P450

- Ubiquitaire : présente dans tous les organismes de la
bactérie aux vertébrés



Vertebrates
Homo sapiens (human)
Mus musculus (mouse)
Canis familiaris (dog)

Insectes
D. melanogaster (fruit fly)
A. gambiae (mosquito)

Nématodes
C. elegans (nematode)

Plantes
A. thaliana (thale cress)
Oryza sativa (rice)

Champignons
Neurospora crassa (bread mold)

S. cerevisiae (baker’s yeast)

57
102
54

84
105

74

249
323

38

Apr. 2003
Feb. 2003
Sep. 2003

Mar. 2000
Oct. 2002

Dec. 1998

Dec. 2000
Apr. 2002

Apr. 2003
Oct. 1996



Les Cytochromes P450

- Ubiquitaire : présente dans tous les organismes de la
bactérie aux vertébrés

- Famille Multigénique : 368 familles

814 sous familles
- Classification basée sur homologie de séquence :

symbole pour les génes codant les P450

Famille identité >40% avec autres protéines CYP6

CYP6 identifié

identité >55% avec autres protéines
CYPG6A
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Drosophila
83 P450 genes
[/ pseudogenes

23 familles
Tijet et al., Gene 262, 189-198 (2001)






Mitochondrial P450s
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Organisation des genes

Drosophila melanogaster : 83 génes codant pour des P450
50% organisé en singleton

50% organisé en cluster de 2 ou 3 genes avec 1
cluster de 9 genes

Anopheles gambiae : 105 génes codant pour des P450
20% organisé en singleton

80% organise en cluster de taille variable, le plus
important comportant 14 genes



Cluster de genes Cyp6 sur chromosome 2R

!

—— — P ——— — —>

Huit clusters de 3 ou plus de génes

Cyp6a17 (51pa-s
Cyp6a23 5is)
Cyp6a19 (s1ps)
Cyp6a9 (s1ps)
Cyp6a20 (s1ps)
Cyp6a21 sis)
Cyp6a8 (s1ps)
Cyp317al (5108

-
o
o
o
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)
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Cluster le plus important a 9 génes




Les Cytochromes P450 : Réle

- Phase 1 dite de « »
- Catalysent un trés grands nombres de réactions :

60 réactions chimiques distinctes

RH + O, + NADPH + H* » ROH + NADP* + H,0O

- Métabolisme endogeéne :

Exemple : synthése de I’ecdysone



Meétabolisme Endogene

Exemple : synthése de I’'ecdysone

HO

PLANT STEROLS ——— CHOLESTEROL — 7-DEHYDROCHOLESTEROL —— KETODIOL
(€ (7dC) (2,22,25dE)

& HO™2 :
Ho HO H O H o

shade shadow disembodied
20-HYDROXYECDYSONE ~#————— ECDYSONE ~#————— 2-DEOXYECDYSONE ~#——————— KETOTRIOL
(20E) (20-hydroxylase) ~ (E)  (2-hydroxylase) (2dE) (22-hydroxylase)  (2,22dE)

Petryk et al., PNAS 100, 13773-8 (2003)



Les Cytochromes P450 : Réle

- Catalysent un trés grands nombres de réactions :

60 réactions chimiques distinctes

RH + O, + NADPH + H* » ROH + NADP* + H,0O

-Métabolisme endogene :

Exemple de la synthese de I’ecdysone

- Métabolisme exogeéne :



Metabolisme Exogéne

- Dégradation des insecticides

Ex : DDT

0,+ NADPH |
m@ <|:H Om > m@ TOCI

ccl, ccl,

Dicofol

Ex : Deltamethrine Ex : Organophosphorés




Metabolisme Exogéne

- Activation des insecticides:

synthese du dérivé oxon plus toxique que la molécule
de départ

Ex : Diazinon

oduct
wythiirane)




Cytochrome P450 a monooxygenases genes CYP

- Chez ’'Homme :
Polymorphismes des genes CYP : maladies
congeénitales, sensibilité au cancer etc.

http://www.imm.ki.se/CYPalleles

- Chez 'insecte :
P450 métabolisent hormones, pheromones,
odorants, lipides cuticulaires, produits naturels
trouvés dans la nourriture, xenobiotiques
(insecticides) etc.



Les Cytochromes P450 : Structure

- Hémoprotéine

- Pic a450nm

- Crystallographie
Cyp3A4

Williams et al., Science 305, 683-6 (2004)



Phylogénie entre
P450 d’insectes et
d’autres organismes

Champignons

Plantes

6,9, 28
308-310, 321, 329

— 5

Plant 86, 94, 96
55, 102
311
312
4

—

E .
[ _1 108, 2F
Mitochondrial P450 43902
301
L‘—L‘—z 2
314

P450 cam and bacterial P450




Mise en évidence et dosage

Toxicologique:
synergiste communément utiliseé :

PBO (Pipéronyl butoxide)

Activité:

Ethoxycoumarine-O-deéthylase (ECOD)

Ethoxyrésorufine-O-deéthylase (EROD)



ECOD:

HsC,0

N NADPH + 02

0 o

7-éthoxycoumarine

EROD :

7

HsC,0 -

NADPH + 02

7-éthoxyrésorufine

Proteines
microsomales .
Systéme
\/- regénérateur
. + Acétate
Ul d’éthyle
+ ECOD > >
centrifugation
30°C
+ EROD > cinétique
10 min

N

+ H,C-CHO
HO o ©
7-hydroxycoumarine
O o]
7
| + H,C-CHO
N /
HO N

7-hydroxyrésorufine

spectrofluorimétre

A excitation
Phase
aqueuese
+ tampon A émission
glycine/éthanol
A excitation
A émission

380 nm

480 nm

535 nm

600 nm
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7-Ethoxycoumarin T-Hvdroxvcoumarin

P50 CYPOB4 CYPOBILT CYPGBI] CYPOB2S  CYPOB2G

)-deethylation® i i ; oy
(pmol/mimn/nmol P450) (Bhx6 A kg e NE3

*Walues listed are mean + SD of at least two independent determinations
each with four replicates.

TMNo detectable O-deethylation activity found for CYP&B25 and CYP&26.

Ll et al., PNAS 100, 14593-8 (2003)



Régulation de I'expression

- Les cytochromes P450 sont inductibles par des
activateurs de transcription

- Les cytochromes P450 sont surexprimeés dans de
nombreuses souches d’insectes résistants

- Les cytochromes P450 sont régulés spatialement
et temporellement



Puce a ADN : P450 de Drosophile

Sondes:

collection de tous les genes P450
(ESTs + produits PCR)

+ divers “autres” genes
(housekeeping etc.)

Cibles:

cDNAs de souches résistantes ou
sensibles marqués avec Cy3 & Cyd




Deltamethrine Endosulfan

ccl
cic” / \CHCH,—0\_

e

/CHCHZ—O
ccl

Monocrotophos Profenophos
7

MeO),P—O
(MeO), \—c/
=t

Me
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Insectes résistants

l

Tests toxicologiques

|

Synergistes

DEF DEM PBO
Estéergse GpT CytQchrome P450
o naphtyl acétate CDNB ECOD

B naphtyl acétate DCNB EROD
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