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Liste des abréviations

Acide gamma-aminobutyrique : GABA

Caenorhabditis elegans : C. elegans

Canaux chlorures glutamates dépendants : GluCl
Cooperia oncophora : C.oncophora

Diméthyl sulfoxide : DMSO

Haemonchus contortus : H.contortus

Institut National pour la Recherche Agronomique : INRA
Ivermectine : IVM

Souche N2B résistante a 10 ng/mL d’Ivermectine : IVR10
Lactones macrocycliques : LMs

Nematode Growth Medium : NGM

Moxidectine : MOX

Souche N2B résistante a 3,8 ng/mL de Moxidectine : MOX4R
Multi Drug Resistance associated Proteins : MRP
Organisation mondiale de la santé : OMS

P-glycoprotéine : P-gp

Pression de sélection : PS

Transporteurs ATP Binding cassette : Transporteurs ABC
Transporteurs Membranaires et Résistance : TMR

Unité mixte de recherche : UMR






[ INTRODUCTION

1. Présentation de ’entreprise.

L’Institut National de la Recherche Agronomique (INRA) est un organisme public de
recherche en agronomie en France. L’institut voit le jour en 1946 et est actuellement présidé
par Francois Houllier sous la tutelle du ministére chargé de la Recherche et de I’Enseignement
supérieur et du ministere chargé de I’ Agriculture, de 1’ Agroalimentaire et de la Forét. L’ INRA
est le premier institut de recherche agronomique en Europe et se place en seconde place au
niveau mondial pour les sciences agricoles. Avec un budget de 880 millions d’euros, I'INRA
embauche 8290 agents titulaires dont 1840 chercheurs titulaires.

L’organisme cible trois grands domaines d’activités : I’agriculture, ’alimentation et
I’environnement. Ses missions concernent la production et la diffusion des connaissances
scientifiques au travers de 4000 publications par an ; la formation a la recherche et par la
recherche ; la contribution a I’innovation avec 360 brevets, 27 nouveaux logiciels et de
nouvelles bases de données ; 1’¢élaboration de stratégie de recherche nationale et européenne ;
la contribution au dialogue entre science et société et enfin éclairer les décisions publiques.
L’INRA s’engage dans le développement durable par une gestion des laboratoires et une
sensibilisation du personnel, mais aussi dans 1’évaluation de ses instituts et personnels, et dans
la qualité au sein des unités de recherche.

L’INRA dispose de 186 unités de recherche avec 13 départements de recherche et
s’implante sur 17 centres de recherche en France. Le centre Toulouse Midi-Pyrénées emploi
850 chercheurs, ingénieurs et techniciens et représente 10% des publications de I’'INRA.

Le laboratoire ToxAlim, présidé par Bernard Salles (figure 1), est une unité mixte de
recherche (UMR 1331) du centre INRA de Toulouse. L’unité contribue a I’¢laboration de
connaissances sur les effets toxicologiques a long terme aussi bien au niveau de la santé
huamine qu’en santé vétérinaire. Elle se compose de 11 équipes de recherches couvrant des
domaines scientifiques larges. L’équipe E06 Transporteurs Membranaires et Résistance
(TMR) du docteur Anne Lespine étudie le role des transporteurs ABC dans le devenir des
xénobiotiques chez les mammiferes. En effet, I’équipe posséde deux principales thématiques
de recherche. L’une concerne I’étude des interactions entre des composés d’intéréts et les
transporteurs ABC des mammiferes, ainsi que des nématodes et [’autre porte sur la
compréhension des mécanismes d’adaptation et de régulation des transporteurs chez ces

organismes en réponse a une exposition a un composé toxique.
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Figure 1 : Organigramme de ’'UMR 1331.

2. Synthése bibliographique.

2.1. La chimiothérapie antiparasitaire.

Les helminthes parasites regroupant les classes de nématodes, les trématodes, les
cestodes et les acanthocephales, sont une des cause majeure de mortalité en santé humaine et
vétérinaire. En agriculture, ces parasites causent des baisses de performances zootechniques
entrainant de lourdes pertes économiques dans les élevages a travers le monde. Ces pertes
¢conomiques sont dues a une réduction de la fertilité, de la croissance, une diminution de la
production de lait et de viande et parfois la mort des individus les plus infectés. Ce sont
¢galement des pathogeénes humains qui infectent plus d’un milliard de personnes dans le
monde.

Bien qu’un vaccin ait été mis sur le marché trés récemment en Australie en 2014 pour
I’infection par Haemonchus contortus (H. contortus) chez le mouton (Schallig, 2000), le
recours aux médicaments anthelminthiques reste aujourd’hui la principale solution pour lutter

contre ces helminthes parasites (Lespine & al, 2012).

2.1.1. Les différentes classes de médicaments anthelminthiques.

Les anthelminthiques désignent une classe de médicaments utilisés pour lutter contre
ces infections a vers parasitaire. Ceux-ci agissent par action paralysante ou létale sur les

parasites. Le premier anthelminthique apparu sur le marché fut la phénothiazine en 1939.
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Depuis, plusieurs familles d’anthelminthiques ont vu le jour et sont classées selon leur nature
chimique et leur mode d’action (tableau I). On trouve les benzimidazoles et pro-
benzimidazole utilisés depuis plus de 50 ans, les imidothiazoles, les tétrahydropyrimidines et
les lactones macrocycliques. Parmi ces anthelminthiques, les lactones macrocycliques (LMs)

sont les plus utilisées de nos jours (Prichard & al, 2012).

Tableau I : Principaux anthelminthiques utilisés en médecine vétérinaire en France

(Dictionnaires des médicaments vétérinaires, 15°™ édition, 2009).

Familles Molécules Cible pharmacologique
Albendazole
Fenbendazole
Benzimidazoles Mebendazole
Oxfendazole B- tubuline
Pro-benzimidazole Febantal
Imidothiazoles Metronidazole Récepteur nicotinique a
Levamisole I’acétylcholine
Tétrahydropyrimidines Pyrantel Récepteur nicotinique a
Oxantel I’acétylcholine
Ivermectine Canaux  Chlorures  Glutamates
Moxidectine dépendants
Doramectine Canaux Chlorures GABA
Lactones macrocycliques Abamectine dépendants
Eprinomectine Canaux chlorures acétylcholines
Selamectine dépendants
Milbemycine Canaux  chlorures  histamines
dépendants

2.1.2. Les lactones macrocycliques.

Les LMs sont des produits de fermentation d’un microorganisme du genre
Streptomyces et sont largement utilisées en thérapeutique vétérinaire et humaine du fait de
leur action a large spectre et de leur efficacité contre les endo- et ectoparasites. Ces molécules
sont classées en deux groupes: les avermectines et les milbémycines (McKellar and

Gokbulut, 2012).

Les avermectines et les milbémycines : structure.

Les avermectines sont des produits de fermentation de Streptomyces avermitilis. 1ls

regroupent l’ivermectine, la doramectine, I’éprinomectine et la sélamectine. Les
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milbémycines sont obtenues a partir de Streptomyces cyaneogriseus et Streptomyces
hydroscopieus et comprennent la moxidectine, ainsi que la milbémycine oxime (Shoop & al,

1995) (figure 2).

AVERMECTINES MILBEMYCINES

Mutation Streptomyces Streptomyces Streptomyces
génélique g—— avermitilis cyaneogriseus hydroscopicus

v v v

DORAMECTINE ABAMECTINE NEMADECTINE
EMAMECTINE
L v v v
SELAMECTINE IVERMECTINE MOXIDECTINE MILBEMYCINE
OXIME

EPRINOMECTINE

Figure 2 : Filiation schématique des lactones macrocycliques (Prichard & al, 2012).

Les lactones macrocycliques présentent dans leur structure un point commun : un
macrocycle a lactone. Les deux sous-groupes de LMs présentent cependant des différences
structurales. Dans notre étude, nous nous intéressons a une avermectine : I’ivermectine (IVM)
et a une milbémycine : la moxidectine (MOX). L’IVM comprend un groupement
saccharidique sur le carbone 13. La MOX est dépourvue de ce groupement saccharidique

mais possede un groupement méthyl en C25 (Prichard & al, 2012) (figure 3).
Ivermectin (IVM) Moxidectin (MOX)

Figure 3 : Structures chimiques des avermectines (ivermectines) et des milbémycines

(moxidectines) (Ménez & al, 2012).

Indications thérapeutiques :

La découverte des avermectines et des milbémycines fut un événement considérable en
agriculture de par leur activité contre les arthropodes et les nématodes parasites. L’IVM fut la

premiére LM disponible sur le marché au début des années 1980 et approuvée pour une
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utilisation en médecine vétérinaire. Ces LMs présentent également une caractéristique
intéressante : leur faible toxicité pour les mammiféres. Ainsi, elles sont utilisées en agriculture
dans le traitement des endoparasitoses du bétail telles que les strongyloses intestinales
(Haemonchus, Teladorsagia, Trichostrongylus, Cooperia, Trichus) et pulmonaires
(Dictycaulus, Protostrongylus) les ascaridioses, ¢galement dans le traitement des ectoparasites
comme les insectes tels que le varron ou la gale. Elles sont également utilisées pour le
traitement des animaux de compagnie contre Dirofilaria, parasite du chien (Lespine & al,
2012).

C’est dans ce contexte que I’IVM fut par la suite approuvée pour une utilisation en
médecine humaine qui a aboutit au prix Nobel de Médecine en 2015. Chez I’homme, les
infections a Onchocerca volvulus, une microfilaire, conduisent a ’apparition de graves
séquelles comme la cécité ou 1’¢éléphantiasis et sont un véritable fléau dans les pays du
continent Africain ou de I’Amérique du Sud. En plus d’étre utilisée dans le traitement de
I’onchocercose, I’'IVM est également préscrite dans le traitement des filarioses lymphatiques
provoquées par Wuchereria bancroffti. Elle est ainsi distribuée en masse par milliards de doses
dans ces régions dans le but d’éradiquer ces infections. L’IVM est aussi utilisée dans le
traitement des acariens et des strongyloses (Geary & al, 2010).

L’IVM et la MOX possede globalement un méme mode d’action et un spectre d’action
similaires (Prichard & al, 2012). Des études cliniques sont actuellement en court pour aboutir
a une autorisation de mise sur le marché de la MOX dans le traitement de 1’onchocercose chez

I’homme (Awadzi & al, 2014).

Mode d’action et pharmacocinétique des lactones macrocycliques :

Les LMs activent les canaux chlorures glutamates dépendants (GluCl) des nématodes, et
de maniére moins fréquentes les canaux chlorures gamma aminobutyrique dépendants
(GABA), les récepteurs a 1’acétylcholine, a I’histamine... (Holden — Dye and Walker, 2014).
La perméabilité des canaux vis-a-vis des ions chlorures est alors accrue provoquant une
hyperpolarisation de la membrane neuromusculaire ce qui entraine une paralysie flasque du
corps musculeux et du pharynx et la mort du nématode. Malgré le mode d’action identique de
I’TVM et de la MOX il semblerait que leur interaction avec les récepteurs au glutamate soit
différente (Prichard & al, 2012).

La pharmacocinétique des LMs fait intervenir un processus de détoxification. Dans un
permier temps la molécule va étre métabolisée via des enzymes, les cytochromes P450 :

CYP3A et CYP1A1 chez le rat (Zeng & al, 1998). Dans un second temps, la molécule va étre
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exportée hors de la cellule via des transporteurs ABC d’efflux : les P-gp (P-glycoprotéines) et
les MRPs (Multidrug resistance-associated proteins). Leur fonction principale est le transport
actif (ATP-dépendant) de composés endogenes ou exogenes dont les LMs. Ils sont impliqués
dans la résistance chez de nombreux organismes. En effet les P-gp ont une grande variété de
substrats comprenant les LMs. Chez ’homme un géne (abcbl) et deux geénes chez la souris
(abcbla et abcb1b) codant pour les P-gp sont identifiés et connus pour étre impliqués dans la

résistance aux anti-cancéreux (Lespine & al, 2012).

2.2. Emergence de résistances aux LMs.

L’usage intensif et parfois inapproprié de ces anthelminthiques a conduit a
I’émergence de phénomeéne de résistance, avec I’apparition de souches de nématodes parasites
capables de résister a ’action de ces médicaments (Lespine & al, 2012). Ces phénomenes de
résistance sont un enjeu de santé publique car ils sont responsables de nombreux échecs

thérapeutiques aussi bien en médecine vétérinaire qu’en médecine humaine.

2.2.1. Défintion de la résistance.

L’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) définit la résistance comme un phénomene
génétique, héritable, qui confére a un organisme la capacité de survivre a des concentrations
en drogues habituellement létales. Ainsi, dans le cas des anthelminthiques, la résistance se
définit par une population de nématodes ayant génétiquement acquis la capacité a résister a
des concentrations d’antiparasitaires habituellement mortelles pour les individus de 1’espece.
L’utilisation répétée des anthelminthiques induit une pression de sélection ayant pour
conséquence d’augmenter le nombre d’individus possedant le géne de résistance. A terme,
cette situation conduit a 1’obtention d’une population dans laquelle les individus portant le

géne de résistance sont majoritaires.

2.2.2. Cas de résistance aux LMs.

Globalement toutes les espeéces de nématode ont développées une résistance vis-a-vis
des LMs. Certaines especes sont cependant plus touchées que d’autres notamment H.
contortus, Teladorsagia circumcincta, Trichostrongylus ou encore Cooperia pour les LMs. La
résistance aux anthelminthiques a pris une importance considérable dans les pays tels que
I’Amérique du Sud, I’Afrique, la Nouvelle Zélande et I’ Australie ou est pratiqué I’élevage
intensif. En Afrique du Sud plusieurs élevages ont du étre éliminés par manque de traitement
efficace contre H. contortus, nématode dominant dans ce pays. La résistance a I’ivermectine a
¢té rapportée pour la premicre fois en 1988 en Afrique du Sud chez le parasite H.contortus

(Van Wyk and Malan, 1988). Les pays d’Europe sont eux de plus en plus touchés par ce

14



phénoméne de résistance. Le 17 cas de résistance en Europe fut décrit dans un élevage de
bovins en 1999 au Royaume-Uni et concernait des résistances a Cooperia oncophora (C.
oncophora) (Sargison, 2007). En France, la situation reste mal connue mais le 1¥ cas de
résistance a I’IVM et a la MOX fut décrit en 2014 dans un ¢élevage de chévre (Geurden & al,
2015). Le phénomene de résistance est clairement établi par des bilans parasitaires pour
I’TVM et la MOX bien que nous constations que cette derniére reste plus efficace que 'IVM

(Lespine & al, 2012).

2.3. Mécanismes de résistance aux LMs chez les nématodes.

Les mécanismes de résistance aux LMs restent encore mal connu. Nous savons que la
résistance peut étre due a une modification structurale d’organes chimiosensoriels. Des
résistances croisées ont également été mise en évidence. Plus rarement, la résistance peut
intervenir au niveau des GluCl. Celle-ci est alors due a une modification qui affecte la
sensibilit¢ d’un récepteur des GluCl et notamment & une réduction du polymorphisme
allélique sur des sous-unités de ces récepteurs. Chez C. elegans il a été montré que des
souches résistantes a I’IVM présentent une réduction du polymorphisme de ces récepteurs.
Blackhall & al (1998) a démontré qu’une diminution du polymorphisme allélique sur des
sous-unités des GluCl était associée a une résitance a ’'IVM et a la MOX chez H.contortus.
Les cas pouvant conduire a une mutation des GluCl sont plus rares. Un seul cas a été décrit en
2004 par Njue and Prichard chez C. oncophora ; une mutation au niveau d’une sous unité des

GluCl était a I’origine d’une résistance a ’IVM.

2.3.1. Modification de structures neuronales.

Des modifications structurales des neurones au niveau des amphides, organes
chimiosensoriels impliqués dans la reconnaissance du milieu, due a des mutations dans les
genes de développement de ces structures ont ét¢ mises en évidence chez des isolats de
nématodes parasites résistants a I’IVM (H. contortus) et également chez Caenorhabditis
elegans (C. elegans). Ainsi, un défaut structural des neurones amphidiens : «dye-
filling defective » est associé¢ a une résistance a I’IVM et a une mutation sur un des géne de

développement de cette structure : dyf-7 (Urdaneta-Marquez & al, 2014).

2.3.2. La résistance croisée.

Les mécanismes de résistance croisée mettent en jeu les processus de détoxification.
Une surexpression de geéne de certains transporteurs ABC tels que des P-glycoprotéines (P-
gp) ou les Multi Drug Resistance Associated proteins (MRP), qui constituent des pompes a

efflux des antiparasitaires, sont impliqués dans la résistance aux LMs (Prichard & al, 2012).
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Chez C. elegans, 14 génes homologues des P-gp ont été observés a tous les stades de
développement. Ils sont localisés dans les cellules intestinales, le pharynx et au niveau des
amphides (Holden-Dye and Walker, 2014). Plusieurs études soutiennent I’implication des P-
pg dans la résistance aux LMs chez les nématodes. Dans un premier temps, De Graef & al
(2012) a identifié des différences entre souches résistantes et souches sensibles pour les génes
codant les transporteurs ABC chez C. oncophora avec notamment une augmentation du
niveau de transcription des ces génes chez la souche résistante. Janssen & al (2013) a montré
que des souches de C. elegans déficientes en P-gp étaient plus sensibles a I'TVM. De plus,
Demeler & al (2013) a montré que [’utilisation d’un inihibteur de P-gp (le vérapamil)
augmente la sensibilité de C.oncophora a 'IVM et restaure la sensibilité chez des souches
résistantes. Des études suggerent que chez les nématodes, la MOX serait un inhibiteur moins

performant de la P-gp contraitement a I’'IlVM (Lespine & al, 2007).

2.4. Le modele Caernohabditis elegans.

C. elegans est un nématode libre (non parasite) présent dans les sols de climat
tempéré ou sur les fruits en décomposition. Sa nourriture se constitue de microorganismes tels
que les bactéries. C’est un organisme multicellulaire facilement cultivable a reproduction
rapide et son anatomie est représentative de la plupart des nématodes. C’est également un
organisme hermaphrodite qui produit des ceufs et des spermatozoides. C’est dans ces
conditions que C. elegans constitue I’un des organismes les plus intensément étudié (Simon

Fraser University, 2016).

2.4.1. Utilisation en laboratoire.

Ce nématode a été introduit dans les laboratoires de génétique au début des années
1960, par S. Brenner comme systeme « modele », pour étudier notamment la biologie du
développement et du fonctionnement du systeme nerveux (Bremner, 1974). En effet, la
simplicité générale de cet organisme, sa facilité¢ d’élevage et sa transparence en font un tres
bon modele d’étude. Son génome de 97 Mb est entierement séquencé (The C. elegans
sequencing consortium, 1998) et de nombreux mutants sont disponibles.

De plus, il existe une homologie entre les génes de C. elegans et ceux des nématodes
parasites (supérieure a 40%). En effet, C. elegans appartient au Phylum des Nematoda et a
I’ordre des Rhabditina (Clade V). Dans ce Clade V, nous retrouvons également des especes de
nématodes parasites tels que H. contortus, Ostertagia ostertagi, T. circcumcinta. Ainsi, il y a

conservation des processus biologiques entre C. elegans et ces nématodes parasites le
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définissant comme modéle d’étude extrapolable aux parasites (Holden-dye and Walker,

2014).
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Figure 4 : Cycle de développement de C. elegans a 22°C (Altun and Hall, ©Wormatlas).

2.4.2. Anatomie et cycle de développement.

C. elegans est un organisme possedant une structure anatomique simple. Ce vers rond
non-segmenté possede un corps cylindrique entouré d’une cuticule. Sous cette cuticule est
sous-tendu par 4 cordons musculaires, I’appareil digestif et glandulaire. Schématiquement ces
organes sont tubulaires. Ce nématode ne possede ni systeme circulatoire, ni systeme
respiratoire. En revanche, il posséde un systéme nerveux bien développé, avec un anneau
nerveux situé a la base du pharynx avec des motoneurones et des neurones sensoriels au
niveau de la téte, qui se prolongent par deux cordons nerveux a travers le corps et se finissent
en se rassemblant au niveau de la queue.

C. elegans est un organisme avec une durée de vie moyenne de 2 a 3 semaines et un
cycle biologique court. Il comprend un stade embryonnaire, 4 stades larvaires (de L1 a L4) et
un stade adulde (figure 4). Un adulte est capable de pondre 300 ceufs par ponte. Le temps de
croissance est dépendant de la température, a 20°C il faut 3 jours pour passer du stade ceuf au
stade adulte. D’autres facteurs affectent la croissance de C. elegans, ainsi par manque de
nutriments ou par densité ¢élevée de population, I’organisme passe en stade Dauer. Le stade
Dauer ne se nourrit pas et peut survivre dans des conditions défavorables plusieurs mois
jusqu'a ce que celles-ci s’améliorent, I’organisme passe alors au stade L4 (Couillault and

Kurz, 2010).

2.5 « Fitness » et réversion de la résistance.

La « fitness » est la valeur sélective d’un individu soit sa capacité a se reproduire. Il est

admis que des individus se trouvant dans un environnement défavorable, stressant, ont une
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reprodution et une ponte diminuées. Ainsi, une pression de sélection induite par un
anthelminthique créée un environnement stressant, diminuant la « fitness » de 1’organisme, on
parle de colit associé a la résistance. C’est en effet ce qui a été¢ démontré par 1’équipe E06 de
Toxalim ; des souches résistantes aux LMs, obtenues par pression de sélection avec des doses
croissantes d'ITVM ou de MOX durant 40 semaines, présentent toute deux une diminution du
nombre de descendants ainsi qu’une diminution du nombre de descendants fertiles, capablent
d’atteindre le stade adulte et de se reproduire (Communication personnelle).Ceci suggere
qu'une potentielle réversion des souches résistantes est a envisager. La réversion de la
résistance se définit par un retour a la sensibilit¢ d’une population résistante. La
réintroduction du caractére sensible dans la population peut favoriser un retour a la sensibilité,
on parle de brassage génétique.

A contrario, d’autres études suggerent que la gestion du stress induit par les
anthelminthiques a des effets bénéfiques comme une meilleure résistance a d’autres stress, ou
une augmentation de la longévité. On parle de réponse hormétique (Cypser and Johnson,
2002) (Zhou & al, 2011). 11 est nécessaire de mieux comprendre les mécanismes adaptatifs
mis en place dans le but d’appréhender les conséquences biologiques d’une résistance aux

LMs.

1.4. Objectifs du stage.

L'apparition de résistance aux LMs en réponse aux pressions de sélection que ces
médicaments exercent est susceptible d'entrainer en parallele la mise en place de colts
adaptatifs. En effet, la sélection d'isolats de nématodes résistants aux LMs et la réduction de la
diversité génétique associées a cette sélection est suceptible d'induire une diminution du
potentiel adaptatif face a d'autres contraintes. Ces problématiques posent plusieurs questions
de recherches : d’une part, ’acquisiton de résistance aux LMs induit-elle une augmentation de
la sensibilité vis-a-vis d’autres stress, sous entendu existe-il un cofit associé a la résistance ?
D’autre part, ’acquisition de la résistance est — elle réversible ?

Dans ce contexte, cette étude vise a déterminer 1'adaptation de populations d'un nématode
modele, C. elegans, soumis ou non a des pressions de sélection par les LMs, et a mesurer les
colts adaptatifs de cette acquisition de tolérance aux LMs. Ainsi, sera étudié, I'analyse des
modifications phénotypiques en termes (i) de sensibilité aux LMs, (ii) de résistance a

différents stress (osmotiques, thermiques, salins), (ii1) de trait d'histoire de vie (longévité).
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IL. MATERIELS ET METHODES

1. Matériels.

L’ivermectine, le paraquat dichloride, le cholestérol, le NaOH, I’hypochlorite de sodium
10-15%, le diméthyl sulfoxide, 1’éthanol 70% et les sels (CaCl,, MgSO,4, KH,PO4, Na,HPO,)
sont fournis par Sigma-Aldrich (Lyon, France). Le K;HPO, provient d’ICN Biomedicals
(Ohio, USA). Le NaCl et I’Agar 2% viennent d’Euromedex (Mundolsheim, France). Le
bactopeptone vient de Becton, Dickinson and Company (France). Le LB Broth Base (Lennox
LB Broth Base) provient de Invitrogen™™. La moxidectine est fournie par Fort Dodge
International (Fort Dodge, 1A). L’ivermectine et la moxidectine sont solubilisées dans du
DMSO a 10 pg/ml provenant de Sigma-Aldrich (USA) et stockées a température ambiante a
I’abri de la lumiere. Le M9 est une solution a partir de 5, 68g de K,HPOy4, 3g de Na,HPOy, 5¢
deNaCl, complété¢ a 1L d’eau stérile déminéralisée et 1 mL de solution MgSO4 a 1M. La
solution de 1 litre de S-Basal est préparée a partir de 5,85g de NaCl, 1g de K,HPO,, 6g de
KH,PO4, 1 mL de cholestérol a 5 mg/mL (solubilisé dans I’éthanol) est complétée a 1 litre
avec de I’eau déminéralisé stérile puis filtrée a 1’aide d’un kit de filtration. La solution de 1
litre de S-complete est préparée a partir de 1 litre de solution S-Basal, 10 mL de potassium
citrate IM a pH6, 10 mL de trace metals solution, 3 mL de CaCl, a 1M, 3 mL de MgSO, a
IM, 1 mL de cholestérol a 5 mg/mL puis filtrée avec un kit de filtration. La solution de Dil est
préparée a partir 1 mg de poudre de Dil (INVITROGEN) 1,1’- Didodecyl-3,3,3",3’-
Tetramethylindocarbocyanine Perchlorate diluée dans 500 pL de DMSO.

2. Souches de C. elegans utilisées pour I’étude.

La souche sauvage de C. elegans N2 Bristol (N2B) a ét¢ fourni par le CGC
(Caenorhabditis Genetics Center). A partir de N2 Bristol des souches résistantes ont été
sélectionnées. La souche ivermectine résistante (IVR10) maintenue sur pression de sélection a
10 ng/mL d’IVM est fournie par 1I’Universit¢ McGill (Québec, Canada). La souche
moxidectine résistante (MOX4R) a été développé par I’équipe d’accueil par pression de
sélection selon le protocole de James and Davey (2009). Briévement, la souche sauvage N2
Bristol a été transférée sur un milieu de culture contenant 1 ng/mL de drogue. Apres un cycle
de reproduction la population a été transférée sur un nouveau milieu de culture contenant 2
ng/mL de drogue. Lorsque les vers sont en mesure de croitre et de se reproduire ils ont été
transférés sur un milieu contenant la méme concentration en drogue et sur un milieu contenant

une concentration plus élevée en drogue. Cette manipulation a été répétée jusqu’a 1’obtention
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de souche résistante a 3,8 ng/mL de moxidectine pour les MOX4R. Les souches maintenues
en pression de sélection sont nommées IVR10 + PS et MOX4R + PS. Parallélement, la
pression de sélection est levée pour ces souches afin d’étudier la réversion de la résistance.

Les souches sont nommeées IVR10 — PS et MOX4R — PS.

3. Maintien des souches et synchronisation de population.

Les souches sont maintenues sur un milieu NGM classique (Nematode Growth

Medium) composé de 0.75g de NaCl, 0.5g de bactopeptone, 4.25g d’Agar 2% et 250 mL
d’eau MilliQ (eau ultra pure déminéralisée) et enrichi avec 0.25 mL de CaCl2 1M, 0.25 mL
de cholestérol a Smg/mL, 0.25 mL de MgSO4 a 1M et 6.25 mL de KPO4 Buffer 1M a pH6.
Le milieu NGM est coulé en boite de pétri de 6 cm de diametre et ensemencé avec 250 uL
d’une culture fraiche d’Escherichia coli OP50 qui constitue la nourriture de C. elegans.
Les souches sont maintenues a 21°C et repiquées deux fois par semaines sur des nouvelles
boites de pétri. En vue d’un test de Larval Development Assay (LDA) les souches IVR10 +
PS sont repiquées sur du milieu NGM complémenté a 2 ng/mL d’IVM et les souches MOX4R
+ PS sont repiquées sur du milieu NGM complémenté a 0,5 ng/mL de MOX.

La synchronisation d’une culture de C. elegans permet d’obtenir une population ou tous
les individus sont au méme stade de développement. Pour cela, une culture de C. elegans
composée majoritairement d’adultes gravides et d’ceufs est traitée par une solution composée
de NaOH 5N, d’hypochlorite de sodium 10-15% et de M9. Ce traitement permet de lyser tous
les stades larvaires exceptés les ceufs. Ceux-ci sont mis a éclore une nuit a 21°C sans

nourriture permettant ainsi d’obtenir une population de L1 parfaitement synchronisée.

4. Test de développement larvaire (Larval Development Assay, LDA).

Le test du LDA consiste a suivre le développement de larve au stade L1, exposées a des
concentrations croissantes en IVM et MOX, jusqu’au stade adulte. Pour cela, des plaques 12
puits contenant du milieu NGM avec la quantité appropriée d’IVM ou de MOX afin d’établir
une gamme de concentration en LMs. Les puits sont ensuite ensemencés avec 15 pL. d’une
culture fraiche d 'Escherichia coli OP50. L’IVM est ajoutée pour une gamme de concentration
de 0 a 35 nM et la MOX pour une gamme de concentration de 0 & 18 nM. La quantité de
DMSO n'excede pas les 0,5%. Pour le contrdle, les vers sont exposés au DMSO seul. 30 L1
des souches IVR10 + PS, MOX4R + PS, IVR10 — PS et MOX4R — PS sont déposés par puits
et mis a incubés a 21°C jusqu’au stade adulte. Le pourcentage d’individus ayant atteint le

stade adulte est calculé par rapport au controle et les résultats sont traités sur le logiciel
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GraphPad qui fournit une valeur d’EC50 (concentration effectrice de drogue pour laquelle 50

% des individus n’ont pas atteint le stade adulte).

5. Dyve filling assay (test de coloration des neurones des amphides)

Afin de visualiser les amphides (structures contenant les neurones chimiosensoriels) chez
C. elegans ; des individus de la souche sauvage N2B, des souches résistantes [IVR10 + PS et
MOXA4R + PS et des souches ou la pression de sélection a été levée IVR10 — PS et MOX4R —
PS sont synchronisées au stade L4. Les vers sont ensuite incubés dans une solution de dye a
10 ng/mL de solution stock de Dil et mis sous agitation a 21 °C pendant 2 heures. Aprés une
période de récupérération de 2 heures sur boite NGM complémenté en E. coli OP50 (permet a
la solution de Dil de passer le tractus digestif), les vers sont paralysés avec du levamisole (40
mM) et le marquage des neurones amphidiens est observé avec un microscope Nikon Eclipse

501 équipé d’une camera Luca S et analysée via le logiciel Nikon ACT-1.

6. Test de chimiotactisme.

Une boite de pétri NGM classique est divisée en 4 quadrants égaux. Un dépot bactérien
est effectué¢ dans les 2 quadrants opposés (Figure 5, A et B) a 2cm du centre de la boite de
pétri. Un cercle de 1cm de diametre est délimité au centre de la boite. La population est
synchronisée pour obtenir des vers au stade jeune adulte. Ceux-ci sont déposés au centre de la
boite de pétri et incubés a 21°. Toutes les 30 minutes et pendant 2h30 le nombre de vers sortis
du cercle et ayant atteint le quadrant comportant le dépdt bactérien sont comptés. Un indice de

chimiotactisme (CI) est calculé selon la formule suivante :

cl = (A+B)— (C+D)
" Nombre total de vers
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Dépdt bactérien

Dépot bactérien

Figure 5 : Représentation schématique du test de chimiotactisme.

7. Tolérance au stress oxydatif.

Le paraquat est utilisé pour tester la tolérance au stress oxydatif chez les souches
résistantes IVR10 + PS et MOX4R + PS en comparaison a la souche sauvage N2B. Une
solution mere de paraquat a 600 mM est préparée a partir de 100 mg de poudre de paraquat
dichloride solubilisée dans 648 pL d’une solution S-complete. Des vers au stade L4 sont
déposés dans des puits de plaques 96 puits contenant 300 mM de paraquat dilué dans du S-
complete. Parallelement les mémes souches sont déposées dans des puits contenant
uniquement du S-complete pour servir de contrdle de survi. Les souches sont placées a 21°C
et la mobilité est évaluée apres 0, 1, 3 et 6 heures d'incubation. Les vers ne présentant aucun

mouvement, méme uniquement de la téte sont comptés comme morts.

8. Tolérance au stress osmotique.

Le NaCl est utilisé pour tester la tolérance au stress osmotique chez les souches résistantes
IVR10 + PS et MOX4R + PS en comparaison a la souche sauvage N2B. Des vers au stade L4
sont placées sur gélose NGM classique avec Esherichia Coli OP50 comme source de
nourriture et complémentées avec 500mM de NaCl. Parallélement les mémes souches sont
placés sur milieu NGM classique avec Escherichi Coli OP50 comme source de nourriture
pour servir de contréle de survie. Les souches sont placées a 21°C et la mobilité est
comptabilisée immédiatement apres le dépdt et apres 3, 5, 7, 9 et 11 minutes. Le critére suivi
est la mobilité. Les vers ne présentant aucun mouvement, méme uniquement de la téte sont

comptés comme morts.

22



9. Tolérance au stress thermique.

La tolérance au stress thermique est testée sur les souches résistantes IVR10 + PS et
MOX4R + PS en comparaison a la souche sauvage N2B. Des vers au stade L4 sont placés sur
gélose NGM classique avec Esherichia Coli OP50 comme source de nourriture. Les vers sont
placés 6 heures a 37°C. Parallelement les mémes souches sont placées sur milieu NGM
classique avec Escherichi Coli OP50 comme source de nourriture est placées a 21°C pendant
6 heures pour servir de contréle de survie. La survie est comptabilisé a 0, 2, 3 et 6 heures et

les vers sont considérés comme mort si ils ne répondent pas a un stimulus par fil de platine.

10. Test de longévité en milieu liguide.

Selon le protocole de Lionaki et Tavernaraki (2013), 1a longévité est testée sur les souches
résistantes IVR10 + PS et MOX4R + PS en comparaison a la souche sauvage N2B. Une
solution de 30 vers au stade L1 complémentée avec une solution d’E.coli OP50 a 6mg/mL est
déposée dans chaque puits d’une plaque 96 puits. La plaque est sellée pour éviter
I’évaporation est mise a incuber a 21°C. Au stade L4, une solution de FUDR a 0,6 mM est
ajoutée dans chaque puits afin de stériliser les animaux. Cette étape constitue le temps JO a
partir duquel les vers sont comptés trois fois par semaine. Les individus sont considérés
comme vivant si ils sont en mouvement. Chaque semaine 5 pL d’une solution d’E.coli OP50
a 100 mg/mL est ajoutée comme source de nourriture et les plaques sont oxygénées pendant 1

minutes. La longévité moyenne est déterminée lorsque 50% des individus sont vivants.

11. Analyses statistiques.

Les valeurs expérimentales sont exprimées par la moyenne + 1’écart-type (SD) ou I’erreur
standard 4 la moyenne (SEM). Les analyses statistiques sont réalisées avec le logiciel
GraphPad Prism 4. Un test d’analyses de variance a deux facteurs (ANOVA 2) est utilisé pour
étudier I’effet de la variable « temps » et de la variable « souche » suivi d’un test post-hoc de
Bonferroni pour chaque souche résistante vis-a-vis de la souche sauvage a un temps donné. La
significativité statistique est attribuée pour des valeurs de p<0.05 * et pour des valeurs de

p<0.01 ** et p<0,001 ***,
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12. Récapitulatifs chronologiques des tests effectués.

IVR10
-PS

+P5
MOX4R
-PS

LDA

Chimiotactisme
DyeFilling

Tolérance NaCl

Tolérance T°C

Tolérance paraquat

Longévité
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III. RESULTATS

Un tableau récapitulatif de I’ensemble des résultats est disponible en Annexe A.

1. Réversion de la résistance aux LMs chez C. elegans.

L’efficacité¢ des LMs est suivie en mesurant le développement de larves L1 en adultes en

présence de concentration croissantes d’IVM et de MOX. Une concentration efficace (EC50)

pour laquelle 50 % des individus n’a pas atteint le stade adulte est calculée sur plusieurs

semaines (figure 6 et tableau II).
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Figure 6 : Effet de ’IVM et de la MOX sur le développement larvaire chez C. elegans chez les souches

IVR10 aprés 16 semaines sans pression sur ’IVM (A) ou sur la MOX (B) et MOX4R aprés 18 semaines

sans pression sur ’IVM (C) ou sur la MOX (D). Les valeurs représentent les pourgentages d’adultes issus de

L1 aprés 62 h d’incubation a 21°C, en présence de concentrations croissantes d’IVM ou de MOX. Moyenne =+

SEM d’une expérimentation avec 3 valeurs.

Tableau II : EC50 de ’'TVM et de la MOX. Les concentrations effectrice inhibant 50 % du développement des

L1 en adultes sont déterminées pour les souches IVR10 aprés 16 semaines sans pression de sélection et MOX4R

apres 18 semaines sans pression de sélection. Les résultats sont exprimés en nM.

IVRIO + PS IVR10 - PS MOXA4R + PS MOXAR - PS
IVM (nM) 9,2 5,7 93 7.8
MOX (nM) 2,1 1,9 4.6 33

Chez les souches IVR10, nous observons une différence d’EC50 entre la souche

maintenue sur pression de sélection et celle qui est maintenue sans pression de sélection pour
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les deux LMs : IVM et MOX. En effet, on note une EC50 de 9,2 nM pour la souche IVR10 +
PS sur ’'IVM contre 5,7 nM aprés 16 semaines sans pression de sélection a ’IVM pour la
souche IVR10 — PS. De la méme manicre, aprés 16 semaines sans pression de sélection,
I’EC50 de la souche IVR10 vis-a-vis de la MOX diminue de 2,1 a 1,9 nM. Une tendance
similaire est observée pour les souches sélectionnées sur la MOX. En effet, aprés 18 semaines
sans pression de sélection a I’IVM on observe une diminution de ’EC50 de 9,3 nM a 7,8 nM,
pour les MOX4R + PS et MOX4R — PS, respectivement.

Ces observations nous permettent de conclure que 1’absence de pression de sélection
augmente la sensibilité des souches résistantes aux deux LMs.

Le ratio des EC50 souches avec pression de sélection/souches sans pression de
sélection est présenté sur la figure 7 pour les IVR10 et les MOX4R sur chaque drogue (IVM

et MOX). Un ratio de 1 équivaut a un maintien de la résistance aux LMs.
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Figure 7 : Ratio des valeurs EC50 souches avec pression de sélection/souche sans pression pour les IVR10

(A) et les MOX4R (B) avec P'IVM et la MOX.
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Les valeurs des ratios des EC50 sont comparées a un ratio de 1 qui correspond a la valeur
attendue lorsque la résistance est maintenue constante. Concernant les souches IVR10 sur
IVM, le ratio des EC50 atteint 0,6 aprés 16 semaines, témoignant d’une augmentation de la
sensibilité a I’IVM. Au vue des résultats obtenus dans le cas des IVR10 testées sur la MOX, la
variabilité dans les manipulations a été calculée et comparée a celle obtenue précédemment
par I’équipe sur le méme test. Celle obtenue ici est trop élevée pour conclure sur une
modification de la sensibilit¢ des IVRI0 vis-a-vis de la MOX. Concernant les souches
MOX4R, une augmentation de la sensibilité¢ aux deux LMs est noté ; aprés 7 semaines sans
pression de sélection a I’TVM le ratio est de 0,5 et aprés 8 semaines sans pression a la MOX
on obtient un ratio de 0,6.

Au vue de ces résultats on peut conclure a la réversion partielle de la résistance et donc
une tendance a un retour partiel a la sensibilité des souches résistantes vis-a-vis de I’'IlVM et
de la MOX sur la période considérée dans ces conditions. Cependant on ne peut conclure sur
les souches IVR10 cultivées en présence de MOX car les valeurs obtenues sont trop variables

en comparaison a celle générées par 1’équipe précédemment.

2. Intégrité des structures neuronales des amphides.

Le phénotype de dye-filling chez le nématode correspond a la capacité du vers a émettre
de la fluorescence au niveau du principal organe chimiosensoriel de C. elegans: les
amphides. Il est connu qu’une déficience de marquage des amphides («dye-filling defective
»), correspondant & une structure alterée des neurones amphidiens, est associée a une
résistance & I'IVM chez C. elegans (Urdaneta & al, 2014) et a la MOX (Ménez & al, 2016).
Nos résultats montrant un retour partiel de la sensibilité des souches résistantes en absence de
pression de sélection, un test de dye-filling est effectué sur la souche sauvage N2B servant de
contrdle, sur les souches résistantes IVR10 + PS et MOX4R + PS et sur les souches non
soumises a la pression de sélection par la drogue IVR10 — PS et MOX4R — PS. La figure 8
présente les résultats du pourcentage d’individus déficients pour le marquage des amphides

pour chaque souche. La figure 9 présente les résultats obtenus pour chaque souche.
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Figure 8 : Proportion d’individus possédant un ou deux amphides marquées. Manipulation aprés 8
semaines sans pression de sélection (A) et aprés 19 semaines sans pression de sélection (B). Les valeurs ont été

obtenues a partir de 2 essais pour environ 100 vers par condition.
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Figure 9 : Phénotype « dye-filling defective » pour les neurones des amphides (partie antérieure de C.
elegans) chez la souche N2B (A), IVR10 + PS, IVR10 — PS, MOX4R + PS et MOX4R - PS apreés 19

semaines sans pression de sélection (B). Les fléches indiquent la présence des neurones des amphides.
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Un premier test de dye-filling a été réalisé 8 semaines aprés la levée de la pression de
sélection (figure 8A) et les résultats montrent que les souches IVR10 + PS sont a 80%
déficientes en amphide et a 90% déficiente aprés 19 semaines. De fagon interessante, la figure
8B montre clairement qu'apres 19 semaines sans pression de selection, 50% des individus de
la souche IVRIO - PS possédent une structure normale visible sur la figure 9B. Les
observations phénotypiques montrent une morphologie normale (présence des deux
amphides) des neurones amphidiens pour la souche sauvage N2B (figure 9A).

Les résultats montrent que les MOX4R ont un phénotype 100% déficient en marquage
amphidien quelque soit les conditions de culture et le temps écoulé sans pression de sélection
(avec ou sans pression de sélection).

Ces résultats confirment que la sélection par les LMs induit un défaut de structure des
neurones amphidiens. Cependant, un retour a un phénotype sauvage semble possible dans le
cas ou la pression de sélection a I'IVM est levée. Par contre, chez les MOX4R, les individus

restent déficients apreés 19 semaines sans pression a la MOX.

3. Etude du chimiotactisme vis-a-vis de la nourriture chez C. elegans.

Compte tenu du role des amphides dans la reconnaissance du milieu et au vu des résultats
obtenus lors du test de dye-filling, nous avons effectué un test de chimiotactisme vis-a-vis de
la nourriture. En effet, les amphides sont des structures neuronales chimiosensoriels,
potentiellement impliquées dans la reconnaissance de nourriture. Un indice de chimiotactisme
est calculé pour chaque souche ; plus la valeur de I’indice se rapproche de 1, plus les vers sont

capablent de détecter la nourriture (figure 10).
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Figure 10 : Indice de chimiotactisme vis-a-vis de la nourriture E.coli OP50 pour la souche sauvage
N2B et les souches résistantes IVR10 + PS et MOX4R + PS et les souches IVR10 — PS et MOX4R - PS
aprés 10 et 11 semaines sans pression de sélection. Les valeurs ont été obtenues a partir de 2 essais
indépendants (3 réplicats par essai) pour environ 20 vers par condition. Moyenne + SEM. Test ANOVA 2:

*p<0,05, **p<0,01 pour chaque souche vis-a-vis de la souche sauvage N2B a un temps donné.

Concernant la souche N2B contrdle, la valeur de I’indice augmente progressivement
de 0,4, apres seulement 30 minutes d’exposition, pour atteindre 0,8 a 2 heures et 30 minutes.
Ces résultats relfetent une capacité des N2B a détecter la nourriture. En revanche, les valeurs
sont différentes entre la souche sauvage N2B et les souches résistantes (IVR10 + PS et
MOXA4R + PS) a 0,5 heures avec un indice de 0,4 pour la souche N2B, -0,8 pour IVR10 + PS
et -0,5 pour MOX4R + PS. Ces résultats suggeérent un défaut de reconnaissance immédiat de
la nourriture chez les souches résistantes. On distingue deux groupes de réponse au
chimiotactisme par la nourriture ; les souches IVR10 + PS ne palient pas leur défaut de
détection de la nourriture (indice de CI de -0,4 a 2 heures 30 minutes) tandis que la souche
MOX4R + PS atteint un indice de CI de 0,4 a 2 heures 30 minutes.

Ces résultats nous montrent que la levée de pression de sélection n'améliore pas la
capacité des vers a détecter la nourriture. Dans le cas des souches résistantes a ’'IVM, la
suppression de la pression de sélection a la drogue ne permet pas aux individus de palier a

leur défaut de reconnaissance de nourriture. En effet, au bout de 2 heures et 30 minutes les
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souches IVR10 — PS présentent un indice de CI de — 0,07. Les souches résistantes a la MOX
se comportent mieux. Ainsi, les MOX4R + PS atteignent un indice de CI de 0,4 au bout de 2
heures et 30 minutes. Dans le cas ou la pression de sélection est supprimée (MOX4R — PS) les
individus retrouvent un comportement comparable a la souche sauvage N2B ; on note un
indice de CI de 0,8 au bout de 2 heures 30 minutes pour les MOX4R — PS en comparaison a
un indice de CI de 0,8 pour la souche sauvage N2B.

Ces résultats nous permettent de conclure que les souches résistantes ont un défaut de
reconnaissance de la nourriture. Cependant, les souches sélectionnées sur la MOX semblent
palier ce défaut au bout de 2h et 30 minutes. La levée de la pression de sélection n’a pas
d’effet sur les souches résistantes a ’IVM, tandis que chez les souches résistantes a la MOX,
la suppression de la pression de sélection permet aux individus de retrouver un comportement

comparable a la souche sauvage N2B.

4. Evaluation de la tolérance au stress oxvdatif chez C. elegans.

Afin de déterminer le coup adaptatif de I’acquisition de tolérance aux LMs chez C.
elegans, la tolérance au stress oxydatif par le paraquat dichloride, un herbicide qui entraine la
formation d’epeces réactives de I’oxygenes, est évaluée chez les souches résistantes aux LMs

en comparaison a la souche sauvage N2B (figure 11).
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Figure 11 : Influence du paraquat dichloride sur la mobilité des souches résistantes. Les valeurs ont été
obtenues a partir de 2 essais indépendant (13 réplicats) pour environ 20 vers par condition. Moyenne + SEM.

Test ANOVA 2 : *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001 pour chaque souche vis-a-vis de la souche sauvage N2B a un

temps donné.
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Les résultats montrent qu’apres 1 heure d’exposition 94% des individus de la souche N2B
sont encore mobiles tandis qu’aprés 6 heures d’exposition il ne reste que 7% d’individus
mobiles. Chez la souche IVR10 + PS sélectionnée sur I'IVM, 85 % des individus sont
mobiles apres 1 heures d’exposition pour atteindre 16 % d’individus mobiles apres 6 heures.
La méme cinétique s’observe pour les deux souches résistantes IVR10 et MOX4R avec une
diminution progressive du nombre d’individus mobiles en fonction du temps d’exposition au
paraquat dichloride.Ainsi, ces résultats suggerent un effet toxique croissant au court du temps
du paraquat dichloride sur les trois souches étudiées. On note une différence significative
entre la souche sauvage N2B a 1 h d’exposition avec la souche MOXA4R et a 3 h d’exposition
avec la souche IVR10 et MOX4R. Les souches résistantes sont plus rapidement sensibles au
paraquat que la souche sauvage. De ce fait, la souche sauvage N2B et les deux souches
résistantes ne répondent pas de la méme fagon a une exposition au paraquat dichloride.

Le paraquat dichloride est une molécule connue pour induire un stress oxidant du a un
déséquilibre entre la production et la détoxification des especes réactives de I’oxygéne. Une
diminution du nombre d’individus mobiles est observée pour chaque souche. De plus, les
souches résistantes sont plus rapidement impactées par ’action du paraquat dichloride. Cela
suggeére un cout adaptatif 1i¢ a l'acquisition de tolérance aux LMs vis-a-vis du paraquat

dichloride.

5. Evaluation de la tolérance au stress salin chez C. elegans.

Afin de déterminer le coup adaptatif de I’acquisition de tolérance aux LMs chez C.
elegans, la tolérance au stress salin est évaluée chez les souches résistantes aux LMs en
comparaison a la souche sauvage N2B. Pour ce faire, environ 20 individus sont déposés sur
une boite de gélose NGM complémentée a 500 mM de NaCl. La mobilité des individus est

¢valuée immédiatement apres le dépdt et au bout de 3, 5, 7, 9 et 11 minutes (figure 12).
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Figure 12 : Influence du stres osmotique sur la mobilité . Les valeurs ont été obtenues a partir de 4 essais

indépendant pour environ 20 vers par condition. Moyenne + SEM. Test ANOVA 2.

Les résultats montrent que le pourgentage d’individus mobiles atteint 75 % aprés 3
minutes d’exposition puis 2 % apres 9 minutes pour la souche sauvage N2B. Globalement, la
méme cinétique est observée pour les 3 souches. Ces résultats suggerent un effet toxique
croissant au court du temps du NaCl. Bien que 1’on note un pourgentage d’individus mobiles
plus important chez les souches résistantes a chaque temps (apres 9 minutes d’exposition le
pourcentage d’individus mobiles est de 2 % pour la souche sauvage N2B et de 10% pour les
souches IVR10 et MOX4R) les valeurs ne sont pas significativement différentes. Les souches
résistantes aux LMs présentent la méme sensibilité au NaCl que la souche sauvage N2B. De
plus, la sensibilit¢ aux NaCl n’est pas drogue-dépendante ; les deux souches résistantes
répondent de la méme fagon.

Ainsi le phénotype résistant aux LMs n’impacte pas la gestion du stress osmotique.

6. Evaluation de la tolérance au stress thermique chez C. elegans.

Afin de déterminer le coup adaptatif de 1’acquisition de tolérance aux LMs chez C.
elegans, la tolérance au stress thermique est évaluée chez les souches résistantes aux LMs en
comparaison a la souche sauvage N2B. Environ 20 individus sont déposés sur boite NGM
classique et incubés a 37 © C pendant 6 heures. La survie est comptabilisée immédiatement et

au bout de 2, 3 et 6 heures d’exposition (figure 13).
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Figure 13 : Influence de la température sur la survie. Les valeurs ont été obtenues a partir de 2 essais
indépendants (6 réplicats) pour environ 20 vers par condition. Moyenne + SEM. Test ANOVA 2.

A Tissue de I’exposition a la température, on observe une diminution du nombre
d’individus vivants au cours du temps pour toute les souches. On note un pourcentage de
survivants de 100 % pour les N2B apres 2 heures puis de 35 % apres 6 heures d’exposition.
On note donc un effet du temps sur la sensibilitée des 3 souches de C. elegans a une
température de 37 °C. Globalement la cinétique est similaire pour les trois souches bien que
lors de 1’observation microscopique on note une sensibilité 1égérement plus importante pour
les souches résistantes. En effet aprés 3 heures d’exposition, 73% des individus N2B sont
vivants contre 50% pour les IVR10 et 55% pour les MOX4R. Le phénotype de résistance aux

LMs n’impacte pas la gestion du stress thermique.

7. Evaluation de la longévité chez C. elegans.

Afin d’étudier I’effet de 1’acquisition de la résistance sur la durée de vie de C. elegans, des
individus des souches résistantes [IVR10 et MOX4R et de la souche N2B sont placés en milieu
liquide sans drogue. La longévité est déterminée par le comptage des individus vivants

pendant une période de 40 jours (figure 14).
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Figure 14 : Effet de la résistance a ’'IVM et a la MOX sur la longévité de C. elegans. Les valeurs
représentent le pourgentage de survie de la souche N2B, IVR10 + PS et MOX4 + PS avec environ 20 individus
par condition.

La souche N2B a une longévit¢ moyenne (50 % de vers vivants) de 16 jours et une
longévité maximale (0 % de vers vivants) de 40 jours. Les souches résistantes présentent une
longévité moyenne de 14 jours pour une longévité maximale de 34 jours pour les IVR10 + PS
et 32 jours pour les MOX4R + PS. Dans nos conditions expérimentales, nous n’avons détecté
aucune différence de longévité moyenne entre la souche sauvage N2B et les souches
résistantes aux LMs. Cependant on note une longévité maximale plus faible pour les souches
résistantes. En effet, on observe a partir de 25 jours une séparation entre les trois courbes et
notamment pour la courbe réprésentant la souche MOX4R en comparaison a la souche
sauvage N2B.

Ces résultats nous permettent de conclure que 1’acquisition d’une tolérance aux LMs

réduit la longévité chez C. elegans.

35



36



IV.  DISCUSSION

L’IVM et la MOX présentent des diminutions d’efficacité due a une résistance développée
par les nématodes parasites vis-a-vis de ces anthelminthiques (Lespine & al, 2012). Le défi
face a cette situation est de limiter le développement de résistance et de trouver des moyens
pour cibler les vers résistants. Le développement de la résistance aux LMs pourrait
s’accompagner d’autres changements collatéraux associés a un colt pour 1’organisme
pathogéne. En effet, des études suggérent que des individus ayant acquis une résistance ont
une valeur sélective ou « fitness » diminuée par rapport a I’individu sauvage. Pour cela, il faut
d’une part identifier si une réversion de la résistance est possible et d’autre part identifier les
phénomenes collatéraux associés a cette résistance. C’est dans ce contexte que se place notre
étude. Une potentielle réversion de la résistance a été étudié chez des souches de C. elegans
résistantes a ’'IVM et a la MOX. Pour cela, les vers résistants sont cultivés sans pression de
sélection aux anthelminthiques pour évaluer I’évolution du phénotype de résistance. Par
ailleurs, les modifications phénotypiques associées au phénotype résistant sont étudiées pour
déterminer le colit associé a la résistance.

Dans un premier temps, le potentiel de réversion du phénotype résistant des souches
sélectionnées a I’IVM et a la MOX a été étudié. Une augmentation de la sensibilité aux LMs
est observée chez C. elegans résistant lorsque la pression de sélection est levée pendant 16
semaines, suggérant qu’une réversion partielle de la résistance aux LMs est possible lorsque
le vers n’est plus exposé aux médicaments. Cependant James and Davey (2009) a montré un
maintien de la résistance chez des souches de C. elegans résistantes a ’'IVM, 3 mois apres
I’arrét du traitement. Toutefois, une autre technique de mesure de ’efficacité des LMs a été
utilisée pouvant expliquer la différence entre les résultats des auteurs et les résultats obtenus
dans notre étude. Afin de conforter nos résultats, un test de développement larvaire devrait
étre effectué sur les souches IVR10 et MOX4R aprés une période plus importante sans
pression de sélection afin de déterminer si I’efficacité des LMs est totalement restaurée ou
bien si la résistance est partiellement ou totalement maintenue sans pression de sélection aux
LMs.

Un lien entre le phénotype de déficience de marquage des amphides, associ¢ a une
mutation sur un geéne impliqué dans le développement de ces structures (dyf-7), et la
résistance a I'IVM a été montré par Urdaneta & al (2014) chez C. elegans et chez le
nématode parasite H. contortus. Ce phénotype de déficience de marquage des neurones

amphidiens a également été associé a la résistance a la MOX (Ménez & al, 2016). Dans notre
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¢tude, la souche sauvage présente bien un phénotype normal des structures
amphidiennes tandis que les souches résistantes a I’TVM et a la MOX montrent un phénotype
déficient, avec une absence de fluorescence pour les amphides, en accord avec la littérature
(Urdaneta & al, 2014). Cependant, dans la population de vers résistants a I’IVM quelques
rares individus ont les deux amphides intégres visibles. Lors de la levée de la pression de
sélection pendant 16 semaines chez les souches résistantes a I’IVM, un retour partiel au
phénotype sauvage vis-a-vis des structures neuronales est obtenu, qui n’était pas observé
apres 8 semaines sans pression de sélection, suggérant un retour possible a un phénotype
sauvage vis-a-vis des structures amphidiennes en parallele avec I’augmentation d’efficacité de
I’IVM. En effet, la présence des quelques individus a phénotypes sauvages dans la population
permettrait un brassage génétique et un retour au phénotype sauvage lorsque la pression de
sélection a I’IVM est enlevée. Les quelques individus résistants a ’IVM et possédant 1’un des
deux amphides seraient intéressant a étudier. Par ailleurs, les souches résistantes a la MOX
restent déficientes en structures neuronales bien apres la levée de la pression de sélection (18
semaines) en accord avec le phénotype 100 % déficient en amphide : il ne reste aucun
individu parental dans la population de vers sélectionnée a la MOX. Ceci peut s’expliquer en
partie par I’efficacité plus importante de la MOX vis-a-vis des vers résistants (Ménez & al,
2016). De plus, il est connu que la MOX est une molécule ayant une affinité plus faible que
I’IVM pour les P-glycoprotéines. Ces P-gp sont impliquées dans la résistance du fait de leurs
fonction de transporteur qui exporte le médicament hors de la cellule limitant ainsi son action.
La MOX ¢étant un substrat de moinde affinité, celle-ci serait alors moins excrétée hors des
cellules en accord avec une meilleure action anthelminthique sur les vers sans amphides,
comparée a I’'IVM. Pour approndir ces résultats, la recherche de mutation sur le géne dyf-7
pourrait étre effectuée sur les souches pour lesquelles la pression de sélection a été levée. En
effet, une mutation sur ce géne est associée a une résistance a ’'IVM et il serait intéressant de
vérifier si cette mutation est toujours présente chez les souches résistantes sans pression de
sélection.

Les organes chimiosensoriels que sont les amphides sont impliqués dans la reconnaissance
du milieu. Ils permettent au nématode de détecter une gamme trés large de molécules
inorganiques et organiques ainsi que des substances odorantes volatiles tels que des produits
du métabolisme des bactéries, source de nourriture pour C. elegans. Ces organes controlent
des comportements tels que [I’attraction vers les nurtiments ou [’évitement d’un
environnement toxique (Pujol and Ewbank, 2003). Ces structures sont donc nécessaires a la

survie de ’organisme et un défaut implique une modification dans la reconnaissance de
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I’environnement par le nématode et de la détection de la nourriture. La capacité de C. elegans
a trouver la nourriture a été¢ étudiée chez des souches résistantes et chez des souches pour
lesquelles la pression de sélection aux LMs a été supprimée. Pour cela, un test de
chimiotactisme vis-a-vis de la nourriture a été developpé. Cette approche a révélé un défaut de
reconnaissance de la nourriture chez les souches résistantes aux LMs. Par contre, un retour au
comportement sauvage vis-a-vis de la recherche de nourriture est observé pour les souches
résistantes a la MOX apres 10 semaines sans pression de sélection. Il est intéressant de noter
que ces souches sont déficientes en structures amphidiennes. L’ensemble de ces résultats
implique qu’une déficience dans les structures neuronales n’est pas obligatoirement liée a un
défaut de reconnaissance de la nourriture dans nos conditions expérimentales. Ainsi, bien que
les amphides sont d’importants organes chimiosensoriels, sur la base de nos résultats ce ne
sont vraissemblablement pas les seuls impliqués dans la reconnaissance de la nourriture
(Perry, 1993). Cependant, il est important de mentionner que les tests de détection de
nourriture ont été réalisés plusieurs semaines avant les tests de marquage des neurones des
amphides. Cela pourrait expliquer le décalage entre les phénotypes « intégrité des amphides »
et « reconnaissance de nourriture ». Pour vérifier ce point, les tests de détection de nourriture
devrait étre réalisés en méme temps que les tests de marquage des neurones des amphides.
Zhou & al (2011) suggerent que des individus soumis a un stress modéré présentent une
augmentation de la longévité et de la résistance a d’autres stress tels que le stress oxidatif et le
stress thermique. Le phénomeéne d’hormeése est I’induction d’effet bénéfique par une
exposition a faible dose d’agent chimique. On peut ainsi envisager que I’exposition aux LMs
chez C. elegans provoquerait des effets hormétique sur I’organisme. La tolérance au stress
oxydatif par le paraquat, au stress thermique a 37 °C et au stress osmotique a 500 mM de
NaCl a été étudiée sur les souches résistantes aux LMs en comparaison a la souche sauvage.
Une diminution de la tolérance a un stress oxydatif par le paraquat dichloride est observée
chez les souches résistantes a I'IlVM et a la MOX. Ceci suggere que chez les souches
résistantes, la pression de sélection aux LMs n’induit pas d’effet hormétique mais plutot une
diminution de la valeur sélective de 1’individu dans nos conditions expérimentales. Dans le
cas des autres stress, aucune différence de tolérance n’a été observée pour les souches
résistantes. Celles-ci répondent aux différents stress de la méme manieére que la souche
sauvage N2B avec un effet similaire de la température et du stress osmotique sur la mobilité
et la mortalité. Cypser and Johnson (2002) ont montré chez C. elegans une augmentation de
la tolérance a la température et au stress oxydatif suite & une pré-sensibilisation a ces

conditions. Menez & al (2016) a également montré une tolérance croisée a 1’eprinomectine
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chez des souches de C. elegans rendues résistantes a I’IVM ou a la MOX. Par contre, Cypser
and Johnson (2002) n’ont pas montré d’effet hormétique suite a un stress au UV, et Menez &
al (2016) a observé une augmentation de la sensibilité¢ a d’autres anthelminthiques et drogues
tels que le levamisole, le sulfoxide, la chloroquine et la colchicine chez des souches de C.
elegans résistantes a I'IVM et a la MOX. De plus, I’étude a mis en évidence une longévité
diminuée chez les souches résistantes aux LMs vis-a-vis de la souche sauvage N2B. Ceci est
en accord avec I’absence d’augmentation de la tolérance a différents stress chez les souches
résistantes. Nos résultats sont en accord avec 1’étude de Zhou & al (2011) qui a montré une
augmentation de la longévité en lien avec une augmentation de la tolérance a différents stress
chez C. elegans.

Cette ¢tude améne de nouvelles informations sur les mécanismes mis en place lors de la
résistance aux LMs et sa réversion chez le nématode C. elegans. Nous avons pu mettre en
évidence un retour partiel a la sensibilité a ’'IVM et a la MOX chez des souches de C. elegans
résistantes a ces LMs. De plus, nous avons montré que pour certains stress (stress oxidant), les
individus résistants sont plus sensibles que la souche sauvage, suggérant un cott sur la valeur
sélective de I’individu associé a la résistance aux LMs. En ce qui concerne les autres stress,
aucun colt n’est associé a la résistance dans les conditions testées. Un lien entre la résistance
aux LMs et un défaut de chimiotactisme vis-a-vis de la nourriture a clairement été établi. Ce
phénotype est réversible chez les vers sélectionnés sur la MOX mais pas dans le cas des vers
sélectionnés a I’'IVM aprés 10 semaines sans pression de sélection. Par contre, aucun lien
entre le chimiotactisme vis-a-vis de la nourriture et I'intégrité des structures neuronales des
amphides n’a pu étre établi. Nos résultats suggerent que la réversion de la tolérance a I’'IlVM
et a la MOX est possible. Les cinétiques de réversion aux deux LMs sont similaires. Il existe
cependant des différences de phénotypes entre les deux lignées. Les différents tests
phénotypiques mis en place pour cette étude ont apportés une meilleure connaissance des
souches de C. elegans résistantes aux LMs. L’ensemble de ces résultats a également mis en
évidence des différences de mécanismes de résistance entre I’'IlVM et la MOX. De plus, la
similarité¢ des résultats obtenus avec ceux observés chez les nématodes parasites suggerent
que C. elegans est un modele d’étude pertinent pour la recherche de mécanismes de résistance
aux LMs chez les nématodes. Ces résultats contribueront a découvrir des cibles pertinentes

pour réverser la résistance aux LMs ou ralentir son développement.
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ANNEXES A

Tableau récapitulatif de I’ensemble des résultats obtenus pour chaque souche.

EC50 / IVM (nM)

Ratio—PS / + PS
IVM

Dye filling

Tolérance
température

Tolérance + sensible + sensible
paraquat
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Article 1 - Objet de fa convention
La présente convention régle les rapparts de I'orgenisme d'accued avec
rétablissament d'enseignement et le stagiaire.

Article 2 - Objectif du stage

Le staga correspond & une période temporaire 02 mise en situation en miksu
profassionned au cours de laquelle I'étudient|a) acquiernt des compétances
professionnelies ef met en cuvre las acquls de sa formation en wue o2
Tobtention d'un dipkime cu d'une cerification et de favarisar son insertion
professionnelie, Le stagiaire se voil confier une cu des missions conformes
au projel padsgogique difinl par son éablissement d'snseignement el
approuvées par I'organisme & accueil.

Le programme es! élabl par I'élablissement d'enseignement el I'organisme
d'accueil en fonction du programme général de la formation dispensée.
ACTIVITES CONFIEES : L'&udiant cultivera les différentes souches de
nématode de leboratcire Caenarhabdilis alsgans (sensibles et résistante 3
lvermecine cu 2 la moddectine) sefon Jes protocoles utiisés dans le
laboraioire, L.es vers seront exposés a des concenlralions crassanies de
madicaments et différents tests phénotypiques seront effecluds : élude du
dévsloppernent larvare pour quantifier I'efficacité des médicaments, &tude
de fa capacitd du vers & s'alimenter, Slude cu maquage des nevranes de
amphkies au cours du tamps aux chiférantes stades de développement. Des
tes!s lranscriptomigues pourront également &tre réaisés en &ealuant
I'expresion des génes codant pour les sysiémas de céloxification.

COUPETENCES A ACCUERIR OU A CEVELOSPER ©
Culture de C. elegans, microbiologie, microscopie, exlraction dARN, qRT-
PCR.

Article 3 - Modalités du stage

La duréds hebdomadalre de présence du stagisire dzns I'arganisme ¢'accuall
sera o2 35 heures sur ia base d'un temps complet! tempe-pariel (raysr o
renbion i),

Si le stagisire doit &ra présent dans [organisme daccueil la nuit, le
dimanche cu un jour &8, préciser les cas particulars : NON

Article 4 - Accueil et encadrament du stagiaire

Le stagizire est suivi par I'enseignant réfarent désignd dans la présenie
convention ainsi que par I8 service de 'étabiissement en charge ces stages.
Le luteur de stage désigné per |'orgenisme d'accueil dans la préssnie
conventicn est chargé dassurer le sulvi du siagisire et d'optimiser les
cendiions de réalsation du stege conformément aux  stipulations
pédagogiques définies.

Le slagiaire asl aulcis® & revenlr dans son étatlissement d'enseignement
pendanl |a durée du stage pour y suivre das cours demandés explictement
par is programme, cu pour participer 4 des réunions ; les dates sont portées
4 la connaissance de 'organisme ¢'accuell par Fétatlissemant,

L'organisme d'zccueld peut autoriser ke stagisire a se déplacer.

Toute difficulté survenue dans ia réaisalion et le dércuement du stage,
quebs soil constalde par Ja stagiaire ou par le tulsur de stage, doil &lrs
portde 4 fa connaissance de |'enseignent-référent et de [étabissement
d'enseignament afin d'étre résolug au plus wile.

MCOALITES D'ENCADREMENT {visites, rendez-vous ekphoniques, etc]

Article 5 - Gratification - Avantages

En France, lorsque 1a durde du s1age est supérieure & deux moss consécutils
ou non, celui-ci fail cbiigatoirement l'objet d'une gratification, seuf en cas de
régles parficulibres applicables dans certaines collectivités doutre-mar
frangaises et pour ks stages relevant de l'arficle L4361-1 du code de fa
santé putlique.

Le montant heralre da la gratification est fixé & 13,75 % du plafend horaire
e |a sécurité sociale défini en epplication de larticke L.241-3 du code dela
séourild sociale. Une convention de branche ou un accord professionnel
paut définir un montant supérieur a ce taux,

La gratification dus par un organisme de droit public ne peut &tra cunmlée
avec une rémunération versée par ce méme organisme U cours de fa
période concemée,

La grafdication est due sans préjucice du ramboursement des frais engagés

(articte 5 suite) En cas de suspension ou de résilistion de la prsente
conuantion, le montznt de ia gratification dus au staglaire est proralisé en
foncion ¢ fa dunde du stage effectud.

La curée dannant droit 4 gratification 3'epprécie comple tenu de la résente
conventicn & ce sas avenants dvenluels, ains que du nombre dz jours de
prisence effective dulde |a stagaire dans I'organisma.

NTA TICH est fixa & 554.40 € par kawrs-Hour |
mois (rayer ies mantions inutilas)

Articla 5 bis -Accts aux droits des salariés - Avantages (Crganisme de
croit privé en France saui en cas de régies particuliéres applicables dens
certaines collectivités d'cutre-mer frangaisas) ©

Le stagisire bénélicie des protections et droils menfionnés aux articlas
L1124-1, L11521 et L1153-1 du code du lavall, cans les mémes
condtions que les saladés.

Le stagiaie @ accés au restaurent d'entreprise ou aux litres-restaurants
prévus & ['arlicle L.3262-1 du code du travall, dans s2s mémas conditians que
les salariés de Torganisme d'accued. ¥ bandficie égalemsnt de la prise en
charge des frais de transport prévus & I'aticle L.3281-2 du méme code.

Le stagiaire accéde sux activités socidfas el cullurelies mentionnéss a larticle
1.2323-83 du code du travall dans les mémes conditions que las salards.

W

Article Ster - Accés aux droits des agents - Avantages (Organisme de
droit pudlic en France sauf en ¢as de régles parliculiéres applicablas dans
carfanes collectivilés o'outre-mer frangaises) :

Les trajets effectués par le stagisire dun organisme de droit public entrs Jeur
domicile al leur lley de stage sont pris en charge dans les conditions fixéss
par le décret n°2010-676 du 21 juin 2010 insttuant une prise en charge
parielle du peix Ces litres d'abonnement commespondant aux déplacements
effeciués par les agents puklics entra leur résidence hab#uelle et leur lieu de
trewvail.

La s!agnans accuedli dans un organisme ce drail public et qui effectue une
missicn dans ce cacre bénéficie de la prise en charge de ses frais oe
géplacement temporairg selon la réglementation en vigueur,

Est considéré comme sa risidence administrative %2 lieu du stage indiqué

dans la présante convention.
AUTRES AVANTAGES ACCORDES: ..50% DU TRANSPORT EN
COMMUN REMBOURSE.... c.oesueinssescanmsiess s siasssusssns surnsssissusrons

Article § - Régime de protection sociale

Pendant fa durée du staga, %o stagiaire reste afiié & son régime de Sécunté
sociale anléreur.

Las stages effectuds & I'Strenger sont signalés préalablement au départ du
stagiaire 3 lz Séourilé scaale lorscue celie-dl le demande.

Pour ks stages & I'dtranger, les dispositions suivantes sent applicabies sous
réserve de conformilé avec la Kgislaion du pays daccuell ef de csle
régissant le type d'organisme d'accueil.

6-1 Gratification d'un montant maximum de 13,75 % du plafend horaire
de la sécurité sociale :

La gratificalion n'est pas soumise a colisafion soiale.

Le stagiaire bénéfice de |a igisalion sur les accidents de Iravail au lilte Oy
régime étudiant de famicie L.412-8 2° du code de la sécuriké soclale.

£n cas d'accident survenant au stagiaire soft au cours d'achvitas dans
I'organisme, soit au cours du Irsjet, sot sur les lieux rendus uliles pour ks
bescins du stags et paur les éludiants en médecine, en chirurgie dentaire ou
an pharmacie qui n'ont pas un sietut heepitaiier pendant le stage effectus
dans Ies wﬂtfms prévues au b du 2° de lafﬂde L418-2, [oroanisme

la casse compaenle [vur adresse en paga 1} en mentionnant

Iélablissement denseignement comme  employsur, avec oapie 3

lelablissement densaionement,

Page2
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par e slaglaire pour effeclusr son stape @l oes avenlages ofiens, le cas
gchiant, pour la restauralion, Fhébergement et ie franspoet,

L'eeganisme peut décider da versar una grafilication pour les stages dant 2
gurée e51 infarisura ou Sgale 3 deux mals,

6.2 - Gratification supérieure & 13,75 % du plaload horaite di |2 ssourt
sociale ;

Lies colisalions saciaes sont calculéas sur 2 différendiel enire e mantant da
I& gralification el 13,75 % du plafond horgire de la Sécurté Sociale.
L'éfudiant bénéficia de la couverure igale en applicetion des disposilions
des aficles L411-1 el sulvants du code de la Sécurild Sociaa. En cas
daccident survenanl au slagisire soil au cours des Bclivigs dans
lorganisme, soit au cours du trajet, soit sur des fewx rendus uliles pour ks
basoing de san siege, Fonganisme d'acousil effecius toules ks démarches
nécessaires suprds da la Calsse Primare o Assurancs Maladie el informe
I'ttablizsemeant dens lss medleyrs délais.

.3 = Protection Maladie dw/de la staglaire & I"Stranger
1] Prolaclion issue du rdgme éfudisnt iranceis

pour k25 slages mu sein de [Espace Econamigue Européen (EEE|
EﬂEl::tuH! par des ressofissants fun Etef de Mnion Evropdenne, ou de la
Morvége, da lslands, du Liechensteln ou de la Suisss, ou encore de toul
aulr Elal [dans ca demier cas, cetie dispeosiian n'esl pas applicatle pour
un slage s Canemars, MWoredpe, lsiande, Liechienstein ou Suissa),
Téludiant deil demancer la Care Eucpéenne d'Assurance Maladie
{CEAM).
- paur les stages sfectués sy Cuébes par les udiantfes de nafionalild
francaise, Méludiant dolt demander le formulaire SE4010Q (104 pour les
slages en entreprises, 108 pour & stanss en univarsig) ;
- dans bous s avbas cas les Gludiants qui engegent des frais da sanld
peuvent &lra rambaursés aupnés de la mutualle gui ber tent liey de Ceigse
de Séourité Socials studiants, au nabow of sur présentetion des justilicalifs -
e remboursemenl 5'efsciue dars sur la base des tanfs da soins frangais.
Dus &cats imgotants peuvent exisier enire ks lrals engapds e les tarfis
frangals bese du remboursement I est donc fofement conssille sux
aludiants da souscrire une assurance Maadie complémentaire spécifique,
valsble pour |B pays el B durde du stape, aupres de [organisme
d'essurance de son cheed (muluslle Studiante, mutuela des parenis,
compagnle pivés ad hog..) ou, éwentuellement et aprés wérification da
Téalendus das garantiss praposées, aupnas de l'organisme d'accuell s celi-
o fournit av stagiaie une couverture Maladia en werty du droit focal (voir 2@
ci-dassaus).

j igle issue de |! isme d'accu

En cochanl la case appropiée, omgenisme daccusl Indigue claprds 51
foumit une prataction Maladia au slagiaane, an verty du droit local :
O QU ; cette proection &'ajoute au maindien, & Méfrangsr, des drolls issus
du dridt frangais
O HOM ; g protecfion découle gors excusivemen! du manlien, 2
Iétranger, das droils iEsus du régime frangais eludiant).
Si aucuna case n'esl cochas, be 5,3~ 1 g'eppique.

64 Prmmn Mnldmldu Trmdl duit&glalra al' atmngar
Aige sur fa couverurs

accident d&tmwl le présmlﬂaga dult
- Blre d'une durée au plus égale 4 6 mois, prolongaticns Inchises |

- e donner lieu & aucune rémunéraiion suscaplitle dowvir des droils 2 ure
prolection accidend de ravail dans le pays d'gocusil; une indermnilé ou
gralificalion esl admise dans |a kmite de 13,75 % du plafand horaire de 2
géourité sociake (of point B), of sous réserve de I'accord de la Caisse
Primaire d Asswrance Maladie sur 13 demande de mainten da droil |

- se dérouler exclusivement dans l'organisme signataire de la présania
convenlion |

- 58 dénouler exdusivement dens le pays daccued dlranger citd,

Losque ¢es condons ne sont pas remplies, longenisme d'accus
#'angage 4 cotlser pour le protection du stagiaire et A fare les déclarations
nécassaineg en cas o'eccident de ravail,

2 Lo déciaration des aoddents ge fravail incombe A Tédabizzement
denseignement qul doit en &z infoma par 'orgarisme d'accueil par ot
dans un celai de 48 haumes,

3] La couverlure cancama |eg accidents survenus ;
= dans |'encieinte du feu du stage et aux heures du slage,

(6-4 swita)

« fors du premier rajel pour 52 randre depuss son domicile surle lisu de sa
résigence durant b slage [déplacement & 13 dete du dabul du stapa),

« ors du desmier trajet de retour depuls sa résidenca durant b slage & san
demicile personnel,

il i ird B.4-11 n'est
pas rernpia, lorganisme daccusil s'engage 8 cowir keda sagiaing contre
& risgue d'socident de bravail, de irajel el les matadies professionneles o
& en assurer loules les dédaralions nacessainas,

5} Dang tous las cas -

« si Mdwdlanl esl victime d'w sccident de bavall durant le stage,
I'organisme d'eccueil doil impéralivenent signaler Immediatamant ol
accidand 4 'élabsaement densaignamant ;

+ 3 Péhdiant remplit das missions limitées en-dehors de Ferganisme
d'accuieil o an-tehors du pays du stags, Forganisme 4'acoued dait prendre
toues les disposilions nécessaies pour (Wi foumin les  ESSUrANCES

appoprigas,

Article 7 - Responsabilité ef assuranca

L'organisme d'accuail ol la stagisire déclarent Stre garantls au fitre de la
respons abiig cvile,

Pour les stapes & 'efranger ou oulramer, b stagiaine §'engege & souscrre
1 conlrat fassistance (rapaliement sanitaie, asswstance jurdique...) et
1 contral d'assurance mdividuel accicent.

Lorsque fomganisme daccusil mat un vihicule & le dspesilion du staglaire,
il i incombe de vérfier préalsblement qua |3 pollce d'essurance du
véhicuba couvrs son iFsaiion par un dludiant

Lorsque dans le cadre da son slags, |'Budizn uiliss son propre wahicule
o un vehicule pristé par un fiers, 1| déclare expressdmant 4 ['assureur dudit
uhicula o, |8 cas &chaant, s'ecquitle da |a prime y eférente.

Articka B = Digclpling

L stagiaine est soumis 4 fa discipine 2t sux dausas du rglamant intérieur
qui lul sont apolicebles et qui sond poddes & sa connaissance avant |g
début du stage, notammant en o2 qui concare |es hofaines el les régles
dhygiéne el de sécuriéé en viguewr dans 'onjanisme daccusil,

Toute sancficn disciplingire ne peut &l décidbe que par létablisasment
danselgnement. Dans o cas, Forganisme d'accusd informe ('ensaignant
résrent et I'stablissement des manguements &t foumit évaniueliement les
akmants canstiutifs,

En cas da manquement paricullérement greve & la discipling, ['organisme
d'accued sa réserse le dnoil de meftre fin au stage toul en respectant les
dispositions fixées & fadicle 3 de la présents convenlion,

Article 8 - Congés = Interruption du stage

En France (sauf en cas de raples particuliéres applicebles dens ceraings
collactivitas d'autre-mer {rangaises ou dans les orpanismas de drail public),
an cas da grossesse, de patemité ou d'adoption, lo stagiaire bénéficie da
conpés e d'autoisalions dabsence dune durde équivalanta 3 cells
prévugs pour les salariés sux ariicles L122516 & L1225-26, L1225-35,
L.4225-37, L.A225-48 du code du fravai.

Pour les steges donl |a durde esl suplrsune 3 deux mois et dars |3 itz
oz la durée madmale de B mois, des congés ou aulodsations ¢'atsence

sont possibles,

MOMBRE DE J ORISES [ ou madalilés des
cmgﬁs-etamu'ismima d'absence durant 2 s1age

144...

Pour um aulre |rdenuphan hemp-araure du stage (meladie, absance
injustifise...) l'organisme d'accuall averil ['Habliissament d'anseignement
par COLTIRN,

Touta interuption du stage, el signalée aux sulres parfies & la cormvantion
al & Perssignant rébdrent. Une modalié de validalion est mise en place le
cas écheant par Pélablissement. En cas daccond des paties @ e
convention, un report de 1a fin du slage est possible afin de parmetire |2
réalisglion de s durds Lotale du stage prévue inflisiament. Ce report fera
['abjet d'un avanam & la convention de stags.
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« sur le irajet sller-ielour habuuel entre |3 rEsicence ou slaguire sur e
tartiloire Eranger el e few du stage,

« dans | cadre duns misalen canfie par Morganisme d accusil du slagiaire
al abiigatoiemeari par grrna da mizsion,

{Articls 9 suite)

Erl cas o= volontd d'une des Irols parlies (orgenisme o sccusll, stagiaing,
leblisserianl  d'enssipnement) damdler ke slage, celled  dot
immidiatemant an informer es deusx sutres parlies par ol Les relsons
inyoquees Seron; examinéss en roide conceriafion, La declsion dafinitive
d'arrét du stags ne sara priss qu'd llssue de cetie phasa de concartation,

Article 10 - Davolr de réserva et confidentialith

Le daycir da réserve st de fgueur absclue et spprécié par forganisie
daccusil compladenu de ses spécificilas. Le slagisire prend donc
I'engagament de n'utliser en aucum cas les wnfornallons recusdias ou
abtenuas par euy paur en faine publication, communicalion & des fiers sans
accond préalshie da l'orgarisme o accued, y compris Ja reppar de stage.
Cal engagemant vaut non seulsment pour la durée o slage miais
également aprds san expiralion. Le slagiaim sangage @ ne congenver,
emparier, ou prendie copie daucun documant ou logiclel, de quelique
palife oue ce o, appananant & Norganisme d'accunll, sauf accord de ce
demier.

Dens e cade de |2 confidenialits des informations contenuas dans ]
rappor de stege, lorganisme d'accued peut derander une restriction de la
difision du rappan, voire |e relrall de certains didments confidenles,

Les persones amentes § en connallie sond conlrainies par la sacrEl
professionnal & n'uliier ni ne divukguer (s infarmations du reppcr

Article 11 = Propriéth ntellectueila

Conformément 3u code oe la proprigtd intellectuele, dans 1@ cas ol ks
activitis du staglaire doanant ey & |3 création d'une @i protégés par e
ot dausur o o progriald industielle [y comprs un logiciel), s
'organisme daccusl] sochaile futiiser el que le stagisire an ast d'acoond,
un eonlral devra dre signé enire le slagisie (sulew) et lorpanisme
d'accuei.

Le conirat daya alors notemenent poéciser Pélendue des drolls chdés,
téventuslls exclusiits, o destingtion, les supports wilisés ef |a durés de |
cession, ainsi qus, b cas chéant, ke maniant da la remunaraticn due aw
stapisin au Ut ga k3 cession, Catle clause s'eppioue qued que =ail |2
sttt de Forganisme o accueil.

FAIT A ... TOULOUSE..... LE..... 241112015......ccvnnnrnnee

POUR L'ETABLISSEMENT D'ENSEIGNEMENT

Nam et signature du représentant de |'établissement
FLAMEN'T Stéphanﬂ WALLEGIUM BCIENCES ET TECHNOUDGIER

4CUILTE DES SCIENCES ET TECHMOLOKSIES
Doyen de 'UFRFST,

LECAS

STAG
ECHEANT

Mom et signature
BOULON Amandng

|IRE (ET 50M REPRESENTANT LE

Un avanant 4 la convensicn pourre Ere Babli en cas de prolongation
staga sUr demande conjoints da lorganisme daccueil et du stagiaire, dans
i respect de la durée madmale du stage fuga par la doi (5 mois).

Article 12 - Fin de stage - Rappert - Evaluation
1) Atlestation e slaga : 4 ['issue du slage, 'orgenisme d'scousil délivre ung
altestalion cart e modéle figure en annexs, manlionnand &u minimum &
durée effeclive oy Staga e, le cas échiant, l8 montent de la gralification
percue, Le stagiane devra produlre cefle allestalion & lappul de sa
demence dverilele douerture de droils au régime génkeal d assurance
vigllmsse préwue & a, L351-17 du code de | sheurité sodals;

i : & 'ssue du stage, bes parlies & la prasenis convention
senl Imvitées a leeenuler e appréckation sur |2 qualite du stage.
lp stagiaire transmel au  senice compébeni  de  ['dtabliszament
danzeignement un document dans bequel il évalua b quelil de l'eccusl
dord i a béndficke au szin de Yorganisme d'accuell. Ca docurment n'atl pas
prls &n compbe dans son evalation ou dans Fobtention du dipdms ou da la
cerfcation.
il n d ité du sl 4 l'issie du stage, Monganisma
daccued renseigne une fiche dévalualion de Pachivild du sfagiaire qu'il
reloume & l'enseigrant riferentfon préciser &f ficha snnexe ou R
dusivation  présfeblement  odfins  en  gccmrd  aver l'anzeignent

e .

4 ites o ion juss: Je stagisie devia (prciser [
rahure du fraved & foumir —mEnport, efo.  Gueniuademant en [oinant ung
BVIOE] oo oevi it b SR AT e e b e

NOMBRE D'ECTS e cas échéant:

5) Le tutewr de lomgarisme d'accusll ou foul membre de Forganisme
d'acoued eppald 4 se rendre dang |'sebimsement denseigraman dans B
cadre da la préparation, du déroulemant o de |a walidation du stage ne peul
préendr & une queicorque prise en change ou Indemnisalion de |3 part de
|'eablissameant denssignement.

Article 13 - Droit applicahle - Tribunaux compatents
La présente convenlion est régle exchislvemant par bz dril frangais.
Toul litige non résol par voig arniatle sera seumis @ la compitence de (&
Juridictian frangalse compélents,

L'INRA, étant son propre

assuraur, ne couvre pas

la responsabilité civile
du stagiaire.

POUR L'ORGAMISME D'ACCUEIL
Nom &t signature du représentant de 'organisme d'accue
Bernard SALES - Directeur de 'Unité 1331 Toxalim

e
-
i
% -
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RESUME

Les lactones macrocycliques (LMs) sont des médicaments antiparasitaires utilisés en
médecine humaine et vétérinaire dont le succes thérapeutiques est compromis par 1’apparition
de résistance. I est donc nécessaire de caractériser I’adaptation de nématode modele, C.
elegans, a une pression de sélection a ’'IVM et a la MOX. La sensibilit¢ aux LMs, aux stress
oxidatif, thermique et osmotique ont été étudiés chez des souches résistantes pour lesquelles
la pression de sélection a été levée. Les souches résistantes aux LMs ont un défaut de
chimiotactisme vis-a vis de la nourriture et une sensibilité accrue au paraquat. Lorsque la
pression de sélection a été levée, un retour partiel a la sensibilité vis-a-vis des deux LMs est
obtenu sur les deux souches résistantes. Tandis que seules les souches résistantes a la MOX
retrouvent la capacité a détecter la nourriture. Par ailleurs, les vers résistants aux LMs
présentent une diminution de la longévité. Cette étude amene de nouvelles informations sur
les mécanismes mis en place lors de la résistance aux LMs et sa réversion chez le nématode

C. elegans.

Mots-clés : Résistance aux anthelminthiques - Lactones macrocycliques — Caenorhabditis

elegans — réversion — « fitness » — amphides

Macrocyclic lactones are pharmaceutical drugs used in humans and animals health whose
therapeutic success is compromised by the development of resistance. In that context, our
objective was characterize the adaptation of the model nematode C. elegans to ML selection
pressure. Sensitivities to MLs and to oxidative, thermal and osmotic stress were determined in
ML-selected strains after the remove of selection pressure. ML-selected strains were defective
in food chemotaxis and were more sensitive to paraquat. After the removal of MLs selection
pressure in ML-selected strain, a reversion towards susceptibility for MLs was observed.
Moreover, only MOX-selected strain was able to detect food when the drug selection pressure
was absent. Otherwise, all the ML-selected strains have their lifespan decreased. This study
provides new data about the mechanisms of resistance to MLs and reversion towards

susceptibility in the nematode C. elegans.

Keywords : Anthelmintic resistance - Macrocyclic lactone — Caenorhabditis elegans -

reversion — fitness - amphids

50



	Sommaire cliquable

