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INTRODUCTION 

Dans notre société, les parasites invertébrés ont souvent été considérés comme des fléaux, autant pour le 

monde animal que pour le monde végétal. Leurs cycles de vie parasitaire parfois extrêmement complexes ainsi que 

leurs morphologies très différentes suivant le stade parasitaire en font de passionnantes créatures pour les chercheurs 

et les artistes en quête d’inspiration. En effet, les parasites ont grandement inspiré la science-fiction et la religion. 

Parmi les 10 châtiments que reçu l’Egypte dans les textes bibliques, le troisième fut de transformer chaque grain de 

poussière en poux ou en moustiques : « Toute la poussière de la terre fut changée en poux, dans tout le pays d’Égypte 

[…] les poux étaient sur les hommes et sur les animaux. » (Ancien Testament, Exode 8). Les larves extraterrestres 

des films « Alien » ont besoin d’un hôte humain pour se reproduire avec plusieurs stades de développement à 

morphologies très différentes (Figure 1). De même, la saga « Starship Troopers » racontent le combat de l’humanité 

contre leur plus grand ennemi : les Parasites. 

 

Figure 1: Cycle de vie Alien (adaptée de Magnets N More) 

 

Dans le cadre de ce travail de thèse, mon objectif était d’élucider le mode d’action sur les parasites invertébrés 

(insectes et nématodes) d’une famille d’antiparasitaire remarquable : les lactones macrocycliques, dont fait partie 

l’ivermectine (William C. Campbell et Satoshi Omura, prix Nobel de Médecine en 2015). Les lactones 

macrocycliques qui sont efficaces sur les acariens, les insectes et les nématodes sont utilisées en médecine humaine, 

vétérinaire (élevage de bétail, pisciculture…) ainsi qu’en agriculture. Elles paralysent les invertébrés en ciblant 

principalement les canaux chlorure glutamate-dépendant (GluCl). Cependant, l’utilisation massive de cette famille 

de molécules a entrainée l’émergence de résistance et a rendu le contrôle du parasitisme plus compliqué. De plus, le 

mode d’action et les cibles pharmacologiques des lactones macrocycliques restent largement méconnus chez des 

parasites pourtant très pathogènes pour l’Homme (Brugia malayi, Pediculus humanus) et les animaux (Parascaris 

sp.). L’identification des cibles pharmacologiques des lactones macrocycliques ainsi qu’une meilleure caractérisation 

de leur mode d’action est donc urgente pour comprendre les mécanismes impliqués dans la résistance et préserver 

l’efficacité de cette famille de molécule. Ce travail de thèse décrit de nouveaux sous-types de GluCls d’insectes et 

de nématodes ciblés par les lactones macrocycliques et améliore notre compréhension de la physiologie et de la 

pharmacologie de ces récepteurs.  

Oeuf

Larve 1

Larve 2

Larve 3

Adulte
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I. Invertébrés 

Les invertébrés représentent la majeure partie du règne animal et regroupent une importante biodiversité 

d’organismes très différents autant d’un point de vue évolutif, morphologique ou physiologique. Ils sont retrouvés 

dans tous les milieux, aussi bien au niveau terrestre que dans les eaux douces ou au niveau marin. Les insectes et les 

nématodes sont les deux groupes qui comptabilisent le plus grand nombre d’espèces décrites dans le monde animal. 

Certains ont un mode de vie libre tandis que d’autres ont un mode vie parasitaire impactant gravement la santé 

humaine, animale et les végétaux (1). 

 

A. Nématodes 

Les nématodes sont des vers ronds non segmentés faisant partie d’un phylum du règne animal très ancien et 

très diversifié. En effet, en terme de nombre d’individus et de diversité d’espèces, les nématodes peuvent être les 

animaux les plus abondants dans certaines zones, que ce soit au niveau terrestre ou marin (2). Chez l’Homme, il est 

estimé que la plupart des individus seront parasités par un nématode au cours de leur vie avec un quart à un tiers de 

la population mondiale infestée à chaque instant (2). A ce jour, plus de 26 000 espèces ont été décrites (3) mais il est 

estimé qu’il y a plus d’un million d’espèces différentes (2) dont presque 300 000 rien qu’en nématodes parasites (4). 

Cette diversité d’espèces est associée à une grande diversité de tailles et de modes de vie. 

Les vers les plus petits ne font que quelques centaines de micromètres tandis que les plus gros peuvent faire 

plusieurs mètres. Les nématodes ont colonisé un grand nombre d’écosystèmes. Ils sont retrouvés dans les eaux douces 

ou salées ainsi que dans les milieux les plus extrêmes tels que dans les déserts ou dans le permafrost. Certains 

nématodes ont un mode de vie libre comme Caenorhabditis elegans, qui est retrouvé dans les sols avec une 

préférence de vie autour des champignons et des racines de plantes (5), alors que d’autres sont des parasites inféodés 

à une seule famille ou à une seule espèce tels que Parascaris sp. qui est spécifique des équidés. Les nématodes 

parasitent presque l’entièreté des espèces vivantes: sauf exceptions, aucun animal (Hommes, oiseaux, insectes, 

reptiles, animaux marins…) ou plantes (terrestre ou marines) ne sont épargnés (4). 

 

1. Anatomie 

Malgré leur grande diversité de mode de vie et de diversité phylogénétique, les nématodes ont tous une 

organisation simple avec un corps cylindrique commençant par une tête et se terminant par une queue. En se basant 

sur le nématode modèle C. elegans, le corps des nématodes est composé d’une cuticule, d’un tube digestif, d’un 

système reproducteur et d’un système nerveux simple. En revanche, ils ne possèdent pas de système circulatoire ni 

de système respiratoire (6) (Figure 2). 
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Figure 2 : Anatomie d'un C. elegans hermaphrodite (adaptée de WormAtlas) 

 

A ce jour, la digestion des aliments chez les nématodes reste peu connue et peu étudiée. Le système digestif 

est divisé en trois parties. La première comprend la cavité buccale qui est formée de plusieurs lèvres dont le nombre 

dépend de l’espèce, et le pharynx qui sert de système de pompage nécessaire à l’ingestion d’aliments. La forme du 

pharynx est également variable et dépend du stade de développement ainsi que du mode vie du nématode. C’est 

également le système de pompage du pharynx qui permet un broyage des aliments et qui les acheminent le long de 

l’intestin (7). L’intestin est connecté à l’anus qui s’ouvre à la suite d’une contraction musculaire de muscles 

spécifiques (8). 

C. elegans pratique généralement l’autofécondation et donne une descendance de femelles hermaphrodites. 

Dans des conditions de stress, des mâles peuvent naitre ce qui favorisera le brassage génétique de la population et 

ainsi augmentera les chances d’avoir une descendance plus apte à survivre dans ces conditions de stress. Le système 

reproducteur des femelles hermaphrodites se compose de 2 gonades présentes de chaque côté du vers qui sont reliées 

à une vulve permettant la ponte. Pour les mâles, une seule gonade reliée à un spicule nécessaire à la fécondation est 

présente (8). 

Les nématodes ont également un système de sécrétion/excrétion impliqué dans leur maintien osmotique. Des 

cellules excrétrices sont présentes dans tout le corps et sont reliées à un pore excréteur. Les produits excrétés forment 

une couche protectrice autour de la cuticule, protégeant les nématodes des agressions extérieures et empêchant la 

bonne action du système immunitaire de l’hôte dans le cas des nématodes parasites (8). 
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Les nématodes possèdent un système nerveux simple de faible niveau d’organisation. Un anneau nerveux 

plus ou moins fourni en cellules nerveuses est présent à différentes localisations suivant chaque nématode mais 

toujours autour du pharynx. Des cordons nerveux dorsaux et ventraux partent de l’anneau nerveux et longent 

parallèlement tout le corps de la tête jusqu’à la queue avec des prolongements entourant le corps du nématode. Le 

système nerveux est complété par des neurones du système nerveux central et des neurones moteurs (6). 

 

2. Evolution 

La classification des nématodes sur des critères morphologiques a évolué au profit de leur classification sur 

des critères de marqueurs moléculaires. Les nématodes font partie du superphylum des Ecdysozoaires qui regroupent 

les organismes dont le développement passe par des mues cuticulaires (9). Les embranchements les plus connus des 

Ecdysozoaires sont ceux des nématodes (Nematoda) et des arthropodes (Arthropoda : crustacés et insectes) dont 

chaque phyla est notamment différencié par la nature moléculaire de la cuticule ainsi que par les processus par 

lesquels s’effectuent la mue. 

Il est intéressant de noter qu’avec cette classification, les nématodes sont divisés en deux phylums que sont 

les Nematoda et les Nematomorpha. Les Nematomorpha représentent un groupe d’espèces exclusivement parasites 

d’arthropodes terrestres et marins. Les larves vivent dans le corps de leur hôte qu’elles tuent une fois bien 

développées. Les adultes ont un mode de vie libre et pondent des œufs dans leur habitat. La contamination de 

nouveaux hôtes se fait par ingestion d’œufs (2). A l’inverse, le groupe des Nematoda ne regroupe pas que des vers 

parasites mais inclue également des vers à mode de vie libre. 

Des analyses phylogénétiques basées sur la séquence de la petite sous-unité ARNr (Figure 3) montrent que 

les nématodes sont divisés en 6 clades (I, II, C, III, IV et V correspondant respectivement aux clades Dorylaimia, 

Enoplia, Chromadoria, Spirurina, Tylenchina et Rhabditina) qui se différencient par des morphologies et des modes 

de vie différents (2,10). Cette classification a été validée par des analyses phylogénétiques plus larges se basant sur 

181 gènes codant pour des protéines Figure 4 (2). 
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Figure 3 : Arbre phylogénétique des Nématodes basé sur des analyses de la petite sous-unité des ARNr avec 

les clades indiqués (adaptée de Blaxter et al, 2015) 
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Figure 4 : Arbre phylogénétique des Nématodes basé sur des analyses de 181 gènes codant pour des protéines 

de 23 espèces de nématodes et 4 espèces d’Ecdysozoaires utilisées comme outgroup avec les clades indiqués 

(adaptée de Blaxter et al, 2015) 

 

3. Nématodes libres 

Parmi les différentes espèces de nématodes décrites, 10 681 espèces sont des nématodes à mode de vie libre 

(soit 40 % des nématodes) (3). Ils sont retrouvés en milieux aquatiques dans les fonds océaniques et au niveau 

terrestre dans les sols. Ils participent à l’écosystème de leur milieu en recyclant la matière organique. Le séquençage 

du génome des nématodes du genre Caenorhabditis tels que le nématode modèle C. elegans (11) et C. briggsae (12) 

a facilité leur étude et a permis un grand nombre d’avancées scientifiques dans bien des domaines (génétique, biologie 

du développement…). 

 

 Caenorhabditis elegans 

Le nématode libre C. elegans (Figure 2) est une pierre angulaire en termes de nouvelles découvertes et de 

connaissances écologiques et biologiques. C’est un organisme modèle qui a permis de grandes découvertes dont trois 

ont été récompensées par des prix Nobel. Sydney Brenner, John Sulston et Robert Horvitz ont reçu le prix Nobel de 

Physiologie/Médecine en 2002 pour la description de l’apoptose. En 2006, c’est Andrew Z. Fire et Craig C. Mello 

qui reçoivent le prix Nobel de Physiologie/Médecine pour leurs travaux sur l’ARN interférence. Enfin, Martin 

Chalfie, Osamu Shimomura et Roger Tsien reçoivent le prix Nobel de Chimie en 2008 pour le développement de la 

Green Fluorescent Protein (GFP) qu’ils ont exprimées pour la première fois dans un organisme eucaryote : C. 

elegans. De plus C. elegans est beaucoup utilisé en tant que modèle génétique pour les études sur la reproduction, le 

développement embryonnaire, etc… (13). 
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(i) Distribution 

Ce ver appartient au clade V des nématodes (Figure 4) et est retrouvé partout dans le monde (même dans 

des îles isolées) sauf en Antarctique. Des centaines de souches de C. elegans ont été identifiées dont les variations 

dépendent plus de leur environnement que de leur localisation géographique (14). Bien que souvent décrit comme 

un nématode du sol, il est le plus souvent retrouvé au niveau des racines de champignons ou dans des fruits en 

décomposition (5). Il est intéressant de noter que malgré ces variations génétiques, C. elegans est un organisme qui 

a un faible taux de mutations comparé à d’autres organismes comme Drosophila melanogaster (20 fois plus de 

polymorphismes) (15). Cela peut s’expliquer par son mode de reproduction majoritairement hermaphrodite (et donc 

sans reproduction sexuée) qui ne favorise pas le brassage génétique. 

 

(ii) Cycle 

C. elegans est un nématode hermaphrodite possédant un cycle de vie court de 3 jours. Un ver adulte pond 

des œufs dans l’environnement qui après un court développement embryonnaire éclosent en larve L1. Les larves 

subissent plusieurs mues successives pour devenir progressivement des larves L2, L3, L4 et enfin atteindre le stade 

adulte si les conditions sont favorables. En effet, ce ver possède un système de survie permettant à la larve L2 d’entrer 

dans un stade « dauer » très résistant aux stress environnementaux (température, appauvrissement de 

l’environnement en nutriments…) lui permettant de survivre plusieurs mois sans se nourrir en attendant des 

conditions de milieux plus favorables pour son développement (Figure 5) (13). 
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Figure 5: Cycle de développement de C. elegans (figure issue de WormAtlas) 
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(iii) Un outil pour la Science 

A l’heure actuelle, la manipulation d’une grande majorité de nématodes parasites reste très difficile voire 

impossible à cause de la difficulté à acquérir certains stades parasitaires. Par conséquent, C. elegans représente une 

alternative pertinente pour étudier des processus biologiques de nématodes parasites ou pour le développement de 

nouveaux composés au propriétés anthelminthiques. En effet, C. elegans a un temps de génération très court, est 

facilement manipulable avec une loupe binoculaire et se cultive facilement en boite de Pétri sur une gélose simple 

(gélose Nematode Growth Medium NGM). Cette facilité de manipulation a permis à la communauté de scientifiques 

travaillant sur C. elegans de créer et de partager de nombreux « mutants » (souches ou lignées porteuses de mutations 

génétiques) associés à différents phénotypes. Cela a notamment permis l’identification et la caractérisation de cibles 

pharmacologiques (canaux ioniques) et de processus physiologiques (apoptose, ARN interférence…). De plus, sa 

transparence en fait un bon modèle d’étude pour faire de l’imagerie. Aussi, son génome fu le premier génome animal 

entièrement séquencé (depuis 1998) (11) et de nombreuses annotations sont disponibles (WormBase, WormAtlas). 

Cela en fait un excellent modèle pour l’expression hétérologue de gènes de parasites permettant leur étude 

fonctionnelle. Ainsi, ce nématode a permis la caractérisation de nombreuses cibles pharmacologiques (nAChR, 

GluCl…) ainsi que le développement de nouveaux traitements anthelminthiques (16). Il a également permis 

d’observer la localisation de l’expression de certains récepteurs (17) et de montrer leur implication dans la sensibilité 

du ver à l’ivermectine (18). La difficulté d’obtention et de manipulation de vers parasites tels que Brugia malayi et 

Parascaris sp font de C. elegans un système d’expression hétérologue majeur pour l’identification et la 

caractérisation de cibles pharmacologiques de parasites (19). 

  

https://wormbase.org/species/c_elegans#104--10
https://wormatlas.org/
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4. Nématodes parasites 

Les nématodes parasites représentent 60 % des espèces de nématodes décrites soit plus de 15 000 espèces 

(3). Ils parasitent les plantes (20), les invertébrés et les animaux incluant l’Homme (2). Leur impact en santé humaine 

et animale ainsi qu’en agriculture et en production végétale engendre de graves handicaps ainsi que de fortes pertes 

économiques dans les élevages. Leur taille est variable, allant de quelques millimètres (filaires) à quelques mètres 

(ascarides) suivant l’hôte et l’espèce. 

 

 Brugia malayi 

 

(i) Distribution 

Brugia malayi est un nématode parasite de la famille des Filaroidae qui appartient aux nématodes de clade 

III (Figure 4). Avec Wucheria bancrofti (responsable de 90% des infestations) et Brugia timori (infestations rares), 

B. malayi (+/- 10 % des infestations) est responsable de la filariose lymphatique (éléphantiasis) chez l’Homme 

notamment en Asie du Sud et du Sud-Est. Dans de plus rares cas, B. malayi est retrouvé chez les félins ou les singes 

bien que l’Homme soit l’hôte définitif préférentiel (21). 

 

(ii) Cycle 

L’infestation se transmet par cinq genres de moustiques (Aedes, Anopheles, Culex, Mansonia et 

Ochlerotatus) dépendant de la localisation et du type de parasite transporté. Pour Brugia malayi, seuls les moustiques 

du genre Mansonia (M. annulifera, M. uniformis et M. indiana) ont été décrits comme transmettant les microfilaires 

(22,23). Les microfilaires sont le stade embryonnaire du parasite. Elles mesurent de 205 à 240 µm (23), vivent dans 

les différents organes de l’hôte et circulent dans le sang. Les moustiques ingèrent les microfilaires lors d’un repas 

sanguin qui se développent jusqu’au stade L3 en 10 à 12 jours dans l’intestin du moustique (24). Les larves migrent 

dans la trompe du moustique et infestent un autre humain lors du prochain repas sanguin du moustique. Les larves 

présentes sur la peau de l’hôte migrent à travers la peau, puis rejoignent le système lymphatique où elles s’y 

développent jusqu’au stade adulte pendant 6 à 12 mois. Les vers adultes se concentrent dans les vaisseaux et les 

nœuds lymphatiques et perturbent leurs fonctions (Figure 6). Les femelles mesurant autour de 60 mm sont plus 

grandes que les mâles mesurant 25 mm (25). Les femelles vivent plusieurs années et produisent des millions de 

microfilaires qui migrent dans la circulation sanguine en attendant d’être aspirées par un moustique. 
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Figure 6: Cycle de développement de Brugia malayi (issue du Centre pour le contrôle et la prévention des maladies, CDC) 

 

 

 

(iii) Filariose lymphatique 

La filariose lymphatique est une maladie tropicale négligée transmise par les moustiques. Elle peut être 

provoquée par au moins trois nématodes parasites : B. malayi (25), Brugia timori (26) et Wucheria bancrofti (27–

29). Cependant, tous diffèrent par leur morphologie, les symptômes qu’ils engendrent et leur localisation 

géographique. La surpopulation de vers adultes et de microfilaires dans les tissus lymphatiques entraine des 

lymphœdèmes (blocage du drainage lymphatique) et des hydrocèles (accumulation de fluide lymphatique dans le 

scrotum). Les gonflements des membres et des tissus s’accompagnent de douleurs avec des handicaps sévères comme 

des difficultés à se déplacer (30). Le gonflement des différents tissus engendre de grosses difformités handicapantes 

mais ont également un impact dans la stigmatisation sociale. 
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Les foyers endémiques sont observés en Afrique, en Asie, dans le Pacifique et en Amérique (31) et 

correspondent aux foyers de présence des vecteurs. Depuis 2000, l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a 

commencé un programme mondial d’élimination de la filariose lymphatique par administration massive de 

médicaments dans chaque zone d’endémie une à deux fois par an. Avant que l’OMS n’organise ce plan d’éradication, 

il a été estimé qu’1,3 milliards de personnes vivaient en zone d’endémie dans 73 pays avec 130 millions de personnes 

touchées par la maladie. En 2014, 13 ans après la mise en place du programme d’éradication, le nombre de zones 

endémiques ainsi que le nombre de personnes infestées a fortement diminué avec une estimation de 68 millions de 

personnes touchées soit moitié moins qu’au début des années 2000 (31). Selon le rapport de situation sur la filariose 

lymphatique de l’OMS de 2019 (portant sur l’année 2018), cette maladie pose encore des problèmes de santé publique 

dans 48 pays en zone d’endémie (32). Cela représente presque 900 millions de personnes qui ont besoin de 

traitements curatifs ou préventifs. Après 16 ans de programme, 25 pays ont drastiquement diminué la prévalence de 

la maladie et ne nécessitent plus d’administrations massives pour contrôler la maladie. Certains pays, comme la 

Thaïlande (33), n’ont presque plus de cas de filariose lymphatique à la suite de ce programme et l’ont éliminée 

comme enjeu de santé publique. En plus de l’amélioration de la santé des personnes en zones d’endémies, des 

répercutions économiques ont été observées avec une estimation de 70 à 150 milliards de dollars économisés, 

comprenant les pertes de revenus à cause d’absentéisme ainsi que les dépenses médicales des patients et des systèmes 

de santé (34,35). 

 

(iv) Traitements 

La filariose lymphatique est un problème de santé publique qui est principalement contrôlé par une 

chimiothérapie préventive. La combinaison de l’albendazole avec la diethylcarbamazine (DEC) est utilisée dans les 

zones d’endémies et la combinaison de l’albendazole avec l’ivermectine est utilisée dans les zones de co-endémies 

avec l’onchocercose, causée par un autre nématode parasite filaire Onchocerca volvulus. La stratégie du programme 

d’éradication de la filariose lymphatique est de fournir ces traitements de prévention à toutes les personnes présentes 

en zone d’endémie une à deux fois par an. A l’heure actuelle, le meilleur traitement curatif contre B. malayi est une 

tri-thérapie avec les trois seules molécules efficaces que sont l’ivermectine, l’albendazole et la diethylcarbamazine 

(36). Ces molécules ont un effet limité sur les vers adultes mais sont très efficaces contre les microfilaires circulant 

dans le sang ce qui diminue la charge parasitaire et limite la transmission par les moustiques. 

La lutte antivectorielle est une stratégie complémentaire à l’administration massive d’anthelminthiques. 

Comme dans le cas de la malaria transmise par les moustiques, l’OMS recommande l’utilisation de moustiquaires 

imprégnées d’insecticides ainsi que la pulvérisation d’insecticides à l’intérieur des habitations pour limiter la 

transmission de la filariose lymphatique (37–39). 

Des actes de chirurgies de l’hydrocèle sont parfois nécessaires après traitement de la filariose lymphatique 

par chimiothérapie. 
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 Parascaris sp. 

 

(i) Distribution 

Parascaris sp. est un nématode parasite de la famille des Ascaridoidae appartenant au clade III des 

nématodes (Figure 4). Il est le plus grand nématode parasite infestant les équidés (chevaux, poneys, ânes…) et 

inféodé à l’intestin grêle (40). Au stade adulte, c’est un ver blanc mesurant de 10 à 50 cm de long (Figure 7). Deux 

espèces de Parascaris sp. ont été décrites : Parascaris equorum et Parascaris univalens. Ces deux espèces sont 

morphologiquement identiques et ne se différencient que par leur nombre de chromosome ; P. univalens en ayant 

une paire et P. equorum en ayant deux paires (41). Aujourd’hui, P. univalens semble être l’espèce prédominante 

partout dans le monde. Cependant, les données de séquençage de l’ADN mitochondrial remettent en question la 

différenciation de ces deux espèces qui ne pourrait finalement n’en être qu’une seule (42). 

 

Les infestations liées à Parascaris sp. sont très courantes dans les élevages et dans les populations d’animaux 

sauvages, partout dans le monde, quelle que soit la saison, bien que des pics d’infestations sont observés à la fin de 

l’été et en automne. Une étude de la prévalence de Parascaris sp. sur 15 fermes d’élevages françaises a montré 

qu’aucune des fermes n’était exempte d’infestation avec 6,9 à 76,2 % des poulains qui étaient infestés (43). Ces 

infestations touchent surtout les poulains et les jeunes chevaux de moins de deux ans qui ont un système immunitaire 

immature ne leur permettant pas de lutter efficacement contre les infestations. Après deux ans, le système 

immunitaire met en place une réponse adaptative efficace qui rend l’infestation bénigne. Ainsi, les fortes infestations 

sont surtout limitées aux poulains et chevaux de moins de 2 ans. Cependant, les chevaux adultes peuvent également 

être infestés et participent donc à la contamination des plus jeunes (44).  

Figure 7 : Photographie d'un ver Parascaris sp. adulte récupéré dans les fécès de poulains après traitement à 

l'ivermectine 
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(ii) Cycle 

Parascaris sp. a un cycle monoxène avec une partie du développement dans l’environnement (Figure 8). 

Les vers adultes sont localisés dans l’intestin grêle proximal (duodénum et jéjunum proximal) qui un organe à pH 

neutre et où les aliments prédigérés fournissent les nutriments nécessaires à la survie du parasite. Les femelles y 

pondent leurs œufs qui sont transportés dans l’environnement en même temps que l’évacuation des fèces de l’animal. 

Une fois sortie de l’hôte, les larves, nommées larves L1 puis L2, se développent dans les œufs. L’infestation des 

poulains se fait par ingestion des œufs embryonnés présents dans les fourrages, les sols, l’eau etc… Les larves 

éclosent à leur arrivée dans l’intestin grêle du cheval. S’ensuit plusieurs migrations des larves pour acquérir leur 

stade adulte. En passant par la circulation sanguine, les larves migrent en premier dans le foie (stade L3) puis dans 

les poumons et dans les alvéoles (stade L4) avant de repasser dans le tractus digestif. De retour dans l’intestin grêle, 

les larves subissent une dernière mue pour atteindre le stade adulte. Ces migrations dans l’animal sont à l’origine de 

nombreuses petites lésions des organes du cheval, comme le foie (45) ou les poumons (46), et entrainent des troubles 

digestifs et respiratoires chez l’animal. Ces nématodes pratiquent la fécondation interne et amphimixique (47). La 

ponte des œufs commence 75 à 80 jours après la première infestation. 

 

 

  

Figure 8 : Cycle de développement de Paracaris sp. dont le stade adulte est retrouvé dans l’intestin grêle (adaptée 

de Merial) 
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(iii) Ascaridiose équine 

Parscaris sp. est responsable de l’ascaridiose équine qui se traduit par un mauvais état général de l’animal. 

Des troubles respiratoires et digestifs avec des jetages nasals (saignement, présence d’écume autour des nasaux, 

difficulté à respirer) et des coliques d’impaction sont observés (48), dus à la migration des larves au cours de leur 

développement (45–47). Parascaris sp. est un parasite excréteur de nombreuses molécules comme des inhibiteurs 

de protéases (49) qui peuvent être impliqués dans les troubles digestifs de l’animal ainsi que dans les phénomènes 

d’interactions hôte-pathogène induisant une certaine tolérance de l’hôte (50). Dans les cas les plus graves, dû à la 

surpopulation et à la grande taille des vers (jusqu’à 50 cm), des obstructions intestinales peuvent survenir. Les 

obstructions peuvent perforer l’intestin, conduisant à la mort de l’animal s’il n’est pas pris en charge rapidement 

(51,52). De plus, bien que les vers pris individuellement ne consomment que peu de ressources, la surpopulation 

entraine des carences en glucides, vitamines, acides aminés et en minéraux responsables de fatigues intenses, de 

coliques et de retards de croissance chez les poulains (44). 

Parascaris sp. est un nématode très mobile pouvant migrer dans les voies pancréatiques ou le foi et provoquer 

des ascaridioses erratiques des voies biliaires ou du pancréas (47) avec de grave conséquences cliniques. De plus, 

bien que Parascaris sp. ne s’attache généralement pas à la paroi intestinale, il possède 3 lèvres au niveau de la tête 

qui lui permettent de se nourrir et parfois de s’accrocher à l’intestin (53) ce qui entraine des lésions. En combinaison 

avec les migrations, les mouvements de ce ver favorisent les surinfections bactériennes. La maladie entraine des 

retards de croissance des poulains et une baisse des performances nécessaires pour les courses hippiques. Cela 

impacte la santé des chevaux, pouvant parfois engager leur pronostic vital, et entraine des pertes économiques pour 

les éleveurs dues aux baisses de performances et au coût des traitements vétérinaires. Le contrôle de ce parasite se 

fait par l’utilisation de traitements anthelminthiques ainsi que par la mise en place de certaines pratiques d’élevages. 
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(iv) Traitement 

❖ Prophylaxie 

Améliorer le contrôle du parasitisme peut commencer en ayant recours à de bonnes pratiques d’élevage. 

Parascaris sp. ayant une phase de développement dans l’environnement, agir à ce niveau-là permet de lutter 

efficacement contre le parasitisme sans utiliser de traitements chimiques. Une bonne hygiène générale de 

l’environnement (box) ainsi qu’une bonne alimentation limitent les risques de contamination (54). Les œufs de 

Parascaris sp. survivent longtemps dans l’environnement et résistent autant à de fortes chaleurs qu’à de basses 

températures (55) ainsi qu’aux traitements chimiques (javel, détergents…). Cependant, l’utilisation de compost dans 

les box favoriserait à rendre les œufs non viables du fait de l’augmentation rapide de la température due à l’activité 

des autres microorganismes (56). 

Une bonne gestion du pâturage permet également de limiter les infestations en séparant les poulains des 

jeunes chevaux qui peuvent être excréteurs asymptomatiques. A l’arrivée d’un nouvel animal, en cas de doute sur le 

niveau d’infestation, il est préférable de mettre l’animal en quarantaine et de le vermifuger en contrôlant le niveau 

d’excrétion des œufs par des tests coprologiques (EPG : évaluation du nombre d’œufs par gramme de fecès). Aussi, 

le pâturage mixte des chevaux avec des bovins permet de diminuer le niveau d’infestation des animaux grâce à un 

phénomène de dilution et donc de diminution de la charge parasitaire dans les pâturages (57). 

 Bien que ces méthodes améliorent le contrôle du parasitisme, les traitements anthelminthiques restent le fer 

de lance du contrôle des nématodes parasites. 
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❖ Anthelminthiques associés à chirurgie 

Les mesures de prophylaxie ne peuvent remplacer l’utilisation d’anthelminthiques. Trois familles de 

molécules sont utilisées en routine pour lutter contre Parascaris sp. : les benzimidazoles (fenbendazole et 

oxibendazole), le pyrantel (pyrantel pamoate et pyrantel tartrate) et les lactones macrocycliques (ivermectin et 

moxidectin) (48). Les pratiques de traitement varient selon les pays et les élevages (58). En absence de consensus, il 

est recommandé aux éleveurs d’ajuster leurs pratiques d’élevage et de traitements en suivant l’adage « traiter aussi 

peu que possible, mais aussi souvent que nécessaire » (P. Camuset, SNGTV 2017). Les éleveurs doivent jongler 

entre une utilisation régulière d’anthelminthiques en cas de fortes infestations, qui est souvent multi-espèces (59), et 

une utilisation d’anthelminthiques plus limitée pour ne pas favoriser l’apparition de résistance et permettre le 

maintien de « refuge sensible » (60). Les poulains et les chevaux sont traités en routine de façon cyclique dépendant 

du type de nématodes parasites infestant. Pour Parascaris sp., aux Etats-Unis, les poulains sont traités de façon 

bimensuelle à partir de deux mois. En Europe, il est plutôt recommandé de traiter entre la fin de l’été et le début de 

l’automne, au moment où l’infestation à Parascaris sp. est la plus forte. Le mieux est de varier les molécules utilisées 

afin de ne pas appliquer une pression de sélection trop forte sur un élevage. Dans le meilleur des cas, une utilisation 

plus raisonnée des anthelminthiques avec une thérapie au cas par cas est préférable. En effet, le contrôle du niveau 

d’infestation par des coproscopies permet de sélectionner les poulains très infestés à traiter en priorité de ceux qui 

sont peu infestés. Bien que plus difficile à mettre en place, ce contrôle au cas par cas limite l’apparition et la 

propagation de parasites résistants. De même, la pratique de FECR (Fecal Egg Count Reduction) avant et après 

traitement permet de contrôler l’efficacité de la molécule utilisée, d’évaluer le niveau d’infestation et d’identifier 

l’espèce ou les espèces parasites infestant l’animal. Cela permet de choisir le bon traitement suivant le type de 

parasites présent et suivant le niveau d’infestation. En cas d’échec du traitement, cela permet d’en changer et de 

limiter la sélection de parasites résistants (61,62). 

En cas de coliques obstructives dues à un très grand nombre de parasites, l’utilisation d’un anthelminthique 

peut entrainer des perforations de l’intestin et la mort de l’animal (52). Il est alors conseillé dans un premier temps 

d’enlever les adultes de l’intestin par une entérotomie puis de traiter les chevaux avec un anthelminthique (48,51,52). 
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B. Insectes 

Les insectes représentent une classe du monde animal comprenant un grand nombre d’espèces très diverses. 

Si certaines espèces sont considérées comme bénéfiques, notamment les polinisatrices, les auxiliaires de lutte 

biologique (coccinelles mangeuses de pucerons) ou encore les insectes à fortes valeurs nutritionnelles tels que les 

scarabées ou les sauterelles, beaucoup sont des espèces parasites impactant la santé humaine et animale ainsi que les 

végétaux. 

 Ce projet de thèse s’est intéressé à des insectes aptères cosmopolites parasitant les humains : les poux. 

 

1. Anatomie des insectes 

La diversité d’espèces d’insectes s’accompagne d’une grande variété morphologique. Cependant, chaque 

espèce d’insecte présente des caractéristiques communes. Le corps des insectes est un exosquelette composé 

majoritairement de chitine et segmenté en plusieurs parties incluant la tête, le thorax et l’abdomen (Figure 9). 

La tête est composée d’antennes, d’une paire d’yeux composés, d’ocelles et de pièces buccales. Bien que 

d’organisation simple, ces organes connectés au « cerveau » recueillent les informations sensorielles. Les antennes 

sont des organes sensoriels composés de différents récepteurs capables de capter de nombreuses informations comme 

les mouvements, les odeurs (phéromones), les sons ainsi que le taux d’humidité. Chez les insectes, les odeurs sont 

captées par des récepteurs au niveau des lobes antennaires qui transmettent l’information aux corps champignons qui 

sont également impliqués dans les processus d’apprentissage et de mémoire. Les antennes ont également un rôle dans 

la communication et dans l’analyse de l’environnement grâce à des récepteurs tactiles. Les yeux composés sont 

formés d’un ensemble de récepteurs sensibles à la lumière appelés des ommatidies. Les ocelles sont des organes 

captant l’intensité lumineuse et aurait un rôle dans le cycle circadien et aiderait à l’orientation dans l’espace. Les 

pièces buccales comprennent généralement des mandibules, des maxilles, un labium et un labrum ayant un rôle dans 

l’alimentation. Chez les insectes suceurs-piqueurs hématophages tels que les poux, le labium est composé de 4 

segments dans lesquelles sont retrouvés des stylets correspondant aux maxilles et aux mandibules servant à percer la 

peau avant le repas sanguin. Le thorax apporte principalement les fonctions de locomotion. C’est au thorax que sont 

retrouvés les trois paires de pattes caractéristiques des insectes ainsi que les ailes pour certaines espèces. L’abdomen 

englobe un certain nombre d’organes nécessaires aux fonctions telles que la digestion, la respiration, l’excrétion et 

la reproduction car c’est à ce segment que sont localisés les organes génitaux (63). 
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Figure 9 : Schéma de la structure morphologique des insectes en se basant sur la morphologie du pou de corps humain Pediculus 

humanus humanus (adaptée du mémoire de Nancy Jabbour) 

 

Concernant les systèmes internes, les insectes possèdent un système nerveux simple, un système excréteur, 

un système digestif, un système reproducteur et à l’inverse des nématodes, ils possèdent un système respiratoire et 

un système circulatoire. Le « cerveau » est un amas de cellules nerveuses localisées dans la tête et est relié au reste 

du corps (thorax et abdomen) via un cordon nerveux ventral. Ce cordon relie les ganglions nerveux tout le long du 

corps dont le nombre varie selon l’espèce et le segment. Chaque ganglion sert aux fonctions propres de chaque 

segment. Chez la drosophile, le « cerveau » est constitué d’un amas de neurones dont les corps cellulaires sont 

regroupés à la périphérie avec leurs axones et dendrites dirigés vers le centre pour former le neuropile (63). 

Le système excréteur participe à l’éjection des déchets azotés et à maintenir la balance osmotique. Le système 

digestif est composé d’un pharynx et d’un œsophage avec des sacs de stockage et d’absorption de la nourriture suivi 

des intestins et de l’anus. Les éléments du système reproducteur des insectes sont nommés de la même façon que 

pour les vertébrés. Chez les mâles, le système reproducteur se compose de testicules reliés à un conduit éjaculatoire 

par les canaux déférents. Chez les femelles, le système reproducteur est composé d’une paire d’ovaires contenant les 

œufs, de plusieurs spermathèques stockant le sperme et de glandes sécrétant une large gamme de substances 

nécessaires à la ponte et à la protection des œufs. Le système respiratoire est composé de sacs de stockage de l’air 

situés dans l’abdomen ou le thorax. Les sacs sont reliés avec l’extérieur par des trachées dont l’ouverture est contrôlée 

par des stigmates (appelées spiracles). Le système circulatoire est ouvert, c’est-à-dire que les éléments internes des 

insectes baignent dans de l’hémolymphe dont le mouvement est assuré par les mouvements de l’animal et par des 

vaisseaux contractiles dorsaux (63). 
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2. Pediculus humanus humanus 

Les poux humains, Pediculus humanus, ont une répartition mondiale (64,65) et impactent plusieurs millions 

de personnes chaque année (66). Bien que personne ne soit épargné, les infestations de poux sont plus courantes chez 

les enfants (67,68) et les personnes sans domicile (69,70) n’ayant pas accès aux services d’hygiène de base. Aux 

Etats-Unis, le nombre de personnes nouvellement infestées est estimé à 6 - 12 millions chaque année. Cela représente 

un coût économique d’un milliard de dollars comprenant le coût des traitements, des visites médicales, des mesures 

de préventions mises en place notamment dans les écoles et l’absentéisme au travail des parents qui doivent s’occuper 

de leurs enfants. De plus, les poux de corps sont des vecteurs de maladies humaines qui ont fait des ravages au 20e 

siècle (typhus, fièvre des tranchées) (71). Cela confère à Pediculus humanus une grande importance médicale, sociale 

et économique et en font un sérieux problème de santé publique dans les écoles et pour les personnes n’ayant pas 

accès aux services nécessaires à une bonne hygiène de vie (72). 

 

 Distribution 

Les poux sont des insectes hématophages faisant partie de l’ordre des Phthiraptera (sous ordre Anoplura). 

Cet ordre comprend les poux parasitant différentes espèces de mammifères dont chaque espèce de pou est spécifique 

de son espèce hôte. A la différence d’autres insectes, ils n’ont pas d’ailes mais ont des pinces préhensibles utiles à 

leur accrochage aux poils (cheveux) ou aux vêtements. Les poux sont composés de trois parties : l’abdomen, le corps 

et la tête. Le mâle mesurant 3 mm est plus petit que la femelle qui mesure 3,3 mm. En plus de leur taille permettant 

de différencier leur sexe, les femelles ont l’extrémité de l’abdomen échancrée tandis que celle des mâles est conique 

(Figure 10). Ils sont recouverts d’une couche de chitine protectrice. Les poux possèdent des pièces buccales acérées 

capables de transpercer la peau de leur hôte qui correspond à leur mode de vie d’ectoparasite hématophage obligatoire 

(73). 

 

  

Figure 10: Photographie de poux adultes mâles et femelles en microscopie optique (x40, BioMAP) 

A. Poux de tête Pediculus humanus capitis 

B. Poux de corps Pediculus humanus humanus 
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Chez l’Homme, on retrouve deux types de poux avec des modes de vie différents : les poux de tête Pediculus 

humanus capitis vivant sur la tête et les poux de corps Pediculus humanus humanus vivant dans les vêtements (73,74). 

Il est possible que ces deux types de poux appartiennent à la même espèce car leur génotype est quasi-identique avec 

un seul gène en plus pour les poux de tête. Aussi, les différences d’expression observées de certains gènes entre ces 

deux sous types se traduiraient par une différence d’écotype et de morphologie (74–76). En effet, les poux de corps 

sont généralement plus grands, plus clairs et ont des antennes plus grandes que les poux de tête (Figure 10). Ils sont 

en revanche moins chitinisés. 

Ces différences morphologiques se traduisent par des différences physiologiques. Les poux de corps stockent 

plus de sang et peuvent survivre plusieurs jours sans s’alimenter alors que les poux de tête doivent se nourrir plusieurs 

fois par jour (64). L’une des hypothèses avancées pour expliquer ce phénomène est que ces deux sous espèces se 

seraient différenciées à la suite de fortes infestations. Une infestation massive aurait poussé les poux de tête à migrer 

dans les vêtements et se seraient adaptés à ce nouveau mode de vie (74). 

 

 Cycle 

Les poux ont un cycle monoxène et se transmettent par contact. Par conséquent, les filles ayant généralement 

des cheveux plus longs que les garçons sont plus touchées. De même, des contextes de guerre ou de pauvreté (sans 

abris) favorisent la transmission de poux (surtout des poux de corps) à cause du manque d’accès aux services 

d’hygiènes élémentaires ainsi qu’aux traitements adéquats. 

Les poux pondent une dizaine d’œufs, aussi appelés lentes, chaque jour. Les femelles pondent à la racine des 

cheveux où la température et l’humidité sont idéales. La lente est fixée au cuir chevelu grâce à une sorte de colle 

produite par la femelle au moment de la ponte. Les poux vivant plusieurs semaines, l’infestation peut s’amplifier 

rapidement. Après 7 jours, la lente éclot. Le développement de la nymphe passe par des mues successives jusqu’au 

stade adulte et dure une dizaine de jour (Figure 11) (77). 
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Figure 11: Cycle de développement du pou humain Pediculus humanus (d’après le CDC) 

 

 Pédiculose et maladies associées 

Les infestations de poux provoquent des démangeaisons plus ou moins intenses suivant les personnes et le 

niveau d’infestation. Ces symptômes correspondent à la réponse immunitaire de l’hôte contre les composés présents 

dans la salive et les fèces des poux. De plus, une perte d’intégrité de la peau peut survenir à la suite de grattages 

répétés conduisant à des surinfections bactériennes. Cependant, la plupart des infestations sont asymptomatiques 

(78). 

Si les poux ont un fort impact social notamment chez les enfants qui subissent les moqueries de leurs 

camarades, participant à leur isolation, cet état d’isolement est également accentué pour les sans-abris (78). Ils 

présentent également un réel danger pour la santé publique. En effet, les poux de corps sont vecteurs de maladies 

mortelles en absence de traitements comme le typhus exanthématique, la fièvre des tranchées et la fièvre récurrente 

à poux causés respectivement par les bactéries Rickettsia prowazekii, Bartonella quintana et Borrelia recurrentis 

(71). De plus, aucun vaccin n’est à ce jour disponible pour ces maladies.  
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 Traitements 

Le diagnostic d’une pédiculose se fait par observation visuelle d’une lente ou d’un pou. Parmi les traitements 

physiques, les poux de tête peuvent être éliminés à l’aide d’un peigne à maillage très fin permettant de retirer les 

lentes et les poux (79). Les poux sont sensibles à de fortes chaleurs. Le seul moyen d’éliminer les poux de corps sans 

traitement chimique est de laver le linge (vêtements, draps, casquette etc…) à 60°C pendant 30 min, mais cela n’est 

pas réalisable dans les zones endémiques les plus touchées (zones de guerre, zones sans accès à des services d’hygiène 

de base…). Cependant aucune de ces mesures ne permet d’atteindre 100 % d’élimination de l’infestation conduisant 

à des ré-infestations régulières. C’est à la fin de la première guerre mondiale, à la suite d’une épidémie de typhus 

corrélée à une épidémie de poux de corps que la recherche a permis de développer des traitements chimiques plus 

efficaces (73,80) (Tableau 1). Cependant, le contrôle des infestations de poux reste difficile à cause de l’inefficacité 

de nombreux traitements mis sur le marché (81). 

 

 

Tableau 1 : Traitements les plus utilisés contre les infestations de poux avec des indications sur leur mode d’action, leur activité adulticide ou 

ovicide, la gravité des effets secondaires ainsi que les résistances rapportées (adapté de Amanzougaghene et al, 2020) 
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Les produits « étouffeurs » à base de silicone (diméticone) sont largement répandus bien que leur efficacité 

dépendent du respect des consignes d’applications et ont une action limitée contre les lentes en plus d’être inutilisable 

contre les poux de corps (82–84). Parmi les autres pédiculicides ayant un mode d’action physique, on retrouve le 

myristate d’isopropyle, le 1,2-octanediol et l’alcool benzylique (85). Parmi les traitements ciblant le système nerveux, 

les organochlorés (lindane, DDT), les organophosphates (malathion) et les carbamates (carbaryl) ont été beaucoup 

utilisés et ciblent respectivement les récepteurs au GABA, l’acétylcholine estérase et les canaux sodiques voltage-

dépendant. Cependant, l’apparition de poux résistants à ces traitements (77,86–89) ainsi que leurs effets 

neurotoxiques sur les enfants et leur toxicité sur l’environnement les rendent déconseillés voir interdits d’utilisation 

suivant les pays (90–95). A ce jour, le CDC et l’Académie Américaine de Pédiatrie (AAP : American Academy of 

Pediatrics) recommandent d’utiliser en traitement de première intention les molécules de la famille des insecticides 

pyréthrinoïdes comprenant les pyréthrines et les perméthrines (96,97) qui agissent sur les canaux sodiques voltage-

dépendant du poux. De plus, grâce à son activité insecticide (98) et à sa faculté de tuer des poux résistants à d’autres 

molécules (perméthrines) (99), les lactones macrocycliques (ivermectine) et le spinosade émergent comme 

traitements alternatifs (100–103). L’ensemble des traitements sont des produits d’application topique tandis que 

l’ivermectine est la seule molécule pouvant être administrée oralement. Par conséquent, c’est la seule molécule 

disponible pour traiter les infestations de poux de corps. Malgré son efficacité, des poux de tête et de corps résistants 

à l’ivermectine ont déjà été observés (104–106) rendant le traitement des infestations plus difficile. Le développement 

de nouveaux pédiculicides pour lutter contre les poux de corps est urgent. 

 

II. Les lactones macrocycliques : anthelminthiques et insecticides 

Plusieurs molécules sont disponibles pour traiter les infestations de nématodes et d’insectes parasites. A ce 

jour, 7 familles de molécules sont utilisées comme anthelminthiques : les benzimidazoles, les cyclo-

octadepsipeptides, les imidazothiazoles, les spiroindoles, les dérivés aminoacétonitriles, les tétrahydropyrimidines et 

les lactones macrocycliques (MLs). Ces familles de molécules agissent sur des cibles différentes. Les benzimidazoles 

inhibent la formation des microtubules en se liant à la β-tubuline (107–109) tandis que les autres familles agissent 

sur le système nerveux du parasite. Les cyclo-octadepsipeptides (emodepside et composé PF1022A) (110) activent 

le canal potassique SLO-1 (111). Les imidazothiazoles (levamisole et tetramisole), les dérivés aminoacétonitriles 

(monepantel) et les tétrahydropyrimidines (pyrantel, morantel, oxantel) sont des agonistes tandis que les spiroindoles 

(derquantel) sont des antagonistes des récepteurs cholinergiques (112–114). Les lactones macrocycliques ont un 

mode d’action multicibles plus complexe en intéragissant notamment avec les P-glycoprotéines et les canaux 

chlorure glutamate-dépendant (GluCls) (115). De plus, leur action sur les GluCls est triple car elles ont un effet 

potentialisateur, agoniste et antagoniste dépendant de la concentration utilisée et du temps d’application (116). Ce 

projet de thèse s’est focalisé sur l’étude du mode d’action des lactones macrocycliques (MLs) sur l’insecte P. 

humanus humanus et les nématodes B. malayi, C. elegans et P. univalens. 
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A. Découverte 

La découverte des lactones macrocycliques s’est faite en 1975 dans les laboratoires de Merck & Co par 

William C. Campbell et Satoshi Omura qui seront récompensés par le prix Nobel de médecine en 2015 pour leurs 

travaux ; prix qui sera partagé avec Tu Youyou pour ses découvertes concernant une nouvelle thérapie contre le 

paludisme (117). Les lactones macrocycliques sont issues de la fermentation de bactéries présentes dans le sol du 

genre Streptomyces dont les premières lactones macrocycliques découvertes étaient les avermectines représentées 

par l’abamectine. Les autres avermectines telles que l’ivermectine, l’émamectine, l’éprinomectine, la doramectine et 

la sélamectine sont des dérivés chimiques ou génétiques des premières avermectines. A l’inverse des avermectines 

qui sont isolées à partir de S. avermitilis, les mylbémycines ont été isolées à partir de S. hygroscopus (milbémycine 

oxime) et de S. cyaneogriseus (némamectine et moxidectine) (Figure 12). Cependant, avermectines et mylbémycines 

gardent une structure chimique similaire et gardent des sites de liaison similaires sur les GluCls (118). 

La première utilisation des lactones macrocycliques ne s’est faite qu’au début des années 1980 mais a 

rencontré un franc succès aussi bien en médecine humaine et vétérinaire qu’en agriculture, grâce à leur efficacité sur 

un large spectre de parasites (nématodes, insectes et acariens), leur sureté pour les mammifères et leur facilité 

d’utilisation. De plus, les lactones macrocycliques sont efficaces contre les parasites résistants aux autres 

anthelminthiques sur le marché (benzimidazole, pyrantel et levamisole dans le cas des nématodes de bétail) ce qui 

en fait une molécule de choix pour contrer ces phénomènes de résistance (98,119). 

 

 

Figure 12 : Représentation schématique de l’affiliation des lactones macrocycliques (adaptée de Prichard et al, 2012 (118)) 
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B. Mode d’action 

Les lactones macrocycliques agissent principalement sur les canaux chlorures glutamate dépendant (GluCls) 

et s’y fixent de façon irréversible (120,121). Cela conduit à l’ouverture permanente du canal et à une entrée d’ions 

chlorures dans la cellule. L’hyperpolarisation membranaire induite par cet influx d’ion est un message inhibiteur 

conduisant à une paralysie flasque du parasite ou à l’impossibilité de se nourrir (122). Dans une moindre mesure et 

à des concentrations plus élevées, les MLs agissent également sur les récepteurs au GABA des invertébrés en temps 

qu’agonistes, potentialisateurs et antagonistes ainsi que sur les nAChRs de vertébrés et d’invertébrés comme 

modulateurs allostériques négatifs (123). Bien que les lactones macrocycliques n’engendrent que peu voir aucun 

effet secondaire, une certaine toxicité est rapportée pour certains mammifères et pour l’environnement. En effet, le 

large spectre d’activité des lactones macrocycliques les font agir sur des organismes non ciblés en première intention 

dont les plus impactés sont les invertébrés (124). Après avoir été utilisées pour traiter des endo- ou des ectoparasites, 

les lactones macrocycliques sont retrouvées dans les fèces des animaux (animaux de rente…) ou directement dans 

l’environnement si elles ont été pulvérisées (aquaculture et agriculture). Cela engendre une certaine toxicité pour la 

faune du sol (125,126), les insectes coprophages comme les bousiers (127,128), les plantes (129) ainsi que pour la 

faune aquatique (130). De plus, bien que les lactones macrocycliques ne présentent pas de risques pour la santé de la 

plupart mammifères, dans certains cas, elles peuvent avoir un effet neurotoxique, notamment l’ivermectine. Pour la 

plupart des mammifères, des mécanismes de détoxification présents à la barrière hématoencéphalique bloquent 

l’entrée des lactones macrocycliques dans le système nerveux. Ces mécanismes incluent des pompes d’efflux tels 

que les P-glycoprotéines appartenant à la superfamille des transporteurs ABC (ATP Binding Cassette). Dans le cas 

des chiens de race Scotch Collies, une délétion de 4 pb dans le gène MDR-1 (Multidrug resistance) codant pour une 

PgP entraine une sensibilité accrue à l’ivermectine pouvant entrainer la mort non désirée de l’animal (131). 

Les lactones macrocycliques sont une famille de molécules massivement utilisées et nécessaires pour lutter 

contre les parasites mais leur mode d’action reste encore largement méconnu sur un grand nombre d’entre eux. Une 

meilleure compréhension de leur mode d’action permettra d’adapter les stratégies de lutte et d’utiliser les lactones 

macrocycliques de façon plus raisonnée et efficace. 
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C. Structure 

En plus de leur origine différente, leur principale différence structurale est la présence de groupes de sucres 

sur l’atome de carbone C13 des avermectines alors que les milbémycines sont protonnées (Figure 13). De plus, bien 

qu’elles soient très similaires, chaque molécule présente des différences au niveau de leur spectre d’activité, de leur 

demi-vie, de leurs interactions avec les LGIC des parasites et de leurs interactions avec les système d’efflux des 

nématodes et des mammifères (118). Ces différences peuvent expliquer la toxicité rencontrées chez certains 

mammifères (131) ou encore expliquer pourquoi la moxidectine reste efficace pour traiter une souche d’Haemonchus 

contortus (strongle digestif des petits ruminants) résistante à l’ivermectine (132). 

Enfin, le caractère lipophile des MLs, leur stabilité et leur utilisation à de très faibles doses (3µg à 2,5 mg/kg) 

permet de les conditionner de plusieurs façons suivant l’hôte et le parasite à traiter. 

 

 

Figure 13 : Structures moléculaires des différentes lactones macrocycliques. 

Les différences structurales de chaque molécule par rapport à l’ivermectine sont encadrées en rouge. 
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D. Formulation et usage thérapeutique 

1. Ivermectine 

L’ivermectine est la première ML développée et la plus utilisée à travers le monde. Elle est aussi bien utilisée 

en médecine humaine qu’en médecine vétérinaire contre les nématodes parasites, les insectes et les acariens 

ectoparasites (poux, puces…). L’ivermectine est massivement utilisée dans le programme d’éradication de la filariose 

lymphatique planifié par l’OMS (36) et représente la seule molécule utilisée en prévention de la filariose 

cardiopulmonaire des chats et des chiens (133). Elle est également utilisée en aquaculture notamment contre les poux 

de saumon (134). C’est également la molécule la plus utilisée pour traiter les infestations parasitaires des équins à 

Parascaris sp (48). 

L’ivermectine est composée des deux molécules dérivées de l’abamectine que sont la 22,23-

dihydroavermectine B1a à plus de 90% et de la 22,23-dihydroavermectine B1b à moins de 10%. L’une des différence 

avec l’abamectine est la présence d’un groupe méthylène en position 26 (117) comme montré dans la Figure 13. 

L’ivermectine est vendu sous différentes formulations avec différents modes d’administration suivant 

l’espèce cible. Pour citer quelques exemples possibles, pour l’Homme, l’ivermectine est disponible en prise orale 

sous forme de tablette pour traiter les nématodes filaires (Mectizan®, Merck Animal Health) ou la gale (Stromectol®, 

MSD). En médecine vétérinaire, elle est également disponible en tablette à mâcher (Heartgard®, Merial) pour lutter 

contre les nématodes des chiens, en bain (Ivomec® Drench, Boehringer Ingelheim Animal Health) pour lutter contre 

les parasites internes et externes des petits ruminants, en injection ou en pour-on pour le bétail (Ivomec® injectable 

et Ivomec® Pour-on, Boehringer Ingelheim Animal Health) et en pâte à prise orale (Eqvalan®, Boehringer Ingelheim 

Animal Health) pour les chevaux. 

 De plus, l’ivermectine peut également être combinée avec d’autres molécules pour des traitements de bi-

thérapie telles que le pyrantel (Heartgard Plus®, Merial : disponible contre les filaires du chien). 

 

2. Abamectine 

L’abamectine est la première avermectine découverte à partir de laquelle sont dérivées l’ivermectine, 

l’émamectine et l’éprinomectine (Figure 12). Elle est utilisée comme acaricide et insecticide pour protéger les 

cultures des insectes ravageurs et des parasites acariens (135). Elle est proposée sous forme concentrée émulsifiable 

avec Vertimec®, Syngenta. L’abamectine est aussi utilisée en combinaison avec le derquantel contre les nématodes 

parasites des animaux (Startect®, Zoetis) 
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3. Emamectine 

L’émamectine est utilisée en aquaculture pour éliminer les ectoparasites copépodes (crustacés) notamment 

dans les élevages de saumon. L’émamectine-benzoate est utilisée sous forme de granulés (Slice®, Merck Animal 

Health) à ingérer par les saumons et présente l’avantage d’être moins toxique que l’ivermectine pour la faune 

aquatique et l’environnement (136). L’émamectine est également utilisé en agriculture en tant qu’insecticide sous 

forme de granulés solubles à pulvériser (Proclaim®, Syngenta) 

 

4. Eprinomectine 

L’éprinomectine est un dérivé de l’avermectine B1 appelé 400-épiacétylamino-400-déoxy-avermectine B1 

(Figure 12, Figure 13). Elle est utilisée en formulation « pour-on » pour traiter les endo- et les ectoparasites des 

bovins (137) (Eprecis®, CEVA Santé Animale), des ovins et des caprins (Eprinex®, Boehringer Ingelheim Animal 

Health). Cette molécule est notamment utilisée pour traiter les animaux producteurs de lait car c’est la lactone 

macrocyclique présentant le moins de résidus dans le lait avec des taux constants (137,138). 

 

5. Doramectine 

La doramectine est obtenue par mutation génétique de Streptomyces avermitilis (Figure 12). Elle est plus 

proche structurellement de l’abamectine que de l’ivermectine (Figure 13). Elle est disponible en solution pour-on ou 

injectable pour éliminer les endo- et les ectoparasites des bovins, des ovins et des porcins (Dectomax®, Zoetis). 

 

6. Sélamectine 

La sélamectine est un dérivé semi-synthétique de la doramectine (Figure 12). Elle est efficace contre les 

filaires du cœur et les puces des chiens et des chats (139) et ne présente pas de risques pour les petits animaux. En 

effet, la sélamectine est moins toxique que l’ivermectine qui peut être, dans certains cas, létale sur les petits animaux 

(131). La sélamectine est donc prescrite pour les infestations parasitaires des petits chiens, dont les Scotch Collies. 

Elle est utilisée pour traiter les ectoparasites ainsi que les nématodes parasites du genre Toxocaridae (Toxocara canis) 

et les ankylostomes (Ancylostoma tubaeforme) sous forme spot-on (Stronghold®, Zoetis et Selames®, Osalia).  
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7. Moxidectine 

La moxidectine fait partie des mylbémycines qui ne possèdent pas de groupements de sucres en C13 

contrairement aux avermectines. La moxidectine a une meilleure demi-vie que les autres lactones macrocycliques. 

Elle est donc plus persistante dans l’hôte traité. Cela peut s’expliquer par son affinité moindre pour les PgP par 

rapport à l’ivermectine (140). Il a été montré que la moxidectine est un meilleur anthelminthique qu’acaricide d’où 

son utilisation contre les parasites gastro-intestinaux. Cette molécule est la seule lactone macrocyclique ayant une 

autorisation de mise sur le marché avec l’ivermectine pour traiter les infestations équines à Parascaris sp. sous forme 

de gel oral (Equest®, Zoetis). Elle est également utilisée en forme injectable en sous cutanée pour lutter contre les 

endo- et les ectoparasites des bovins et des ovins (Cydectine®, Zoetis). La moxidectine est utilisée en combinaison 

avec le fluralaner (famille des isoxazolines à activité insecticide et acaricide) chez les chats (Bravecto® Plus, Intervet 

International BV). 

 

E. Résistances aux lactones macrocycliques 

Chez les nématodes et les insectes parasites, des résistances sont observées pour de nombreuses familles de 

molécules y compris celle des lactones macrocycliques. Suite à l’utilisation intensive des MLs comme insecticides 

et anthelminthiques en médecine humaine, en médecine vétérinaire et en agriculture, couplé au faible nombre de 

familles de molécules disponibles a irrémédiablement conduit à l’émergence de parasites résistants. 

L’émergence d’arthropodes résistants devient problématique aussi bien dans les élevages de bétails, qu’en 

aquaculture, en agriculture et en médecine humaine. Bien que l’ivermectine n’ait été autorisée que récemment comme 

traitement des pédiculoses, des résistances de terrain ont déjà été observées chez les poux Pediculus humanus avec 

une potentielle implication des GluCls (104,105) et des PgPs (141,142) dans ces phénomènes de résistance. De 

même, l’ivermectine massivement utilisée dans les élevage d’animaux de rente a conduit à l’émergence de résistances 

chez les ectoparasites tels que les tiques (143–145) ou l’acarien des ovins Psoroptes ovis (146). Aussi, la lutte contre 

les ectoparasites du saumon passant par l’utilisation massive d’émamectine a conduit à l’apparition de parasites 

résistants (147). En agriculture, des mutations sur un GluCl rend les acariens Tetranychus urticae et les teignes 

Plutella xylostella résistants à l’ivermectine (148) et à l’abamectine (149). Bien que les lactones macrocycliques 

ciblent principalement les GluCls, les récepteurs au GABA semblent également impliqués car le knockdown (RNAi) 

du récepteur au GABA rdl du parasite du riz Chilo suppressalis diminue sa sensibilité à l’abamectine (150). 

Concernant les nématodes, à l’heure actuelle, il n’y a pas encore eu de description de résistance à 

l’ivermectine chez B. malayi ce qui est potentiellement dû à son utilisation en bi- ou trithérapie dans les zones 

d’endémie. En revanche, des phénomènes de résistance ont été rapportés chez d’autres nématodes parasites filaires 

tels qu’Onchocerca volvulus (151) chez l’Homme ou Dirofilaria immitis (152,153) chez les canidés. Dans certains 

pays, la présence de parasites multirésistants (154) rend la situation très préoccupante (155). C’est le cas pour H. 

contortus dont la caractérisation de souches de terrain multirésistantes aux trois familles d’anthelminthiques les plus 

couramment utilisés (benzimidazoles, levamisole et ivermectine) rend la situation compliquée et peut mener à terme 
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à des impasses thérapeutiques (154). Pour Parascaris sp., des phénomènes de résistances et des pertes d’efficacité 

des lactones macrocycliques sont rapportés dans de nombreux pays à travers le monde tels que dans les pays d’Europe 

(43,156–161), en Australie (162), au Brésil (163), au Canada (164), aux Etats-Unis (165,166) et en Islande (167). La 

situation est d’autant plus préoccupante qu’il n’y a seuleument que trois familles de molécules disponibles (lactones 

macrocycliques, benzimidazoles et pyrantel) et que la résistance est également très importante pour les 

benzimidazoles et le pyrantel (168). 

Malgré la mise au point de plusieurs MLs, leurs structures restent très similaires ainsi que leur mode d’action, 

les rendant susceptible à des phénomènes de résistances croisées (169). Toutefois, bien que la moxidectine ait un 

mode d’action similaire aux avermectines, ses propriétés pharmacologiques et toxicologiques sont différentes. Par 

conséquent, la moxidectine peut être une alternative intéressante dans le cas de résistance aux avermectines. En effet, 

une souche de terrain d’Haemonchus contortus résistante à l’ivermectine a pu être traitée avec de la moxidectine 

(132). Ces résultats illustrent le manque de connaissance sur le mode d’action des différentes lactones macrocycliques 

comme l’ivermectine ou la moxidectine et suggèrent que les mécanismes impliqués dans la résistance sont complexes 

et impliquent plusieurs mécanismes. 

Les études sur la résistance aux lactones macrocycliques ont montré qu’elle est multifactorielle, bien que les 

mécanismes moléculaires impliqués restent encore largement méconnus. Les mécanismes potentiels impliquent 

notamment des mutations dans les cibles pharmacologiques (17,154,170–177), la diminution de leur taux 

d’expression (154,178) ou leur composition en sous-unités (121,179). Par ailleurs, les systèmes de détoxification de 

xénobiotiques tels que les PgPs sont également impliqués dans des phénomènes de résistances (180,181). 

L’apparition de la résistance est favorisée par des traitements intensifs d’une même classe de molécules qui conduit 

à une forte pression de sélection. L’utilisation de molécules en sous dosage est également un facteur de risque pouvant 

favoriser la sélection de caractères apportant une tolérance ou une résistance aux traitements (182). Pour les 

nématodes, en plus de la fréquence de traitement, une récente étude de modélisation a montré que le climat et la 

période de traitement avaient également un impact sur l’apparition de la résistance à l’ivermectine. Il est montré que 

des traitements biannuels (notamment en automne) dans des zones à climat froid favorisent moins rapidement 

l’apparition de résistance que des traitements plus nombreux à différentes périodes de l’année et dans des zones avec 

des saisons moins marquées (183,184). 
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III. Isoxazolines 

A. Découverte 

Les isoxazolines sont une famille de molécules dévéloppées pour les lutter contre les infestations 

d’ectoparasites tels que les poux, les puces (Ctenophalides felis, Ctenophalides canis) les tiques (Dermacentor 

reticulatus, Ixodes ricinus, Rhipicephalus sanguineus) et les acariens (Demodex canis, Sarcoptes scabiei). 

L’afoxolaner fu la première isoxazoline à avoir une autorisation de mise sur le marché en 2013, suivi par le fluralaner 

en 2014. A ce jour, elles ont un usage strictement vétérinaire (chiens, chats et volailles) mais leur efficacité sur des 

parasites arthropodes de cultures (lépidoptères, coléoptères) pourrait élargir leur spectre d’utilisation (185,186). 

 

B. Mode d’action 

Les isoxazolines ont un mode d’action neurotoxique. En effet, ils agissent sur le système nerveux en inhibant 

la neurotransmission. Elles sont principalement des antagonistes des canaux chlorure activés par le GABA 

(GABACl) mais présentent également, dans une moindre mesure, une activité antagoniste sur les GluCls. Les 

isoxazolines présentent une efficacité d’action sur les GABACls de l’ordre du nanomollaire. Les isoxazolines ont un 

mode d’action sélectif sur les insectes et acariens car leur cibles moléculaires (GABACl et GluCls) n’ont pas 

d’homologues chez les mammifères. Par conséquent, peu d’effets secondaires ont été observés chez les mammifères 

traités (réactions cutanées et troubles digestifs mineurs dans de très rares cas). 

Aussi, bien que seul le fluralaner soit autorisé pour le traitement des animaux gestants et allaitant, les 

isoxazolines ne présentent pas de risques pour ces animaux ou leurs descendances. De même, les animaux porteurs 

de la mutation MDR-1 -/- (déficience en PgP), tels que les chiens colleys, peuvent être traités avec des isoxazolines 

sans risques particuliers (185). 

 

C. Structure 

Les isoxazolines sont des composés synthétiques possédant tous un noyau isoxazoline (4,5-dihydro-1,2-

oxazole) associé à un groupement trifluorométhyle (Figure 14). Plus de 200.000 molécules différentes ont été 

synthétisées dont 200 ont été testées sur différentes espèces d’insectes parasites d’animaux et de plantes. Le fluralaner 

et l’afoxolaner sont composés de plusieurs énantiomères tandis que le lotilaner et le sarolaner ne sont composés que 

d’un seul énantiomère (186). 
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Figure 14 : Structures chimiques des isoxazolines commerciales (lotilaner, afoxolaner, fluralaner et sarolaner) 

 

 

D. Formulations et usages thérapeutiques 

A l’inverse de la plupart des molécules aux propriétés insecticides et acaricides qui sont appliqué de façon 

topique, les isoxazolines peuvent être administrées oralement ce qui représente une petite révolution dans ce marché. 

Cela facilite la prise du médicament et réduit l’exposition aux molécules des propriétaires de chiens et de chats. 

Cependant, les isoxazolines sont également disponible sous forme de solution à appliquer (185). 

 

1. Lotilaner 

Le lotilaner est l’isoxazoline la plus récemment développée (2017). Il est utilisé contre les puces et les tiques 

des chiens et des chats. La seule formulation disponible est sous forme de comprimés à croquer (CredelioTM, Elanco). 

Avec une seule prise, cette molécule permet une protection contre les infestations d’ectoparasites pendant un mois 

ce qui est moins que ce que les autres isoxazolines proposent (jusqu’à 12 semaines de protection pour le fluralaner). 

Il a été montré que le lotilaner activé spécifiquement les récepteurs au GABA des arthropodes et pas celui du chien 

(187). 
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2. Afoxolaner 

L’afoxolaner est utilisé contre les puces, les tiques et les acariens des chiens sous forme de comprimés à 

croquer (Frontpro, Boehringer Ingelheim) (188,189). Pour les chiens, il est trouvé sous forme de comprimés à croquer 

en combinaison avec la milbémycine oxime (Nextgard Spectra, Boehringer Ingelheim) (190). Pour les chats, il est 

également sous forme de solution spot-on en combinaison avec l’éprinomectine et le praziquantel (Nextgard Combo, 

Boehringer Ingelheim) pour lutter contre les infestations d’ectoparasites et de nématodes. 

 

3. Fluralaner 

Le fluralaner est utilisé contre les puces, les tiques et les acariens des chiens et des chats ainsi que contre les 

poux rouges des volailles. Il est disponible en formulation orale (comprimés à croquer), ou en spot-on (Bravecto, 

Intervet International) pour les chiens alors que seule la solution spot-on est disponible pour les chats (191,192). 

Il peut être utilisé en combinaison avec la moxidectine en solution spot-on pour les chats (Bravecto Plus, 

Intervet Internation) (193). 

Pour les volailles, le fluralaner est en solution pour administration dans l’eau de boisson (Exzolt, Intervet 

International). A ce jour, le fluralaner est la seule isoxazoline autorisée pour traiter les animaux gestants et allaitants, 

y compris pour les poules pondeuses. De plus, il n’y a pas de délai entre le traitement et la récolte des œufs (194). 

 

4. Sarolaner 

Le sarolaner est utilisé contre les puces, les tiques et les acariens des chiens sous forme de comprimés à 

croquer (Mipet Easecto, Zoetis). 

Le sarolaner est également utilisé en combinaison avec de la moxidectine et du pyrantel emboate sous forme 

de comprimés à croquer pour lutter contre les endo- et les ecto-parasites des chiens (Simparica TrioTM, Zoetis) 

(195,196). Pour les chats, le sarolaner est utilisé en combinaison avec de la sélamectine en solution spot-on (Strongold 

Plus et Felisecto Plus, Zoetis) (197). 
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E. Resistances 

Les isoxazolines sont une famille de molécules relativement récente dont les premières molécules ont reçu 

une autorisation de mise sur le marché (AMM) en 2013 et 2014 pour l’afoxolaner et le fluralaner. A ce jour, aucun 

phénomène de résistance n’a été décrit contre cette famille de molécules. 

Cependant, les isoxazolines ciblent les canaux chlorures des insectes et des acariens qui sont les cibles 

pharmacologiques majeures d’autres molécules thérapeutiques (MLs, dieldrine, fipronil etc…). Des mutations de 

résistances sur ces cibles ont été observées chez plusieurs espèces d’insectes. Par conséquent, il est probable que de 

nouvelles mutations de résistances émergent à force d’utilisation des isoxazolines. 

Il est intéréssant de noter que les isoxazolines sont une famille de molécules ciblant une région différente des 

GABACls par rapport à d’autres insecticides. Il a été montré que le fluralaner et le lotilaner gardaient leurs propriétés 

d’antagonistes sur le récepteurs au GABA RDL possédant des mutations de résistance à la dieldrine et/ou au fipronil 

chez M. domestica (198) et D. melanogaster (187). Cette conservation d’éfficacité du fluralaner a été confirmée in 

vivo sur des souches de M. domestica possédant ces mutations de résistance à la dieldrin et au fipronil (198). De 

même, le lotilaner garde ses propriétés antagonistes sur le récepteur RDL de D. melanogaster possédant des 

mutations de résistances à la dieldrine et au fipronil (187). Ainsi, les isoxazolines ne seraient pas sujettes à des 

phénomènes de cross-résistance avec les autres insecticides. 
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IV. Cibles pharmacologiques majeures des invertébrés : les 

ligand-gated ion channels 

Les ligand-gated ion channels (LGICs) sont les cibles pharmacologiques de nombreuses molécules 

thérapeutiques allant des anesthésiants (199) aux anxiolytiques utilisés en médecine humaine en passant par les 

lactones macrocycliques utilisées contre les endo- et les ectoparasites impactant les médecines humaine et vétérinaire 

(2). Ils sont impliqués dans de nombreux processus biologiques importants autant chez les vertébrés que chez les 

invertébrés. En plus d’être des cibles d’antiparasitaires (200), ils sont également ciblés par des molécules 

thérapeutiques utilisées contre des pathologies telles que l’anxiété ou la dépression (201). Les LGICs sont divisés en 

plusieurs superfamilles dont les récepteurs à cys-loop qui possédent une boucle de deux cystéines reliées par un pont 

dissulfure dans la région extracellulaire N-terminale de la sous-unité. Dans la séquence protéique, les cystéines sont 

séparées par 13 acides aminés. Cette boucle est impliquée dans le site de liaison des ligands naturels. Les récepteurs 

à cys-loop peuvent être activés par l’acétylcholine (récepteurs nicotiniques à l’acétylcholine : nAChR), la sérotonine 

(récepteurs 5-hydroxytryptamine), le GABA (récepteurs ionotropes à l’acide γ-aminobutyrique : GABA-A), la 

glycine (récepteurs glycine) et le glutamate (canaux chlorure glutamate dépendant : GluCl). L’acétylcholine, la 

glycine, le GABA et le glutamate sont d’important neurotransmetteurs du système nerveux. Chez les vertébrés et les 

invertébrés, le GABA est le principal neurotransmetteur inhibiteur du système nerveux tandis que l’acétylcholine et 

le glutamate sont des neurotransmetteurs excitateurs activant la contraction musculaire et libérant certaines 

hormones. En revanche, chez les invertébrés, le glutamate est également un neuromédiateur inhibiteur lorsqu’il active 

les GluCls. 

  

A. Structure des LGICs 

Grâce à la cristallographie des récepteurs et à leur observation au microscope électronique, certains 

récepteurs tels que les nAChRs (202,203) ou les GluCls (204) montrent des similarités de structures. Un récepteur 

LGIC est composé de l’association de cinq sous-unités organisées en pentamère. Cinq sous-unités identiques peuvent 

s’associer pour former des récepteurs homopentamériques mais différentes sous-unités peuvent également s’associer 

pour former des récepteurs hétéropentamériques. Une telle diversité de sous-unités et d’associations potentielles 

supposent également une grande diversité de fonctions.  
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Figure 15 : Structure d'un Ligand-Gated Ion Channel. 

A. Cristallographie du récepteur GLC-1 de C. elegans. Chacune des cinq sous-unités est différenciée par une couleur (violet, vert, rouge, 

orange et bleu). Le glutamate représenté par des boules rouges se fixe au niveau de la partie extracellulaire du récepteur. L’ivermectine 

représentée par des boules jaunes est enchâssée dans la membrane (adaptée de Hibbs & Gouaux, 2011 (204)). 

B. Structure schématique d’un récepteur et d’une sous-unité. Chaque sous-unité est composée de 4 domaines transmembranaires (M1-4) et 

d’une boucle cys-loop représentée par un pont disulfure en N-ter (adaptées de Raymond et Sattelle, 2002 et Beech et al, 2011 (200,205)) 

 

Chaque sous-unité est enchâssée dans la membrane cellulaire grâce à ses quatre domaines transmembranaires 

(TM1-4) hydrophobes. Une sous-unité a une extrémité N-terminale extracellulaire contenant un domaine cys-loop 

de treize résidus encadrés par deux cystéines liées de façon covalente. Cette boucle à cystéines est située entre le site 

de liaison du ligand naturel (acétylcholine, GABA, glutamate…) et le pore du canal (Figure 15A, Figure 16, Figure 

17). La partie extracellulaire possède également 7 boucles notées d’A à G. La partie C-terminale intracellulaire ainsi 

que la boucle intracellulaire entre les TM3 et TM4 possèdent des sites de régulation de l’activité du canal (sites de 

phosphorylation). Le 2e domaine transmembranaire constitue le pore du canal (Figure 15B, Figure 16, Figure 17). 

Ainsi, le TM2 est responsable de la sélectivité ionique du canal. Un récepteur est un système dynamique qui change 

de conformation pour passer dans plusieurs états tels que les états ouverts, fermés, désensibilisés, inactif... 

  

Glutamate

Ivermectine

A

B
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Figure 16 : Alignement de séquences protéiques de GluCls des nématodes C. elegans (Cel) et H. contortus (Hco) et des insectes 

A. mellifera (Ame) et D. melanogaster (Dme). 

Les domaines transmembranaires, les domaines cys-loop et la partie intracellulaire hypervariable sont indiqués par des barres 

noires au dessus des séquences. Les acides aminés communs entre toutes les séquences sont surlignés en bleu foncés. Les 

acides aminés communs entre les GluCls de nématodes sont surlignés en bleu clair tandis que les acides aminés communs 

entre les GluCls d’insectes sont surlignés en rose. 
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Figure 17 : Alignement de séquences protéiques de GABACl des insectes A. mellifera (Ame) et D. melanogaster (Dme). 

Les domaines transmembranaires, le domaine cys-loop et la partie intracellulaire hypervariable sont indiqués par des barres 

noires au dessus des séquences. Les acides aminés communs entre toutes les séquences sont surlignés en bleu foncés. 
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B. Activation des LGICs 

Les LGICs sont présents au niveau post-synaptique à l’interface neurone – neurone ou à la jonction 

neuromusculaire. A la suite d’un influx nerveux, les ligands naturels sont libérés dans la fente synaptique et se fixent 

sur les récepteurs présents sur le neurone post-synaptique pour les activer et ouvrir les canaux. Un influx ou un efflux 

d’ions passe à travers le canal et induit un signal qui peut être impliqué dans certains processus biologiques tels que 

la contraction musculaire, la ponte des œufs, la recherche de nourriture etc… Dans le cas des GluCls et des GABACl, 

l’ouverture du canal permet une entrée d’ions chlore Cl- dans la cellule et entraine une hyperpolarisation membranaire 

qui est un signal inhibiteur (204). A l’inverse, les canaux cationiques, comme les nAChRs, vont permettre de 

transmettre un signal d’excitation. Une fois le signal transmis, les ligands naturels sont dégradés ou recapturés en 

partie par le neurone présynaptique (Figure 18). 

 

 

Figure 18 : Structure schématique d’une synapse. Les ligands représentés par des boules violettes sont libérés de la synapse présynaptique 

à la suite d’un signal nerveux. Les ligands se fixent sur les récepteurs LGICs présents au niveau post synaptique. Suivant le type de récepteur, 

leur activation induit un signal activateur (nAChR…) ou inhibiteur (GluCl, GABACl). 
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Les lactones macrocycliques se fixent sur certains de ces récepteurs tels que les GluCls et les GABACls au 

niveau de leurs TM1 et TM3 et changent la conformation des récepteurs pour agir sur le TM2 qui est le pore du 

canal. La fixation des lactones macrocycliques sur les GluCls est irréversible (121,206). En effet, l’ivermectine est 

enchâssée dans la membrane cellulaire (Figure 15A) ce qui limite son élimination contrairement aux ligands naturels 

qui sont rapidement dégradés et recapturés. Ainsi, la fixation des lactones macrocycliques sur les canaux entrainent 

une ouverture permanente des canaux et envoient un signal inhibiteur permanent inhibant la transmission neuronale 

ou musculaire (207–209). Physiologiquement, cela se traduit par une paralysie flasque et la mort du parasite (17). 

 

C. Voltage-clamp à deux électrodes pour l’étude des canaux 

ioniques 

L’étude des canaux ioniques est un domaine complexe par le nombre de facteurs pouvant modifier la 

fonctionnalité et la pharmacologie de ces récepteurs. L’injection d’ARNm codant pour des sous-unités de canaux 

ioniques dans des ovocytes de Xenopus laevis couplés à la technique de voltage-clamp à double électrodes (TEVC : 

Two-Electrode Voltage-Clamp), a permis d’identifier et de caractériser plusieurs LGICs de vertébrés et d’invertébrés 

au niveau fonctionnel et pharmacologique. C’est un outil puissant permettant d’identifier la bonne composition en 

sous-unités pour permettre la formation d’un récepteur fonctionnel et pour caractériser les propriétés 

pharmacologiques de ces récepteurs. 

Les canaux ioniques ligands dépendant servent à transmettre des signaux rapidement à travers l’organisme. 

Les processus d’activations et de désactivations de ces récepteurs sont finement régulés dont certains agissent sur 

leur fonctionnalité et leur pharmacologie. 

La fonctionnalité et la pharmacologie des récepteurs peuvent être modifiées avec un changement de 

composition en sous-unité. En effet, l’ajout ou la suppression d’une sous-unité peut complètement changer la 

pharmacologie d’un récepteur comme cela a été montré pour des nAChR en œufs de xénope (210). 

Physiologiquement, cela peut se traduire par des fonctions différentes comme c’est le cas pour des GluCls d’insectes 

(211). De même, la formation de certains récepteurs nécéssite la présence de protéines auxiliaires qui ne font pas 

directement partie des récepteurs mais qui permettent leur bonne prise en charge pour l’adressage au réticulum 

endoplasmique ou à la membrane. C’est le cas de certains nAChR tels que les récepteurs au levamisole ou au morantel 

(113,210,212). Bien que les GluCls et les GABACls décrits ne nécessitent pas leur utilisation, il est possible que des 

protéines accessoires soient nécessaires pour certains récepteurs ou certaines sous-unités, tandis que d’autres 

pourraient augmenter le taux d’expression des sous-unités à la membrane. Cela expliquerait pourquoi l’injection de 

sous-unités seules telles que AVR-14A, GLC-4 ou UNC-49A chez les nématodes ne permet pas de former des 

récepteurs fonctionnels (17,213). De plus, dans le cas de co-injection d’ARNm, la modification du ratio d’ARNm 

injectés peut favoriser la formation d’un sous-type de récepteur et ainsi modifier sa pharmacologie comme c’est le 

cas pour les récepteurs au GABA α4β2δ (214). 
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L’expression de sous-unités à la membrane est également régulée aux niveaux épigénétique, transcriptionnel, 

traductionnel etc… ce qui au final, conduit à la formation de différents sous types de récepteurs dans des endroits 

très localisés dans les organismes, avec des fonctions physiologiques et des propriétés pharmacologiques distinctes 

(215,211). Aussi, la présence de mutations sur une sous-unité peut changer sa fonctionnalité et/ou sa pharmacologie. 

 

D. Glutamate-gated chloride-channels (GluCls) 

Les GluCls ne sont présents que chez les invertébrés. Leurs plus proches homologues chez les vertébrés sont 

les récepteurs à la glycine qui possèdent une deuxième cys-loop caractéristique dans la boucle C en plus de la cys-

loop retrouvée chez tous les LGICs (204). Bien que la plupart des insectes ne possèdent qu’un seul gène codant une 

sous-unité de GluCl, des phénomènes d’épissages alternatifs et d’édition de transcrits engendrent une grande diversité 

d’isoformes (216–221). Pour les nématodes, le nombre de gène codant des GluCls varient suivant l’espèce (115), 

allant de 4 gènes pour les filaires (B. malayi) à 6 gènes pour C. elegans et H. contortus (Figure 19). L’œuf de la 

grenouille africaine Xenopus laevis a largement été utilisé comme système d’expression hétérologue pour 

l’identification et la caractérisation fonctionnelle des LGICs de vertébrés et d’invertébrés. C’est un modèle puissant 

permettant d’étudier la fonctionnalité et la pharmacologie de canaux ioniques (222). 
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Figure 19 : Arbre de distance (Neighbour Joining) des séquences protéiques des GluCls de nématodes et d’insectes avec les récepteurs 

à la glycine de vertébrés. 

Les séquences utilisées sont disponibles sur Genbank sous les numéros d’accession suivant : Anopheles gambiae (Aga), Aga-GluCl 

(AGS43089.1), Apis mellifera (Ame), Amel-GluCl (ABG75737), Brugia malayi (Bma), Bma-AVR-14B (MW196269), Bma-GLC-2 

(MW196266), Bma-GLC-3 (MW196267), Bma-GLC-4 (MW196268), Caenorhabditis elegans (Cel), Cel-AVR-14A (AAC25481), Cel-AVR-

14B (MW196270), Cel-AVR-15A (CAA04171), Cel-AVR-15B (CAA04170), Cel-GLC-1 (AAA50785), Cel-GLC-2 (AAA50786), Cel-GLC-

3 (CAB51708), Cel-GLC-4 (NP_495489.2), Cooperia oncophora (Con), Con-AVR-14B (CBM40945.1), Con-GLC-2 (AAR21856.1), Con-

GLC-4 (CCN97894.1), Cylicocyclus nassatus (Cna), Cna-GLC-2 (AAU95604.1), Cna-GLC-3 (AAU95605.1), Drosophila melanogaster 

(Dme) : Dme-GluCl (AAC47266), Haemonchus contortus (Hco), Hco-AVR-14A (CAA74622), Hco-AVR-14B (CAA74623), Hco-GLC-2 

(CAA70929), Hco-GLC-4 (ABV68894), Hco-GLC-5 (AAD13405), Ixodes scapularis (Isc) : Isc-GluCl (ALF36853), Laodelphax striatellus 

(Lst), Lst-GluCl (AEE39458.1), Musca domestica (Mdo) : Mdo-GluCl (BAD16657), Parascaris univalens (Pun), Pun-AVR-14B 

(MW187941), Pun-GLC-2 (MW187938), Pun-GLC-3 (MW187939), Pun-GLC-4 (MW187940), Pun-GLC-5 (QBZ81966), Pediculus 

humanus humanus (Phh): Phh-GluCl-1 (MT321070), Phh-GluCl-2 (MT321071), Plutella xylostella (Pxy), Pxy-GluCl (NP_001292447.1), 

Rhipicephalus microplus (Rmi): Rmi-GluCl (AHE41097), Tetranychus urticae (Tur) : Tur-GluCl (BAJ41378), Tribolium castaneum (Tca) : 

Tca-GluCl (NP_001107775) et les récepteurs à la glycine de vertébrés sont utilisés comme outgroup, Homo sapiens (Hsa), Hsa-GLRA1 

(NP_000162.2), Hsa-GLRA2 (NP_001112357.1), Hsa-GLRA3 (NP_001036008.1), Hsa-GLRB (NP_000815.1). Les valeurs de bootstraps 

(1000 réplicats) sont indiquées à chaque nœud. Les séquences en rouges sont celles identifiées au cours de cette thèse. 

 

 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/528748043
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/297374627
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/38491403
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/444908115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/53854309
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/53854311
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/332294196
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/770075456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/119372310
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1. GluCls de nématodes 

 Récepteurs décrits 

A ce jour, huit gènes codant pour des GluCls ont été identifiés et nommés avr-14, avr-15, glc-1, glc-2, glc-3, glc-

4, glc-5 et glc-6. Les gènes avr-15 et glc-1 n’ont été identifiés que chez le nématode libre C. elegans tandis que glc-

5 et glc-6 n’ont été décrits que chez H. contortus. La nomenclature ayant évolué au cours du temps et des recherches, 

le 

Tableau 2 regroupe les différents noms donnés pour chaques sous-unités décrites chez C. elegans, C. oncophora et 

H. contortus. De même le Tableau 3 résume les connaissances pharmacologiques des différents sous-types de GluCls 

décrits chez les nématodes C. elegans, C. oncophora, Dirofilaria immitis et H. contortus. 
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Tableau 2 : : Gènes et sous-unités décrites à ce jour chez les nématodes C. elegans, C. oncophora et H. contortus 
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Tableau 3 : Résumé des connaissances sur la sensibilité des différents sous-types de GluCls décrits chez les nématodes C. elegans (Cel), 

C. oncophora (Con), D. immitis (Dim) et H. contortus (Hco). ND signifie Non Déterminé. 

 

Parmi ces gènes, avr-14 est très conservé chez les nématodes libres et parasites (223). Il a été identifié chez de 

nombreuses espèces dont C. elegans (17), Ascaris suum (224), Cooperia oncophora (170), Dirofilaria immitis (225), 

H. contortus (171,176,177,226) et Ostertagia ostertagi (178). Des sites d’épissages alternatifs présents sur ce gène 

permettent la synthèse des deux protéines AVR-14A et AVR-14B qui partagent la même partie N-terminale mais 

varient dans leur partie C-terminale. Dans chaque étude étudiant la fonctionnalité de ces deux sous-unités, il est décrit 

qu’AVR-14A ne forme pas de récepteurs fonctionnels homomériques (17,225). A l’inverse, la sous-unité AVR-14B 

est décrite comme formant des récepteurs homomériques sensibles au glutamate et à l’ivermectine chez C. elegans, 

C. oncophora, D. immitis et H. contortus (17,170,176,177,225). Pour H. contortus et C. oncophora, le récepteur 

AVR-14B est décrit comme étant sensible au glutamate à des concentrations de l’ordre du µM avec des EC50 de 

28 µM (177) et 29,7 +/- 4 µM (170), respectivement. A l’inverse, chez C. elegans et D. immitis, les EC50 sont de 

l’ordre du mM (17,225). Par conséquent, des concentrations aussi élevées pour activer ces récepteurs interpellent 

quant à la fonctionnalité d’un tel récepteur in vivo et suggèrent qu’une association de plusieurs sous-unités est 

nécessaire pour augmenter la sensibilité du récepteur au glutamate. Aussi, AVR-14B est plus sensible à l’ivermectine 

que pour le glutamate (Figure 20) ce qui en fait une cible pharmacologique majeure des lactones macrocycliques. 
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Figure 20 : Courants représentatifs d’un ovocyte de Xenopus laevis exprimant AVR-14B de C. elegans (A), de D. immitis (B) et d’H. 

contortus (C) en réponse à du glutamate (100µM-10 mM) puis de l’ivermectine (100pM-10 µM) (adaptée de Dent et al, 2000 ; Yates & 

Wolstenholme, 2004 ; McCavera et al, 2008) 

 

 

GLC-1 (121) et AVR-15 (207) qui semblent être des sous-unités spécifiques de C. elegans sont capables de 

former des récepteurs homopentamériques fonctionnels. GLC-1 est sensible à l’ivermectine mais pas au glutamate 

tandis qu’AVR-15 est sensible au glutamate et à l’ivermectine. A l’inverse de GLC-1, GLC-2 est capable de former 

un récepteur homopentamérique fonctionnel sensible au glutamate mais pas à l’ivermectine chez C. elegans (121), 

C. oncophora (170) et H. contortus (177) ce qui en fait à ce jour le seul récepteur GluCl qui n’est pas sensible à 

l’ivermectine. 

Parmi les autres récepteurs homomériques potentiels, GLC-3 n’a été décrit que chez C. elegans (227) mais le 

récepteur n’est activé qu’avec des concentrations en glutamate de l’ordre du millimolaire une fois exprimé en œufs 

de xénope. Comme pour AVR-14B, il est tentant d’émettre l’hypothèse que GLC-3 peut potentiellement s’associer 

à une ou plusieurs autres sous-unités pour augmenter sa sensibilité au glutamate. Cel-GLC-3 est aussi une cible de 

l’ivermectine. GLC-3 a également été identifié et décrit comme étant sensible à l’ivermectine chez le cyathostome 

Cylicocyclus nassatus (228). 

La sous-unité glc-4 est relativement divergente par rapport aux autres GluCls et forme un groupe à part bien 

qu’elle possède les sites caractéristiques d’une sous-unité GluCl (Figure 19). Actuellement, la fonction et la 

pharmacologie de GLC-4 restent inconnues quelle que soit l’espèce de nématode. Bien qu’il n’y ait que peu 

d’informations sur glc-4, une étude des génomes de nématodes de différents clades a mis en évidence que cette sous-

unité était très conservée chez les Nematoda. GLC-4 et AVR-14 représentent les deux sous-unités les plus retrouvées 

chez les nématodes (223). 
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GLC-5 d’H. contortus forme le sous-type de GluCl le plus sensible au glutamate décrit à ce jour (EC50 glutamate 

de 8,4 +/- 0,56 µM). Comme la plupart des autres GluCls, GLC-5 est activé par l’ivermectine (229–232). La sous-

unité GLC-6 d’H. contortus a également été décrite comme étant impliquée dans la sensibilité à l’ivermectine. En 

effet, à la suite d’expériences de transgenèse dans le nématode modèle C. elegans, l’expression de Hco-GLC-6 dans 

un mutant de C. elegans résistant à l’ivermectine (souche DA1316 : avr-14, avr-15, glc-1) a permis de restaurer sa 

sensibilité à l’ivermectine (18). Les sous-unités glc-5 et glc-6 n’ont été caractérisées que chez le nématode parasite 

H. contortus et sont par conséquent des cibles particulièrement intéressantes pour le développement de nouveaux 

antiparasitaires spécifiques d’une espèce ou d’un type de parasites. 

Si des combinaisons entre les sous-unités de GluCls peuvent potentiellement contribuer à la diversité de ces 

récepteurs, elles n’ont été que peu étudiées. Pourtant, les très fortes EC50 de glutamate (de l’ordre du mM) pour 

certaines sous-unités telles que AVR-14B (171) et GLC-3 (227) de C. elegans suggèrent que des associations avec 

d’autres sous-unités sont possibles voir nécessaires pour former des récepteurs fonctionnels avec des EC50 de l’ordre 

du µM. 

A l’heure actuelle, seuls trois sous-types de GluCls hétéromériques ont été décrits : GLC-1/GLC-2, AVR-

15/GLC-2 et AVR-14B/GLC-2. Chez C. elegans, GLC-2 est capable de s’associer aux sous-unités spécifiques de C. 

elegans GLC-1 (121) et AVR-15 (233) pour former des récepteurs sensibles au glutamate et à l’ivermectine. De 

même, AVR-14B s’associe à GLC-2 pour former un autre sous-type de GluCl sensible au glutamate et à l’ivermectine 

chez Cooperia oncophora (170) et H. contortus (177). GLC-2 étant sensible au glutamate mais pas à l’ivermectine, 

ces résultats suggèrent que la sensibilité à l’ivermectine est apportée par GLC-1, AVR-15 et AVR-14 et non par 

GLC-2. GLC-2 est la sous-unité commune entre ces trois sous-types de récepteurs hétéromériques et semble donc 

être une sous-unité très importante dans la formation de GluCls chez les nématodes. 

 A ce jour, aucune caractérisation fonctionnelle n’a été faite sur les GluCls de B. malayi mais les séquences 

des ARNm d’avr-14a (HQ123446.1) et d’avr-14b (HQ123447.1) ont été précédemment annotées par Moreno et al, 

2010 (234). Pour Parascaris sp., seule une séquence d’ADNc d’avr-14b a été annotée dans Genbank (EF012200.1) 

par Strube et al, 2006. Aucune caractérisations fonctionnelle et pharmacologique n’ont été réalisées sur ces sous-

unités. Bien que les lactones macrocycliques soient restées efficaces après des décennies d’utilisation, le manque 

d’alternatives thérapeutiques et l’émergence de plus en plus de parasites résistants (notamment pour Parascaris sp.) 

rend l’étude des GluCls nécessaire et urgente pour les besoins en santé humaine et animale. 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HQ123446.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HQ123447.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EF012200.1


 

 

62 

 Localisation 

Les GluCls de nématodes sont exprimés dans différents tissus. Leur localisation et leur expression tissulaire 

varient suivant la sous-unité. Cela inclue le système nerveux, les muscles du pharynx, les organes reproducteurs et 

les tissus localisés autour du pore excréteur (Tableau 4). 

L’expression du promoteur de Cel-avr-14 (17) montre une localisation dans le système nerveux (anneau 

nerveux, queue) qui est corrélée aux observations faites au niveau protéique pour AVR-14a et AVR-14b de H. 

contortus et d’A. suum avec l’utilisation d’anticorps spécifiques (224). Pour H. contortus (224) et C. elegans (7), avr-

14 est également exprimé dans des neurones moteurs. En revanche, chez B. malayi, la localisation d’avr-14 est 

différente. En effet, l’immunolocalisation de Bma-AVR-14 est retrouvée dans les tissus entourant le pore excréteur 

(234) et l’expression des ARNm de cette sous-unité a été observée dans les tissus reproducteurs mâles et femelles 

(canal déférent et ovaires) ainsi que dans les cordons nerveux latéraux, dans les embryons et dans l’utérus des 

microfilaires (235). Cependant, seule l’étude de Jagannathan et al, 1999 (224) permet de différencier la localisation 

d’expression des sous-unités AVR-14a et AVR-14b. 

 

 

Tableau 4 : Localisation des sous-unités de GluCl décrites chez les nématodes A. suum, C. elegans, B. malayi et H. contortus 
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Chez C. elegans, glc-2 et avr-15 sont exprimées dans les muscles pm4 et pm5 du pharynx (207,236) et 

peuvent donc potentiellement s’associer pour former un récepteur hétéromérique in vivo comme cela a été démontré 

en œufs de xénope (233). Bien que Cel-glc-2 n’ait pas été observée dans d’autres tissus, Cel-avr-15 est également 

exprimée dans des neurones moteurs de la tête et dans le cordon nerveux ventral (207). Comme c’était le cas pour 

avr-14, glc-2 présente une différence d’expression entre les nématodes C. elegans et H. contortus. Chez C. elegans 

glc-2 est exprimée dans les muscles du pharynx tandis que pour H. contortus GLC-2 est exprimée dans les cordons 

nerveux latéraux et sublatéraux, aux commissures des neurones moteurs, des cordons nerveux dorsaux et ventraux 

mais pas dans les muscles du pharynx (237,238).  

Chez C. elegans, glc-3 possède dans sa séquence une signature d’expression dans le neurone AIY (239) qui 

est impliqué dans le changement de sens de mouvement du ver à la suite d’un stimuli odorant ou d’un changement 

de température (240). 

Enfin glc-5 de H.contortus est exprimée dans les commissures de neurones moteurs (237). 

Bien que très dépendant de la qualité des anticorps utilisés pour l’immunolocalisation des sous-unités, ces 

études montrent que la localisation de chaque sous-unité semble varier suivant l’espèce de nématode, le stade de 

développement et le sexe suggérant des fonctions différentes suivant l’espèce, le stade et le sexe des nématodes. 
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 Fonctions 

 La distribution spatio-temporelle des sous-unités de GluCl suggère une implication des récepteurs dans 

différents processus physiologiques modulateurs impliquant le système nerveux tels que la locomotion, les activités 

liées au pharynx (recherche de nourriture), la réaction à des stimulus sensoriels et l’excrétion de molécules. De plus, 

l’application d’ivermectine sur les nématodes entraine des disfonctionnements de la reproduction et de la fécondité 

suggérant un rôle des GluCls dans ces fonctions (115). 

 Certains GluCls sont impliqués dans la modulation de la locomotion ce qui explique l’expression de 

certains gènes dans les neurones moteurs (Tableau 4, Hco-AVR-14, Hco-GLC-2, Hco-GLC-5). Chez C. elegans, 

des mutations des gènes avr-14, avr-15, glc-1 et/ou glc-3 changent le comportement du ver (17,18). En effet, prises 

indépendamment, les mutations de les trois gènes avr-14, avr-15 et glc-1 augmentent la fréquence à laquelle le ver 

change de direction suggérant un rôle de régulateur dans le changement de direction (17). A l’inverse, une mutation 

dans glc-3 augmente cette fréquence ce qui est cohérent avec sa localisation hypothétique dans le neurone AIY (239). 

Sans stimulus, le neurone AWC est activé et inhibe le changement de direction en inhibant le neurone AIY via GLC-

3 (l’activation de GLC-3 par le glutamate entraine une hyperpolarisation qui inhibe le neurone AIY). En revanche, 

lorsque le neurone AWC reçoit les informations des neurones senseurs répondant aux odeurs et aux changements de 

température, il est inhibé ce qui permet l’activation du neurone AIY. Cela favorise le changement de direction du ver 

qui se dirigera vers un lieu avec une température plus adéquate ou vers une source de nourriture (240). De façon 

surprenante, le remplacement de la sous-unité Cel-avr-14 par Hco-avr-14b diminue la fréquence de changement de 

direction suggérant des rôles différents d’avr-14 en fonction de l’espèce de nématode ce qui est cohérent avec les 

différences de localisation observées. Les auteurs expliquent ce phénomène par la plus grande affinité au glutamate 

de Hco-avr-14b par rapport à Cel-avr-14b, qui serait donc un activateur du changement de direction (18). 

 Aussi, des mutations d’avr-14 et d’avr-15 ont montré leur implication dans la recherche de nourriture via 

l’activité du pharynx. La présence d’avr-15 dans les muscles du pharynx facilite sa relaxation et inhibe l’activité de 

pompage (207,241) avec également une potentielle implication de glc-2 (236). 
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2. GluCls d’insectes 

 Récepteurs décrits 

Contrairement aux nématodes, les insectes ne possèdent qu’un seul gène codant pour des GluCls. Tout 

comme pour les nématodes, il a été décrit que l’activité des lactones macrocycliques est principalement médiée par 

leur fixation aux GluCls d’insectes. La recherche des cibles de l’ivermectine chez les insectes a dans un premier 

temps permis l’identification du GluCl de l’organisme modèle Drosophila melanogaster qui présente une sensibilité 

à l’ivermectine (206). Par la suite, les GluCls de nombreuses espèces d’insectes ont été caractérisés telles que Apis 

mellifera (218), Anopheles gambiae (242), Bombyx mori (243), Caligus rogercresseyi (134), Ixodes scapularis (244), 

Laodelphax striatellus (245), Musca domestica (116,246,247), Plutella xylostella (248), Rhipicephalus microplus 

(249), Tetranychus cinnabarinus (250) et Tetranychus urticae (148). 

Bien que n’ayant qu’un seul gène de GluCl, la diversité des sous-unités des GluCls d’insectes est générée 

par des évènements d’épissages alternatifs ainsi que par des phénomènes d’édition des transcrits appelés A-to-I 

edditing (219,251). Bien que ces phénomènes n’engendrent que peu de différences au niveau de la séquence protéique 

des GluCls, elles sont suffisantes pour que les différents variants aient des propriétés pharmacologiques, des 

localisations et des rôles physiologiques différents. 

Certains variants de GluCl sont capables de former des récepteurs homomériques fonctionnels tandis que 

d’autres modifient la pharmacologie d’autres variants. Parmi les récepteurs décrits, leur sensibilité au glutamate et à 

l’ivermectine dépend du variant ainsi que de l’espèce étudiée. Chez les arthropodes, les EC50 du glutamate varient 

de 6,89 µM chez le copépode Caligus rogercresseyi à 3,019 mM chez l’acarien Tetranychus cinnabarinus (Tableau 

5). 

 

 

Tableau 5: Résumé des connaissances sur la fonctionnalité des GluCls décrits chez les arthropodes 
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 Localisations et fonctions 

L’étude de l’expression des transcrits (RT-PCRq) de GluCls de la cicadelle brune Laodelphax striatellus à 

différents stades et dans les différents segments, a révélé une présence abondante d’ARNm dans la tête des adultes 

mais également plus faiblement dans le thorax, l’abdomen et les pattes (245) suggérant un rôle dans les processus 

sensoriels majoritairement perçus par la tête. D’autres expériences de qRT-PCR chez plusieurs espèces d’insectes 

(Mythimna separata et Chilo suppressalis) montrent également une présence préférentielle des transcrits au niveau 

de la tête (252,253). 

Chez A. mellifera, deux variants de GluCls (A et B) ont été identifiés et localisés dans la tête et notamment 

au niveau des lobes antennaires, des corps de champignons et des lobes optiques avec une préférence pour les 

neuropiles pour la forme GluCl-A et les corps cellulaires pour la forme GluCl-B (215). La différence de localisation 

de ces sous-unités peut expliquer leur implication différentielle dans les fonctions biologiques de l’abeille. 

L’utilisation de pARNi (petits ARN interférents ou siRNA) spécifiques de chaque sous-unité a mis en évidence le 

rôle de GluCl-A dans la mémoire olfactive tandis que GluCl-B est impliquée dans la perception des odeurs (211) ce 

qui est cohérent avec les fonctions connues des corps champignons (processus d’apprentissage et de mémoire). 

De façon similaire, chez le moustique Anopheles gambiae, l’utilisation d’anticorps dirigés contre plusieurs 

variants de GluCls a montré une expression dans les antennes, l’organe Johnston (amas de cellules sensorielles au 

bout des antennes), le ganglion supraesophageal et le ganglion thoracique. L’organe Johnson a des fonctions dans 

l’audition et la coordination lors de vols tandis que les ganglions contiennent des neurones moteurs nécessaires au 

contrôle des ailes et des muscles des pattes. Ces localisations suggérent une implication des GluCls dans les fonctions 

d’audition et de mouvements (254). 

Aussi, la localisation des GluCls d’A. mellifera et A. gambiae dans les lobes optiques suggère un rôle des 

GluCls dans des processus associés à la vision (215,254). 

Chez la blatte Diploptera punctata, les GluCls inhibent la synthèse de l’hormone juvénile nécessaire au 

développement post-embryonnaire des insectes (255) suggérant un rôle des GluCls dans le développement des 

insectes. De plus, cette hormone a également un impact sur la mémoire olfactive des abeilles (256) ce qui confirme 

que les GluCls ont un rôle dans ces processus mémoriels. 
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E. Récepteurs au GABA des insectes 

Le GABA est le principal neurotransmetteur inhibiteur du système nerveux des vertébrés et des invertébrés. 

Il est impliqué dans de nombreux processus physiologiques. Cependant, les récepteurs au GABA des invertébrés 

n’ont pas d’homologues chez les vertébrés, et inversement. Des analyses phylogénétiques montrent que les sous-

unités alpha et gamma des récepteurs au GABA de vertébrés forment un groupe à part se rapprochant des sous-unités 

GRD et 8916. Les sous-unités beta clusterisent avec les sous-unités LCCH3 des invertébrés (Figure 21). Bien qu’il 

n’y ait pas de distinctions phylognétiques claires entre les sous-unités de récepteurs au GABA de vertébrés et 

d’invertébrés, des différences notables sont observées au niveau des acides aminés impliqués dans les interactions 

avec les insecticides tels que l’ivermectine et le fluralaner (Figure 22). Cela en fait des cibles pharmacologiques 

pertinentes pour le développement de molécules antiparasitaires qui n’auraient donc pas de cibles chez les vertébrés, 

limitant ainsi les effets secondaires potentiels. De plus, les récepteurs au GABA sont les cibles de nombreux 

insecticides (isoxazolines, fipronil, dieldrin…) et anthelminthiques efficaces (ivermectine), ce qui confirme leur 

intérêt en tant que cible pharmacologique pour le developpement de nouveaux composés. Chez les insectes, quatre 

gènes codant pour des sous-unités de récepteurs au GABA ont été identifiés : resistant to dieldrin (rdl), GABA and 

glycine-like receptor of Drosophila (grd), ligand-gated chloride channel homologue 3 (lcch3) et 8916 (219). 
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Figure 21 : Arbre phylogénétique de distance (BioNJ) de sous-unités de récepteurs au GABA des invertébrés et des vertébrés. 

Les espèces d’invertébrés représentées sont A. mellifera (Amel), C. elegans (Cel), C. felis (Cfe), D. melanogaster (Dme), H. 

contortus (Hco), M. domestica (Mdo), R. microplus (Rmi), T. castaneum (Tca) et V. destructor (Vde). Les espèces de vertébrés 

sont H. sapiens (Hsa) et C. lupus (Clu) et leurs sous-unités respectives sont indiqués en bleu. Les valeurs de bootstraps (1000 

réplicats) sont indiquées à chaque nœud. L’échelle représente le nombre de substitution par site.  
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Figure 22 : Alignement des séquences protéiques de sous-unités de GABACl des vertébrés Homo sapiens (Hsa) et Canis lupus (Clu), et 

des invertébrés A. mellifera (Ame), D. melanogaster (Dme) et R. microplus (Rmi) 

Les domaines transmembranaires TM1-3 sont surlignés en gris et indiqués par des barres noires au dessus des séquences. Les 

acides aminés impliqués dans l’intéraction à l’ivermectine sont surlignés en vert. Les acides aminés impliqués dans l’intéraction 

au fluralaner sont surlignés en violet. Les acides aminés impliqués dans les intéractions à l’ivermectine et au fluralaner sont 

surlignés en rouge. 

  



 

 

70 

1. Récepteur RDL (Resistant to Dieldrin) 

 Pharmacologie 

Parmi les quatre sous-unités décrites chez les insectes, la sous-unité rdl a été découverte en criblant des 

mutants de l’organisme modèle D. melanogaster résistant à la dieldrine (257). Les sous-unités RDL d’autres espèces 

d’insectes sont très conservées et ont un motif PAR au début de leur TM2 qui est nécessaire pour la formation d’un 

canal ionique perméable aux anions (258). A l’inverse, les sous-unités GRD et LCCH3 n’ont pas ce motif et sont des 

récepteurs cationiques (259) (Figure 23). 

 

 

Figure 23 : Alignement des séquences protéiques de sous-unités de RDL, GRD et LCCH3 des insectes A. mellifera (Ame) et D. 

melanogaster (Dme) et R. microplus (Rmi) 

Les domaines transmembranaires TM1-3 sont indiqués par des barres noires au dessus des séquences. Les acides aminés en 

communs entre les trois séquences sont surlignés en bleu. Le motif PAR des canaux ioniques perméable aux anions est indiqués 

par des étoiles rouges au dessus des séquences. 
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Des analyses génomiques ont montré que plusieurs sous-unités de RDL sont codées par un seul gène chez 

une large gamme d’insectes tels que A. mellifera (218), N. vitripennis (216) et T. castaneum (217). Chez les insectes, 

comme pour les GluCls, la diversité des sous-unité provient d’épissages alternatifs (260–262) et de A-to-I edditing 

(251). Le nombre de variants identifiés diffère selon l’espèce d’arthropode étudiée. Ainsi, des orthologues de RDL 

ont été identifiés chez certains arthropodes mais seulement quelques-uns ont été caractérisés au niveau fonctionnel 

(Tableau 6), incluant Acyrthosiphon pisum (260), Anopheles gambiae (263), Apis mellifera (218,259), Cyrtorhinus 

lividipennis (264), Dermacentor variabilis (265), Drosophila melanogaster (266), Drosophila simulans (267), 

Lepeophtheirus salmonis (187), Laodelphax striatellus (268), Musca domestica (116,247), Nilaparvata lugens 

(264,269), Rhipicephalus microplus (187), Tetranychus cinnabarinus (270) et Varroa destructor (271). Les sous-

unités RDL forment des récepteurs homomériques sensibles au GABA avec des EC50 variant de 3,8 +/- 0,3 µM chez 

Laodelphax striatellus (268) et 445 +/- 47 µM chez l’araignée Tetranychus cinnabarinus (250) avec l’exception de 

RDL-2 du parasite d’abeille Varroa destructor (2,4 +/- 0,3 µM) (271). Bien que les récepteurs au GABA soit des 

cibles reconnues de l’ivermectine, leur sensibilité à cette molécule est très variable et dépend de la sous-unité et de 

l’espèce. Les valeurs d’EC50 à l’ivermectine vont de la dizaine de nanomolaires (42 +/- 7,7 nM pour RDL de M. 

domestica) à la dizaine de micromollaires (> 10 µM pour les sous-unités RDL de T. cinnabarinus) (Tableau 6). 
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Tableau 6: Résumé des connaissances sur la fonctionnalité des sous-unités RDL décrites chez les arthropodes 

 

RDL est un récepteur modèle pour l’étude des récepteurs au GABA des insectes car c’est une cible majeure 

de nombreux insecticides actuellement commercialisés tels que le fipronil utilisé en médecine vétérinaire et pour la 

protection des cultures (272), ou plus récemment la famille des isoxazolines utilisée contre les ectoparasites (puces 

et acariens) des chiens et des chats (185). Ce récepteur est également porteur de mutations conférant des résistances 

aux insecticides. En effet, une substitution d’un acide aminé du TM2 (Ala 302 → Ser) de RDL retrouvée chez une 

souche de D. melanogaster résistante aux insecticides entraine une perte de sensibilité du récepteur pour la 

picrotoxine et la dieldrine (257,273). La même mutation a également été confirmée chez A. aegypti (274). Cette 

mutation a également été identifiée chez N. lugens comme apportant une résistance à l’éthiprole (famille des 

phenylpyrazoles) mais étonnement pas au fipronil (269). De même, la même mutation chez P. xylostella ne suffit pas 

pour conférer une résistance au fipronil (275) suggérant que le mécanisme impliqué dans la résistance contre cette 

molécule est plus complexe qu’une seule mutation point. Ainsi, il a été montré que les substitutions Ala 302 → Gly 

et Thr 350 → Met sur RDL confèrent au récepteur une perte de sensibilité légère au fipronil chez Drosophila simulans 

(267) et entrainent une diminution de la sensibilité au fipronil, à la delthaméthrine (famille des pyréthroides) et à 

l’imidaclopride (famille des néonicotinoides) chez A. gambiae (263). De même, la substitution Ala 302 → Asn sur 

RDL de Sogatella furcifera (276) et de L. striatellus (277) est associée à une perte de sensibilité au fipronil. 
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 Localisation 

Chez l’organisme modèle D. melanogaster, les sous-unités rdl sont largement exprimées dans le système 

nerveux des stades embryonnaires ainsi que chez l’adulte. Elles sont fortement exprimées dans le cerveau et dans le 

ganglion thoracique (protocérébrum ventro-lateral) et plus particulièrement dans les lobes optiques, le corps en 

ellipse, le corps en éventail, et dans les glomérules des lobes antennaires. Le protocerebrum fait partie du ganglion 

supra-œsophagien et est composé de quatre structures que sont les lobes optiques impliqués dans la vision, la 

parsintercerebralis impliquée dans des processus neuroendocriniens, le complexe central (dont le corps en ellipse et 

le corps en éventail font partie) impliqué dans la locomotion et les corps pédonculés impliqués dans de nombreux 

processus physiologiques comme le sommeil, la locomotion, l’apprentissage et la mémoire olfactive (278,279). 

Ainsi, le récepteur RDL est potentiellement impliqué dans chacun de ces processus. 

Des études quantitatives de transcrits montrent que rdl est principalement exprimé dans le système nerveux 

de la tête des insectes tels que Chilo suppressalis (150) ainsi que dans le thorax et les pattes mais dans une moindre 

mesure chez L. striatellus (280). 

 

 Fonction 

La création de mutants pour de nombreux gènes chez l’organisme modèle D. melanogaster, y compris rdl, a 

permis de mettre en évidence certaines de ses fonctions. L’ingestion de substances alimentaires ou non alimentaires 

est régulée par des neurones GABAergiques exprimant les récepteurs RDL chez la drosophile. Le knockdown du 

gène rdl dans ces neurones conduit la drosophile à une surconsommation d’eau, de sucrose et également de 

substances non alimentaires par rapport à une drosophile sauvage. A l’inverse, l’activation de ces neurones régule la 

consommation (281) confirmant le rôle de RDL dans la régulation de la consommation. 

L’utilisation de mutants de rdl de D. melanogaster a également permis de mettre en évidence son implication 

dans la régulation du sommeil. En effet, rdl est exprimée dans les neurones ventro-latéraux impliqués dans l’initiation 

du sommeil. Cette expression dans ces neurones est favorisée par le gène wake qui active l’expression de RDL à la 

membrane plasmique des neurones, les rendant plus sensibles à un signal GABAergique nécessaire à l’initiation du 

sommeil (282). 

De même, la présence de rdl dans les pattes est expliquée par son implication dans la régulation de l’agression 

entre mâles qui un processus important pour la sélection sexuelle de D. melanogaster. En effet, après un contact 

physique avec une femelle, les récepteurs ppk29 exprimés dans les neurones innervant les poils senseurs des pattes 

captent ce signal et activent une réponse GABAergique activant RDL. L’activation de RDL entraine une inhibition 

de l’agressivité du mâle (283). 
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2. GRD/LCCH3 

 Pharmacologie 

Les deux sous-unités grd et lcch3 ont été identifiées dans plusieurs espèces d’insectes mais n’ont été 

caractérisées au niveau fonctionel que chez Apis mellifera (259), D. melanogaster (284) et Varroa destructor (271). 

A l’inverse de rdl, ces deux sous-unités ne sont pas capables de former des récepteurs homomériques fonctionnels. 

En revanche, la combinaison de grd et lcch3 en œufs de xénope conduit à la formation de récepteurs au GABA ayant 

une sélectivité ionique pour les cations. En effet, le motif PAR du TM2 responsable de la sélectivité anionique 

retrouvé sur RDL n’est pas présent sur GRD ou LCCH3 (Figure 23). 

 

En œufs de xénope, lorsque rdl est injecté en combinaison avec soit grd soit lcch3, les propriétés 

pharmacologiques des récepteurs hétéromériques sont différentes par rapport au récepteur homomérique RDL. En 

effet, LCCH3 modifie la sensibilité de RDL au fipronil et à la picrotoxine chez A. mellifera (259) et participerait à 

des fonctions olfacives (285). 

 

 Localisation et fonction 

Chez C. suppressalis, le niveau d’expression des transcrits évalué par qRT-PCR a montré que lcch3 est plus 

exprimée dans les premiers stades de développement (œufs, L1, L2, L3) et à l’âge adulte qu’aux stades de 

développement plus avancés (L4, L5, L6, nymphe). De plus lcch3 est surtout retrouvée au niveau de la tête et du 

cordon nerveux ventral, mais elle est aussi exprimée dans les intestins (286). 

De même, chez D. melanogaster et L striatellus, grd et lcch3 sont surtout exprimées dans les stades larvaires 

et dans les nymphes au niveau de la tête, du ganglion thoracicoabdominal, des yeux, des glandes accessoires mâles 

et du sytème nerveux central (280,287). Les expressions préférentielles dans les stades larvaires précoces suggèrent 

un rôle important dans le développement. De même, la localisation au niveau de la tête et du sytème nerveux central 

suggèrent des rôles dans des fonctions motrices et sensorielles. 
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3. 8916 

 Pharmacologie 

La sous-unité 8916 a été identifiée chez A. mellifera, Blattella germanica, C. suppressalis, D. melanogaster, 

L. striatellus, Nasonia vitripennis, Periplaneta americana et Tribolium castaneum (216,280,286–288) mais aucunes 

études fonctionnelles ou pharmacologiques n’ont été réalisées sur cette sous-unité. En sa basant sur des analyses 

phylogénétiques, la sous-unité 8916 est affiliée aux autres sous-unités de récepteurs au GABA RDL, GRD et LCCH3. 

 

 Localisation 

Chez C. suppressalis, le niveau d’expression des transcrits évalué par qRT-PCR a montré que 8916 est plus 

exprimée dans les premiers stades de développement (œufs, L1, L2, L3) qu’aux stades de développement plus 

avancés (L4, L5, L6, nymphe) et à l’âge adulte. De plus 8916 est surtout retrouvée au niveau du cordon nerveux 

ventral, mais elle est aussi exprimée dans les intestins et dans la tête (286). Les localisations d’expression de 8916 

de L. striatellus sont similaires mais présentent des niveaux d’expression très inférieurs par rapport à ceux de grd et 

lcch3 dans les mêmes tissus (280). En se basant sur les localisations d’expression de cette sous-unité et nos 

connaissances sur les récepteurs au GABA, nous pouvons spéculer qu’elle a un rôle dans des fonctions motrices et 

sensorielles ainsi que dans le développement. 
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F. Sites d’intéractions des lactones macrocycliques et des 

isoxazolines sur leurs cibles pharmacologiques 

 

A ce jour, nos connaissances sur les sites d’intéractions des différents antiparasitaires sur leurs cibles restent 

très limitées. Ce manque de connaissances peut avoir de graves conséquences comme ça a été le cas avec les 

néonicotinoides et les abeilles. Les néonicotinoides sont des insecticides utiliser contre les insectes nuisibles pour la 

protection des cultures. Malheureusement, leur manque de spécificité les rend très actives sur les abeilles qui ne sont 

pas les cibles voulues de ces produits. Pour éviter ce genre de désastre écologique, il est nécessaire de bien 

comprendre le mode d’action des antiparasitaires en ayant une vue plus globale de leur impact. Ainsi, la cristallisation 

de récepteurs ainsi que des études de modélisation par homologie apportent des informations sur les sites 

d’intéraction des antiparasitaires et permettent de mieux comprendre leur mode d’action sur différentes cibles. Ces 

mémthodes permettent également d’orienter les recerches pour identifier de potentiels mécanismes de résistance. 

Les GluCls et les récepteurs au GABA sont des cibles pharmacologiques majeures de nombreux 

antiparasitaires dont certains agissent sur ces deux types de récepteurs. C’est le cas des MLs et des isoxazolines qui 

agissent aussi bien sur les GluCls que sur les GABACl. Les GluCls et les GABACl d’insectes et de nématodes ont 

des domaines transmembranaires très conservés qui comprennent des sites d’intéractions pour les MLs et les 

isoxazolines. De plus, la plupart des acides aminés impliqués dans ses intéractions sont partagés entre les GluCls et 

les GABACl d’invertébrés (Figure 24). Cela explique en partie le large spectre d’activité de ces molécules. Aussi, 

cela illustre la difficulté de développer des molécules spécifiques d’un sous-type de récepteur ou d’une espèce 

parasite, ainsi que de montrer les difficultés à différencier deux sous-types de récepteurs pharmacologiquement. 
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Figure 24 : Alignements des domaines transmembranaires 1-3 des GluCls et des GABACls de nématodes et d'insectes avec les sites 

d’intéractions de l’ivermectine et du fluralaner 

Les domaines transmembranaires sont surlignés en gris. Les domaines cys-loop sont surlignés en rose. Les acides aminés 

impliqués dans l’intéraction à l’ivermectine sont surlignés en vert. Les acides aminés impliqués dans l’intéraction au fluralaner 

sont surlignés en violet. Les acides aminés impliqués dans les intéractions à l’ivermectine et au fluralaner sont surlignés en 

rouge. 
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1. Lactones macrocycliques 

Pour les GluCls, la sous-unité GLC-1 de C. elegans a été crystallographiée avec de l’ivermectine et du 

glutamate, permettant de révéler ses domaines de liaisons (204). Le glutamate se fixe dans la partie extracellulaire 

des sous-unités, au niveau de la cys-loop (Figure 15, Figure 16, Figure 25, Figure 26A). 

L’ivermectine, quant à elle, est enchâssée dans la membrane au niveau des domaines transmembranaires. La 

Figure 26B représente la structure chimique de l’ivermectine avec les sites de liaison au récepteur. L’ivermectine 

est à l’interface entre deux sous-unités et se lie au TM3 de la sous-unité principale et au TM1 de la sous-unité 

complémentaire par des intéractions hydrophobes et hydrogènes. Elle est profondément enchassée dans le récepteur 

et intéragit même avec le TM2 de la sous-unité principale qui compose le canal ionique (Figure 26, C, D). Les acides 

aminés impliqués sont L278, Q280, I283, N325, M345, T346 et F349. Connaissant son mode d’action d’activateur 

irréversible des GluCls, il est possible que l’intéraction de l’ivermectine avec le TM2 augmente l’affinité du récepteur 

pour le glutamate et le stabilise dans sa conformation ouverte. 

La cristalographie de Cel-GLC-1 a également été réalisée avec la picrotoxine qui est connue comme étant un 

bloquer de canaux (open channel blocker). Cela est vérifié car la picrotoxine est localisé à l’intérieur du canal au 

niveau de la partie cytosolique. Pour que la picrotoxine rentre dans le canal pour effectuer son action de bloqueur, le 

canal doit être ouvert. L’état conformationnel du récepteur en présence de picrotoxine ou d’ivermectine ne change 

pas, ce qui supporte l’idée que l’ivermectine, une fois enchâssée dans la membrane, maintien le canal dans une 

conformation ouverte (Figure 27). 
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Figure 25 : Alignement de séquences protéiques de GluCls des nématodes C. elegans (Cel) et H. contortus (Hco) et des insectes A. 

mellifera (Ame) et D. melanogaster (Dme). 

Les domaines transmembranaires, les domaines cys-loop et la partie intracellulaire hypervariable sont indiqués par des barres 

noires au dessus des séquences. Les acides aminés communs entre toutes les séquences sont surlignés en bleu foncés. Les 

acides aminés communs entre les GluCls de nématodes sont surlignés en bleu clair tandis que les acides aminés communs 

entre les GluCls d’insectes sont surlignés en rose. Les acides aminés impliqués dans la liaison au glutamate sont indiqués avec 

des étoiles rouges au dessus des séquences. 
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Figure 26 : Sites d'intéractions du glutamate et de l'ivermectine sur GLC-1 de C. elegans (adaptée de Hibbs et Gouaux, 2011 (204)) 
A. Représentation générale du récepteur avec les localisations du glutamate (en orange, dans la partie extracellulaire) et de l’ivermectine 

(en jaune, enchâssée dans la membrane au niveau des domaines transmembranaires). Deux des anticorps (FAB) utilisés pour la 

cristallographie sont également indiqués. 

B. Structure chimique de l’ivermectine avec les sites d’intéractions au récepteurs indiqués (VDW = van der Waals). 

C. C-D Représentations des sites de liaison de l’ivermectine sur le récepteur. 
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Figure 27 : Site de liaison de la picrotoxine sur GLC-1 de C. elegans (adaptée de Hibbs et Gouaux, 2011 (204)) 
A-B. Représentation des sites d’intéractions de la picrotoxine sur Cel-GLC-1. La picrotoxine est localisée à l’intérieur du canal formé par les 

TM2 de chaques sous-unités formant le récepteur. 
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2. Isoxazolines 

Les isoxazolines étant une famille de molécules développées plus récemment que les lactones 

macrocycliques, les données concernant leur sites d’intéractions sont moins connus. Cependant, certaines études 

apportent quelques informations sur les acides aminés importants pour la sensibilité des récepteurs aux isoxazolines. 

Des acides aminés impliqués dans l’effet du fluralaner sur RDL et GluCl de M. domestica ont été identifiés 

à la suite d’études de modélisation par homologie en se basant sur la structure crystallographique de GLC-1 de C. 

elegans. Bien que la sous-unité utilisée comme modèle appartiennent à une autre espèce, un certain nombre d’acides 

aminés ont été prédit comme étant impliqués dans les effets du fluralaner sur RDL et GluCl de M. domestica. De 

plus, des études fonctionnelles et pharmacologiques par TEVC ont permis de confirmer l’impact de chacun des sites 

identifiés sur leur apport dans la sensibilité au fluralaner. Les acides aminés correspondants sont Q271, I274, L278, 

A299, D329, G333 et F336 pour RDL, dont les plus importants pour la modulation de l’effet du fluralaner sont 

Q271 ; I274, L278 et G333 (289). Ces acides aminés sont localisés au niveau des domaines transmembranaires 1, 2 

et 3 qui sont des domaines très conservés sur les récepteurs à cys-loop des invertébrés (Figure 24, Figure 28). Cela 

explique pourquoi le fluralaner a également une activité d’antagoniste sur le récepteur GluCl de M. domestica (198). 

Ces études de modélisation, couplées au mode d’action d’antagoniste non compétitif sur le récepteur RDL de D. 

melanogaster (187) suggèrent que les isoxazolines ont également une fonction de modulateurs allostériques négatifs. 

 

 

Figure 28 : Acides aminés impliqués dans la sensibilité au fluralaner sur RDL de Musca domestica (adaptée de Yamato et al, 2020 

(289)) 
A-B. Représentation de l’intéraction du fluralaner avec deux sous-unité RDL adjacentes. 

C. Séquences protéiques des domaines transmembranaires 1, 2 et 3 de Mdo-RDL dont les acides aminés impliqués dans la sensibilité au 

fluralaner sont indiqués en rouge. 
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V.Projet de thèse 

Les lactones macrocycliques (MLs) sont des molécules à large spectre d’activité aux propriétés insecticides, 

acaricides et nématicides. Elles sont représentées par une large gamme de molécules massivement utilisées contre 

les endo- et les ectoparasites d’humains, d’animaux et même de plantes. Les cibles pharmacologiques des lactones 

macrocycliques chez les invertébrés sont principalement les GluCls et les récepteurs ionotropes au GABA dans une 

moindre mesure. Cependant, les cibles pharmacologiques des lactones macrocycliques, leur mode d’action et les 

mécanismes associés à la résistance restent largement méconnus chez un grand nombre de parasites ayant un impact 

majeur en santé humaine et animale. Les nématodes et les insectes n’ont que quelques gènes codant pour des GluCls 

et des récepteurs au GABA bien qu’il existe une grande diversité de récepteurs grâce à différents mécanismes 

moléculaires. Identifier les cibles pharmacologiques des lactones macrocycliques est une étape nécessaire pour 

améliorer nos connaissances sur leur mode d’action et ainsi pouvoir améliorer le contrôle du parasitisme, notamment 

dans le cas d’émergence de parasites résistants. De plus, l’identification et la validation de nouvelles cibles 

pharmacologiques permettront le développement de nouveaux composés qui participeront à l’amélioration des 

stratégies thérapeutiques actuelles. 

Le but de mon projet de thèse était d’identifier et de caractériser les cibles pharmacologiques des lactones 

macrocycliques chez des espèces pahtogènes d’invertébrés afin de mieux comprendre leur mode d’action en tant 

qu’anthelminthiques et insecticides. 

Dans ce contexte, mon travail de thèse a consisté à étudier plusieurs espèces de parasites invertébrés 

impactant la santé humaine et animale. Pour les nématodes, trois espèces ont été utilisées incluant le nématode 

parasite filaire humain Brugia malayi (clade V), le nématode parasite des équins Parascaris univalens (clade III) et 

le nématode modèle libre Caenorhabditis elegans (clade V). La variété d’hôte et de clade des nématodes utilisés a 

permis de mettre en évidence des similitudes et des différences existantes entre les nématodes libres et parasites 

concernant leurs cibles pharmacologiques aux MLs. Pour les insectes, l’espèce utilisée est le pou de corps humain 

Pediculus humanus humanus dont la prévalence mondiale en fait un enjeu de santé publique. 

 

La première étape de ma thèse était d’identifier différentes sous-unités de LGICs dans chacune des 

espèces cibles. Pour se faire, nous avons utilisé une approche gène-candidat en s’appuyant sur les connaissances 

acquises des GluCls et des récepteurs au GABA chez les organismes modèles C. elegans et D. melanogaster qui sont 

connues pour être des cibles des MLs. Des BLAST dans les bases de données génomiques et transcriptomiques de 

B. malayi, P. univalens et P. humanus ont permis d’identifier des séquences partielles de plusieurs GluCls et 

récepteurs au GABA. Des RACE-PCR ont été réalisées pour identifier la séquence codante complète de chaque sous-

unité pour pouvoir synthétiser in vitro chacun des ARNc correspondants à chaque sous-unité. 
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La deuxième étape était de trouver la bonne composition en sous-unités permettant la formation de 

récepteurs fonctionnels afin d’explorer la diversité potentielle des cibles des lactones macrocycliques chez les 

nématodes et les insectes. La fonctionnalité des sous-unités a été étudiée dans un premier temps en injectant les 

ARNc des sous-unités seules ou en combinaison en œufs de Xenopus laevis puis en réalisant des mesures 

d’électrophysiologies par la technique de voltage-clamp en double électrodes (TEVC).  

A la grande diversité de récepteurs s’ajoute la grande diversité de lactones macrocycliques dont le mode 

d’action reste flou chez de nombreux invertébrés. La troisième étape de ma thèse était d’évaluer l’efficacité des 

lactones macrocycliques et de caractériser leurs propriétés pharmacologiques sur chaque cible identifiée par 

électrophysiologie en œufs de X. laevis. 

Parmi les sous-unités de GluCls identifiées, la sous-unité glc-5 n’a été retrouvée que chez P. univalens et H. 

contortus ce qui en fait une cible très intéressante. La quatrième étape de ma thèse était de mieux caractériser 

cette sous-unité en étudiant sa localisation et son implication dans la sensibilité aux lactones macrocycliques 

en utilisant le nématode modèle C. elegans comme système d’expression hétérologue. 

Enfin, chez le pou, la dernière étape de ma thèse était d’étudier l’effet pédiculicide de différentes molécules 

in vivo sur des adultes et des lentes de poux de corps Pediculus humanus humanus pour trouver un nouveau 

composé pédiculicide. 

 

Ce projet de thèse a permis de développer trois axes de recherches qui feront l’objet de trois publications : 

 

➔ Functional investigation of conserved glutamate receptor subunits reveals a new mode of action of 

macrocyclic lactones in nematodes 

 

Soumission à British Journal of Pharmacology 

Première version avant peer-reviewing accessible sur BioRxiv (doi.org/10.1101/2020.12.17.423223) 

 

❖ Explorer la diversité des cibles pharmacologiques des lactones macrocycliques et trouver la bonne 

composition en sous-unités nécessaires à la formation de récepteurs fonctionnels en œufs de X. laevis 

en s’appuyant sur les sous-unités homologues (AVR-14, GLC-2, GLC-3 et GLC-4) retrouvées chez 

les trois nématodes d’intérêt : C. elegans, B. malayi et P. univalens. 

❖ Caractériser pharmacologiquement les récepteurs identifiés afin d’élucider le mode d’action des 

lactones macrocycliques en utilisant le modèle d’expression hétérologue œuf de Xenopus laevis. 

Comparaison des similitudes et différences de fonctionnalités des récepteurs et de leur 

pharmacologie en fonction de l’espèce de nématode. 

  

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.12.17.423223v1
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➔ Molecular and functional characterisation of a glutamate-gated chloride channel found in parasitic 

nematodes Parascaris univalens and Haemonchus contortus 

 

En cours d’écriture pour soumission à PLoS Pathogens 

 

❖ Caractériser une cible pharmacologique spécifiquement retrouvée chez les nématodes parasites 

Parascaris sp. et Haemonchus contortus (GLC-5) par électrophysiologie en œufs de Xenopus laevis. 

❖ Etudier sa localisation et confirmer son rôle dans la sensibilité au lactones macrocycliques in vivo 

en utilisant le nématode modèle C. elegans comme système d’expression hétérologue. 

❖ Identifier les sites de liaison du glutamate, de l’ibotenante et de l’ivermectine sur le récepteur par 

modélisation pour comprendre son mode d’action. 

 

 

➔ The molecular targets of ivermectin and lotilaner in the human louse Pediculus humanus humanus – 

new prospects for the treatment of pediculosis 

 

Publication dans PLoS Pathogens le 18/02/2021 (10.1371/journal.ppat.1008863) 

Première version avant peer-reviewing accessible sur BioRxiv (doi.org/10.1101/2020.08.06.239400) 

 

❖ Identifier de nouvelles molécules aux effets pédiculicides par des tests de toxicité sur les adultes et 

les lentes de poux de corps Pediculus humanus humanus 

❖ Identifier et caractériser les cibles moléculaires (GluCl et RDL) des molécules candidates 

(ivermectine et lotilaner) par électrophysiologie en œufs de xénope. 

❖ Caractériser le type d’antagonisme de l’ivermectine et du lotilaner sur le récepteur au GABA RDL 

  

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1008863
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.08.06.239400v1.full.pdf
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MATERIELS ET METHODES 

I. Réactifs et Milieux 

A. Réactifs et milieux pour biologie moléculaire 

❖ Ampicilline (100 mg/mL) : 1 g d’ampicilline sodium salt (Sigma Aldrich) est dissous dans 10 mL d’eau 

milliQ en vortexant. La solution est filtrée via un filtre de cellulose de 0,2 µM avec une seringue. La solution 

est aliquotée dans des tubes eppendorf de 1,5 mL.  

❖ Gel d’agarose : 0,8 – 2% d’agarose est mélangé à du TAE 1X (dilué avec de l’eau déminéralisée). Le mix 

est chauffé au micro-onde jusqu’à dissolution complète de l’agarose. Après avoir refroidi 5-10 min sur la 

paillasse, le mix est coulé dans le portoir approprié avec du bromure d’éthidium (BET) à 5 µg/mL. 

❖ Marqueur de taille : Smart Ladder MW 1700-02, 200 – 10.000 pb (Eurogentec) 

❖ Milieu Luria-bertani (LB) liquide : capsules contenant 10 g de tryptone, 10 g de NaCl et 5 g d’extrait de 

levure (MP Biomedical) sont ajoutées à 1 L d’eau milliQ puis stérilisées à l’autoclave. 

❖ Milieu LB gélosé : capsules contenant 10 g de tryptone, 10 g de NaCl, 15 g d’agar et 5 g d’extrait de levure 

(MP Biomedical) sont ajoutées à 1 L d’eau milliQ puis stérilisées à l’autoclave. 

❖ PBS (Phosphate Buffered saline) 1X : une pastille est diluée dans 200 mL d’eau milliQ 

❖ Tampon TAE 50X (Tris, Acétate, EDTA) : Tris base 242 g de Na2EDTA.2H2O avec 57,1 mL d’acide 

acétique (sous hotte) sont mélangés avec le volume ajusté avec de l’eau milliQ à 1 L. 

 

B. Réactifs et milieux pour électrophysiologie 

❖ Solution d’incubation : NaCl 100 mM, KCL 2 mM, CaCl2 1,8 mM, MgCl2 1 mM, HEPES 5 mM (acide 4-

(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique), Na pyruvate 2,5 mM, pénicilline 100 U/mL, 

streptomycine 100 µg/mL, pH 7,5 équilibrée avec de l’hydroxyde de sodium (NaOH). La solution est filtrée 

avec un filtre de cellulose de 0,22 µm puis est stockée à 4°C. 

❖ Solution de Ringer ou solution d’enregistrement : NaCl 100 mM, KCl 2,5 mM, CaCl2 1 mM, HEPES 

5 mM, pH 7,3 équilibré avec NaOH. La solution est préparée en 8X et stockée à 4°C puis dilué à 1X dans de 

l’eau milliQ pour utilisation. 

❖ Solution de Ringer modifiée sans sodium ni potassium : le NaCl et le KCl de la solution de Ringer sont 

remplacés par du Tétraéthylammonium chloride (TAECl). La solution est alors composée de TAECl 

100 mM, MgCl2 2 mM, HEPES 5 mM, pH 7,2 équilibré avec TEAOH. 

❖ Solution de Ringer modifiée sans chlore : le chlore (Cl-) est remplacé par de l’acétate de sodium 

(NaAcétate). La solution est alors composée de NaAcétate 100 mM, MgCl2 2 mM, HEPES 5 mM, pH 7,2 

équilibré avec NaOH.  
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C. Réactifs et milieux pour la culture de C. elegans 

❖ Milieu M9 : 3 g KH2PO4, 6 g Na2HPO4, 5 g NaCl, 1 ml de MgSO4 1 M complété à 1 L avec de l’eau milliQ. 

Le milieu est stérilisé par autoclavage avant utilisation. 

❖ Milieu M9 + BSA : du BSA (Bovine Serum Albumin) à 0,1 % final est ajouté au milieu M9 après 

l’autoclavage. 

❖ NGM (Nematode Growth Medium) : 3 g NaCl (51 mM final), 2 g de bactopeptone et 17 g d’agar (1,7 % 

final) complété avec 975 mL d’eau milliQ pour un volume final de 1 L. Le milieu est stérilisé par 

autoclavage. Au moment de couler le milieu dans des boites de pétri, le milieu est maintenu à 55°C le temps 

de l’enrichir avec 1 mL de CaCl2 1 M (1 mM final), 1 mL de cholestérol à 5 mg/mL dans de l’éthanol (+/- 

13 µM final), 1 mL MgSO4 1 M (1 mM final) et 25 mL de KPO4 pH 6 1 M (25 mM final). 

 

II. Collecte des nématodes 

A. Brugia malayi 

Les microfilaires de Brugia malayi ont généreusement été fournies par le groupe d’Adrian Wolstenholme 

(Department of Infectious Diseases, College of Veterinary Medicine, University of Georgia, Athens, GA, 30602, 

USA) et par le NIH/NIAID Filariasis Research Reagent Resource Center, University of Georgia, Athens, GA, USA 

(www.filariasiscenter.org). Les microfilaires sont conservées à -80°C dans du RNA later (Ambion) jusqu’à 

utilisation. 

 

B. Parascaris sp. 

Différents stades de P. univalens ont été récoltés dans les fèces de poulains naturellement infestés de l’Unité 

Expérimentale de Physiologie Animale de l’Orfrasière (UEPAO, INRA Centre Val de Loire, Nouzilly, 37380, 

France). Les vers ont été récoltés dans les fèces des poulains 50 h après avoir pris un traitement à base d’ivermectine. 

Les vers ont été lavés à l’eau puis découpés en trois parties : la tête comprenant le pharynx, le corps et 2 cm de queue. 

Les corps ont été découpés en plusieurs morceaux de plus ou moins 2 cm. Les échantillons sont conservés à -80°C 

dans du RNA later jusqu’à utilisation. 

  

http://www.filariasiscenter.org/
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C. Caenorhabditis elegans 

 Plusieurs souches de vers C. elegans ont été utilisé dans ces études. La souche sauvage Bristol N2 et le 

triple mutant résistant à l’ivermectine DA1316 (avr-14, avr-15, glc-1) ont été fournis par le Caenorhabditis Genetics 

Center (CGC) qui est financé par le NIH Office of Research Infrastruture Programs (P40 OD010440). Le quadruple 

mutant résistant à l’ivermectine JD369 (avr-14, avr-15, glc-1, glc-3) a généreusement été donné par le Pr. Joseph 

Dent (Département de Biologie, Université de McGill, Montréal, Québec). 

 

D. Pediculus humanus humanus 

La colonie de poux de corps humain Pediculus humanus humanus est entretenue par l’équipe 

BioMédicaments AntiParasitaires (BioMAP, Université de Tours, France) et a été fournie par Kosta Y. Mumcuoglu 

du Kuvin Center for the Study of Infectious and Tropical Diseases, Hebrew University-Hadassah Medical School, 

Jerusalem, Israel. Ces poux de corps sont issus d’une souche humaine adaptée à se nourrir avec du sang de lapin 4 

fois par semaine (autorisation par le Ministère de la Recherche française :APAFIS#8455-2017010616224913 v3). 

Ils sont cultivés dans des bocaux contenant plusieurs couches de tissus à l’intérieur d’une étuve dont la température 

(30 +/- 1°C) et l’hygrométrie (60-70%) sont contrôlées (290). Cette souche de poux n’a jamais été en contact avec 

des drogues et en fait donc une souche pertinente pour étudier l’effet de molécules sur leur physiologie. 
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III. Analyses de séquences 

Les génomes de C. elegans, de B. malayi, de Parascaris sp. et de P. humanus humanus ont été entièrement 

séquencés. Les séquences codantes des sous-unités d’intérêts ont été identifiées à l’aide de recherches 

bioinformatiques dans les bases de données génomiques de NCBI en utilisant le programme Basic Local Alignement 

Tool (BLAST : https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Des analyses complémentaires sont réalisées dans les bases 

de données du Sanger Institute (https://www.sanger.ac.uk/action/BLAST/), de WormBase 

(https://wormbase.org/tools/blast_blat) et de WormBase Parasite 

(https://parasite.wormbase.org/Tools/Blast?db=core). Les séquences d’intérêts (GluCl, GABACl, promoteurs etc…) 

de C. elegans et de B. malayi ont pu être identifiées en entier à partir de ces analyses. En revanche, pour Parascaris 

sp. et P. humanus humanus, les séquences obtenues à la suite des BLAST n’étaient que partielles avec les parties 5’ 

et 3’ manquantes. 

Les séquences nucléotidiques et protéiques sont manipulées avec The Sequence Manipulation Suite 

(https://www.bioinformatics.org/sms/). Les sites de coupures pour les enzymes de restrictions sont déduits avec 

NEBcutter (http://www.labtools.us/nebcutter-v2-0/). Les peptides signaux sont prédits avec SignalP4.1 et/ou 

SignalP5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Les domaines transmembranaires sont prédits avec Simple 

Modular Architecture Research Tool (SMART : http://smart.embl-heidelberg.de/). Les pourcentages d’identité et de 

similarité entre deux séquences protéiques matures sans peptides signaux sont obtenus avec EBI Global Alignment 

EMBOSS Needle (291). 

Les séquences nucléotidiques et protéiques sont alignées et annotées avec GENEDOC (IUBio). 

  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.sanger.ac.uk/action/BLAST/
https://wormbase.org/tools/blast_blat
https://parasite.wormbase.org/Tools/Blast?db=core
https://www.bioinformatics.org/sms/
http://www.labtools.us/nebcutter-v2-0/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://smart.embl-heidelberg.de/
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IV. Phylogénie 

Des arbres de distances (Neighbour Joining, Poisson) sont construits avec SeaView en utilisant la méthode 

de distance BioNJ (292). Les valeurs de bootstraps sont calculées sur 1000 réplicas d’arbres. Les arbres sont mis en 

forme avec FigTree. Les séquences utilisées pour les BLAST et les constructions d’arbres sont disponibles sur 

Genbank sous les numéros d’accession suivant : 

❖ Anopheles gambiae (Aga), GluCl AGS43089.1 

❖ Apis mellifera (Ame): GluCl ABG75737, GRD AJE68942, LCCH3 AJE68943, RDL AJE68941, CG8916 

NP_001071290; nAChR-α7 AJE70265 

❖ Brugia malayi (Bma) : AVR-14B (MW196269), GLC-2 (MW196266), GLC-3 (MW196267), GLC-4 

(MW196268) 

❖ Caenorhabditis elegans (Cel) : AVR-14A (AAC25481), AVR-14B (MW196270), AVR-15A (CAA04171), 

AVR-15B (CAA04170), GLC-1 (AAA50785), GLC-2 (AAA50786), GLC-3 (CAB51708), GLC-4 

(NP_495489.2), UNC-49B1 (AAD42383) 

❖ Canis lupus (Clu) : GABRA-1 (ATV93513.1), GABRB-2 (ATV93514.1), GABRG-2 (ATV93515.1) 

❖ Cooperia oncophora (Con), AVR-14B CBM40945.1, GLC-2 AAR21856.1, GLC-4 CCN97894.1 

❖ Ctenocephalides felis (Cfe): RDL AHE41088 

❖ Cylicocyclus nassatus (Cna), GLC-2 AAU95604.1, GLC-3 AAU95605.1 

❖ Drosophila melanogaster (Dme): GluCl AAC47266, GRD NP_524131, LCCH3 NP_996469, RDL 

NP_523991, CG8916 NP_001162770 

❖ Haemonchus contortus (Hco) : AVR-14A CAA74622, AVR-14B CAA74623, GLC-2 CAA70929, GLC-4 

ABV68894, GLC-5 AAD13405, UNC-49B (ACL14329.1), UNC-49C (ABW22635.1) 

❖ Homo sapiens (Hsa) : nAChR-α7 (NP_001177384.1), GABRA-1 (NP_000797.2), GABRA-2 

(AAB27278.1), GABRA-3 (AAB27279.1), GABRA-4 (AAB52519.1), GABRA-5 (AAB22608.1), 

GABRB-2 (NP_001358656.1), GABRB-3 (AAA52511.1), GABRG-2 (NP_944494.1), GABRG-3 

(AAF99698.1) 

❖ Ixodes scapularis (Isc): GluCl ALF36853 

❖ Laodelphax striatellus (Lst), GluCl AEE39458.1 

❖ Musca domestica (Mdo): GluCl BAD16657, RDL NP_001292048 

❖ Parascaris univalens (Pun): AVR-14B MW187941, GLC-2 MW187938, GLC-3 MW187939, GLC-4 

MW187940, GLC-5 QBZ81966 

❖ Pediculus humanus humanus (Phh): GluCl1 MT321070, GluCl2 MT321071, RDL1 MT321072, RDL2 

MT321073 

❖ Plutella xylostella (Pxy) : GluCl NP_001292447.1 

❖ Rhipicephalus microplus (Rmi): GluCl AHE41097, RDL AHE41094 

❖ Tetranychus urticae (Tur): GluCl BAJ41378 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/528748043
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/297374627
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/38491403
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/444908115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/53854309
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/53854311
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/332294196
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/770075456
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❖ Tribolium castaneum (Tca): GluCl NP_001107775, GRD NP_001107772, LCCH3 NP_001103251, RDL 

NP_001107809, 8916 NP_001103425 

❖ Homo sapiens (Hsa), GLRA1 NP_000162.2, GLRA2 NP_001112357.1, GLRA3 NP_001036008.1, GLRB 

NP_000815.1 

 

 

Les séquences issues du BLAST de GLC-5 sont disponibles sur WormBase Parasite sous les numéros 

d’accession suivant : 

❖ Ancylostoma ceylanicum (Ace) : GLC-5 Acey_s0247.g67 

❖ Ascaris suum (Asu) : GLC-5 AgR031X_g061 

❖ Diploscapter coronatus (Dco) : GLC-5 DCO010990 

❖ Diploscapter pachys (Dpa) : GLC-5 WR25_08136 

❖ Halicephalobus mephisto (Hme) : GLC-5 MSTRG.3695 

❖ Heligmosomoides polygyrus (Hpo) : GLC-5 HPOL_0000036801 

❖ Panagrellus redivivus (Pre) : GLC-5 Pan_g9427 

❖ Parapristionchus giblindavisi (Pgi) : GLC-5 Parapristionchus-mkr-S_19-1.52-mRNA-1 

❖ Plectus sambesii (Psa) : GLC-5 PSAMB.scaffold3393size18464.g21349 

❖ Steinerma carpocapsae (Sca) :GLC-5 L596_009315 

❖ Steinerma feltia (Sfe) : GLC-5 L889_g631 

❖ Steinerma scapterisci (Ssc) : GLC-5 L892_g28237 

 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/119372310
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V.Méthodes de biologie moléculaire 

A. Extraction d’ARN 

 Les ARN totaux ont été extraits à partir d’un groupe d’adultes de C. elegans, à partir de plusieurs 

microfilaires pour B. malayi et à partir d’une quinzaine de poux adultes pour Pediculus humanus humanus (10-15 

poux soit 20-30 mg de tissus) dans la glace. Les échantillons sont placés dans un tube Eppendorf de 1,5 mL et broyés 

mécaniquement avec un piston adapté (Dutscher) dans du tampon RA1 du kit d’extraction d’ARN « Total RNA 

Isolation Nucleospin RNA » (Macherey Nagel) suivant les recommandations du fournisseur. Les ARN sont élués 

dans de l’eau sans RNAse. 

 Pour Parascaris sp., les ARN totaux ont été extraits d’une tête d’un ver adulte contenant le pharynx. La 

tête est broyée avec un mixeur électrique dans des tubes de 5 mL avec du Trizol (Trizol reagent, Invitrogen) dans la 

glace et sous une hotte à flux laminaire. La mixture obtenue est ensuite passée plusieurs fois dans des aiguilles de 

diamètres de plus en plus petits (0,8 µm, 0,45 µm et 0,3 µm) pour casser mécaniquement les amas cellulaires. Du 

chloroforme est ajouté (0,2 mL/mL de Trizol reagent) et l’ensemble est transféré dans un tube Phase lock Gel Heavy 

permettant la séparation des phases aqueuses et organiques. Une centrifugation de 15 min à 12 000 g à 4°C permet 

de récupérer la phase aqueuse contenant les ARN. Les ARN sont précipités avec de l’isopropanol (100%) puis lavés 

avec de l’éthanol 75 % avant d’être dissouts dans de l’eau sans RNases. 

 

B. Rétrotranscription des ARNm 

 La synthèse d’ADN complémentaire (ADNc) des nématodes est réalisée à partir du kit Maxima H minus 

Reverse Transcriptase (Thermo Scientific) en suivant les recommandations du fournisseur. Une première réaction 

contenant 0,5 à 5 µg d’ARN, des dNTPs (0,5 mM pour chaque) et un oligo(dt)18 (1,5 µM final) complété avec un 

volume d’eau approprié (qsp 14,5 µL), est mise à incuber 5 min à 65°C pour fixer les oligo(dt)18 sur les ARNm puis 

est placée dans la glace. Le tampon RT Buffer (1X), un inhibiteur de RNase (20 u) et la retrotranscriptase (200 u) 

sont ajoutés avant d’être mis en incubation 1h30 à 50°C. La rétrotransciptase est inactivée en chauffant le mélange 

5 min à 85°C. 

 La rétrotranscription des ARN totaux de P. humanus humanus est réalisée selon les recommandations du 

fournisseur du kit « GeneRacerTM kit with SuperScriptTM III RT and TOPO TA CloningTM kit for Sequencing » 

(Invitrogen). Ce kit permet de ne rétrotranscrire et de ne sélectionner que les ARNm pleine longueur en éliminant 

toutes les formes tronquées et immatures très présentes chez les insectes. De plus, le kit permet de rajouter des 

séquences connues en 5’ et en 3’ nécessaires pour la réalisation de 5’ et 3’ RACE PCR nichées (rapid amplification 

of cDNA-ends by polymerase chain reaction). Jusqu’à 5 µg d’ARN sont rétrotranscrits selon les recommandations 

du kit (dNTPs à 0,5 mM pour chaque, oligodT 1,5 µM, First strand buffer 1X, DTT 0,5 mM (dithiothréitol), RNase 

Out 40 u, SuperScript II Rétrotranscriptase 200 u, complété à 20 µL avec de l’eau). La réaction est inactivée en 

chauffant 5 min à 70°C et les ARN restant sont éliminés en ajoutant de la RNase H à 2 u, pour ne garder que les 

ADNc. Les ADNc sont conservés à -20°C et placés dans la glace avant utilisation. 
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C. Préparation des constructions plasmidiques 

 Plusieurs polymérases ont été utilisées suivant la séquence à amplifier et le niveau de fidélité 

d’amplification voulu (TaqPolymérase et Phusion Polymérase, Tableau 7). Le profil des produits de PCR est vérifié 

après une migration de 30 à 45 min sur gel d’agarose 1 % avec du BET à 100 mV. Le marqueur de taille utilisé est 

le Smart Ladder MW1700-02 marquant de 200 à 10.000 pb (Eurogentec). Les bandes d’intérêts ou les produits de 

PCR avant migration sont extraits avec le kit Gel and PCR Clean Up (Macherey Nagel). Après élution, les ADN 

d’intérêts sont dosés au nanodrop (Nanodrop One, Ozyme) et conservés dans la glace ou à -20°C avant utilisation. 

 

1.  5’ et 3’ RACE PCR nichées 

 Les PCR nichées se font en deux réactions de PCR successives qui permettent d’augmenter la spécificité 

d’une réaction. Les réactions de RACE-PCR sont réalisées avec des Taq polymérases provenant de deux fournisseurs 

différents : TaqDNA polymérase (Euromedex, MgCl2 2 mM, dNTP 0,25 mM, amorces 0,4 µM, TaqDNA 

polymérase et tampon 1X) et GoTaq (GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix, Promega, MgCl2 2 mM, dNTP 

0,2 mM, amorces 0,5 µM, GoTaq polymérase et tampon 1X, pH 8,5). Les deux polymérases rajoutent une adénine 

nécessaire pour le clonage des produits de PCR dans les vecteurs pGEM-T (Annexe 1) ou pCR-4 (Annexe 2). Pour 

les séquences des sous-unités codantes les GluCls et les GABACls de Parascaris sp. et de P. humanus humanus, les 

parties en 5’ et en 3’ n’ont pas pu être identifiés à la suite de recherche bioinformatiques dans les bases de données 

génomiques et transcriptomiques. Par conséquent, des RACE PCR nichées ont été réalisées pour identifier les 

extrémités manquantes à l’aide de deux couples d’amorces. Pour les 5’ RACE PCR, le premier couple est défini avec 

l’amorce antisens dans une région spécifique de la séquence codante tandis que l’amorce sens est définie soit dans la 

séquence SL1 (Splice Leader 1 qui est présente en 5’ avant le codon d’initiation de la traduction de nombreux gènes 

chez les nématodes) (293) pour Parascaris sp. soit dans l’oligoARN rajouté lors de la rétrotranscription des ARN 

pour P. humanus humanus. De même, pour les 3’RACE PCR, le premier couple d’amorces est défini avec une amorce 

sens dans la région codante spécifique du gène d’intérêt et une amorce antisens dans la queue polyA 

(polyadénylation) pour Parascaris sp. ou dans la séquence rajoutée après la queue polyA pour P. humanus humanus. 

Après la première réaction de PCR, le produit du 1er tour est dilué à 1/70 pour servir de matrice au 2e tour de PCR. 

Un deuxième couple d’amorce plus interne est défini dans les mêmes régions. Le protocole des PCR est indiqué dans 

le Tableau 7. 
 

 Phusion polymérase Taq polymérase 

 Température Temps 
Nombre de 

cycles 
Température Temps 

Nombre 
de cycles 

Dénaturation initiale 98°C 1 min  94°C 1 min  

Dénaturation 98°C 30 s 

45 cycles 

94°C 30 s 

45 cycles Hybridation 54-70°C 30 s 54-58°C 30 s 

Elongation 72°C 2 min 72°C 2 min 

Elongation finale 72°C 8 min  72°C 8 min  

 15°C 15 s  15°C 15 s  

Tableau 7 : Conditions de PCR en fonction de l'ADN polymérase utilisée 
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2. Amplification des séquences codantes des sous-unités 

 Les séquences codantes complètes des sous-unités sont amplifiées en PCR nichées avec la Phusion High 

Fidelity Polymerase (New England BioLabs) qui présente un très faible taux d’erreurs lors de la réplication (1 µL 

d’ADNc, tampon GC 1X (contenant MgCl2 1,5 mM), dNTPs 0,2 mM chacun, amorces 0,5 µM, Phusion polymérase 

0,02 U/µL, eau qsp 20 µL). Un premier couple d’amorce est défini dans les 5’UTR et 3’UTR (untranslated regions) 

et un deuxième couple plus interne est défini pour encadrer le codon d’initiation de la traduction et le codon stop. De 

plus, le 2e couple d’amorce contient une quinzaine de nucléotides supplémentaires en 5’ correspondant aux régions 

flanquantes des sites d’intégration XhoI et ApaI dans le plasmide de transcription pTB207 (Annexe 3). Les sites 

d’intégration permettent une insertion orientée du produit de PCR dans le vecteur. 

 

3. Amplification de promoteur 

En se basant sur les données génomiques de Parascaris sp. disponibles dans GenBank, 3 à 5 kb de la région 

en amont du codon d’initiation de la traduction sont amplifiées et considérées comme étant la région promotrice de 

la sous-unités glc-5. L’amplification du promoteur se fait en PCR nichées avec deux couples d’amorces dont le 2e 

contient dans la partie 3’ les nucléotides nécessaires à l’insertion orientée du produit de PCR dans le vecteur 

pPD95.75 (Annexe 4). Dans ces conditions de clonage, le promoteur des sous-unités dirigera l’expression de la GFP 

contenue dans le plasmide pPD95.75. 

 

4. Clonage dans pGEM-T/pCR-4 

Les produits de PCR des 5’ et 3’ RACE-PCR sont clonés dans les vecteurs pGEM-T (Promega, Annexe 1) 

et pCR-4 (Invitrogen, Annexe 2). Ces vecteurs contiennent une cassette de résistance à l’ampicilline pour la sélection 

des colonies recombinantes sur gélose. 

Les produits de PCR des 5’ et 3’ RACE-PCR de Parascaris sp. sont clonés dans le vecteurs pGEM-T 

(Promega, Annexe 1) avec le kit Rapid DNA Ligation kit (Thermo ScientificTM). Pour les séquences de P. humanus 

humanus, le clonage est réalisé dans le vecteur pCR-4 (Invitrogen, Annexe 2) avec le kit TOPA TA CloningTM kit 

for Sequencing (Invitrogen). Après la réaction, le mix est placé dans la glace pour transformation. 
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5. Clonage dans pTB207 

Les clonages des séquences codantes complètes des sous-unités dans le vecteur de transcription pTB207 se 

font avec le kit In-Fusion HD cloning kit (Takara Bio, Japon). Ce vecteur est composé du promoteur T7, qui contrôle 

l’expression de la séquence qui sera insérée, et du 3’UTR de la β-globine de xénope nécessaire à la bonne 

reconnaissance des ARNc par le système de traduction de l’œuf de xénope. De plus, ce vecteur contient une cassette 

de résistance à l’ampicilline pour la sélection des colonies recombinantes sur gélose (Annexe 3). Les quantités 

d’inserts et de vecteurs à mélanger sont calculées grâce à l’outil In-Fusion molar ratio calculator (Takara Bio) pour 

avoir un ratio insert/vecteur optimal de 2 pour 1. Après la réaction, le mix est placé dans la glace pour transformation. 

 

6. Transformation et criblage de colonies 

Les bactéries utilisées sont des Escherichia coli DG1 thermocopétentes (Eurogentec) conservées à -80°C. 

Les bactéries sont décongelées dans la glace. Les transformations sont réalisées par un choc thermique classique et 

les bactéries sont étalées sur des géloses de LB contenant de l’ampicilline à 100 µg/mL avant d’être laissées à l’étuve 

à 37°C toute une nuit. 

Les colonies sont repiquées et criblées par PCR avec la Taq polymérase (Euromedex, MgCl2 2 mM, dNTP 

0,25 mM, amorces 0,4 µM, Taq polymérase et tampon 1X) ou avec la GoTaq (GoTaq G2 Hot Start Green Master 

Mix, Promega, MgCl2 2 mM, dNTP 0,2 mM, amorces 0,5 µM, GoTaq polymérase et tampon 1X, pH 8,5). Les 

amorces utilisées encadrent la zone d’insertion de l’insert (amorces M13F et M13R pour pGEMT (Annexe 1) et 

pCR4 (Annexe 2), T7P et 207R pour pTB207 (Annexe 3) ou amorces spécifiques de l’insert pour les vecteurs 

pPD95.75 (Annexe 4) et pPD96.52). Le profil de PCR est analysé après migration sur un gel d’agarose 1%. Les 

clones positifs sont mis en incubation dans du milieu LB contenant de l’ampicilline (100 µg/mL) toute une nuit. 

 

7. Extraction de plasmides 

Les plasmides sont extraits sur 3 mL de culture bactérienne pour les minipreps ou sur 25-50 mL de culture 

pour les maxiprep avec le kit EZNA Plasmid DNA Mini kit I (Omega Bio-tek, USA). Les constructions sont dosées 

au nanodrop (Nanodrop One, Ozyme) puis envoyées au séquençage (Eurofins Genomics) pour vérification de la 

séquence. 

Les clones bactériens possédant la bonne séquence d’intérêt sont conservés sous forme de glycérol stocks en 

mélangeant 850 µL de culture bactérienne avec 150 µL de glycérol dans des cryotubes (NuncTM CryotubeTM Vials). 

Les clones sont conservés à -20°C. 

  

https://www.takarabio.com/learning-centers/cloning/primer-design-and-other-tools/in-fusion-molar-ratio-calculator
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D. Linéarisation des plasmides de transcription 

Les constructions dans le vecteur pTB207 doivent être linéarisées pour ensuite réaliser la synthèse des ARNc. 

Les enzymes utilisables pour la linéarisation du vecteur pTB207 sont PaeI (SphI), MscI (MlsI), PacI ou NheI. Toutes 

permettent de linéariser le plasmide en gardant le promoteur T7 et le 3’UTR de la β-globine de xénope encadrant la 

séquence codante d’intérêt. Lorsque c’est possible, une combinaison de deux enzymes est utilisée plutôt qu’une pour 

augmenter le taux de succès de la réaction. Le mix contenant 6 µg de plasmides, du tampon Fast Digest 1X 

(Thermofisher), 5 µL d’enzymes de restriction dans un volume final complété avec de l’eau à 60 µL, est placé en 

incubation 30 min-1 h à 37°C. Les plasmides digérés sont purifiés avec le kit Gel and PCR Clean up (Macherey 

Nagel) et élués avec 21 µL d’eau avant d’être dosés au nanodrop. La qualité de la digestion est vérifiée en faisant 

migrer 300 ng de plasmides linéarisés sur gel d’agarose 0,8 %. 

 

E. Transcription d’ARNc in vitro 

Les plasmides linéarisés permettent de synthétiser les ARN complémentaires (ARNc) des séquences 

correspondantes. La transcription in vitro se fait avec le kit mMESSAGE mMACHINE® T7 (AmbionTM) en suivant 

les recommandations du fournisseur. Le culot d’ARNc est repris avec 20 µL d’eau sans RNase avant d’être dosé au 

nanodrop. La taille et l’intégrité des ARNc sont vérifiées par migration de 300-1000 ng d’ARNc sur gel d’agarose 

1%. Les ARNc sont ensuite préparés seuls ou en combinaison à la concentration souhaitée (800-1000 ng/µL pour les 

sous-unités seules et 400-800 ng/µL pour chaque sous-unité en combinaison) et conservés à -20°C jusqu’à utilisation. 
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VI. Electrophysiologie 

A. Micro-injection en œufs de Xenopus laevis 

A leur arrivée, les ovocytes défolliculés (Ecocyte BioScience) sont placés dans la solution d’incubation. Les 

œufs sont injectés avec 2 x 36 nL de mix à l’aide d’un microinjecteur (Nanoinject II microinjector, Drummond). Une 

fois injecté, les œufs sont placés à 19°C dans des plaques 96 puits à raison d’un œuf par puit avec de la solution 

d’incubation. Le temps d’expression des récepteurs et le début des mesures dépend du récepteur étudié (3 jours pour 

les récepteurs au GABA et 3 à 5 jours pour les GluCls). 

 

B. Enregistrements 

Les mesures sont réalisées par la méthode de voltage-clamp à double électrodes (« Two-Electrode Voltage-

Clamp ou TEVC) sur un amplificateur OC725C (Warner instrument) et un enregistreur DigiData 1440A (Molecular 

Devices). Le potentiel de membrane des œufs est maintenu à -60 mV pour les œufs exprimant les récepteurs au 

GABA et à -80 mV pour œufs exprimant les GluCls. La chambre d’enregistrement où se trouve l’œuf est perfusée 

en permanence avec la solution d’enregistrement. Les microélectrodes et les masses sont en chlorure d’argent. Elles 

sont chlorurées régulièrement en les plaçant dans une solution de javel à 10% pendant 30 min-1 h. Les capillaires 

contenant les microélectrodes sont remplis de chlorure de potassium 3 M et doivent avoir une résistance comprise 

entre 1 et 20 MΩ. Aucun pont salin n’a été utilisé. Un système de perfusion et de valves (8 au total) permet 

d’acheminer les molécules à appliquer sur l’œuf (vitesse de perfusion de 20-25 mL/min). Les mesures sont 

enregistrées par le logiciel Clampex de la suite pClamp 10 (Axon instruments) et analysées manuellement avec le 

logiciel Clampfit 10. Les amplitudes des courants sont normalisées par rapport à l’amplitude maximale obtenue après 

application d’une concentration saturante de la molécule d’intérêt. 

Les EC50, les IC50 et les coefficients de Hill sont obtenus avec RStudio ou GraphPad Prism (GraphPad 

Software, San Diego, USA) à partir des valeurs d’amplitude de courants normalisés. 

Les courbes d’effets concentrations ont été générées en utilisant l’équation suivante : 

Y =
100

1 + 10𝐻(𝑙𝑜𝑔𝐸𝐶50−𝑋)
 

où Y est la réponse normalisée, H est la pente de la droite de Hill et X est le logarithme de la concentration. La même 

équation est utilisée pour les courbes d’effet concentration des antagonistes en remplaçant le logEC50 par logIC50. 

Les résultats sont présentés sous la forme de la moyenne +/- SEM (Standard Error of the Mean). Les tests statistiques 

utilisés sont soit des One-Way ANOVA avec Tukey’s Multiple Comparisons Test soit des Student’s t-test. 
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 Pour les expériences de compétition sur Phh-RDL avec l’ivermectine et le lotilaner, les courbes d’effets 

concentration ont été générées selon l’équation suivante (4 paramètres): 

𝑌 =
Bottom + (Top − Bottom)

1 + 10𝐻(𝐿𝑜𝑔𝐸𝐶50−𝑋)
 

où Y est la réponse normalisée, Bottom est la réponse à la concentration minimale, Top est la réponse maximale, H 

est la pente de la droite de Hill et X est le logarithme de la concentration. 

 

1. Effets doses agonistes 

Les effets doses sont réalisés avec des concentrations croissantes de la molécule d’intérêt. Pour les ligands 

naturels tels que le GABA et le glutamate, le temps d’application est de 5-10 s avec 2 min de lavage entre chaque 

application. 

 

2. Effets doses antagonistes 

Les effets doses antagonistes sont réalisés en pré-appliquant dans un premier temps la molécule antagoniste 

seule pendant 90 s, puis en co-appliquant cette molécule (lotilaner, ivermectine, fipronil, picrotoxine) avec le ligand 

naturel pendant 10 s. Après chaque co-application, des temps de lavage de 2 min sont appliqués. 

 

3. Effets agonistes des lactones macrocycliques 

Il est connu que les MLs se fixent de façon irréversible sur les GluCls. Par conséquent, une seule seule 

application de 5 s d’une ML à une seule concentration est appliquée sur les oeufs exprimant un GluCl. L’amplitude 

du courant est normalisée par rapport à l’amplitude maximale obtenue suite à la pré-application d’une concentration 

saturante de glutamate (ou de GABA dans le cas des récepteurs au GABA). Pour Phh-GluCl, l’effet concentration 

de l’ivermectine a été réalisé en appliquant pendant 20-30 s une faible concentration d’ivermectin (<30 nM) suivi 

d’une plus forte concentration d’ivermectine (<100 nM). Chaque œuf ne reçoit donc au maximum que deux 

concentrations différentes d’ivermectine. La normalisation est faite avec une première application de glutamate à 

100 µM (concentration saturante de glutamate pour atteindre l’effet maximum). 
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4. Effets compétiteurs 

 Les expériences de compétition de l’ivermectine et du lotilaner sur Phh-RDL ont été réalisées comme 

décrites précédemment par Rufener et al, 2017 (187). Un effet concentration du GABA est réalisé en abscence ou en 

présence de lotilaner à 1 nM et 10 nM ainsi qu’en absence et en présence d’ivermectine à 100 nM et 1 µM. Le 

lotilaner ou l’ivermectine sont pré-appliqués sur les œufs pendant 90 s avant de les co-appliquer avec du GABA à 1 

– 1000 µM pendant 10 s avec 30 s de temps de lavage entre chaque application (perfusion continue de lotilaner ou 

d’ivermectine). L’amplitude des courants est normalisée avec une première application de GABA à 100 µM 

(concentration saturante de GABA pour atteindre l’effet maximum). 

 

5. Analyses perméabilité ionique 

Pour étudier la perméabilité des récepteurs au sodium et au chlore, le NaCl est complétement ou partiellement 

remplacé par le chlorure de tetraéthylammonium (TAECl, Sigma-Aldrich) ou par l’acétate de sodium pour 

respectivement éliminer les ions sodium ou chlore. Ces solutions de Ringer modifiées sont diluées avec la solution 

de Ringer normale à 1/16, 1/8, ¼, ½ de façon à avoir des gammes de concentrations en sodium de 0, 12,5, 25, 50, 75 

et 100 mM et des gammes de concentrations en chlore de 4, 16,5, 29, 54, 79 et 104 mM. Les œufs sont perfusés avec 

ces différentes solutions et un protocole ramp est réalisé lors de l’application d’une concentration saturante de ligand 

naturel (glutamate ou GABA). Après chaque application de glutamate, l’œuf est lavé 1 min avec la solution de Ringer 

normale puis 10 s avec la solution contenant plus ou moins de sodium ou de chlore avant d’appliquer le ligand naturel. 

Le potentiel d’inversion est identifié pour chaque concentration de sodium et de chlore afin de réaliser la courbe du 

potentiel d’inversion en fonction de la concentration en sodium ou en chlore. 

 

C. Robocyte II 

Le Robocyte II (Multi Channel Systems) est un appareil permettant des analyses automatisées de canaux 

ioniques exprimés en œufs de X. laevis par la technique de voltage-clamp en double électrodes. Après microinjection 

des ARNc, les œufs de xénope sont déposés individuellement dans chaque puit d’une plaque 96 puits. Le robocyte 

équipé d’une paire d’électrodes et d’un système de 12 perfusions passe d’un œuf à l’autre pour réaliser les mesures 

nécessaires. Cet outil permet de tester plus d’œufs qu’en condition manuelle (peut fonctionner 24h/24). De plus, le 

robocyte est capable d’enregistrer des courants de l’ordre de la dizaine de nA avec de faibles bruits de fonds. Enfin, 

la quantité importante de liquide à perfuser sur les œufs avec l’installation manuelle limite les tests de certaines 

nouvelles molécules disponibles en faible quantité ou ayant des coûts très élevés. Le robocyte consomme peu de 

réactifs (0,1 à 10 mL/min ajustable) par rapport à une installation manuelle et permet donc de réaliser des effets doses 

en économisant le matériel. 
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VII. Manipulation de C. elegans 

A. Culture et entretien 

Les C. elegans utilisés sont maintenus dans des conditions de culture standard définies par S. Brenner, 1974 

(294). Les vers sont cultivés sur des boites de Pétri gélosées contenant du milieu de croissance de nématode (NGM 

pour Nematode Growth Medium) recouvert partiellement d’Escherichia coli OP50 à 21°C. Le milieu est coulé dans 

des boites de Pétri (60 mm x 15 mm) à raison de 7,5 mL par boite. Les boites sont mises à sécher 2 jours à température 

ambiante avant d’y déposer 180 µL d’Escherichia coli OP50. Les bactéries poussent en 2 jours à température 

ambiante ou en 1 jour à 37°C. Des larves de C. elegans au stade L4 sont transférées sur de nouvelles boites deux fois 

par semaine pour entretenir les lignées. 

 

B. Microinjection 

Les C. elegans au stade L4 sont transférés sur une nouvelle boite 3 jours avant la microinjection 

(correspondant à leur temps de génération de 3 jours) afin d’en avoir en quantité suffisante. Les constructions sont 

microinjectées dans les gonades des stades L4 selon le protocole précedemment défini par Mello et al, 1991 (295). 

Les mix à injecter comprennent la construction à 50 ng/µL et un plasmide rapporteur à 5 ng/µL exprimant la 

mCherry dans les muscles. Les mix sont préalablement centrifugés 20 min à 14 000 g pour faire culoter les petits 

débris qui pourraient boucher l’aiguille. Le surnageant est transféré dans un nouveau tube et une 2e centrifugation est 

réalisée. Les aiguilles (Harvard Appartus 1.0 OD x 0,58 ID x 100 L mm Capillaries SM100F-10) sont remplies avec 

4 µL du mix grâce à des cônes très fins (Femtotip Microloader tips for femtojet microinjector, Eppendorf AG). Les 

microinjections se font avec le Fento Jet4i (Eppendorf AG). Le bout de l’aiguille est cassé mécaniquement en mettant 

le bout de l’aiguille en contact avec une surface solide. 

 Les vers sont déposés sur des pads d’agarose préalablement préparés (goute de solution d’agarose 2% écrasée 

sur lame de verre et laissée sécher 24 h à 37°C) ce qui permet d’immobiliser les vers par déshydratation pour la 

microinjection. De l’huile (Halocarbon oil 700, Sigma-Aldrich) est également déposée sur le pad pour que les vers 

ne s’assèchent pas trop vite. Une injection est effectuée dans une des deux gonades des vers. Après l’injection, les 

vers sont transférés sur une nouvelle boite en utilisant une goutte de M9 pour aider à les décoller du pad d’agarose. 

Les vers sont maintenus pendant 3 jours à 21°C avant de vérifier à la loupe à fluorescence (LEICA FDC 3000G 

Model MDG41, Leica Biosystems) s’il y a une génération F1 recombinante. 
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C. Expression de promoteurs de GluCls de parasites 

La construction dans le vecteur pPD95.75 comprenant le promoteur de glc-5 de Parascaris sp. contrôlant 

l’expression de la GFP a été microinjectée dans les gonades de C. elegans N2 au stade L4. Trois jours après, les vers 

exprimant la GFP sont sélectionnés sous la loupe à fluorescence puis déposés sur une lame de verre avec du milieu 

M9 + 10% de glycérol. Les photos sont prises à l’aide du microscope à fluorescence inversé Axiovert 200 M avec le 

système apotome (Zeiss) et une caméra CDD Axiocam (Zeiss) en utilisant le logiciel Axiovision software (Zeiss). 

 

D. Expression de Pun-glc-5 dans C. elegans et tests de mobilité 

La séquence codante de Pun-glc-5 est sous clonée dans le vecteur pPD95.75 contenant le promoteur de Pun-

glc-5 préalablement validé par l’expression du promoteur seul contrôlant l’expression de la GFP. Cette construction 

(50-150 ng/µL) est co-injectée avec le plasmide rapporteur myo2 : mCherry (5 ng/µL) dans la souche JD369 

(quadruple mutant avr-14, avr-15, glc-1 et glc-3 résistant à l’ivermectine). 

Les vers contrôles N2 et les lignées recombinantes exprimant Pun-glc-5 (générations F1 à F5) sont transférés 

sur de nouvelles boites la veille des expérimentations afin d’avoir tous les vers au mêmes stade (sélection de L4 la 

veille pour avoir de jeunes adultes le jour de l’expérience). Un jeune adulte est placé dans un puit d’une plaque 96 

puits contenant du M9 avec 0,1% de BSA. Après 10 min de contact avec le milieu, le nombre de mouvements 

effectués par chaque ver est compté visuellement pendant 1 min. Un mouvement est considéré comme étant le 

déplacement d’au moins la moitié du corps d’un côté et de l’autre. De même, le nombre de mouvements des 

différentes souches est compté après mise en contact avec l’ivermectine à 150 nM (préparé dans du M9 + 0,1% BSA) 

pendant 10 min. Les comparaisons statistiques sont réalisées avec des tests Kruskal-Wallis avec ajustement 

Bonferroni. 

 

 

VIII. Tests de molécules sur les poux in vivo 

Les molécules pour lesquelles leurs activités pédiculicide et lenticide ont été évalués incluent l’ivermectine, 

le fipronil, la picrotoxine et le lotilaner (CredelioTM). Les molécules sont préalablement diluées à 1–100 µM dans de 

l’eau et appliquées directement sur les poux adultes ou les lentes (application topique). La survie et le niveau 

d’immobilisation (appelé knockdown) sont évalués visuellement au cours du temps (t0, t1h, t2h, t3h et t24h) sur 44 

poux pour chaque molécule testée. Le taux d’éclosion des lentes est mesuré pendant plusieurs jours après incubation 

avec du lotilaner et de l’ivermectine à 100 µM dans trois expériences indépendantes. De l’eau et du DMSO à 1% 

sont utilisés dans chaque test comme contrôles négatifs. 

  



 

 

102 

RESULTATS 

 

I. Etude des propriétés fonctionnelles et pharmacologiques des 

sous-unités de GluCl conservées chez les nématodes 

Ce travail a fait l’objet d’une publication soumise dans le journal British Journal of Pharmacology dont la première 

version avant peer-review est disponible sur BioRxiv doi.org/10.1101/2020.12.17.423223 

Cet article a pour titre « Functional investigation of conserved glutamate receptor subunits reveals a new mode of 

action of macrocyclic lactones in nematodes » et est inclus à la fin de cette section. 

 

CONTEXTE 

Les nématodes sont répartis dans plusieurs clades (I à V) et incluent des nématodes libres et des nématodes 

parasites impactant la santé humaine et animale (10). Le clade III des nématodes regroupe un grand nombre de 

parasites dont les nématodes filaires et les ascaris qui sont considérés comme les nématodes impactant le plus la santé 

humaine et animale. En effet, les nématodes filaires sont responsables de maladies très handicapantes telles que 

Brugia malayi responsable de la filariose lymphatique entrainant des hydrocèles et l’éléphantiasis chronique. Quant 

à eux, les ascaris sont retrouvés partout dans le monde et touchent 800 millions de personnes chaque année ainsi que 

les animaux (296), tels que les équidés avec Parascaris univalens. A ce jour, le contrôle du parasitisme humain et 

animal passe principalement par l’utilisation d’anthelminthiques dont le fer de lance sont les lactones macrocycliques 

(98). 

 Les lactones macrocycliques (MLs) ont un spectre large d’activité et sont massivement utilisées en médecine 

humaine et vétérinaire pour lutter aussi bien contre les endoparasites que contre les ectoparasites. Cependant, cette 

utilisation intensive a irrémédiablement conduit à la propagation de parasites résistants à travers le monde. Chez le 

nématode modèle Caenorhabditis elegans, les MLs ciblent principalement les canaux chlorure glutamate dépendant 

(GluCls) dont 6 gènes codant des sous-unités ont été identifiés : avr-14, avr-15, glc-1, glc-2, glc-3 et glc-4. Chez C. 

elegans, à l’exception de GLC-4, toutes les sous-unités forment des récepteurs homomériques fonctionnels 

(121,171,207,227). De plus, chacun de ces récepteurs est sensible à l’ivermectine à l’exception de GLC-2. Certaines 

sous-unités sont également capables de s’associer pour former des récepteurs hétéromériques avec de nouvelles 

propriétés pharmacologiques. C’est le cas de GLC-2 qui s’associe à GLC-1 et AVR-15B chez C. elegans (121,233) 

ainsi qu’avec AVR-14B chez Cooperia oncophora (170) et Haemonchus contortus (177). Cependant, la diversité 

des sous-unités codant les GluCls ainsi que le mode d’action des MLs restent largement méconnus chez des 

nématodes parasites d’intérêt majeur en santé humaine (B. malayi) et animale (P. univalens). 

  

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.12.17.423223v1
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OBJECTIFS 

Dans ce contexte, le premier objectif de ce travail était d’explorer la diversité des sous-unités codant les 

GluCls chez les deux nématodes parasites B. malayi (filaire humaine) et P. univalens (ascaris des équidés) afin de 

les comparer avec les GluCls du nématode modèle C. elegans. 

Après avoir défini quelles sous-unités étaient conservées dans ces trois espèces (AVR-14, GLC-2, GLC-3 et 

GLC-4), le second objectif était de trouver la bonne composition en sous-unités nécessaire à la formation de 

récepteurs fonctionnels en utilisant le système d’expression hétérologue œuf de Xenopus laevis. 

Enfin, le troisième objectif était et de caractériser pharmacologiquement les cibles identifiées et de comparer 

l’effet des MLs sur ces récepteurs. 

 

METHODES 

L’identification des sous-unités de GluCls de B. malayi et P. univalens s’est faite en réalisant des BLAST 

des séquences connues de GluCls de C. elegans dans les bases de données génomiques et transcriptomiques (NCBI, 

Sanger Institute et WormBase Parasite). Des séquences codantes partielles ont pu être identifiées. Cela a permis de 

définir des amorces pour amplifier et identifier les séquences codantes manquantes par RACE-PCR. Les résultats de 

séquençage ont permis de définir de nouvelles amorces pour amplifier les séquences codantes complètes de chaque 

sous-unité pour les cloner dans un vecteur de transcription permettant la transcription des ARNc correspondants. 

Les sous-unités ont été exprimées seules ou en combinaison dans le système d’expression hétérologue œuf 

de xénope pour déterminer la bonne composition en sous-unités nécessaire pour former des récepteurs fonctionnels 

et réaliser leur caractérisation pharmacologique par des mesures d’électrophysiologie en utilisant la technique de 

voltage-clamp à double électrodes. Aussi, l’effet des MLs sur les récepteurs identifiés a été étudié par des mesures 

d’électrophysiologie. 

 

RESULTATS 

 Chez C. elegans, 6 sous-unités de GluCls ont été précédemment identifiées. Les recherches dans les bases 

de données ont permis d’identifier 4 sous-unités chez B. malayi et 5 sous-unités chez P. univalens. Parmi ces sous-

unités, deux ne sont retrouvées que chez C. elegans (avr-15 et glc-1), une n’est retrouvée que chez P. univalens (glc-

5) et quatre sont très conservées dans ces trois espèces : avr-14, glc-2, glc-3 et glc-4 (Figure 1, Table 1) sur lesquelles 

cette étude s’est focalisée. Chez C. elegans, AVR-14B et GLC-2 forment des récepteurs fonctionnels répondant à 

des concentrations de glutamate de l’ordre du µM avec des courant de l’ordre du µA. GLC-3 est également capable 

de former seul un récepteur fonctionnel mais ne produit des courants que de l’ordre du nA après une stimulation avec 

des mM de glutamate. A l’inverse, les quatre sous-unités de B. malayi et P. univalens ne forment pas de récepteurs 

homomériques fonctionnels à l’exception de Bma-AVR-14B, Pun-AVR-14B et Pun-GLC-3 qui ne répondent qu’à 

des concentrations en glutamate de l’ordre du mM (Figure 2). 
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 La coexpression de la sous-unité GLC-2 avec d’autres sous-unités a montré que celle-ci s’associe avec AVR-

14B dans les ovocytes de xénope pour les trois espèces de nématodes (Figure 3). Cette combinaison est sensible au 

glutamate avec des EC50 observées de 20,5 ± 1,3 (n = 8) pour C. elegans, 32,5 ± 5,1 µM (n = 7) pour B. malayi et 

13,6 ± 1,6 µM (n = 5) pour P. univalens (Table 2). Les récepteurs AVR-14B/GLC-2 des trois espèces sont sensibles 

à une large gamme de MLs disponibles sur le marché incluant l’abamectine, la doramectine, l’émamectine, 

l’éprinomectine, l’ivermectine, la moxidectine et la sélamectine. L’émamectine semble être l’agoniste le plus rapide 

d’action sur ces trois récepteurs (Figure 4). Nous avons également montré que GLC-2 s’associe à GLC-3 chez C. 

elegans et P. univalens mais pas chez B. malayi (Figure 5). L’ivermectine, la moxidectine et l’éprinomectine agissent 

comme des agonistes sur GLC-2/GLC-3 de C. elegans tandis qu’elles n’activent pas directement GLC-2/GLC-3 de 

P. univalens (Figure 6). En revanche, la coapplication d’ivermectine ou de moxidectine avec du glutamate ont 

montré que ces deux MLs potentialisent l’effet du glutamate sur Pun-GLC-2/GLC-3 (Figure 7). 

 

DISCUSSION 

Cette étude illustre la diversité des GluCls existante chez les nématodes libres et parasites autant en termes 

de gènes codant des sous-unités qu’en terme de combinaisons possibles pour la formation de récepteurs fonctionnels. 

Pour les nématodes de clade V (C. elegans, C. oncophora et H. contortus), certaines sous-unités telles qu’AVR-14B 

et GLC-2 forment des récepteurs homomériques fonctionnels (170,171,177) tandis que les nématodes parasites de 

clade III (B. malayi et P. univalens) ont besoin de s’associer pour former des récepteurs hétéromériques fonctionnels 

en œufs de xénope. 

Aussi, cette étude montre le rôle clef de GLC-2 dans la composition de récepteurs hétéromériques pour les 

trois nématodes d’intérêt. En œufs de xénope, GLC-2 s’associe à AVR-14B chez des nématodes de clades III et V et 

est sensible à une large gamme de MLs dont l’émamectine semble la plus rapide d’action. Cependant, au regard des 

résultats, la différence d’efficacité des lactones macrocycliques observée in vivo ne semble pas corrélée à leur 

efficacité sur les récepteurs exprimés in vitro en œufs de xénope. De plus, un nouveau sous-type de GluCl retrouvé 

chez C. elegans et P. univalens, GLC-2/GLC-3, est caractérisé ici pour la première fois et présente des propriétés 

pharmacologiques originales dépendantes de l’espèce de nématode. Chez C. elegans, ce récepteur GLC-2/GLC-3 

présente les caractéristiques connues des GluCls qui sont activés par les MLs. A l’inverse, le récepteur GLC-2/GLC-

3 de P. univalens n’est pas directement activé par les MLs, ce qui est une propriété rare chez les GluCls et uniquement 

observée à jour pour la sous-unité GLC-2 lorsqu’elle est exprimée seule en œufs de xénope (121,170,177). 

 Bien qu’un nombre réduit de gènes ait été identifié par rapport à d’autres familles de LGICs, ces résultats 

montrent que la diversité des GluCls est complexe et varie suivant l’espèce de nématode. De plus, cette complexité 

n’est pas encore totalement comprise même chez le nématode modèle C. elegans. L’identification d’un nouveau 

sous-type de GluCl qui n’est pas directement activé par les MLs en fait une nouvelle cible pharmacologique très 

intéressante pour le développement de nouvelles molécules antiparasitaires. 
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Abstract 

Glutamate-gated chloride channels receptors (GluCls) are involved in the inhibition of neurotransmission in 

invertebrates and represent major molecular targets for therapeutic drugs. Macrocyclic lactones (MLs), which target 

GluCls, are widely used as anthelmintic to treat parasitic nematodes impacting both human and animal health. 

Despite massive use of MLs since the 80’s, the exact molecular targets of these drugs are still unknown in many 

important parasites species. Among the GluCl subunit encoding genes, avr-14, glc-2, glc-3 and glc-4 are highly 

conserved throughout the nematode phylum. Using the Xenopus oocyte as an expression system, we 

pharmacologically characterized these GluCl subunit genes from the model nematode C. elegans, the human filarial 

nematode B. malayi and the horse nematode parasite P. univalens. With the striking exception of C. elegans, 

expression of subunits as homomeric receptors was not reliable and needed glutamate application at the mM range 

to induce low currents at the nA range. In contrast, the co-expression of GLC-2 and AVR-14B lead to the formation 

of a ML-sensitive receptor in the three nematode species. In addition, we demonstrated that for C. elegans and P. 

univalens, GLC-2 co-assembled with GLC-3 to form a new GluCl subtype with distinct pharmacological properties. 

Whereas 1µM ivermectin, moxidectin and eprinomectin acted as agonist of the GLC-2/GLC-3 receptor from C. 

elegans, they did not directly activate GLC-2/GLC-3 of P. univalens but potentialized glutamate elicited currents thus 

representing a unique pharmacological property. 

In conclusion, we highlight the GluCl diversity among free-living and parasitic nematodes and showed the 

importance of GLC-2 as a key subunit in the composition of heteromeric channels in parasites. Second, we 

demonstrated that the MLs act on novel GluCl subtypes that show unusual pharmacological properties making them 

potential pharmacological targets for drug-screening. 
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Introduction 

The phylum Nematoda is divided into five major clades (I to V) that include free living and parasitic nematodes 

(1,2) impacting both human and animal health (1). Among the nematodes from clade III, Filarioidea and Ascaridoidea 

are considered to have the greatest impact on both human and animal health (3). In this study, we focus our research 

on two parasitic nematode species representative of human filarids and animal ascarids: Brugia malayi, a human 

lymphatic filarid which is the causative agent of chronic elephantiasis in the south and south-east of Asia (4) and 

Parascaris sp. which are responsible for equine ascaridiosis, a major issue in equine health (5,6). Without effective 

vaccine or alternative strategies (7), the use of anthelmintic treatments remains the standard control strategy for 

parasitic nematodes. 

Among the available anthelmintic drugs, the broad-spectrum macrocyclic lactones (MLs) are highly effective 

and are massively used in human and veterinary medicine (8). The MLs include avermectins (ivermectin, doramectin, 

eprinomectin, abamectin, selamectin) and milbemycins (moxidectin, milbemycin-oxime, nemadectin) that are potent 

against both endo- and ectoparasites (9). The morbidity and socio-economic impact of human lymphatic filariasis 

motivated control programs led by the World Health Organization (WHO) with ivermectin (IVM) as a spearhead of 

eradication operations (10). For the control of Parascaris sp. infestations, three drug classes currently have marketing 

approval including benzimidazoles, pyrantel and MLs (ivermectin and moxidectin), the most widely used family. 

Unfortunately, because of the massive use of MLs, treatment failures and resistant parasites have been reported 

worldwide (11). Resistance to MLs is spreading fast and has currently been reported in a wide range of parasitic 

nematode species such as Onchocerca volvulus (12), Cooperia oncophora (13,14), Dirofilaria immitis (15,16), 

Haemonchus contortus (17) and Parascaris sp. (18–25). Resistance is considered as multifactorial as it can raise 

from different molecular events such as: receptor subunit mutations (26–31), decrease of the target expression level 

(17,32) and the efflux mechanisms involving cell membrane transporter such as P-glycoprotein (33,34). 

Despite this knowledge, the mode of action of the MLs at the physiological and molecular levels as well as 

the mechanisms involved in resistance remain unclear for most of the parasitic nematodes. In this context, a better 

understanding of MLs mode of action is essential for the control of resistance and the development of novel 

therapeutical strategies (35). 

In the free-living model nematode Caenorhabditis elegans, MLs act as allosteric modulators of glutamate-

gated chloride channels (GluCls) (36). Exposure to MLs hyperpolarizes the membrane and inhibits the 

neurotransmission (37–39) leading to flaccid paralysis of the worms (26). GluCls are made of five subunits combining 

together to form either homo- or heteromeric receptors (40,41). In order to investigate the subunit composition and 
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the pharmacological properties of nematode GluCls, the Xenopus laevis oocyte has proven to be an efficient 

heterologous expression system (42). 

In C. elegans, six GluCl genes were identified and named avr-14 (26,28), avr-15 (38,43), glc-1 (36,44), glc-

2 (36), glc-3 (45) and glc-4 (46). All the subunits but GLC-4 were shown to give rise to functional homomeric receptors 

when expressed in Xenopus laevis oocytes. All functional receptors were ivermectin- sensitive with the exception of 

Cel-GLC-2 which is not. However, it has been reported that the C. elegans GLC-2 subunit co-assemble with Cel-

GLC-1 (36) or Cel-AVR-15 (43) to form two ivermectin sensitive heteromeric GluCls subtypes with distinct 

pharmacological properties.  

In contrast with C. elegans, only few functional GluCls have been characterized so far in parasitic nematodes. 

The AVR-14B subunit was reported to form a functional homomeric GluCls in H. contortus (28,47,48) and Dirofilaria 

immitis (49). Interestingly, in Cooperia oncophora (27) and Haemonchus contortus (50), GLC-2 also combined with 

AVR-14B to form a heteromeric GluCl subtype sensitive to ivermectin. Although GluCls are relatively well studied in 

clade V nematodes, the GluCl diversity and the mode of action of MLs remains poorly understood in human 

and animal parasitic nematodes of clade III. 

In the present study, we describe new GluCl subtypes made of highly conserved subunits from C. elegans, B. 

malayi and P. univalens and investigate their respective sensitivity to a wide range of MLs. We report that GluCl 

subunits of parasitic nematodes are not able to form homomeric robust glutamate-sensitive channels but need to 

combine with GLC-2 to form functional receptors. Overall, our findings bring new insights in the diversity, the 

composition and the pharmacology of nematode GluCl subtypes as well as in the mode of action of MLs. This work 

highlights the potential of the new GluCl subtypes as drug targets and open the way to target based drug screening 

and the development of new anthelmintic. 

 

Results 

GluCl diversity in nematode from clade III and V 

Searches for homologs of GluCl subunits encoding genes from C. elegans (i.e. glc-1, glc-2, glc-3, glc-4, avr-

14 and avr-15) (26,36,38,43,45,46) in B. malayi and P. univalens genomic/transcriptomic databases, allowed the 

identification of 4 independent sequences corresponding to putative homologs of avr-14, glc-2, glc-3 and glc-4 from 

both species whereas no homolog could be found in B. malayi and P. univalens for glc-1 nor avr-15. The 
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corresponding full-length cDNA of avr-14, glc-2, glc-3 and glc-4 from the three nematode species were cloned into a 

transcription vector for subsequent functional analysis. All GluCls identified including AVR-14B, GLC-2, GLC-3 and 

GLC-4 from C. elegans, B. malayi and P. univalens present the typical characteristics of cys-loop receptor subunit. 

This includes, a predicted signal peptide in the extracellular N-terminal part (with the exception of Bma-GLC-2), the 

first cys-loop domains specific of Ligand-gated ion channels (LGIC) which is composed of two cysteines that are 13 

amino acid residues apart, the second cys-loop domain found in GluCls and four transmembrane domains (TM1-4) 

(Fig. S2 and Fig. S3). 

Compare to C. elegans, the GluCl deduced amino-acid sequences of B. malayi and P. univalens respectively 

show an amino-acid identity of 78.4% and 80.3% for AVR-14B, 64.1% and 67.2% for GLC-2, 66.5% and 67.8% for 

GLC-3 and 64.8% and 66.6% for GLC-4 (Table 1). A phylogenetic analysis including GluCl sequences from C. 

elegans (Cel), B. malayi (Bma), H. contortus (Hco) and P. univalens (Pun) confirmed the orthologous relationship of 

the parasitic subunit sequences with their respective counterparts in C. elegans (Fig. 1). The identified sequences 

were then named according to the nomenclature proposed by Beech et al (51). 

 

Functional expression of homomeric GluCl receptors of C. elegans, B. malayi and P. 

univalens reveals distinct functional profile between free-living and parasitic nematodes  

In order to decipher the ability of each subunits to form functional homomeric GluCl receptors from the three 

different species, we injected their respective cRNA (avr-14b, glc-2, glc-3 and glc-4) singly in the Xenopus laevis 

oocyte heterologous expression system (43). Three to five days post injection, we recorded currents elicited by 1 mM 

glutamate using two-electrode voltage-clamp (Fig. 2A). 

We used C. elegans as a validation model, because it has previously been shown that AVR-14B (26,28), GLC-

2 (36) and GLC-3 (45) all give rise to functional glutamate-sensitive homomeric channels when expressed in Xenopus 

oocytes. In this study, for the model nematode, expression of AVR-14B or GLC-2 alone formed functional homomeric 

receptors with robust glutamate elicited currents with amplitude in the µA range: 2.1 ± 0.4 µA (n = 16) and 9.1 ± 0.5 

µA (n = 32) for Cel-AVR-14B and Cel-GLC-2 respectively (Fig. 2A, Table 2). Cel-GLC-3 was also able to form 

functional receptors, however 1 mM glutamate application produced significant smaller peak currents (285 ± 54 nA, 

n = 50, Table 2) than homomeric channels composed of Cel-AVR14B (p < 0.001) or Cel-GLC-2 (p < 0.001) (Fig. 2A); 

which is in agreement with previous studies (26,36,45). We didn’t observe currents following glutamate application 

on oocytes expressing Cel-GLC-4 subunits (n = 18). 
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Unlike C. elegans, where three out of four GluCl subunits formed functional homomeric receptors, for B. malayi, 

only the expression of AVR-14B subunit in oocytes allowed the recording of very weak currents (413 ± 132 nA, n = 

23, Fig. 2A), significantly smaller than those obtained with Cel-AVR-14B (p < 0.001). For P. univalens, the expression 

of AVR-14B subunit also allowed the formation of homomers, with current amplitudes of 200 ± 80 nA (n = 9), similar 

to the Bma-AVR-14B receptor (p = 1, Fig. 2A). Furthermore, we observed currents on the expression of Pun-GLC-

3 whose mean amplitudes was 77 ± 14 nA, (n = 11) significantly smaller than Cel-GLC-3 receptors (p < 0.05, Fig. 2A). 

However, in our hands, neither the expression of Bma-GLC-2 (n = 11), Pun-GLC-2 (n = 11), Bma-GLC-3 (n = 14), 

Bma-GLC-4 (n = 13) nor Pun-GLC-4 (n = 12) resulted in the expression of functional receptors. 

In this study, C. elegans GluCl subunits form functional homomeric receptors responding to 1 mM glutamate 

(AVR-14B, GLC-2 and with a lower response GLC-3) while parasitic GluCl subunits of B. malayi and P. univalens 

either did not respond (Bma/Pun-GLC-2, Bma-GLC-3 and Bma/Pun-GLC-4) or gave only small responses (Bma/Pun-

AVR-14B and Pun-GLC-3) to 1 mM glutamate stimulation. Taken together, these results suggested that in contrast 

with C. elegans, parasitic nematode GluCl subunits are not able to form robust homomeric channels. Because the 

literature strongly supports the pivotal role of GLC-2 in heteromeric GluCls (27,36,43,50), the putative interaction of 

GLC-2 with other subunits has been further explored in the three nematode species. 

 

GLC-2 has a critical role in GluCl composition 

In order to confirm the hypothesis that GLC-2 was a good candidate for heteromeric receptor expression in 

Xenopus oocytes, we challenged oocytes expressing GLC-2 in combination with AVR-14B or GLC-3 or GLC-4 with 

1 mM glutamate for each species. 

Firstly, we challenged the AVR-14B subunits in combination with GLC-2 for the three different species. For 

C. elegans, the co-expression of both subunit cRNAs led to the robust expression of receptors with a mean current 

amplitude of 4.81 ± 0.4 µA (n = 21), significantly higher than Cel-AVR-14B alone (p < 0.05) but smaller than Cel-

GLC-2 alone (p < 0.05), suggesting that the subunits were able to form heteromeric receptors distinguishable from 

homomeric receptors. For B. malayi, the combination of AVR-14B and GLC-2 led to the robust expression of 

receptors sensitive to 1 mM glutamate (Fig. 2B) with a current peak of 5.6 ± 0.4 µA (n = 31) (Table 2), 13-fold higher 

than the current peak of Bma-AVR-14B alone (p < 0.001). In the same way, with the co-expression of avr-14b and 

glc-2 cRNAs of P. univalens, we recorded currents of 2.3 ± 0.3 µA (n = 17, Fig. 2B), 11-fold higher than the 

homomeric channel made of Pun-AVR-14B (p < 0.001). 
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Secondly, to test whether the GLC-2 subunit was able to assemble with GLC-3, we co-expressed both 

subunits together in Xenopus oocytes. Strikingly, for C. elegans, we recorded strong currents elicited by 1 mM 

glutamate (3.7 ± 0.4 µA, n = 59) significantly different from homomeric receptors made of GLC-2 (p < 0.001) or GLC-

3 (p < 0.001), suggesting that these subunits were able to form heteromeric receptors. Whereas for B. malayi, we 

didn’t observe any functional receptor with GLC-2/GLC-3 (n = 8), however for P. univalens, we recorded robust 

expression of glutamate sensitive receptors with a current amplitude of 5.3 ± 0.6 µA (n = 45), significantly higher than 

the homomeric receptor formed by Pun-GLC-3 (p < 0.001, Fig. 2B, Table 2). Pun-GLC-2/GLC-3 receptor responses 

were similar to those of Cel-GLC-2/GLC-3 (p > 0.2). 

Then, we tested the combination of GLC-2 with GLC-4 for all species. Strikingly, we only recorded very low 

current (490 ± 106 nA, n = 14) with Cel-GLC-2/GLC-4 expression (Fig. 2B, Table 2) in comparison to its homomeric 

Cel-GLC-2 counterpart. Interestingly, this was previously observed with GLC-1 which modulates the glutamate 

sensitivity of GLC-2 with an increased glutamate EC50 (36) (Table 2). Finally, we tested the combination of GLC-3 

and GLC-4 subunit for all species. After 1 mM glutamate stimulation, no currents were recorded from oocytes injected 

with Bma-GLC-3/GLC-4 (n = 13) though nA currents were recorded for Cel-GLC-3/GLC-4 and for Pun-GLC-3/GLC-

4. However, these currents were not different in comparison with homomeric GLC-3 channels (p = 1 and p = 0.12 for 

C. elegans and P. univalens respectively, Fig. 2B, Table 2) suggesting the two subunits don’t co-assemble in 

Xenopus oocytes. 

These results demonstrate that GLC-2 from the three different species plays a pivotal role in the formation 

of glutamate sensitive heteromeric receptor including AVR-14B or GLC-3. 

 

AVR-14B/GLC-2 from C. elegans, B. malayi and P. univalens form GluCl subtypes sensitive 

to a wide range of macrocyclic lactones 

In order to confirm Cel-AVR-14B and Cel-GLC-2 combined, we challenged oocytes expressing both subunits 

singly or in combination with glutamate concentrations ranging from 1 to 30000 µM, to determine the concentration-

response curve and to compare the EC50 of each receptor. Representative currents induced by glutamate on the 

combination are shown in Fig. 3A. We calculated a glutamate EC50 value of 112.3 ± 13 µM (n = 5), 214.6 ± 13.1 µM 

(n = 5) and 20.5 ± 1.3 (n = 8), for the Cel-AVR-14B, Cel-GLC-2 and the heteromeric Cel-AVR-14B/GLC-2 receptor 

respectively (Fig. 3B, Table 2). Cel-AVR-14B/GLC-2 channel showed a higher sensitivity for glutamate compare to 
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the homomeric receptors formed with AVR-14B (p < 0.001) or GLC-2 (p < 0.001) with 5- and 10-fold lower EC50, 

respectively. 

For B. malayi, where GLC-2 alone did not form functional homomeric receptors, the injection of cRNA 

encoding Bma-AVR-14B alone or Bma-AVR-14B/GLC-2 led to the expression of two distinct functional receptors 

responsive to glutamate (Fig. 2; Fig. 3C). With current amplitudes normalized to the maximal response obtained with 

a saturating glutamate concentration, we determined the glutamate EC50 value for both receptors. For the homomeric 

AVR-14B receptor glutamate EC50 was 758.9 ± 82 µM (n = 5), whereas for the heteromeric receptor made of Bma-

AVR-14B and Bma-GLC-2 glutamate EC50 was 32.5 ± 5.1 µM (n = 7). Such difference of glutamate sensitivity 

between these two receptors provides strong evidence that AVR-14B and GLC-2 subunits combine to form a novel 

GluCl subtype, distinct from the homomeric receptor made of AVR-14B (p < 0.001 ; Fig. 3D, Table 2). 

Noteworthy, for the homomeric Pun-AVR-14B receptor, application of high concentrations of glutamate only 

induced small currents. In addition, even with 100 mM glutamate (n = 7), the induced currents never reached a 

plateau value, suggesting that the receptor was not saturable. In sharp contrast, the co-injection of AVR-14B and 

GLC-2 led to the robust expression of a functional heteromeric receptor sensitive to a micromolar range of glutamate 

(Fig. 3E). The calculated EC50 was 13.6 ± 1.6 µM (n = 5, Fig. 3F, Table 2).  

In order to get new insight about the respective pharmacological properties of the heteromeric AVR-

14B/GLC-2 GluCl subtypes from C. elegans, B. malayi and P. univalens, we investigated their sensitivity to a wide 

range of MLs available in the market (i.e. abamectin, doramectin, emamectin, eprinomectin, ivermectin, moxidectin, 

and selamectin). Representative currents of the two most potent MLs on receptor from each species are shown in 

Fig. 4. All the MLs tested acted as potent agonist on these receptors inducing their permanent activation. Receptor 

activation by MLs was not reversible and slower in comparison to the activation by glutamate. Emamectin was the 

most rapid agonist at these three receptors. Indeed, application of 1 µM emamectin induced a current corresponding 

to 78 ± 7 % (n = 7), 80 ± 6 % (n = 7) and 24 ± 4 % (n = 6) of the maximum current amplitude induced by glutamate 

for Cel-AVR-14B/GLC-2 (Fig. 4B), Bma-AVR-14B/GLC-2 (Fig. 4D) and Pun-AVR-14B/GLC-2 (Fig. 4F), 

respectively. However, the speed of receptor activation and the current amplitudes induced by 5 s application of MLs 

at 1 µM were not significatively different for most of the MLs. 

GLC-2/GLC-3 from C. elegans and P. univalens forms a new functional GluCl subtype with 

remarkable pharmacological properties 
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In order to evaluate the ability of GLC-2 to combine with another GluCl subunit, GLC-2 from C. elegans, B. 

malayi or P. univalens were co-injected in the Xenopus oocytes with their respective GLC-3 counterpart.  

As a preliminary set of experiment, putative homomeric channels made of GLC-3 show a low response to 

glutamate for C. elegans and P. univalens in contrast to B. malayi, which did not respond. Also, GLC-2 formed a 

functional homomeric receptor only for C. elegans. Interestingly, for C. elegans, Cel-GLC-2, Cel-GLC-3 and the 

combination of Cel-GLC-2/GLC-3 responded to glutamate application (Fig. 2 & Fig. 5A). Because the glutamate 

maximum effect for Cel-GLC-3 cannot be reached even with 30 mM glutamate application, the EC50 has not been 

determined. However, for Cel-GLC-2 and Cel-GLC-2/GLC-3 the glutamate concentration-response curves were 

characterized by EC50 of 214.6 ± 13.1 µM (n = 5) and 46.8 ± 3.7 µM (n = 5). The shift between these two EC50 clearly 

demonstrated that GLC-2 and GLC-3 combined to form a new GluCl subtype with a higher affinity for glutamate than 

the homomeric receptors (p < 0.001 ; Fig. 5B, Table 2). 

Secondly, the potential interaction between GLC-2 and GLC-3 from B. malayi and P. univalens, were 

evaluated as previously done. Interestingly, oocytes expressing the B. malayi receptors Bma-GLC-2, Bma-GLC-3 

and Bma-GLC-2/GLC-3 did not respond to application of 1 mM glutamate (Fig. 2). On the contrary, GLC-2 and GLC-

3 from P. univalens, which do not form highly glutamate sensitive homomeric receptor, can combine to form functional 

receptors (Fig. 2 & Fig. 5C). The Pun-GLC-2/GLC-3 combination showed an EC50 of 120.2 ± 5.7 µM (n = 21) while 

the EC50 for Pun-GLC-3 is 1482 ± 111 µM (n = 11). Comparison of the EC50 clearly demonstrate that both GLC-2 

and GLC-3 combine to form a new GluCl subtype in P. univalens (Fig. 5D, Table 2) which is a novel potential MLs’ 

molecular target. 

 

In order to decipher the effect of different MLs and to provide comparison elements on the heteromeric GLC-

2/GLC-3 of C. elegans and P. univalens, we focused our attention on ivermectin, and moxidectin (used for Parascaris 

sp. treatment) and eprinomectin (used for clade V parasites on lactating animals). The representative current traces 

obtained after application of the two drugs are shown in Fig. 6A and Fig. 6C for Cel-GLC-2/GLC-3 and Pun-GLC-

2/GLC-3, respectively. Cel-GLC-2/GLC-3 was activated by ivermectin, moxidectin and eprinomectin. The maximum 

current amplitude was induced by ivermectin with a current amplitude corresponding to 15 ± 2 % (n = 9) of the 

maximum response obtained with glutamate (Fig. 6B) which is very similar to the ivermectin effect on Cel-AVR-14B 

(18 ± 3 %, n = 6). Surprisingly, for P. univalens, none of the tested MLs induced a current (Fig. 6D and Fig. S4A) 

which is in the opposite of the agonist effect of MLs described on most GluCls subtypes with the striking exception 

of GLC-2. In order to confirm than the ivermectin application period do not have impact on its agonist effect, 1 µM 
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ivermectin was perfused for a longer period (90 s) on Pun-GLC-2/GLC-3. Even with a long application period, 

ivermectin showed a weak agonist effect with a current amplitude corresponding to 3.56 ± 0.54 % (n = 7) of the 

maximum response obtained with glutamate (Fig. S4B)Because of the very weak ML’s activity as agonist, we 

hypothesized that MLs could potentially act as antagonists or potentialize the effect of glutamate on Pun-GLC-2/GLC-

3. To test the hypothesis, application of 100 µM glutamate (corresponding approximately to the EC50) before, during 

and after the addition of 1 µM ivermectin (Fig. 7A) or moxidectin (Fig. 7B) were applied on the receptors. Both drugs 

potentialized the effect of glutamate. Current amplitudes in response to 100 µM glutamate were increased by 45 ± 

10 % (n = 5, p < 0.05; Fig. 7C) and 93 ± 19 % (n = 8, p < 0.01; Fig. 7D) when co-applied with ivermectin and 

moxidectin respectively. This effect was reversible for both ivermectin (p < 0.05) and moxidectin (p < 0.001). This is 

to our knowledge, the first report of a nematode GluCl weakly activated by MLs but potentialized by them, 

representing a novel receptor subtype with unique pharmacological properties. 
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Discussion 

GluCl subunit diversity in nematodes 

Macrocyclic lactones proved their efficacy against a large panel of parasitic nematodes in many host species 

of veterinary and human interest (9). The model nematode C. elegans were largely used as an expression system 

to identify molecular targets of MLs and to understand their universal mode of action in nematodes. MLs directly 

activate glutamate-gated chloride channels or potentiate their response to glutamate leading to irreversible channel 

opening, paralysis and elimination of the nematodes in infected hosts. C. elegans possess six distinct genes 

encoding for at least eight GluCl subunits (i.e. AVR-14A, AVR-14B, AVR-15A, AVR-15B, GLC-1, GLC-2, GLC-3 and 

GLC-4) (26,36,38,43–46). Among those subunit, with the exception of AVR-15 and GLC-1 only described in C. 

elegans, AVR-14A, AVR-14B and GLC-4 were found in distantly related nematode species from different 

phylogenetic clades including clade I, clade III and clade V (52). Also, GLC-2 and GLC-3 were found in nematodes 

from clades III and V. In this sens, AVR-14, GLC-2, GLC-3 and GLC-4 represent a core of GluCl that make them 

prime candidate to investigate the functional and pharmacological GluCl diversity in parasitic nematodes. Thus, it is 

tempting to hypothesize that such a conservation of GluCl subunit encoding genes could provide an explanation for 

the broad spectrum activity of MLs on nematodes. 

In the present study, we identified a panel of functional homomeric and heteromeric GluCl channels in the 

free-living model nematode C. elegans as well as in B. malayi and P. univalens, two parasitic nematodes presenting 

a major impact for human and equine health. Among the C. elegans GluCl subunits, AVR-14B, AVR-15A/B, GLC-2 

and GLC-3 are able to form functional homomeric channels when expressed in Xenopus oocytes (26,36,38,43,45). 

Noteworthy, whereas AVR-14B, AVR-15B, and GLC-2 form receptors responsive to glutamate in the µM range with 

elicited currents at the µA range, in contrast, AVR-15A and GLC-3 homomeric receptor respond to mM glutamate 

application resulting in small currents at the nA range. In other clade V nematode species such as H. contortus 

(47,50) and C. oncophora (27) homomeric glutamate sensitive channels made of AVR-14B or GLC-2 have also been 

described, suggesting that such recombinant homomeric GluCl channels could also been obtained from other 

parasitic nematode species. In sharp contrast, in the present study we showed that none of the GluCl subunits from 

the parasites B. malayi nor P. univalens (i.e. AVR-14B, GLC-2, GLC-3 and GLC-4) gave rise to robust functional 

channel when expressed in the Xenopus oocytes (i.e. no glutamate elicited current, or small current at the nA range 

elicited by mM range glutamate). For the later, this could raise the question of the existence of such homomeric 

receptors in vivo and suggest the need for additional subunits to form functional receptor responsive to physiologically 
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relevant glutamate concentrations (glutamate EC50 of 166 µM for pharynx muscle depolarization for C. elegans) (53–

55). 

 

Highly conserved nematode GluCl subunits play a pivotal role in heteromeric receptors 

composition 

In the present study, our hypothesis that GLC-2 could combine with other GluCls subunits was supported by 

the evidence that GLC-2 combine with GLC-1 (36) and AVR-15 (43) in C. elegans and with AVR-14B in H. contortus 

(50) and C. oncophora (27). Interestingly, the three heteromeric GluCl described in nematodes all include the GLC-

2 subunit (27,36,43,50). Because the C. elegans AVR-14, GLC-2 , GLC-3 and GLC-4 subunits has been shown to 

be expressed in pharyngeal neurons (56,57), we investigated potential heteromeric channels made of a combination 

of these subunits using the Xenopus oocytes as an expression system. 

For all three species, combination of AVR-14B/GLC-2 led to a robust expression of glutamate sensitive 

receptors. The drastic reduction of the glutamate EC50 of AVR-14B/GLC-2 of a factor 4 to more than 23 in comparison 

with their respective homomeric receptor counterparts strongly support the association of the two distinct subunits 

into functional heteromeric receptors. Surprisingly, the EC50 calculated for Cel-AVR-14B and Cel-GLC-2 were very 

low compare to their first description with EC50 of 2200 ± 120 µM (28) and 1360± 50 µM (36), respectively. Whereas 

the GLC-2 amino acid sequence obtained in the present study was similar to the one reported by Cully et al (36), our 

AVR-14B sequence differs by one amino acid in the second transmembrane domain at position 305 (Ser 305) 

compared to the sequence found by McCavera et al, (Thr 305) (28). The Ser 305 of Cel-AVR-14B correspond to the 

Ser 265 of Cel-GLC-1, which were shown to be involved in the channel pore (41). This mutation S305T may explain 

such differences in glutamate EC50. 

Subsequently, we described for the first time that the combination GLC-2/GLC-3 formed a novel GluCl 

subtype sensitive to µM glutamate for C. elegans and P. univalens but surprisingly not for B. malayi. In order to 

explain the absence of functional GLC-2/GLC-3 for B. malayi, we first speculated that non-functional Bma-GLC-3 

could be responsible for the failure to get the predicted GLC-2/GLC-3 receptor as Bma-GLC-2 has proven to be 

functional in the obligate heteromeric channel including AVR-14B. However, the successfully expression of a 

functional chimeric receptor made of Pun-GLC-2 and Bma-GLC-3 (Fig. S5, n = 12), confirmed that Bma-GLC-3 was 

a functional subunit. Therefore, we could only speculate that 1) additional subunits combining to GLC-3 alone or 

GLC-2/GLC-3 of B. malayi are required to form functional receptors, 2) as reported for the functional expression of 
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some nAChR subtype, the addition of some ancillary proteins (58,59) could be necessary for some nematode GluCl 

expression in the Xenopus oocytes. 

In summary, our results highlight that subunit combination is critical for clade III parasites to form functional 

glutamate-sensitive receptor in Xenopus oocyte expression system whereas it is increasing the GluCl receptor 

diversity in clade V nematode. 

 

New insights about macrocyclic lactones mode of action 

There was to our knowledge no functional characterization of a wide range of MLs on their pharmacological 

targets. Here, the identification of novel functional GluCl from three distinct nematode species opened the way for 

detailed pharmacological characterization to decipher their relative sensitivity to different MLs. In accordance with 

previous studies performed on AVR-14B/GLC-2 of H. contortus (50) and C. oncophora (27), we showed that AVR-

14B/GLC-2 from C. elegans, B. malayi and P. univalens were sensitive to ivermectin and moxidectin corresponding 

to the only two MLs with marketed authorization in human health (60) and the most used in equine health with 

abamectin and doramectin (61). 

In addition, we showed that this subtype is also sensitive to a wide range of MLs including abamectin, doramectin, 

emamectin, eprinomectin and selamectin. Presently, only ivermectin have marketed authorization for a wide variety 

of hosts and parasites. Others MLs have more specific marketed authorization such as emamectin, which is mostly 

used as insecticide in veterinarian aquaculture as well as in terrestrial agriculture (62). Interestingly, the presented 

work highlighted that emamectin seems the most efficient agonist of the AVR-14B/GLC-2 receptors in the three 

species compared to the currently used MLs against B. malayi and Parascaris sp. However, whether the high potency 

of emamectin on AVR-14B/GLC-2 could be correlated or not with a better efficacy of the drug in vivo remain to be 

established. Importantly, this also raise the question of the relative contribution of the different GluCl subtypes in MLs 

sensitivity. For exemple, in case of ivermectin resistance, moxidectin remains effective to treat lambs infected with 

H. contortus (80) suggesting that both molecules could preferentially activate distinct pharmacological targets. 

However, the agonist properties of the MLs on these receptors expressed in oocytes do not explain their different 

anthelmintic efficacy on different species in vivo (63,64) showing the limit of the model and highlighting the importance 

of combining different approach to study MLs mode of action. 

Because stable transformation remains an elusive goal for numerous parasitic nematode species (65,66), RNAi 

experiments could represent an attractive alternative to investigate the respective role of the distinct GluCls subtype 
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in MLs susceptibility (67). Recently RNAi has been successfully used in B. malayi to invalidate the expression of 

nAChR (68) and SLO-1 subunits (69). Undoubtedly, such an approach combined with phenotypic assays (70) or the 

recently developed in vivo imaging system (IVIS) optimized to study B. malayi on a gerbil model (71) would represent 

a major opportunity to investigate in more details the MLs mode of action. 

 

Distinct pharmacology between C. elegans and parasites 

In the present study, we reported that GLC-2/GLC-3 of C. elegans and P. univalens form functional 

glutamate-sensitive receptors but didn’t shared common pharmacological property. Indeed, whereas ivermectin, 

moxidectin and eprinomectin act as agonist on Cel-GLC-2/GLC-3, in contrast MLs didn’t act on Pun-GLC-2/GLC-3 

receptors as positive allosteric modulators but ivermectin and moxidectin had a reversible glutamate potentializing 

effect at the same concentration. Such a pharmacological property appears to be rare in GluCls of invertebrate and 

make this novel subtype a unique pharmacological target that open the way for drug screening to find new therapeutic 

molecules. 

 

In conclusion, this study highlighted the importance of C. elegans as a valuable tool for parasitic GluCl 

discovery but also highlighted its limits for the functional and pharmacological predictability with the clade III 

nematode parasites B. malayi and P. univalens. Indeed, we highlight that the core set of GluCl subunits (AVR-14, 

GLC-2, GLC-3 and GLC-4) didn’t form functional homomeric receptors in Xenopus oocytes for B. malayi and P. 

univalens or have no reliable expression in contrast with C. elegans for which most of the GluCl subunit form 

homomeric functional channels. We found that AVR-14B/GLC-2 is sensitive to a wide range of MLs and is common 

in nematodes from clade III and V. GLC-2/GLC-3 subtype showed drastic differential pharmacological properties for 

C. elegans and P. univalens and wasn’t found functional for B. malayi. Tested MLs acted as agonists on Cel-GLC-

2/GLC-3 whereas they had a glutamate potentializing effect on Pun-GLC-2/GLC-3. We provided new insight about 

the GluCl diversity and highlighted the importance of GLC-2 as a core subunit in C. elegans and in the clade III 

nematodes B. malayi and P. univalens. This work open the way for the rational use of MLs and potentially new drug 

discovery on novel GluCl subtypes. 

 

  



 

 

119 

Material and Methods 

A. Sample supply 

 C. elegans used in this study are Bristol N2 wild-type strain worms supplied by the Caenorhabditis 

Genetics Center (CGC), St. Paul, MN, USA, which is funded by NIH Office of Research Infrastruture Programs (P40 

OD010440). B. malayi microfilariae were supplied by NIH/NIAID Filariasis Research Reagent Resource Center, 

University of Georgia, Athens, GA, USA (www.filariasiscenter.org)Adults P. univalens were collected in faeces of 

naturally infested foals from UEPAO (Experimental Unit of Orfrasière Animal Physiology, INRA Centre Val de Loire, 

Nouzilly, 37380, France) 50 h after treatment with ivermectin. All samples were store at -80 °C in RNA later solution 

(Ambion) before used. 

 

B. Karyotyping of Parascaris sp samples 

Parascaris equorum and Parascaris univalens are the two Parascaris spp. described as morphologically identical. 

They can be discriminated by karyotyping as P. univalens has one pair of chromosome while P. equorum has two 

pair (72). We confirmed the species status by karyotyping Parascaris eggs from foals in Nouzilly, France. Ascarid 

eggs were extracted from a pool of faecal samples from four foals from the UEPAO. Feces were mixed with tap water 

and deposited on two sieves stacking in order of size (125 µm on the top and 63 µm on the bottom, respectively). 

Eggs were collected and washed with a large amount of tap water on the 60 μm sieve. Karyotyping was performed 

as described previously (73). Briefly, eggs were decorticated by three washing steps with 2% sodium hypochlorite in 

16.5% sodium chloride, and subsequently by six washing steps with cold tap water. Then, eggs were briefly 

centrifugated and split in pool of 1000-1500 eggs which were incubated for 1.5 h, 2 h or 3 h at 37 °C for the first or 

second embryonic division to occur. Eggs were fixed with a mixture of methanol, acetic acid and chloroform (6:3:1) 

during 1 h, then washed twice with tap water. Approximately 500 eggs were placed between a slide and a coverslip 

and were crushed by pressing hard manually 1 min on the slides and then frozen in liquid nitrogen for 1 min. The 

coverslip was removed and let the glass air dried. Dried slides and first coverslips were mounted with new coverslips 

and slides respectively, using ProLong® Diamond Antifade Mountant with DAPI (Life Technologies). Six mounted 

slides were incubated 24 h at room temperature in the dark and examined using a fluorescent microscope (Nikon 

Eclipse E600). As expected, the worldspread specie P. univalens was identified as the only specie present in the 

infected foals since all eggs had a single pair of chromosomes (Fig. S1). 
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C. RNA extraction and cDNA synthesis 

 Total RNA was extracted from a pool of adults for C. elegans and from a pool of larvae for B. malayi. For 

Parascaris sp., total RNA was extracted from the head of one worm, including pharynx. Total RNA was isolated with 

Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) following the manufacturer’s recommendations. cDNA synthesis was 

performed with 0.5-5 µg of total RNA using the Maxima H minus Reverse Transcriptase kit (Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA) according to the manufacturer’s recommendations. 

 

D. Identification and cloning of full-length GluCls coding sequences from nematodes 

 PCR amplification were performed according to the manufacturer’s recommendations with the Phusion 

High Fidelity Polymerase (New England BioLabs, Ipswich, MA, USA) using cDNA as template. Full-length coding 

sequences were cloned into pTB-207 and RACE-PCR product were cloned into pGEM-T (Promega, Madison, WI, 

USA). Eurofins Genomics (Luxembourg, Luxembourg) sequenced all constructs. Sequences of Cel-AVR-14B 

(CAA04170), Cel-GLC-2 (AAA50786) and Cel-GLC-3 (CAB51708) from C. elegans were available on Genbank as 

well as Pun-AVR-14B (ABK20343) subunit coding sequence from P. univalens. Using the GluCls sequences of C. 

elegans, Haemonchus contortus and Pun-AVR-14B as querries, tBLASTn searches in NCBI 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) and WormbaseParasite (https://parasite.wormbase.org/Tools/Blast?db=core) 

allowed the identification of full-length coding sequence of GluCls from B. malayi (Bma-GLC-2 : XM_001893073.1 ; 

Bma-GLC-4 : XM_001900205.1 ; Bma-AVR-14B : supercontig:Bmal-

4.0:Bm_v4_Chr3_scaffold_001:1374074:1388079:1 ; Bma-GLC-3 : Bmal-

4.0:Bm_v4_Chr4_scaffold_001:1513094:1542759:-1) and partial sequences of GluCls from P. univalens (Pun-GLC-

2 : NODE_2545302 ; Pun-GLC-3 : NODE_2129897 and NODE_2250308 ; Pun-GLC-4 : NODE_1817943, 

NODE_2402242 and NODE_2418647). Primers designed for RACE PCR and to amplify full-length coding 

sequences of each subunit are indicated in Tables S1-3. For GluCls subunits of P. univalens, the corresponding 5’ 

and 3’ cDNA ends were obtained by nested RACE-PCR experiments already described in previous study (59). After 

identification of the 5’ and 3’ ends, two pairs of new primers per subunit were designed to amplify the full-length 

coding sequence of all GluCl subunits by nested PCR with the proofreading Phusion High-Fidelity DNA Polymerase 

(Thermo Scientific). Then, PCR products were cloned into the transcription vector pTB-207 (74) using the In-Fusion 

HD Cloning kit (Clontech) as described previously (75). Recombinant constructs were purified using EZNA Plasmid 

DNA Mini kit (Omega Bio-Tek) and sequence-checked (Eurofins Genomics). The novel complete coding sequences 

of Bma-AVR-14B, Bma-GLC-2, Bma-GLC-3, Bma-GLC-4, Pun-AVR-14B, Pun-GLC-2, Pun-GLC-3 and Pun-GLC-4 

were deposited to Genebank. Constructs were linearized with MlsI, PaeI or PacI restriction enzymes (Thermofisher) 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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depending on the construct. Linearized plasmids were used as DNA templates for cRNA synthesis using the 

mMessage mMachine T7 transcription kit (Ambion). cRNAs were precipitated with lithium chloride and were 

resuspended in a suitable volume of RNAse-free water and stored at -20 °C before use.  

 

E. Sequence analysis and phylogeny 

Predictions of signal peptides and transmembrane domains were performed with SignalP4.0 (76) and Simple 

Modular Architecture Research Tool (77). Deduced amino-acid sequences of GluCls from B. malayi, C. elegans and 

P. univalens were aligned using the MUSCLE algorithm and further processed with GENEDOC (IUBio). Percentage 

of identity between deduced amino acid of mature protein without peptide signal were obtained with EBI Global 

Alignment EMBOSS Needle (78). All the sequences were manipulated with « The Sequence Manipulation Suite » 

(https://www.bioinformatics.org/sms/). Restriction enzyme sites were deduced from NEBcutter 

(http://www.labtools.us/nebcutter-v2-0/). The phylogenetic distant tree was constructed by the SeaView software (79) 

using BioNJ (Poisson) parameters and bootstraps values were calculated on 1000 replications The tree was modified 

by FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). 

The sequences used in this study are available on GenBank under the followed accession numbers : Brugia malayi 

(Bma) : AVR-14B (MW196269), GLC-2 (MW196266), GLC-3 (MW196267), GLC-4 (MW196268); Caenorhabditis 

elegans (Cel) : AVR-14A (AAC25481), AVR-14B (MW196270), AVR-15A (CAA04171), AVR-15B (CAA04170), GLC-

1 (AAA50785), GLC-2 (AAA50786), GLC-3 (CAB51708), GLC-4 (NP_495489.2), UNC-49B1 (AAD42383); 

Haemonchus contortus (Hco) : AVR-14A (CAA74622), AVR-14B (CAA74623), GLC-2 (CAA70929), GLC-4 

(ABV68894), GLC-5 (AAD13405); Parascaris univalens (Pun): AVR-14B (MW187941), GLC-2 (MW187938), GLC-3 

(MW187939), GLC-4 (MW187940) and GLC-5 (QBZ81966). 

 

F. Electrophysiological recording and data analysis in Xenopus laevis oocytes 

Defolliculated Xenopus laevis oocytes were purchased from Ecocyte Bioscience (Germany) and maintained in 

incubation solution (100 mM NaCl, 2 mM KCl, 1.8 mM CaCl2.2H2O, 1 mM MgCl2.6H2O, 5 mM HEPES, 2.5 mM 

C3H3NaO3, pH 7.5 supplemented with 100 U/mL penicillin and 100 µg/mL streptomycin at 19 °C. Using the 

Drummond nanoject II microinjector, each oocyte were microinjected with 72 ng of cRNA when subunits are 

expressed singly or with 50 ng for each subunit when expressed in combination (1 :1 ratio). Three to six days after 

cRNA microinjection, two-electrode voltage-clamp recordings were performed with an Oocyte clamp OC-725C 

https://www.bioinformatics.org/sms/index.html
http://www.labtools.us/nebcutter-v2-0/
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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amplifier (Warner instrument) at a holding potential of -80 mV to assess the expression of the GluCl channels. 

Currents were recorded and analyzed using the pCLAMP 10.4 package (Molecular Devices). 

Dose responses relationships for glutamate were carried out by challenging oocytes with 5-10 s applications of 

increasing concentration of glutamate (between 1 µM to 30 mM depending on the receptor) with 2 min washing steps 

with Ringer solution between each application. The peak current values were normalized to the maximum response 

obtained with a saturated concentration of glutamate. The concentration of agonist required to mediate 50% of the 

maximum response (EC50) and the Hill coefficient (nH) were determined and compared using non-linear regression 

on normalized data with R Studio using the drc package v3.0-1 (80). Results are shown as mean ± SEM. 

Comparison of the MLs effect on a receptors were performed as described previously (27,49). Briefly, 1 mM 

glutamate was first perfused on the oocytes as a reference peak current (maximum response) before application of 

a ML 1 µM for 5 s. Current responses were normalized to the maximum current amplitude obtained with 1 mM 

glutamate. For Pun-GLC-2/GLC-3, the potentializing effect of MLs was evaluated by a first application of each MLs 

alone for 5 s, followed by the co-application with 100 µM glutamate for 5 s. The observed responses were normalized 

to the response induced by 100 µM glutamate (corresponding approximately to the glutamate EC50 for Pun-GLC-

2/GLC-3) alone performed prior to challenging with the ML. In order to investigate the reversibility of the potentializing 

effect of the MLs, 100 µM glutamate was applied after 2 min washing. Statistical analysis were performed using 

Kruskal-Wallis (Wilkoxon test) with Bonferroni adjustements to compared glutamate and MLs current amplitudes. 

 

G. Chemicals 

Glutamate, piperazine and the macrocyclic lactones (selamectin, ivermectin, doramectin, emamectin, 

eprinomectin, abamectin and moxidectin) were purchased from Sigma-Aldrich. Macrocyclic lactones were 

first dissolved in DMSO as 10 mM and then diluted in recording solution to the required concentration with 

a final concentration of DMSO which not exceed 1 %. Glutamate was directly prepared in recording 

solution.  
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Figures legends 

 

Fig. 1: Distance tree (BioNJ, Poisson) of GluCl protein sequences from the nematodes B. malayi (Bma), C. 

elegans (Cel), H. contortus (Hco) and P. univalens (Pun). The bootstrap values are indicated next to each branch. 

Branch lengths are proportional to the number of substitutions per amino acid. Scale bar represents the number of 

substitutions per site. Accession numbers for the sequences used in this phylogenetic analysis are provided in the 

Methods sections. Sequences of AVR-14B, GLC2 and GLC-3 from B. malayi, C. elegans and P. univalens are 

highlight in blue, yellow and green respectively. The GABA receptor subunit UNC-49B1 from C. elegans was used 

as an outgroup. 
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Fig. 2: Functional expression of GluCls subunits from C. elegans, B. malayi and P. univalens in Xenopus 

laevis oocytes. 

Representative currents with mean current amplitude in response to 1 mM glutamate application on Xenopus oocytes 

expressing homomeric (A) or heteromeric (B) receptors for C. elegans, B. malayi and P. univalens. Glutamate 

application times are indicated by the black bars. Boxplots represent mean +/- SEM, Kruskal-Wallis, *** p < 0.001. 

Dark red boxes show effective combinations that led to robust expression of receptors responding to 1 mM glutamate 

with peak current in µA range. Light red boxes correspond to combinations which respond to 1 mM glutamate with 

small currents in nA range. Black boxes correspond to combinations that not responded to 1 mM glutamate. 
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Fig. 3: Functional characterization of AVR-14B/GLC-2 from C. elegans, B. malayi and P. univalens. 

A. Representative current traces of Cel-AVR-14B/GLC-2 expressed in Xenopus oocytes in response to the 

application of an increasing concentration of glutamate (3-1000 µM). Glutamate application periods are 

indicated by the black bars. 

B. Glutamate concentration-response curve for Cel-AVR-14B, Cel-GLC-2 and the combination Cel-AVR-

14B/GLC-2 (mean +/- SEM, n = 5-8). Current amplitudes were normalized to the maximal effect obtained 

with a saturating glutamate concentration, Kruskal-Wallis *** p < 0.001. 

C. Representative current traces of Bma-AVR-14B/GLC-2 expressed in Xenopus oocytes in response to the 

application of an increasing concentration of glutamate (3-1000 µM). Glutamate application periods are 

indicated by the black bars. 
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D. Glutamate concentration-response curve for Bma-AVR-14B and the combination Bma-AVR-14B/GLC-2 

(mean +/- SEM, n = 5). Current amplitudes were normalized to the maximal effect obtained with a saturating 

glutamate concentration, Kruskal-Wallis*** p < 0.001. 

E. Representative current traces of Pun-AVR-14B/GLC-2 expressed in Xenopus oocytes in response to the 

application of an increasing concentration of glutamate (1-1000 µM). Glutamate application periods are 

indicated by the black bars. 

F. Glutamate concentration-response curve for Pun-AVR-14B/GLC-2 (mean +/- SEM, n = 5). Current 

amplitudes were normalized to the maximal effect obtained with a saturating glutamate concentration. 
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Fig. 4: Effects of marketed macrocyclic lactones on AVR-14B/GLC-2 from C. elegans, B. malayi and P. 

univalens. 

A. Representative recording traces from a single oocyte injected with AVR-14B and GLC-2 of C. elegans induced by 

the two most potent activators, emamectin and eprinomectin after a first application of 1 mM glutamate. Application 

time are indicated by the black bars. 
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B. Comparison of macrocyclic lactones effects at 1 µM after 5 s application on Cel-AVR-14B/GLC-2. All responses 

are normalized to the maximum responses obtained with glutamate at 1 mM (Kruskal-Wallis with Bonferroni 

adjustments, * p < 0.05). 

C. Representative current traces from a single oocyte injected with AVR-14B and GLC-2 of B. malayi induced by the 

two most potent activators, emamectin and moxidectin after a first application of 1 mM glutamate. Application time 

are indicated by the black bars. 

D. Comparison of macrocyclic lactones effects at 1 µM after 5 s application on Bma-AVR-14B/GLC-2. All responses 

are normalized to the maximum responses obtained with glutamate at 1 mM (Kruskal-Wallis with Bonferroni 

adjustments, * p < 0.05). 

E. Representative current traces from a single oocyte injected with AVR-14B and GLC-2 of P. univalens induced by 

the two most potent activators, emamectin and ivermectin after a first application of 1 mM glutamate. Application 

time are indicated by the black bars. 

F. Comparison of macrocyclic lactones effects at 1 µM after 5 s application on Pun-AVR-14B/GLC-2. All responses 

are normalized to the maximum responses obtained with glutamate at 1 mM (Kruskal-Wallis with Bonferroni 

adjustments, * p < 0.05). 
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Fig. 5: Pharmacological characterization of GLC-2/GLC-3 from C. elegans and P. univalens. 

A. Representative current traces of Cel-GLC-2/GLC-3 expressed in Xenopus oocytes in response to an 

increasing concentration of glutamate (3-10000 µM). Application times are indicated by the black bars. 

B. Glutamate concentration response curve on Cel-GLC-2 and on the combination Cel-GLC-2/GLC-3 (mean 

+/- SEM, n = 5). Current amplitudes were normalized to the maximal effect with glutamate (Kruskal-Wallis 

with Bonferroni adjustments, *** p < 0.001). 

C. Representative current traces of Pun-GLC-2/GLC-3 expressed in Xenopus oocytes in response to an 

increasing concentration of glutamate (3-3000 µM). Application times are indicated by the black bars. 

D. Glutamate concentration response curve on Pun-GLC-3 and on the combination Pun-GLC-2/GLC-3 (mean 

+/- SEM, n = 11-21). Current amplitudes were normalized to the maximal effect with glutamate (Kruskal-

Wallis with Bonferroni adjustments, *** p < 0.001). 
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Fig. 6: Pharmacological characterization of GLC-2/GLC-3 from C. elegans and P. univalens. 

A. Representative current traces induced by some macrocyclic lactones (ivermectin, moxidectin and 

eprinomectin) on Cel-GLC-2/GLC-3. Application time are indicated by the black bars. 

B. Comparison of some macrocyclic lactones effects at 1 µM after 5 s application on Cel-GLC-2/GLC-3. All 

responses are normalized to the maximum responses obtained with glutamate at 1 mM (Kruskal-Wallis with 

Bonferroni adjustments, NS = Not significative) 

C. Representative current traces induced by some macrocyclic lactones (ivermectin, moxidectin and 

eprinomectin) on Pun-GLC-2/GLC-3. Application time are indicated by the black bars. 

D. Comparison of some macrocyclic lactones effects at 1 µM after 5 s application on Pun-GLC-2/GLC-3. All 

responses are normalized to the maximum responses obtained with glutamate at 1 mM (Kruskal-Wallis with 

Bonferroni adjustments, NS = Not significative). 
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Fig. 7: Modulation of glutamate effect by ivermectin and moxidectin on GLC-2/GLC-3 from P. univalens. 

A-B. Representative current traces induced by glutamate 100 µM followed by a coapplication of ivermectin 1 µM (A) 

or moxidectin 1 µM (B) with glutamate 100 µM. Application time are indicated by the black bars. 

C. Box plot of the potentializing effect of ivermectin on Pun-GLC-2/GLC-3 normalized and compared with the 

response to 100 µM glutamate (Kruskal-Wallis with Bonferroni adjustments, * p < 0.05). 

D. Box plot (mean +/- SEM, n = 8) of the potentializing effect of moxidectin on Pun-GLC-2/GLC-3 normalized and 

compared with the response to 100 µM glutamate (Kruskal-Wallis with Bonferroni adjustments, ** p < 0.01, *** 

p<0.001) 
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Table 1: Percentage amino acid sequence identity between GluCls of C. elegans, B. malayi and P. univalens 

Deduced amino acid sequence of mature protein without signal peptide of AVR-14B, GLC-2, GLC-3 and GLC-4 from 

C. elegans, B. malayi and P. univalens were pairwise aligned. Darker red correspond to a higher percentage of 

identity while lighter red correspond to a lower identity percentage. 
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Table 2: Effect of glutamate and macrocyclic lactones on GluCls from C. elegans, B. malayi and P. univalens 

expressed in Xenopus oocytes. 

The table shows for each receptors its maximum current amplitude (Imax), its glutamate EC50 with Hill coefficient and 

its response 1 µM of macrocyclic lactones applied for 5 seconds and EC50 when available. Data corresponded to 

mean +/- SEM of more than 5 oocytes. Results determined elsewhere are wrote in blue. ND = Not determined. 
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Figure S1 : Karyotype of Parascaris univalens from France.  

Eggs with DAPI-stained during the first mitotic division showed a single pair of chromosomes representative of 

Parascaris univalens (x400). 
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Fig. S2: Amino-acid alignments of AVR-14B (A), GLC-2 (B) and GLC-3 (C) subunit sequences from the four 

nematode species Brugia malayi (Bma), Caenorhabditis elegans (Cel), Haemonchus contortus (Hco) and 

Parascaris univalens (Pun). Predicted signal peptides in the N-terminal region are highlight in grey. Amino acids 

share between the four species are highlight in blue. The four transmembrane segments (TM1-4) and cys-loops are 

indicated by the black bars. 
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Fig. S3: Amino-acid alignment of GLC-4 from the four nematode species Brugia malayi (Bma), 

Caenorhabditis elegans (Cel), Haemonchus contortus (Hco) and Parascaris univalens (Pun). Predicted signal 

peptides in the N-terminal region are highlight in grey. Amino acids share between the four species are highlight in 

blue. The four transmembrane segments (TM1-4) and cys-loops are indicated by the black bars. 
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Fig. S4: Pharmacological characterization of GLC-2/GLC-3 from P. univalens 

A. Comparison of the macrocyclic lactones effects at 1 µM after 5 s application on Pun-GLC-2/GLC-3. All responses 

are normalized to the maximum responses obtained with glutamate at 1 mM (Kruskal-Wallis with Bonferroni 

adjustments, p < 0.05). 

B. Representative current traces induced by ivermectin at 1 µM for a longer time period (90 s), indicated by the bar, 

on Pun-GLC-2/GLC-3. 
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Fig. S5: Representative current traces after application of glutamate 1 mM on Xenopus oocytes expressing 

chimera receptors made of Pun-GLC-2 and Bma-GLC-3 (n = 12). Application time are indicated by the black bars. 
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Table S1: List of primers used for PCR and cloning experiments of GluCls subunits from C. elegans. 
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Table S2: List of primers used for PCR and cloning experiments of GluCls subunits from Brugia malayi. 
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Table S3: List of primers used for PCR and cloning experiments of GluCls subunits from Parascaris 

univalens. 
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II. Mode d’action des lactones macrocycliques sur une sous-unité 

de canal chlorure glutamate dépendant chez les nématodes 

parasites Parascaris univalens et Haemonchus contortus 

 

Le travail qui suit donnera lieu à une publication qui est en cours d’écriture pour une soumission dans le journal 

PLoS Pathogens. Cette future publication a pour titre « Molecular and functional characterisation of a glutamate-

gated chloride channel found in parasitic nematodes Parascaris univalens and Haemonchus contortus ». 

 

CONTEXTE 

 Parascaris univalens est un nématode parasite gastro-intestinal infestant les équidés partout dans le monde. 

Il est l’agent responsable de l’ascaridiose équine provoquant des troubles respiratoires et digestifs, un ralentissement 

de croissance des poulains et des coliques d’impactions pouvant conduire à la mort de l’animal dans les cas les plus 

graves (48). Les poulains ayant un système immunitaire immature, la charge parasitaire provoquée par P. univalens 

est contrôlée par l’utilisation de trois familles d’anthelminthiques : les lactones macrocycliques (MLs), les 

benzimidazoles et les tétrahydropyrimidines (pyrantel). L’utilisation déraisonnée de ces anthelminthiques a contribué 

au développement et à la propagation de résistances pour plusieurs nématodes d’intérêt vétérinaire incluant P. 

univalens (59,160,168,297–299). Malgré un contrôle de la parasitémie de plus en plus difficile, le mode d’action de 

ces drogues ainsi que leurs cibles pharmacologiques restent méconnus dans un grand nombre d’espèces parasitaires 

d’importance vétérinaire. Les lactones macrocycliques sont les molécules les plus utilisées pour lutter contre le 

parasitisme équin. Elles ciblent principalement les canaux chlorures glutamate-dépendant (GluCls) qui sont 

exclusivement présents dans le système nerveux des invertébrés ce qui en font de formidables cibles 

pharmacologiques. Les MLs activent ces récepteurs ce qui conduit à une paralysie flasque du parasite et à son 

élimination via les fèces de l’animal. Chez les nématodes, 8 gènes codant des sous-unités de GluCls ont été décrits : 

avr-14, avr-15, glc-1, glc-2, glc-3, glc-4, glc-5 et glc-6. Les gènes glc-5 et glc-6 n’ont été identifiés que chez le 

nématode parasite des petits ruminants Haemonchus contortus. Une telle spécificité d’espèce en font des cibles 

pharmacologiques très intéressantes dans un contexte de traitements ciblés. Des recherches dans les bases de données 

génomiques et transcriptomiques de P. univalens ont permis d’identifier une séquence homologue de glc-5 mais pas 

de glc-6. L’identification de nouvelles cibles pharmacologiques est nécessaire pour faciliter le développement de 

nouveaux traitements et pour comprendre leur mode d’action. 
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OBJECTIFS 

Les objectifs de cette étude étaient d’identifier la sous-unité GLC-5 de P. univalens et de réaliser sa 

caractérisation fonctionnelle et pharmacologique pour mieux comprendre le mode d’action des lactones 

macrocycliques sur ce parasite. 

 

METHODES 

En s’appuyant sur la sous-unité glc-5 d’H. contortus, la recherche de similarités de séquences dans les bases 

de données de P. univalens a permis d’identifier des portions de séquences de Pun-glc-5. Des RACE-PCR ont été 

réalisées pour identifier la séquence codante complète de la sous-unité qui a ensuite été clonée dans un vecteur de 

transcription. 

 Les ARNc correspondant à la sous-unité Pun-glc-5 ont été synthétisés in vitro puis injectés dans le système 

d’expression hétérologue œuf de xénope. La caractérisation fonctionnelle et pharmacologique a été réalisée par la 

technique de voltage-clamp en double électrodes. Aussi, la rapidité d’action d’un large panel de lactones 

macrocycliques (abamectine, doramectine, émamectine, éprinomectine, ivermectine, moxidectine et selamectine) a 

été évaluée. 

 Pour étudier la localisation de Pun-glc-5, le promoteur de cette sous-unité a été cloné dans un vecteur de 

façon à ce qu’il contrôle l’expression de la GFP. Cette construction a été injectée dans les gonades du nématode 

modèle et système d’expression hétérologue Caenorhaditis elegans. La localisation de l’expression de la GFP est 

observée sur la génération F1 à l’aide d’un microscope à fluorescence inversé. 

 De même, pour confirmer que Pun-GLC-5 est bien une cible des lactones macrocycliques in vivo, une 

construction contenant le promoteur suivi de la séquence codante de glc-5 ont été injectée dans les gonades d’une 

souche de C. elegans résistante à l’ivermectine (JD369 : knockdown d’avr-14, avr-15, glc-1 et glc-3). Des tests de 

mobilité ont été réalisés pour évaluer la capacité de mouvement des mutants en présence ou non d’ivermectine. 

 Enfin, en se basant sur le récepteur Cel-GLC-1 qui a été cristallisé, des études de modélisation par homologie 

ont permis d’identifier les acides aminés importants dans la liaison au glutamate, à l’ibotenante et à l’ivermectine 

pour les récepteurs GLC-5 de P. univalens et de H. contortus. Les études de modélisation ont été réalisées par le 

groupe de Sean Forrester (Ontario Tech University, Canada). 
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RESULTATS 

 Identification de glc-5 chez Parascaris univalens 

La recherche de séquences homologues dans les bases de données génomiques de Parascaris sp. (NCBI) par 

rapport à la sous-unité glc-5 déjà décrite chez H. contortus a permis l’identification de séquences partielles codant 

pour un GluCl. L’identification des extrémités 5’ et 3’ de cette sous-unité par séquençage des produits des 5’ et 

3’RACE-RT-PCR a permis de définir de nouvelles amorces pour amplifier et cloner sa séquence codante complète. 

L’ADNc complet de 1637 pb a été nommé Pun-glc-5 et déposé dans Genbank sous le numéro d’accession 

MH816997.1. La séquence codante complète de 1269 pb code une protéine de 422 acides aminés pour laquelle 

aucune sous-unité homologue n’a pu être identifiée chez C. elegans. Cependant, cette sous-unité est très similaire à 

Hco-GLC-5 avec qui elle partage 72,4 % d’identité et 81,3 % de similarité au niveau protéique. Ces deux sous-unité 

GLC-5 partagent les éléments caractéristiques des LGIC à cys loop. En effet, elles possèdent un peptide signal en C-

ter, un domaine extracellulaire dans sa partie N-terminal contenant 2 domaines cys-loop formés par des ponts 

disulfures caractéristiques des sous-unités de GluCls avec 7 boucles (loops A-F) impliquées dans la liaison au ligand, 

4 domaines transmembranaires (TM1-4) et un domaine intracellulaire hypervariable entre les domaines 

transmembranaires TM3 et TM4 (Figure 29). 
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Figure 29: Alignement des séquences protéiques des sous-unités GLC-5 de Parascaris univalens (Pun) et Haemonchus contortus (Hco) 

avec la sous-unité GLC-1 de Caenorhabditis elegans (Cel) 

Les peptides signaux sont prédits avec SignalP5.0 et sont colorés en gris. Les acides aminés identiques partagés par les trois 

séquences sont colorés en bleu tandis que les acides aminés identiques partagés par les sous-unités GLC-5 sont colorés en 

rose. Les 7 boucles (Loop A-G), les cystéines formant les cys-loop, et les 4 domaines transmembranaires (TM1-4) sont indiqués 

avec des barres noires ou marrons au-dessus des séquences. Les étoiles au dessus des séquences représentent les acides 

aminés clés dans la liaison au glutamate (étoiles rouges), à l’iboténate (étoiles noires) et à l’ivermectine (étoiles vertes). 
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Un arbre de distance des sous-unités de GluCls de C. elegans, H. contortus et P. univalens a été construit 

pour confirmer la nomenclature utilisée pour la nouvelle séquence identifiée et pour comprendre sa relation en termes 

d’évolution par rapport aux autres sous-unités de GluCls de nématodes. Ainsi, l’arbre confirme la relation 

d’orthologie entre Hco-GLC-5 et Pun-GLC-5 (Figure 30). Les sous-unités GLC-5 des deux espèces sont étroitement 

liées aux autres sous-unités GluCls AVR-14, AVR-15, GLC-1 et GLC-3 qui sont toutes décrites comme étant 

impliquées dans la sensibilité aux MLs (17,300) à l’inverse de GLC-2 et GLC-4 qui ne le sont pas. A ce jour, GLC-

5 n’était décrite que chez le nématode parasite H. contortus (231). Des recherches dans les bases de données de 

WormBase Parasite (https://parasite.wormbase.org/index.html, 105 espèces de Nematoda) ont permis d’identifier 

des séquences complètes ou partielles d’homologues de Pun-GLC-5 chez un nombre restreint d’espèces de 

nématodes libres ou parasites (>14 espèces) issues de différents clades telles que Ascaris suum (clade III, parasite), 

Panagrellus redivivus (clade IV, libre), Haliceaphalobus mephisto (clade IV, libre) ou Heligmosomoides polygyrus 

(clade V, parasite) (Figure 31). 
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Figure 30: Arbre de distance (BioNJ, Poisson) des séquences protéiques de GluCls (AVR-14, AVR-15, GLC-1, GLC-2, GLC-3, GLC-

4 et GLC-5) des nématodes C. elegans (Cel), H. contortus (Hco) et P. univalens (Pun). 

L’arbre a été construit par rapport à un alignement des sous-unités de GluCls sans leur peptide signal. L’arbre est enraciné avec 

la sous-unité ACR-16 de C. elegans codant pour un récepteur cholinergique sensible à la nicotine. La longueur des branches est 

proportionnelle au nombre de substitution par acide aminé. L’échelle représente le nombre de substitution par site. Les valeurs 

de bootstrap sont indiquées à droite de chaque nœud. La sous-unité Pun-GLC-5 décrite dans cette étude est colorée en rouge. 
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Figure 31: Arbre de distance (BioNJ, Poisson) montrant la relation des sous-unités GLC-5 de nématodes (Ancylostoma ceylanicum 

(Ace), Ascaris suum (Asu), Diploscapter coronatus (Dco), Diploscapter pachys (Dpa), Halicephalobus mephisto (Hme), Heligmosomoides 

polygyrus (Hpo), Panagrellus redivivus (Pre), Parapristionchus giblindavisi (Pgi), Plectus sambesii (Psa), Steinerma carpocapsae (Sca), 

Steinerma feltia (Sfe), Steinerma scapterisci (Ssc)) avec les sous-unités de GluCls (AVR-14, AVR-15, GLC-1, GLC-2, GLC-3, GLC-4, 

GLC-5 et GLC-6) des nématodes C. elegans (Cel), H. contortus (Hco) et P. univalens (Pun). Sont également inclus les sous-unités UNC-

49 de C. elegans codant pour des récepteurs au GABA. 

L’arbre a été construit par rapport à un alignement des GluCls sans leur peptide signal. L’arbre est enraciné avec la sous-unité 

ACR-16 de C. elegans codant pour un récepteur cholinergique sensible à la nicotine. La longueur des branches est 

proportionnelle au nombre de substitution par acide aminés. L’échelle représente le nombre de substitution par site. Les 

valeurs de bootstrap sont indiquées à droite de chaque nœud. Le groupe des sous-unités GLC-5 est coloré en rouge. 
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Pun-GLC-5 forme un récepteur homomérique fonctionnel sensible au glutamate et perméable au chlore 

 Une étude précédente a montré que GLC-5 d’H. contortus formait un récepteur au glutamate fonctionnel en 

ovocytes de xénope (231) d’où l’hypothèse que la sous-unité orthologue retrouvée chez P. univalens pouvait aussi 

former un récepteur homomérique fonctionnel. Les ARNc de Pun-glc-5 ont été injectés dans les œufs de xénope et 

leur capacité à former des récepteurs fonctionnels a été évaluée par la méthode de voltage-clamp en double électrodes. 

L’application de glutamate sur les œufs exprimant Pun-GLC-5 a permis l’enregistrement de courants entrant rapides 

de l’ordre du µA avec une rapide désensibilisation (Figure 32A). Dans le but d’étudier la pharmacologie de ce 

récepteur, différents analogues structuraux du glutamate (iboténate, GABA, glycine et aspartate) ainsi que 

l’anthelminthique pipérazine (agoniste GABAergique) ont été appliqués sur les œufs exprimant Pun-GLC-5. Seul 

l’ibotenate a montré un effet agoniste sur Pun-GLC-5 avec une réponse correspondant à 87 +/- 6 % de la réponse 

maximum obtenue avec une concentration saturante de glutamate (1 mM). A l’inverse, le GABA, la glycine, 

l’aspartate et la pipérazine ne sont que des faibles agonistes en comparaison du glutamate et de l’ibotenate (p < 0,02, 

n = 6, Figure 32A). 

 Dans le but de réaliser un effet concentration du glutamate et de l’iboténate, les ovocytes exprimant Pun-

GLC-5 ont été perfusés avec une gamme de concentration allant de 1 à 1000 µM pour le glutamate et de 1 à 300 µM 

pour l’iboténate. L’amplitude de courant maximum est obtenue à partir de 100 µM de glutamate ce qui est similaire 

à ce qui est observé pour la sous-unité GLC-5 d’H. contortus (231). La courbe d’effet concentration a permis le calcul 

d’une EC50 pour le glutamate de 5,0 +/- 0,6 µM avec un coefficient de Hill calculé de 2,8 +/- 0,8 (n = 6) suggérant la 

présence de plus de deux sites de liaison sur le récepteur. L’EC50 calculée pour l’iboténate est de 21,6 +/- 2,6 µM 

avec un coefficient de Hill calculé de 1,4 +/- 0,4 µM (n = 10) (Figure 32B). 

 Afin d’évaluer la sélectivité ionique de Pun-GLC-5, le potentiel d’inversion a été déterminé après 

activation par le glutamate en réalisant un protocole voltage-ramp avec différentes concentrations de sodium et de 

chlore dans la solution de Ringer (Figure 32C). Ensuite, les potentiels d’inversion mesurés dans chaque condition 

ont été placés sur un graphique en fonction de la concentration en sodium ou en chlore. Le décalage négligeable du 

potentiel d’inversion lorsque la concentration en sodium augmente (Erev = -2,4 mV +/-0,66 mV, n = 6) comparé au 

décalage du potentiel d’inversion lorsque la concentration en chlore augmente (Erev = -39,15 mV +/- 1,5 mV, n = 6) 

montre que Pun-GLC-5 forme un canal perméable au chlore et pas au sodium (Figure 32D), ce qui est en accord 

avec ce qui est décrit pour les GluCls dans la littérature (121,204,207). 

 Pour résumer, Pun-GLC-5 forme un récepteur homomérique fonctionnel perméable au chlore et sensible au 

glutamate et à l’iboténate  
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Figure 32: Expression fonctionnelle de la sous-unité GLC-5 de P. univalens dans des ovocytes de Xenopus laevis. 
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A. Effet des analogues structuraux du glutamate (iboténate, GABA, glycine et aspartate) et de l’anthelminthique 

pipérazine sur des ovocytes de xénope injectés avec les ARNc de Pun-glc-5. Les réponses sont normalisées par rapport 

à une première application de glutamate à 1 mM et les tracés représentatifs des courants de chaque molécule sont 

affichés au-dessus du graphique. Les ovocytes ont un potentiel imposé de -80 mV. Les analyses statistiques des 

différences d’amplitudes de courants induites par chaque molécule sont réalisées avec un test de Kruskal-Wallis avec 

ajustement Bonferroni (* p < 0,02). 

B. Courbes effets concentrations pour le glutamate et l’iboténate sur Pun-GLC-5 avec leurs courants représentatifs suite 

à une application croissante de la molécule allant de 1 à 1000 µM. L’EC50 calculée pour le glutamate et de 5 +/- 0,6 µM 

avec un coefficient de Hill de 2,8 +/- 0,8 (n = 6) et celle pour l’iboténate est de 21,6 +/- 2,6 µM avec un coefficient de 

Hill de 1,4 +/- 0,4 (n = 10). Les données sont normalisées par rapport à l’effet maximum obtenu avec 1 mM de 

glutamate ou 300 µM d’iboténate. 

C. Courbes courant-voltage représentatives d’ovocytes de xénope exprimant Pun-GLC-5 suite à la réalisation d’un 

protocole voltage-ramp (-60 mV à +60 mV) après application de glutamate avec augmentation de la concentration en 

sodium ou en chlore dans le milieu extracellulaire. 

D. Sélectivité ionique de Pun-GLC-5. La relation entre le potentiel d’inversion et la concentration ionique du milieu 

extérieur est obtenue en appliquant le protocole voltage-ramp après application de glutamate et en faisant varier la 

concentration de sodium ou de chlore sur des ovocytes exprimant Pun-GLC-5. Le décalage du potentiel d’inversion 

(-39 mV) lorsque la concentration de chlore change indique que Pun-GLC-5 forme un récepteur doté d’un canal sélectif 

au chlore. 
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Une large gamme de lactones macrocycliques active Pun-GLC-5 

 Dans le but de déterminer l’effet des MLs sur Pun-GLC-5, celles ayant une autorisation de commercialisation 

(abamectine, doramectine, émamectine, éprinomectine, ivermectine, moxidectine et sélamectine) ont été appliquées 

sur des ovocytes exprimant Pun-GLC-5. Les enregistrements de courants (Figure 33A) montrent que toutes les MLs 

testées sont de puissants agonistes quand elles sont appliquées sur les œufs de xénope (Figure 33B). En effet, 

l’application des MLs à 1 µM pendant 5 s conduit à une lente ouverture des récepteurs dont l’activation est 

irréversible. Bien qu’il n’y ait que peu ou pas de différences significatives entre les MLs dans leur rapidité 

d’activation (Figure 33B), l’ivermectine et la moxidectine, qui sont les deux seules MLs autorisées pour traiter les 

chevaux en France (ANSES, Index des medicaments vétérinaires autorisés en France), semblent être les plus rapides 

d’activation sur Pun-GLC-5. L’ivermectine a significativement une meilleure rapidité d’action sur Pun-GLC-5 que 

l’émamectine, l’éprinomectine, la sélamectine et l’abamectine (p < 0,05). Afin de mieux caractériser l’action de 

l’ivermectine sur ce récepteur, une courbe d’effet concentration a été réalisée à la suite de l’application de 

concentration croissante d’ivermectine (allant de 30 nM à 30 µM) (Figure 33C). L’ivermectine active le récepteur 

de façon concentration dépendante avec une EC50 de 1,055 +/- 0,131 µM et un coefficient de Hill estimé à 3,2 +/- 

1,8 (n > 5) (Figure 33D). 
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Figure 33: Pun-GLC-5 est sensible à une large gamme de lactones macrocycliques 

A. Courants représentatifs induit par l’application d’ivermectine ou de moxidectine à 1 µM en comparaison à une 

première application de glutamate à 1 mM. Les temps d’application des molécules sont indiqués par les barres 

horizontales. 

B. Histogramme représentant les amplitudes de courants normalisées suite à l’application d’une large gamme de MLs 

(ivermectine, moxidectine, doramectine, émamectine, éprinomectine, sélamectine et abamectine) à 1 µM pendant 

5 s. Les courants sont normalisés par rapport au courant maximum induit par une concentration saturante de 

glutamate (1 mM). Les résultats représentent la moyenne +/- SEM (n = 5-10). Les analyses statistiques entre les 

moyennes d’amplitude des courants sont réalisées avec un test de Kruskal-Wallis avec ajustements Bonferroni (* p < 

0,05). 

C. Courants représentatifs obtenus suite à l’application de différentes concentrations d’ivermectine (100 nM-3 µM). 

D. Courbe de l’effet concentration de l’ivermectine (30 nM – 30 µM) sur Pun-GLC-5. La réponse de l’ivermectine est 

normalisée par rapport à la réponse obtenue avec une première application de glutamate à 300 µM. A cause de l’effet 

irréversible de l’ivermectine, un œuf exprimant Pun-GLC-5 n’est perfusé qu’avec une seule concentration 

d’ivermectine. L’ EC50 calculée pour l’ivermectine est de 1,055 +/- 0,131 µM avec un coefficient de Hill de 3,2 +/- 1,8 

(moyenne +/- SEM, n = 5-10) 

  



 

 

161 

Localisation de l’expression du promoteur de Pun-glc-5 lorssqu’il est injecté dans C. elegans 

 Les différentes sous-unités de GluCls sont largement distribuées chez C. elegans (17,207,236,240) avec des 

localisations dans les neurones de la tête, les neurones moteurs, le pharynx… Cependant, ils présentent des 

distributions différentes par rapport aux sous-unités homologues d’H. contortus (237), suggérant que la localisation 

des sous-unités de GluCl est espèce-dépendante. Pour déterminer la localisation de Pun-glc-5, une construction, 

contenant la GFP dont l’expression est contrôlée par 3 kb de séquences en amont du codon d’initiation de la 

traduction (correspondant au promoteur de Pun-glc-5), a été injectée dans les gonades de jeunes adultes de C. elegans. 

L’expression de la GFP a été observée sur 4 vers adultes et une larve L4. La construction promPun-glc-5 ::GFP est 

exprimée dans des neurones présents dans la tête et autour du pharynx, dans la vulve et dans la queue (Figure 34). 

Par sa localisation dans le système nerveux et la vulve, nous avons émis l’hypothèse que Pun-glc-5 peut 

potentiellement être impliquée dans la locomotion et la reproduction. 
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Figure 34: Localisation de l’expression du promoteur de Pun-glc-5 dans des vers adultes de C. elegans 

Une construction contenant la GFP a été construite de façon que son expression soit contrôlée par le promoteur de Pun-glc-5 
(3 kb en amont du codon d’initiation de la traduction ont été clonées avant la GFP). Les images sont représentatives de 
l’expression de la GFP dans différents tissus d’un ver adulte. La GFP est exprimée dans les neurones de la tête, les neurones 
entourant le pharynx, dans la vulve et dans la queue. La première ligne d’images représente un ver entier tandis que les autres 
lignes représentent différentes parties du vers à plus fort grossissement. L’échelle pour chaque ligne d’images est représentée 
par une barre blanche sur l’image la plus à gauche.  
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Pun-GLC-5 restaure la sensibilité à l’ivermectine quand le récepteur est exprimé dans une souche de 

C. elegans résistante à l’ivermectine 

In vitro, dans le système d’expression hétérologue œuf de xénope, Pun-GLC-5 est activé par une large gamme 

de MLs. Pour confirmer que ce récepteur est également ciblé par les MLs in vivo, une construction composée du 

promoteur et de la séquence codante de Pun-glc-5 a été injectée dans une souche de C. elegans très résistante à 

l’ivermectine (JD369, quadruple mutant de 4 gènes codant pour des sous-unités de GluCls : avr-14, avr-15, glc-1 et 

glc-3). Ensuite, des tests de mobilités (thrashing assays) ont été réalisés sur des souches recombinantes après 

exposition à de l’ivermectine à 150 nM. Après 10 min d’exposition, le nombre de mouvements de chaque ver est 

compté pendant 30 s. Dans du milieu M9 ne contenant pas d’ivermectine, les trois souches testées effectuent le même 

nombre de mouvements (p = 1). En présence d’ivermectine, les mouvements du quadruple mutant JD369 ne sont pas 

affectés tandis que ceux de la souche sauvage N2 sont partiellement ou complètement inhibés. Une fois exposée à 

l’ivermectine, la souche recombinante injectée avec le promoteur et la séquence codante de Pun-glc-5 est 

partiellement paralysée voir totalement paralysée pour certains vers. En effet, 31 % des vers recombinants sont 

complètement paralysés tandis que 63 % ne le sont que partiellement et 6 % se meuvent librement. Le nombre de 

mouvements de la souche résistante à l’ivermectine JD369 est significativement différent du nombre de mouvements 

réalisé par la souche N2 (p < 0,001) et la souche recombinante (p < 0,001) tandis qu’il n’y a pas de différence entre 

la souche N2 et la souche recombinante (p = 1) (Figure 35). Ainsi, Pun-glc-5 restaure la sensibilité à l’ivermectine 

d’une souche résistance. 

 

 

Figure 35: Tests de mobilité montrant la restauration de la sensibilité à l’ivermectine par Pun-glc-5 (promoteur et séquence codante) 

lorsqu’elle est exprimée dans la souche résistante à l’ivermectine JD369 

Les tests de mobilités sont réalisés sur des adultes de génération F1. Le nombre de mouvements est compté pendant 30 s 

après 10 min d’exposition à du milieu M9 ou à de l’ivermectine à 150 nM. Le graphique représente les résultats de deux 

expériences indépendantes (moyenne +/- SEM). Les analyses statistiques sont réalisées avec des T-tests non appariés (* p < 

0,001, NS = Non Significatif)  
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Modélisation par homologie de GLC-5 de P. univalens et H. contortus 

Dans le but de mieux comprendre les interactions entre les ligands et les récepteurs, des modèles d’homologie 

pour les récepteurs GLC-5 de P. univalens et d’H. contortus ont été générés. La structure 3D des homodimères a été 

modélisée en utilisant la sous-unité GLC-1 de C. elegans (3RIF) comme modèle. En effet, cette sous-unité a été 

cristallisée et les sites de liaison au glutamate et à l’ivermectine avaint pu être définis (204). De plus, GLC-1 a été 

choisie comme modèle pour sa forte similarité avec les récepteurs GLC-5, permettant une meilleure comparaison. 

 Le glutamate se fixe au niveau de l’homodimère Pun-GLC-5 selon une conformation étendue (Figure 36A). 

Comparée à la structure cristallisée de Cel-GLC-1 (Figure 36G), nous observons que les mêmes résidus d’acides 

aminés impliqués dans le site de liaison sont localisés à des distances appropriées pour permettre aux interactions 

avec le ligand de se faire (Figure 36A). Les résidus d’acides aminés importants pour cette liaison pour Pun-GLC-5 

sont R88, S151, T225, T227 et Y230. Aussi, nous observons que le glutamate se fixe avec son groupement amine 

orienté vers le résidu Y230. La tyrosine correspondante chez Cel-GLC-1 (Y200) a été montrée comme participant à 

l’interaction pi-cationique avec ce groupement amine (204). Ainsi, nous pouvons en déduire que Y230 dans le modèle 

Pun-GLC-5 agit de la même manière. De la même façon, l’extrémité carboxyle est orientée en direction des résidus 

proches R88 et S151, et à distance appropriée pour permettre une interaction hydrogène et/ou ionique. En comparant 

la fixation du glutamate sur le site de liaison de Hco-GLC-5, nous observons une orientation du glutamate similaire 

avec les mêmes résidus impliqués dans les interactions pi-cationiques (Y234) et les interactions hydrogènes et/ou 

ioniques (Figure 36B). 

 Concernant le site de fixation de l’iboténate sur les homodimères de Pun-GLC-5 et d’Hco-GLC-5, nous 

remarquons que la molécule a une orientation courbée qui est plus prononcée pour Hco-GLC-5 (Figure 36C et 

Figure 36D). Les groupements amines de l’iboténate sont localisés dans les 4 Å des résidus Y230 de Pun-GLC-5 et 

Y234 d’Hco-GLC-5 permettant aux interactions pi-cationiques potentielles de se faire. De plus, le groupement 

carboxyle de l’iboténate est orienté à une distance appropriée pour interagir avec les résidus sérine et arginine (S151 

et R88) pour l’homodimère Pun-GLC-5 (Figure 36C). L’orientation courbée de l’iboténate dans le récepteur Hco-

GLC-5 le place à plus grande distance des résidus sérine et arginine et ne permet donc pas de confirmer de potentielles 

interactions. Cependant, des mesures d’électrophysiologie en œufs de xénope exprimant Hco-GLC-5 ont montré que 

ce récepteur était bien activé par l’iboténate (231), ce qui montre les limites de ce modèle de modélisation. Pour 

comparer avec Cel-GLC-1, l’interaction de l’iboténate a été modélisée en s’appuyant sur la structure précédemment 

cristallisée 3rhw. Le groupement amine de l’iboténate est localisé dans les 4 Å du résidu Y200 ce qui est cohérent 

avec les sites de liaison de l’iboténate observés pour GLC-5. Le groupement carboxyle de l’iboténate est orienté 

d’une façon similaire pour Cel-GLC-1 en comparaison de Pun-GLC-5. Ici, le groupement carboxyle est retrouvé 

dans les 3 Å des résidus S121 et R56 permettant à des interactions potentielles de se faire. 

 La différence la plus notable entre les homodimères Pun-GLC-5 et Hco-GLC-5 est l’orientation du résidu 

thréonine dans la boucle C (T227 pour Pun-GLC-5 et T231 pour Hco-GLC-5) (Figure 36A et Figure 36B). 

Cependant, dans ces deux conformations, T227 et T231 étaient capables d’interagir avec le glutamate comme cela a 

aussi été observé dans la structure cristallisée de Cel-GLC-1. 
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Concernant la liaison à l’ivermectine sur les homodimères Pun-GLC-5 et Hco-GLC-5, nous remarquons que 

l’ivermectine se fixe dans une région similaire dans les récepteurs (entre les TM1 et TM3), mais n’est pas autant 

profondément enchâssée entre les domaines transmembranaires comme c’est le cas dans la structure cristallisée de 

Cel-GLC-1 (Figure 36H). De plus, en comparaison à la structure cristallisée de Cel-GLC-1, le site de fixation de 

l’ivermectine sur GLC-5 des deux parasites est dans une orientation retournée. Ces différences de site de fixation 

peuvent être expliquées par la grande taille de l’ivermectine et par des interactions plus complexes qui ne sont pas 

simulées dans ces modèles. Ces mêmes sites de fixations ont également été observés en utilisant d’autres structures 

cristallisées de Cel-GLC-1 comme modèle (3RAI, 3RI5 et 3RHW) pour générer ces modèles de GLC-5. De plus, la 

structure cristallisée de Cel-GLC-1 présente des résidus clefs (L217, Q219, I222, N264, M284, T285 et F288) qui 

interagissent avec l’ivermectine ou avec les résidus environnants (Figure 36H). En regardant l’alignement de Cel-

GLC-1, Pun-GLC-5 et Hco-GLC-5 de la Figure 29, nous remarquons que la thréonine en position 285 pour Cel-

GLC-1 est une alanine pour Pun-GLC-5 (A315) et Hco-GLC-5 (A319). De plus, M284 pour Cel-GLC-1 est L314 

pour Pun-GLC-5 et L318 pour Hco-GLC-5. 

 

  



 

 

166 

 

Figure 36: Modélisation par homologie de GLC-5 avec liaison au glutamate, à l’iboténate et à l’ivermectine 
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A. Modèle d’homologie du site de liaison du glutamate sur l’homodimère Pun-GLC-5. Les résidus d’acides aminés clefs 

impliqués dans les interactions ligands-récepteurs sont indiqués. Une portion de la boucle C (loop C) a été enlevée 

pour améliorer la clarté de l’image. 

B. Modèle d’homologie du site de liaison du glutamate sur l’homodimère Hco-GLC-5. 

C. Site de liaison de l’iboténate sur Pun-GLC-5. 

D. Site de liaison de l’iboténate sur Hco-GLC-5. 

E. Région transmembranaire de l’homodimère Pun-GLC-5 avec les sites de liaison de l’ivermectine. Les résidus d’acides 

aminés clefs impliqués dans la liaison ligand-récepteurs sont indiqués. 

F. Région transmembranaire de l’homodimère Hco-GLC-5 avec les sites de liaison de l’ivermectine. 

G. Structure cristallisée du récepteur Cel-GLC-1 avec les sites de liaison du glutamate. Les résidus d’acides aminés clefs 

impliqués dans la liaison au glutamate sont indiqués. 

H. Structure cristallisée du récepteur Cel-GLC-1 avec les sites de liaison de l’ivermectine. Les résidus d’acides aminés clefs 

impliqués dans la liaison à l’ivermectine sont indiqués. 

 

 

DISCUSSION 

Pour cette partie de mon projet de thèse, nous nous sommes focalisés sur la sous-unité GLC-5 de P. univalens 

qui forme des récepteurs homomériques fonctionnels lorsqu’elle est exprimée en œufs de xénope. La recherche dans 

les bases de données de séquences homologues de GLC-5 d’H. contortus (229–232) a permis d’identifier des 

séquences homologues chez 14 espèces de nématodes sur les 105 génomes disponibles. Ces résultats révèlent que 

GLC-5 est une sous-unité rare chez les nématodes bien qu’elle soit retrouvée chez des espèces de nématodes de 

clades différents et donc relativement éloignées phylogénétiquement. Parmi les sous-types de GluCls décrits, GLC-

5 semble le sous-type le plus sensible au glutamate avec des EC50 enregistrées de 8 µM pour H. contortus (231) et 

5 µM pour P. univalens suggérant un rôle très important dans la neurotransmission si cette sensibilité est confirmée 

in vivo (18,208). L’application des lactones macrocycliques disponibles sur le marché sur les œufs de xénope 

exprimant Pun-GLC-5 a montré qu’elles agissent toutes comme agonistes. Dans cette étude, l’ivermectine et la 

moxidectine étaient les deux MLs les plus efficaces pour activer ce récepteur. Il est intéressant de noter que 

l’ivermectine et la moxidectine sont les deux seules MLs ayant une autorisation d’utilisation pour traiter les 

infestations de Parascaris sp. (ANSES – Index des médicaments vétérinaires autorisés en France) suggérant que 

GLC-5 est leur cible préférentielle parmi les GluCls et expliquerait leur forte efficacité contre ce parasite par rapport 

aux autres MLs. 

L’expression du promoteur de glc-5 de P. univalens contrôlant l’expression de la GFP dans des jeunes adultes 

de C. elegans a permis de montrer la large distribution de cette sous-unité dans des neurones de la tête, des neurones 

entourant le pharynx, la vulve, et dans la queue du nématode. Chez H. contortus, des expériences 

d’immunofluorescence en utilisant des anticorps spécifiques ont montré que Hco-GLC-5 est localisée au niveau des 

commissures de neurones moteurs ce qui correspondrait à ce qui est observé pour le promoteur de Pun-glc-5, mais 

aucune expression n’a été observée dans la vulve ou dans la queue (237). Cette différence de localisation d’expression 

peut s’expliquer par les différentes approches utilisées (utilisation d’anticorps directement sur le parasite versus 

expression de promoteur dans un système d’expression hétérologue) ou par les différences d’expression de glc-5 

chez différentes espèces de nématodes. Une telle différence d’expression a été observée pour la sous-unité avr-14 
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qui est une sous-unité très conservée chez les nématodes (223). En effet, chez A. suum, B. malayi et H. contortus, 

avr-14 n’est pas localisée dans les mêmes tissus et semble dépendre de l’espèce de nématodes (224,234,237). 

Avec une telle localisation, nous pouvons supposer que Pun-GLC-5 peut avoir un rôle dans la locomotion, 

dans des fonctions pharyngales et dans la ponte des œufs. Des tests de mobilité sur des C. elegans résistants à 

l’ivermectine dans lesquels Pun-GLC-5 a été injectée ont permis de restaurer la sensibilité à l’ivermectine, confirmant 

que GLC-5 en est bien la cible in vivo en plus de suggérer un rôle de GLC-5 dans la locomotion. Cependant, les 

hypothèses que le récepteur GLC-5 est impliqué dans des fonctions pharyngales et dans la ponte restent encore à être 

étudiées. Actuellement, la culture et la transformation génétique de Parascaris sp. n’ont pas encore été mises au 

point. Dans ce sens, C. elegans est un modèle alternatif intéressant pour valider ces hypothèses. En effet, des tests de 

ponte et de développement larvaire ont précédemment été mis au point (18) et pourraient être envisagés par la suite. 

De même, l’évaluation de la fréquence de pompage du pharynx par des mesures visuelles et/ou des mesures 

d’électrophysiologie pourront confirmer ou non l’implication de GLC-5 dans ces processus pharyngaux (301,302). 

 Ensemble, ces résultats montrent que GLC-5 est une cible pharmacologique des MLs et en font une cible 

pertinente pour le criblage de potentiel nouveaux anthelminthiques contre les nématodes parasites des équins (303). 
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III. Identification et caractérisation des cibles pharmacologiques 

de l’ivermectine et du lotilaner chez le pou de corps humain 

Pediculus humanus humanus – Nouvelles perspectives de 

traitement des pédiculoses 

Ce travail a fait l’objet d’une publication dans le journal PLoS Pathogens le 18/02/2021. Cette production 

a pour titre « The molecular targets of ivermectin and lotilaner in the human louse Pediculus humanus humanus – 

new prospects for the treatment of pediculosis » (10.1371/journal.ppat.1008863). 

Première version avant correction accessible sur BioRxiv (doi.org/10.1101/2020.08.06.239400) 

 

CONTEXTE 

Les poux humains (Pediculus humanus) ont une répartition mondiale et impactent des millions de personnes 

chaque année (66). Les infestations de poux ont un impact sociétal car souvent associées aux enfants et aux personnes 

vivants dans de mauvaises conditions d’hygiène (guerre, famine, sans abris). Ils ont également un impact économique 

avec un coût lié aux contrôles des infestations estimé à 1 milliard de dollars par an rien qu’aux Etats Unis (86). A 

l’inverse des poux de tête (Pediculus humanus capitis), les poux de corps (Pediculus humanus humanus) sont un 

sérieux problème de santé publique car ils sont vecteurs de plusieurs bactéries responsables de maladies pouvant être 

létales telles que Rickettsia prowazekii responsable du typhus exanthématique, Bartonella quitana responsable de la 

fièvre des tranchées et Borrelia recurrentis responsable de la fièvre récurrente à poux (71). Associés à une résistance 

toujours plus importante des bactéries face aux antibiotiques, les poux de corps représentent un grand risque de santé 

dans les zones à risques (zone de guerre, famine…) qui sont plus susceptibles de revoir apparaitre ces maladies. De 

plus, le contrôle des infestations de poux de corps est de plus en plus difficile à cause des résistances aux traitements 

tels que ceux à base de lindane (304), malathion (90) ou de pyréthrines/pyréthroides (77,87,88). De plus, des effets 

neurotoxiques chez l’enfant et des effets toxiques pour l’environnement ont été rapportés pour certaines molécules 

(lindane, malathion) (93,94). L’ivermectine est une molécule ne présentant que peu d’effets secondaires et est 

beaucoup utilisée en médecines humaine et vétérinaire en tant que nématicide, insecticide et acaricide. Par 

conséquent, l’ivermectine est rapidement devenue la molécule de référence pour traiter les infestations de poux de 

corps (98). Cependant, la présence de poux résistants à l’ivermectine a déjà été rapportée (104,105) ce qui rend le 

développement de nouvelles molécules à effet pédiculicide urgente. Les cibles pharmacologiques majeures des 

insecticides sont les canaux ioniques ligand-dépendant (LGICs) présents dans le système nerveux des insectes (272). 

Pour les insectes, le mode d’action de l’ivermectine a été étudié sur l’organisme modèle Drosophila melanogaster 

ce qui a permis de mettre en évidence son action sur les canaux chlorure glutamate-dépendant (GluCls) (206). De 

même, le criblage de mutants de drosophiles résistants à la dieldrine et au fipronil a permis d’identifier le récepteur 

au GABA, RDL (resistant to dieldrin), comme une cible pharmacologique majeure (305,306). Cependant, au début 

de cette thèse, ces cibles pharmacologiques restaient largement méconnues chez le pou.  

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1008863
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.08.06.239400v1.full.pdf
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OBJECTIFS 

 Les objectifs de cette étude ont été d’évaluer l’efficacité pédiculicide de molécules insecticides (fipronil, 

picrotoxine, ivermectine et lotilaner) puis d’identifier et de caractériser les cibles pharmacologiques de ces molécules 

au niveau moléculaire. 

 

METHODES 

 Les évaluations des effets pédiculicides du fipronil, de la picrotoxine, de l’ivermectine et du lotilaner ont été 

réalisées par des tests de toxicité in vivo en appliquant les molécules directement sur une quarantaine de poux adultes 

ou sur une centaine de lentes pour chaque condition. Le taux de mortalité et la capacité à se mouvoir des poux adultes 

ainsi que le taux d’éclosion des œufs ont été évalués visuellement au cours du temps (de t0 à t24h). 

 L’ivermectine et le lotilaner ont été décrits comme ciblant respectivement les GluCls et les récepteurs au 

GABA chez D. melanogaster. En utilisant une approche gène candidat, les séquences codant les sous-unités de 

GluCls et les récepteurs au GABA de Pediculus humanus humanus ont dans un premier temps été identifiées en 

réalisant des BLAST sur les bases de données génomiques. La séquence codante complète de chaque sous-unité a 

été amplifiée par PCR puis clonée dans un vecteur de transcription afin de réaliser la synthèse in vitro des ARNc 

correspondants. Les ARNc ont été injectés dans le système d’expression hétérologue d’ovocytes de Xenopus laevis 

afin de réaliser la caractérisation fonctionnelle des sous-unités et d’étudier le mode d’action des insecticides sur ces 

récepteurs par la technique de voltage clamp à double électrodes. 

 

RESULTATS 

 Les tests de toxicité ont montré que le fipronil, l’ivermectine et le lotilaner avaient un effet pédiculicide sur 

les poux adultes mais pas sur les lentes. La picrotoxine n’a pas montré d’effet pediculicide. De plus, le lotilaner a 

agit rapidement sur les poux (3h) avec des concentrations requises plus faibles que pour les autres molécules (y 

compris l’ivermectine qui est la molécule de référence) pour tuer 100% des poux (Figure 1). 

 Deux séquences codantes complètes ont été identifiées pour la sous-unité GluCl (Phh-GluCl-1 et Phh-GluCl-

2) ainsi que pour la sous-unité RDL (Phh-RDL-1 et Phh-RDL-2) (Figure 2). Les mesures d’électrophysiologie en 

œufs de xénope ont montré que seuls GluCl-1 et RDL-1 formaient des récepteurs homomériques fonctionnels 

perméables au chlore. Ces deux récepteurs sont activés par leurs ligands naturels respectifs que sont le glutamate et 

le GABA avec des EC50 de 9,3 µM pour Phh-GluCl et 16 µM pour Phh-RDL (Figure 3). A l’inverse, l’application 

de glutamate ou de GABA sur GluCl-2 et RDL-2 n’a pas permis l’enregistrement de courants (Figure S3). 

La caractérisation pharmacologique des deux récepteurs a montré que l’ivermectine avait un effet d’agoniste 

irréversible sur Phh-GluCl avec une EC50 calculée de 78 nM (Figure 4A, B) et a un effet antagoniste sur RDL avec 

une IC50 calculée de 342 nM (Figure 5C). A l’inverse, le lotilaner n’a pas montré d’activité agoniste ou antagoniste 

sur Phh-GluCl-1 (Figure 4C, D) tandis qu’il agit comme un inhibiteur non compétitif très puissant sur Phh-RDL-1 
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avec une IC50 de 40,7 nM (Figure 5 et 6). Les effets doses antagonistes du fipronil et de la picrotoxine ont permis de 

calculer des IC50 de 137,5 nM et 1,16 µM respectivement (Figure 5A, B). 

 

DISCUSSION 

Ce travail a permis de montrer pour la première fois l’effet pédiculicide du lotilaner in vivo en l’appliquant 

sur les poux de corps humains. Par rapport à l’ivermectine, qui est le traitement de référence contre les poux de corps, 

le lotilaner s’est révélé efficace plus rapidement et à de plus faibles concentrations. Ces résultats apportent la preuve 

de concept que le lotilaner, et potentiellement les autres molécules de la famille des isoxazolines actuellement 

utilisées comme médicaments vétérinaires contre les insectes, peuvent être réaffectées comme pédiculicides en 

médecine humaine (185). Leur faible toxicité pour les mammifères, leur spécificité d’action, leur formulation orale 

ainsi que leur longue demi-vie (307–310) en ferait des traitements de choix pour traiter les poux de corps. De plus, 

la résistance aux isoxazolines n’a pas encore était observée et des phénomènes de résistances croisées avec d’autres 

insecticides sont peu probables du fait que les pédiculicides actuels n’agissent pas sur les mêmes cibles. En effet, 

bien que RDL soit porteur de mutations de résistance au fipronil et à la dieldrine, ces mutations n’impactent pas 

l’effet antagoniste des isoxazolines ni in vitro ni in vivo chez D. melanogaster et M. domestica (187,198). Cette étude 

montre le grand potentiel des isoxazolines comme nouveaux agents pédiculicides pour augmenter le nombre de 

molécules disponibles contre les poux humains et comme alternative pour contrer les phénomènes de résistances 

observés pour les pédiculicides actuels. 

Ce travail a également permis d’identifier et de caractériser les premiers LGICs de poux et d’identifier des 

cibles pharmacologiques de l’ivermectine et du lotilaner. L’ivermectine a une action préférentielle sur le récepteur 

au glutamate Phh-GluCl en tant qu’agoniste mais a également un effet à de plus fortes concentrations sur le récepteur 

au GABA Phh-RDL en tant qu’antagoniste. A l’inverse, le lotilaner n’agit pas sur Phh-GluCl mais a montré un fort 

effet antagoniste non compétitif sur Phh-RDL. L’identification de cibles pharmacologiques est une étape importante 

pour le développement de nouveaux traitements antiparasitaires ou pour le criblage de molécules. De plus, des 

mutations (SNPs) ont été observées sur le GluCl de souches de poux résistantes à l’ivermectine (104,105). 

L’identification et la caractérisation de Phh-GluCl ouvre la voie à l’étude de la fonctionnalité de chaque SNPs afin 

de déterminer lesquels sont réellement impliqués dans la résistance à l’ivermectine. 

Pour conclure, cette étude apporte une meilleure compréhension du mode d’action de l’ivermectine et du 

lotilaner sur leurs cibles moléculaires que sont les récepteurs au glutamate (GluCl) et au GABA (RDL), et montre le 

potentiel des isoxazolines comme nouveaux agents pédiculicides pour augmenter le nombre de molécules disponibles 

et potentiellement casser la transmission de poux résistants. 
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Abstract 

 

Background 

Control of infestation by cosmopolitan lice (Pediculus humanus) is increasingly difficult due to the transmission of 

resistant parasites to pediculicides. However, since the targets for pediculicides have no been identified in human 

lice so far, their mechanism of action remain largely unknown. The macrocyclic lactone, ivermectin is active against 

a broad range of insects including human lice. Isoxazolines are a new chemical class preferentially targeting the γ-

aminobutyric acid (GABA) receptor made of the resistant to dieldrin (RDL) subunit and exhibiting a strong insecticidal 

potential. To a lesser extend, isoxazolines target glutamate-gated chloride channels (GluCls) in a species dependent 

manner. Here, we addressed the pediculicidal potential of isoxazolines and deciphered the molecular targets of 

ivermectin and the ectoparasiticide lotilaner in the human body louse species Pediculus humanus humanus.  

Methods and findings 

Using toxicity bioassays, we showed that fipronil, ivermectin and lotilaner are efficient pediculicides on adult lice. The 

RDL (Phh-RDL) and glutamate-gated chloride channel subunits (Phh-GluCl) were cloned and characterized by two-

electrode voltage clamp electrophysiology in Xenopus laevis oocytes. Phh-RDL and Phh-GluCl formed functional 

homomeric receptors respectively gated by GABA and L-glutamate with EC50 values of 16.0 µM and 9.3 µM. 

Importantly, ivermectin displayed a super agonist action on Phh-GluCl whereas Phh-RDL receptors were weakly 

affected. Reversely, lotilaner strongly inhibited the GABA-evoked currents in Phh-RDL with an IC50 value of 40.7 nM, 

whereas it had no effect on Phh-GluCl.  

Conclusions 

We report here for the first time the pediculicidal potential of isoxazolines and reveal the mode of action of ivermectin 

and lotilaner on GluCl and RDL channels from human lice. These results emphasize the strong potential future of 

the isoxazoline drug class to provide new pediculicidal agents to tackle resistant-louse infestations in humans. 

 

Keywords:  

human body louse, Pediculus humanus humanus, insecticide, pediculicide, isoxazoline, lotilaner, 

ivermectin, GABA receptor, glutamate-gated chloride channel, xenopus oocyte, mode of action 
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Autorship summary 

 

Why was this study done? 

Human cosmopolitan lice are responsible for pediculosis, which represent a significant public health concern. 

Resistant lice against insecticides and lack of safety of the treatments for human and environment is a growing issue 

worldwide. Here we investigated the efficacy on lice of the classical macrocyclic lactone drug, ivermectin, and the 

isoxazoline drug, lotilaner. This study was done to decipher their mode of action at the molecular and functional 

levels in order to propose new strategies to control lice infestation. 

What did the researchers do and find? 

Our bioassay results indicate that ivermectin and lotilaner were potent at killing human adult lice, with lotilaner 

showing a higher efficacy than ivermectin. Furthermore, we identified and pharmacologically characterized the first 

glutamate- and GABA-gated chloride channels ever described in human lice yet. Mechanistically, our molecular 

biology and electrophysiology findings demonstrate that ivermectin acted preferentially at glutamate channels while 

lotilaner specifically targeted GABA channels.  

What do these findings mean? 

These results provide new insights in the understanding of the insecticide mode of action and highlight the potential 

of isoxazolines to extend pharmacopea for the treatment of human lice. 
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Introduction 

Lice are spread throughout the world in both low- and high-income countries, with heterogenous prevalence 

depending on the geographical area [1, 2]. Pediculosis prevailing among school age children and homeless persons 

represents major economic, social but also public health concerns [3-8]. Human lice include the body louse Pediculus 

humanus humanus and the head louse Pediculus humanus capitis (order: Phthiraptera: Pediculidae). Both species 

are obligate blood feeding ectoparasites, living in clothes and in the scalp area, respectively [9]. Despite 

morphological, physiological and ecological differences, genetic studies showed that head and body lice have almost 

the same genomic and transcriptomic contents [9-11]. Furthermore, body lice are vectors of the pathogenic bacteria 

Bartonella quintana, Borrelia recurrentis and Rickettsia prowazekii, responsible for trench fever, louse-borne 

relapsing fever and epidemic typhus, respectively [4]. The control of lice infestation remains increasingly difficult due 

to the mode of transmission and the relative unreliable efficicacy of the available treatments [12]. Even though silicon-

based suffocating products are widely used nowadays, their efficacy largely depends on the respect of their 

application and is limited against the nits [13]. Chemical insecticides such as organochloride (lindane), 

organophosphates (malathion), carbamates (carbaryl) and pyrethroids (pyrethrins and synthetic permethrin), which 

are the first line treatments recommended by the Centers for Disease Control and Prevention and by the American 

Academy of Pediatrics, have been widely used to control lice [14, 15]. They have been proposed to inhibit γ-

aminobutyric acid (GABA)-gated chloride channels, acetylcholinesterase and voltage-gated sodium channels, 

respectively, leading to the paralysis of the parasite. However, louse resistance to these products has been widely 

reported [16-19] as well as neurotoxic effects in children and toxicity on the environment [20-25]. Because 

macrocyclic lactones (MLs) are broad-spectrum neuroactive insecticides, acaricides and nematicides used to treat 

and prevent endo- and ectoparasites of humans and animals [26], ivermectin (a derivate of the ML avermectins) has 

emerged as a promising pediculicide and quickly became the recommended molecule for the control of body lice 

[27-29]. In invertebrates, ivermectin irreversibly activates glutamate-gated chloride channels (GluCls) leading to a 

reduction in motor activity, paralysis and death. However, the molecular basis for the action of ivermectin in louse is 

unknown. Recently, treatment failures of ivermectin against lice were observed [30, 31]. In that respect, there is an 

urgent need to identify new druggable targets and develop new pediculicidal compounds. 

Cys-loop ligand-gated ion channels (LGICs) are the major pharmacological targets of insecticides [32]. Among 

LGICs, the GluCls are found at inhibitory synapses of the nervous system exclusively in invertebrates [33], while γ-

aminobutyric acid (GABA) is the main inhibitory neurotransmitter in nerves and muscles in both vertebrates and 

invertebrates. GluCls and GABA receptors are constituted by the oligomerization of five identical or different subunits 

around a central pore [34]. In arthropods, the finding that the insecticidal activity of avermectins is mainly mediated 

by the GluCls was first achieved in the model insect Drosophila melanogaster [35]. For the GABA channels 

(GABACls), the screening for mutant flies that survive exposure to the insecticides dieldrin and fipronil, allowed the 

identification of the resistant to dieldrin gene or rdl [36]. When heterologously expressed in Xenopus laevis oocytes, 

the GluCl and RDL subunits formed functional homomeric glutamate-gated and GABA-gated chloride channels, 

respectively [35, 37]. GluCl and RDL subunits were subsequently described in many other insect species although 

few of them were functionally assayed in vitro. Mutations in the GluCl subunit confers resistance to avermectins, 

whereas resistance to dieldrin, fipronil and picrotoxinin was shown to be associated to mutations in the RDL subunit 

using functional in vitro and in vivo experiments [32]. 
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Interestingly, new synthetic molecules from the isoxazoline chemical class were recently proven to be effective 

ectoparasiticides against fleas and ticks [38]. The isoxazoline insecticides include fluralaner, afoxolaner, sarolaner 

and lotilaner [39-42]. They were shown to act as potent non-competitive antagonists of GABACls from D. 

melanogaster as well as the cat flea Ctenocephalides felis and the livestock tick Rhipicephalus microplus by 

molecular experiments and voltage-clamp electrophysiology. In a lesser extend, isoxazolines were also shown to act 

as antagonists of arthropod GluCls [43-45]. In addition, these compounds were efficient at blocking GABA-elicited 

currents from dieldrin- and fipronil-resistant channels. Recent studies on the actions of these compounds on cloned 

GABACls have accounted for their higher selectivity for insect over vertebrate receptors [42, 43]. Compounds from 

the isoxazoline group are now considered as the next generation of broad-spectrum insecticides effective against 

veterinary, agricultural, sanitary and stored product pests from eleven arthropod orders [46]. However, the 

pediculicidal activity of isoxazolines, the identification of the target ion channels in lice and their potential use for 

human health have not been investigated so far. 

The objectives of our study were to decipher the molecular targets of ivermectin and lotilaner in the human 

body louse species Pediculus humanus humanus (Phh). In the present paper, we describe in the human 

body louse: the in vivo pediculicidal activity, the target identification and in vitro mechanism of action of 

the phenylpyrazole insecticide, fipronil, the ML insecticide, ivermectin, and the last marketed isoxazoline, 

lotilaner. For this, we identified the human body louse orthologues of the GluCl and RDL subunit genes 

and subsequently achieved their respective functional characterizations in Xenopus oocytes using two-

electrode voltage-clamp. We found that the Phh-GluCl and Phh-RDL subunits give rise to glutamate-gated 

and GABA-gated homomeric channels having distinct pharmacological properties. Hence, we provide 

mechanistic insights for a distinct mode of action of ivermectin and lotilaner. In the context of drug-

resistance, this study highlights the pediculicidal potential of lotilaner in a drug-repurposing attempt of new 

strategies to control human louse infestations. 

 

Results 

In vivo toxicity tests of ivermectin and lotilaner on lice and nits 

In order to determine the efficacy of selected insecticides, we first performed insecticide exposure tests on laboratory-

reared human adult body lice and nits (Fig. 1A). Briefly, lice were incubated with ivermectin, fipronil, picrotoxin and 

lotilaner at different concentrations. The effects of the compounds on louse survival and immobilization (knockdown) 

were subsequently analyzed at four timepoints (1, 2, 3, and 24 hours) (S2 Table). After 24h, there was 4.5% mortality 

in the groups of lice treated with 1% DMSO that was used to dissolve the different compounds (Fig. 1B). Similarly, 

100 µM picrotoxin was not efficient to kill the lice after 24h whereas 91% of the lice were killed or immobilized after 

24h exposure to 100 µM fipronil. In our experiments, fipronil was used as a positive control and this result 

corroborated previous bioassays in the literature [47]. As expected, ivermectin was more efficient than fipronil, since 

the death rate reached 30%, 3h after application of 100 µM, and 100% after 24h application of both 10 and 100 µM 

(Fig. 1B). These findings confirmed the insecticide susceptible status of the laboratory-reared colony used here. 

Strikingly, after application of 100 µM lotilaner, the number of living lice declined rapidly. Not only the application of 

1 µM lotilaner killed 14% of lice at 24 h but 10 and 100 µM lotilaner led to the death of all lice 3h after exposition (Fig. 

1B). Interestingly, when compared with other drugs, 10 µM lotilaner was more efficient than 10 µM ivermectin and 
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100 µM fipronil. Next, we analyzed the effect of 100 µM ivermectin or lotilaner on the nit hatching between six and 

nine days after drug application. The rate of nits hatched did not differ between the ivermectin- and the lotilaner-

treated nits and the negative controls (water and 1% DMSO) thus revealing the lack of efficacy of the two products 

on the nits (Fig. 1C). Altogether, these results confirm that fipronil and ivermectin are efficient at killing human adult 

body lice and provide the first in vivo evidence of a pediculicidal activity for lotilaner. These data prompted us to 

investigate the targets of ivermectin and lotilaner at the molecular level. 

 

GluCl and RDL subunits are conserved in P. humanus humanus 

Macrocyclic lactones and isoxazolines were previously shown to act both on arthropod glutamate- and GABA-gated 

channels. Therefore, we decided to identify and clone the respective P. humanus humanus GluCl and RDL subunits 

through a candidate gene approach. Searches for homologues of A. mellifera and D. melanogaster GluCl and RDL 

receptor subunits in P. humanus genomic/transcriptomic databanks, allowed the identification of two independent 

coding sequences for Phh-GluCl and for Phh-rdl for which the respective complete coding sequences were obtained 

by RACE PCR experiments. Both louse GluCl and RDL displayed the characteristic features of cys-loop LGIC 

subunits, including a signal peptide, an extracellular N-terminal domain containing the ligand binding sites, a disulfide 

bond formed by two cysteines that are 13 amino acid residues apart (cys-loop domain), four transmembrane domains 

(TM1-TM4) and a large intracellular loop between TM3 and TM4 that is highly variable (Fig. 2). Of importance is the 

sequence analysis of the pore selectivity filter located in the TM2 supporting the prediction with the signature of a 

chloride channel. Indeed, Phh-GluCl and Phh-RDL both contain the PAR motif centered at the 0’ position in the TM2 

and conserved in other species (universal LGIC TM2 numbering system). A proline at position -2’, followed by a small 

amino acid at position -1’ like an alanine, an arginine at the 0’ residue and a threonine at position 13’ are the hallmarks 

of chloride–permeable LGICs [48]. 

The full-length coding sequences for the GluCl subunits included ORFs of 1353 and 1350 bp encoding 

proteins of 450 and 449 amino acids that were named Phh-GluCl-1 (MT321070) and Phh-GluCl-2 

(MT321071), respectively. The alignement of Phh-GluCl-1 and Phh-GluCl-2 deduced amino-acid 

sequences is provided in Fig. 2A. The two sequences are highly conserved with 97% identity and 98% 

similarity and only differ by eleven amino acid substitutions and an alanine insertion in the N-terminal part 

at position 59 in Phh-GluCl-1. (Fig. 2 and S1 Fig.). Noteworthy, all the amino acids involved in the 

glutamate binding were conserved. 

For RDL subunits, both full-length coding sequences are 1467 nucleotide long encoding 489 amino acids. 

Phh-RDL-1 (MT321072) and Phh-RDL-2 (MT321073) share 96% identity and 98% similarity, only differing 

by 20 amino acid substitutions including 17 amino acid changes located in the extracellular N-terminal 

region between the signal peptide and the TM1 (Fig. 2A and S2 Fig.). Notably, none of the residues 

involved in the binding of GABA were subjected to substitutions. 

Previous study performing docking model and amino acid substitutions shown that several amino acid in 

TM1, TM2 and TM3 are very important for the fluralaner binding on GABA receptor and GluCls of Musca 

domestica [49, 50]. The corresponding amino acid are highly conserved in RDL and GluCl receptors of 

insects and are indicated with purple asterisks in Fig. 2A. This included Q267, I270, L274, A295, D325, 
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G329, F332 and V333 for Phh-RDL. and Q241, I244, M248, S279, D309, G313, L316 and T317 for Phh-

GluCl. 

A distance tree analysis of P. humanus humanus GluCl and RDL sequences including D. melanogaster, the honey 

bee Apis mellifera, the house fly Musca domestica, R. microplus and the red flour beetle Tribolium castaneum 

confirmed the orthologous relationships of the louse subunit sequences with their respective counterparts (Fig. 2B). 

GluCl amino acid sequences revealed that Phh-GluCls were found to be highly conserved, sharing 78%, 84%, 81% 

and 70% identities with the respective orthologues from A. mellifera, T. castaneum, D. melanogaster and R. 

microplus. Phh-RDL-1 and 2 shared 84%, 81%, 67% and 54% identities with their orthologues from A. mellifera, T. 

castaneum, D. melanogaster and R. microplus, respectively. These observations are in accordance with the relative 

position of Phthiraptera and Hymenoptera insect subfamilies and Acarids [51] and were further confirmed by 

supplementary analysis including other members from the GABA and GluCl groups from additional arthropod species 

(S1 Fig. and S2 Fig.). In the phylogeny of GABA subunits, Phh-RDL-1/-2 were found to clearly cluster distinctly from 

the LCCH3, GRD and 8916 subunits, showing that each species has inherited an ancestral gene. Altogether, the 

phylogenetic observations support that we cloned the P. humanus humanus GluCl and RDL subunit orthologues 

allowing their subsequent assessment at the functional level. 

 

P. humanus humanus GluCl and RDL subunits form functional homomeric channels in Xenopus oocytes 

In previous studies, arthropod GluCl and RDL subunits were shown to reconstitute functional channels when 

expressed in Xenopus oocytes [32]. Hence, we hypothesized that the ortholog subunits from P. humanus humanus 

could form functional receptors. Following the cloning of two full-length coding sequences for Phh-GluCl and Phh-

RDL subunits, their respective cRNAs were microinjected in X. laevis oocytes. To investigate the receptor 

functionality, responses to agonists were assessed by two-electrode voltage-clamp (TEVC) electrophysiology. In 

sharp contrast with Phh-GluCl-1 and Phh-RDL-1 subunits (Fig. 3), injections of Phh-GluCl-2 (n=11) and Phh-RDL-2 

(n=12) cRNAs never led to recordings of glutamate- and GABA-evoked currents, respectively, indicating that these 

subunits did not form functional receptors (S3 Fig.). Thus, Phh-GluCl-1 and Phh-RDL-1 will be henceforth refered to 

as Phh-GluCl and Phh-RDL in the article. When glutamate was perfused in the recording chamber, we could record 

fast inward currents in the µA range in oocytes injected with Phh-GluCl (Fig. 3A). As expected, this receptor 

desensitized extremely rapidly upon prolonged glutamate exposure. Then, we obtained the concentration-response 

curve by challenging the oocytes with glutamate concentrations ranging from 1 to 1000 µM. With current amplitudes 

normalized to the maximal response to 1000 µM, we found that the glutamate EC50 value of Phh-GluCl was 9.3 +/- 

1.3 µM with a Hill coefficient of 1.9 +/- 0.5 (n=5) suggesting the presence of more than one glutamate binding site 

(Fig. 3A-B). When Phh-RDL cRNAs were injected in oocytes, the application of 100 µM GABA resulted in robust 

currents with maximum amplitudes in the µA range (Fig. 3C). The GABA concentration-response curve was 

characterized by an EC50 of 16.0 +/- 0.4 µM (n=6) with a Hill coefficient of 2.3 +/- 0.1 (n=6) suggesting the binding of 

more than two GABA molecules (Fig. 4C-D). As previously shown in the literature, RDL and GluCls are permeable 

to chloride anions [35, 37, 52-55]. Here, the TM2 amino acid sequences of Phh-RDL and Phh-GluCl are respectively 

100% identical with RDL and GluCls from other insect species such as A. mellifera, D. melanogaster, T. castaneum 

(Fig. 2A), suggesting they are anionic receptors. In order to investigate the ion selectivity, we applied voltage-ramps 

to oocytes expressing Phh-GluCl or Phh-RDL and measured the reversal potentials for the respective glutamate and 

GABA-sensitive currents in recording solution with varying concentrations of either chloride or sodium. Then, the 
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reversal potentials were plotted against the chloride or sodium concentration (Fig. 3C-F). In the standard recording 

solution containing 100 mM NaCl, glutamate-induced currents reversed at -23.39 +/- 1.26 (n=12) (Fig. 3C). When 

the extracellular chloride concentration decreased from 104.5 to 4 mM (replacement of chloride by sodium acetate), 

Phh-GluCl exhibited a 13.4 +/- 2.3 mV shift upon a 10-fold change in the chloride concentration (n=7). In contrast, 

decreasing the extracellular sodium concentration from 100 to 0 mM (replaced by tetraethylammonium chloride) did 

not significantly shift the reversal potential (1.0+/-0.5mV shift per decade, n=7). Similarly, ion selectivity of Phh-RDL 

were also investigate. Phh-RDL were highly sensitive to a extracellular chloride concentration change (36.4 +/- 1.2 

mV shift upon a 10-fold change in the chloride concentration, n=4) whereas it was almost insensitive to sodium 

extracellular change (2.3 +/- 0.8 mV shift per decade, n=4) (Fig. 3F). These results indicate that both Phh-GluCl and 

Phh-RDL form chloride permeable glutamate and GABA-gated channels that do not permeate sodium ions, 

consistently with the pore selectivity filter sequence (Fig. 2A) and channels from other species [55, 56]. In summary, 

these findings demonstrate that two novel functional homomeric receptors from the human body louse, Phh-GluCl 

and Phh-RDL, with respectively high affinity to glutamate or GABA were reconstituted in Xenopus oocytes.  

 

Differential effects of ivermectin and lotilaner on P. humanus humanus GluCl and RDL channels 

Arthropod GluCl and RDL channels are well-known targets for insecticides [32]. In order to investigate their respective 

insecticides sensitivities, Phh-GluCl and Phh-RDL were challenged with ivermectin, lotilaner, fipronil and picrotoxin. 

Recordings from oocytes expressing Phh-GluCl revealed that ivermectin is a potent agonist of this receptor. A slow 

activation of the receptor was observed with application of ivermectin as low as 10 nM and large µA currents were 

recorded in response to 1 µM ivermectin with an average of 86.5 +/- 8.2% (n=6) of the 1 mM glutamate-elicited 

current (Fig. 4A). As expected, the effect of ivermectin was not reversible. The dose response curve (Fig. 4B) 

revealed an ivermectin EC50 of 78.52 +/- 30.22 nM (n=3-9). When applied on Phh-GluCl expressing oocytes, lotilaner 

at 1-30 µM (Fig. 4C) did not elicit any current and mediated no significative (p > 0.057) inhibitory effect on glutamate-

evoked currents (Fig. 4D). We subsequently tested the activity of selected insecticides on the Phh-RDL channel. As 

anticipated from the literature, lotilaner, picrotoxin and fipronil had no agonist effect (Fig. 5). However, 90 s application 

of ivermectin at 0.3-30 µM elicited a slow and sustained current on Phh-RDL which was not reversible (Fig S4A). 

First agonist effect was observed with 300 nM ivermectin and the maximum effet coresponding to 7.9 +/- 1.3 % (n=6) 

of the 1 mM glutamate response was reached with 1 µM ivermectin (Fig. S4B). Then, we investigated the potential 

antagonistic effects of the selected insecticides on GABA recording traces. Oocytes expressing Phh-RDL were 

preincubated with the drug for 90 s followed by coapplication with 100 µM GABA. Figures 5A-D illustrate results 

from application of 100 µM GABA before, during and after the sequential addition of an increasing concentration of 

insecticides. For fipronil, ivermectin and lotilaner, GABA elicited current was almost completely inhibited with drugs 

at 3µM. On the other hand, picrotoxin showed a weaker effect on Phh-RDL since the full inhibition of the GABA 

elicited current was observed with 30 µM picrotoxin. In accordance with the litterature [57], ivermectin acted as a 

weak inhibitor of Phh-RDL (IC50 of 342 nM) compared to its agonist effect on Phh-GluCl (EC50 of 78 nM). More 

importantly, GABA responses were completely and irreversibly blocked with lotilaner as low as 300 nM suggesting 

that Phh-RDL is more sensitive to lotilaner than to the insecticides fipronil or picrotoxin (Fig. 5E). To characterize this 

effect, antagonist concentration-response relationships were perfomed (Fig. 5E). 0.5 +/- 0.3 µM (n = 6 oocytes). 

Concentration-response curves were characterized with IC50 of 137.5 +/- 35.1 nM (n=6) for fipronil, 1.16 +/- 0.23 µM 

for picrotoxin (n=6), 342.5 +/- 14.0 nM (n=6) and for ivermectin. Lotilaner resulted in the most potent dose-dependent 
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inhibition of the GABA-mediated currents with an IC50 value of 40.7 +/- 6.8 nM (n=6) (Fig. 5E). Rank order potency 

series for each of the Phh-RDL antagonists tested was as follows: lotilaner > fipronil ≈ ivermectin > picrotoxin. 

Ivermectin acted as a weak inhibitor of Phh-RDL (IC50 of 342 nM) compared to its agonist effect on Phh-GluCl (EC50 

of 78 nM). 

In order to determined the type of inhibition caused by lotilaner and ivermectin on Phh-RDL, we performed a 

competitive experiment. Briefly, a fixed concentration of lotilaner (1 nM and 10 nM) or ivermectin (100 nM) was 

continuesly perfused and an increasing concentration of GABA was applied on oocytes. Each GABA responses were 

normalized to the response induced by 100 µM GABA alone performed prior to challenging the oocytes with lotilaner 

or ivermectin. The EC50 and maximum current amplitude were 16.0 +/- 0.4 µM and 97.95 +/- 0.69 % (n=6) for GABA 

alone, 14.3 +/- 1.9 µM and 69.16 +/- 2.54 % (n=5) in presence of 1 nM lotilaner and 11.5 +/- 4.0 µM and 48.56 +/- 

4.90 (n=6) in presence of 10 nM lotilaner (Fig. 6A). The presence of lotilaner didn’t change the GABA EC50 (p > 0.49 

and p > 0.32 for 1nM and 10 nM respectively) but reduced significantly the maximum curennt amplitudes reach with 

a saturated GABA concentration (p<0.0001 for both 1 nM and 10 nM) characteristic of non-competitive antagonism. 

The competition experiment with ivermectin showed the remarkable ivermectin mode of action on Phh-RDL. Indeed, 

coapplication of low ivermectin concentration (100 nM) and low GABA concentration (3 µM) increased the current 

amplitude compared to the application of GABA alone highlithingh the potentialising effect of ivermectin (Fig. 6B). 

On the other hand, higher concentration of ivermectin (>1 µM) have a dual mode of action with a weak current 

activation (Fig. S4) and an inhibition of the GABA elicited current highlithing both the agonism and antagonism effect 

of ivermectin (Fig. 6B). 

Altogether, these results demonstrate that P. humanus humanus GluCl and RDL characterized in Xenopus oocytes 

display original pharmacologies regarding insecticides. Ivermectin acted as a strong agonist of Phh-GluCl whereas 

it had a double action on Phh-RDL with antagonist and agonist effect depending on the concentration, while the anti-

ticks and fleas lotilaner was a potent and selective non-competitive antagonism of RDL of human lice. 

 

Discussion 

First functional characterization of LGICs from human lice 

In the present study, we report the first functional expression and pharmacological characterization of any human 

louse LGICs. Indeed, despite the social and public health impacts of human lice and the growing issue of resistance 

to pediculicides and since the complete sequencing of the body louse genomes, there was to our knowledge no 

functional characterization of any LGICs from lice so far [10, 29]. Because glutamate and GABA are important 

neurotransmitters in the insect central nervous system and their receptors are targets for insecticides, we focused 

our attention on glutamate- and GABA-sensitive receptors. GluCl and RDL channel subtypes of LGICs have been 

extensively characterized in many arthropod species starting with the model fruit fly D. melanogaster and ranging 

from agricultural and sanitary pests to animal ectoparasites and disease vectors but also beneficial insects like the 

honey bee [32, 33]. Here, we show that P. humanus humanus GluCl and RDL subunits gave rise to homomeric 

channels when functionally expressed in Xenopus oocytes. This experimental expression system provided a unique 

means to assess the pharmacological and biophysical properties of these receptors. Even though two putative genes 

encoding respectively a GluCl and a GABA receptor have been identified in the genomic database, the molecular 

cloning of complete cDNAs revealed at least two potential full-length transcripts for both candidates (i.e. Phh-GluCl-
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1, Phh-GluCl-2 and Phh-RDL-1, Phh-RDL-2). These transcripts could either be alternative spliced isoforms or result 

from RNA A-to-I editing, a mechanism of RNA edition described in lice [58]. In insects, alternative splicing and RNA 

A-to-I editing are known to increased diversity of LGICs subunits [59-62]. Undoubtedly, further molecular 

investigations at the DNA level would be required to confirm this hypothesis. Here, we report that both Phh-GluCl-1 

and Phh-RDL-1 can be robustly expressed in Xenopus oocytes, whereas neither Phh-GluCl-2 nor Phh-RDL-2 

subunits formed functional receptors in our conditions. Interestingly, Phh-GluCl had one of the highest affinity for 

glutamate compared to other GluCls of arthropod species, the reported EC50 of which varied between 6.89 in Caligus 

rogercresseyi and 3.019 mM in Tetranychus cinnabarinus [35, 43, 52-54, 57, 63-66]. Likewise, Phh-RDL had one of 

the lowest EC50 for GABA among described insect RDL receptors showing EC50 varying between 5.43 +/- 0.02 µM 

in the brown planthopper Nilaparvata lugens [67] and 445 +/- 47 µM in the carmine spider mite Tetranychus 

cinnabarinus [57] with the exception of the RDL-2 subunit (2.4 +/- 0.3 µM) from the honey bee parasite mite Varroa 

destructor [55]. Similarly, spliced variant transcripts of GluCl and RDL subunits were found to give rise to functional 

channels in several insect species, thus increasing their receptor diversity [33, 61, 62, 65, 66, 68-70]. Here, we 

identified and characterized the first GluCl and GABACl receptors of human lice. This study opens the way for the 

characterization of other receptor subtypes which can also be relevant target. 

 

New insights into the mode of action of ivermectin on lice 

Despite the massive use of pediculicidal compounds during the past decades, there was to our knowledge no 

functional characterization of their molecular targets in lice. Macrocyclic lactones are widely used in both veterinary 

and human medicine, with ivermectin being typically the recommended molecule for the control of body lice [27-29]. 

This broad-spectrum drug is highly efficient against a wide range of pathogens including endo and ectoparasites 

such as nematodes, acarians and insects [26]. In comparison with other pediculicides, ivermectin presents some 

major advantages. First, it has long been recognized that it is a safe pharmaceutical in human health due to low level 

of toxicity for mammalians, in sharp contrast with classical pediculicides [71]. Indeed, former drugs such as fipronil, 

lindane or malathion are now forbidden for human use in several countries because of their toxicity and environmental 

impact [20-25]. Second, ivermectin is currently the only molecule used as an oral treatment against lice. For head 

lice, oral route avoids suboptimal shampoo application, thus reducing the emergence and transmission of resistant 

lice [28, 72-74]. For body lice, oral dosing is of particular interest to treat people having a limited access to basic 

hygiene services. However, despite these remarkable advantages, ivermectin’s efficacy is currently compromised by 

the emergence of resistant lice [30, 31].  

Here, our bioassay confirmed the pediculicidal activity of ivermectin on human body lice. Furthemore, we addressed 

for the first time the mode of action of ivermectin at the molecular level on glutamate- and GABA-gated receptors. 

We showed that ivermectin activated preferentially Phh-GluCl channel but can also activated in a much lower extend 

the GABA receptor Phh-RDL. In addition, ivermectin blocked the RDL receptor but with an IC50 4 times higher than 

the EC50 required to activate Phh-GluCl. These findings suggest that Phh-GluCl is ivermectin preferential target. 

Interestingly, functional silencing using RNAi has already been shown to be an efficient and promising approach to 

investigate the role of detoxification genes in ivermectin tolerance of human body lice [75]. In order to confirm that 

GluCl is the main target of ivermectin in lice, it would be interesting to explore in vivo the phenotype of Phh-GluCl 

siRNA silenced lice as previously demonstrated for abamectin in T. cinnabarinus and in the crop whitefly pest Bemisia 

tabaci [57, 76]. Finally, following the recent observation of GluCl single-nucleotide-polymorphisms (SNPs) in 



 

 

183 

phenotypically ivermectin-resistant head lice [30], our results provide a unique means to explore the molecular 

mechanisms underlying louse resistance to ivermectin. In a further step, such electrophysiology studies in Xenopus 

oocytes will enable to determine the functional relevance of GluCl SNPs detected in ivermectin-resistant lice [53, 64, 

77-79]. Although the putative role of those SNPs are to be determined, we can reasonably assume that mutated 

subunits can lead to GluCl altered functionality, probably resulting in ivermectin resistance. Additionaly, screening 

on ivermectin-resistant GluCls recombinantly expressed will provide a powerful tool to optimize the design of new 

pediculicidal compounds. Further investigations are required to understand the mechanisms of ivermectin resistance 

and to define new control strategies to avoid emergence of resistance as well as preserve this molecule efficacy. 

 

On the mode of action of isoxazolines in arthropods 

With the recent introduction of new generation of compounds in the isoxazoline class (e.g. lotilaner), the development 

of detailed understanding of the actions of isoxazolines is essential. Arthropod RDL channels are major targets for 

several insecticidal classes including dieldrin itself and fipronil [32] and they were recently shown to be the primary 

target for isoxazolines [39-43]. Therefore, we hypothesized that they could act on RDL from Pediculus humanus 

humanus. Also, based on the molecular docking of fluralaner on GABAR Musca domestica [50], the amino acid 

involved in the binding pocket are perfectly conserved with Phh-RDL. In addition, fluralaner preferentialy targets M. 

domestica GABA receptor (IC50 of 6.05 +/- 1.47 nM) but also shown an activity on GluCl but with higher IC50 (146 +/- 

14 nM) suggesting a possible effect of lotilaner on the both lice receptors. However,the pharmacological 

characterization of Phh-RDL and Phh-GluCl show that the inhibitory effects of lotilaner depend on the receptor 

subtype. Indeed, lotilaner efficiently and selectively blocked the GABA response on Phh-RDL whereas Phh-GluCl 

was not affected even using high concentration (30µM) representing 737 fold the lotilaner IC50 for Phh-RDL. In order 

to confirm these findings, it will be interesting to silence the rdl gene using RNAi in human body lice [57]. Our results 

clearly demonstrated the selective antagonistic action of lotilaner on RDL over GluCl channels contrary to fluralaner, 

which was reported to inhibit both RDL and GluCls from M. domestica and R. microplus [39, 43, 49]. Whether these 

differences might be due to the compounds themselves or the pharmacological properties of receptors from different 

species remain to be investigated. Furthermore, the amino acids implicated in the binding of lotilaner are not known 

yet although some studies recently suggested that amino acids in theTM1 and TM3 might be critical in RDL from M. 

domestica [80]. The mechanism of action of lotilaner on RDL receptors at the molecular level are still to be 

deciphered. Likewise, further efforts are needed to better understand the molecular basis of the insect selectivity of 

isoxazolines over vertebrate channels. Contrary to homomeric arthropod RDL channels, the vertebrate GABA are 

heteromeric channels made of different subunits. Recent studies indicated that fluralaner and lotilaner were highly 

selective of arthropod RDL channels while poorly efficient on rat brain membranes (IC50 > 10 µM), rat GABA channels 

(IC50 > 30 µM) and canine GABA (IC50 > 10 µM), respectively, thus evidencing for low mammalian toxicity [39, 42, 

43]. Resistance to isoxazolines has not been reported so far and fipronil resistance is likely not to confer cross-

resistance to isoxazolines. Indeed, RDL receptor from D. melanogaster and M. domestica with known mutation 

confering fipronil and dieldrin resistance didn’t affect the antagonism effect of fluralaner and lotilaner respectively [42, 

43]. The lack of cross-resistance was confirmed in vivo for the houseflies [42, 43]. Likewise, the distinct mechanisms 

of action for ivermectin and lotilaner seem to indicate that resistance to ivermectin will not extend to lotilaner or the 

other isoxazolines. Identification of homologous genes encoding RDL subunits and investigation of new expressed 

recombinant RDL from many other arthropod species including important insect pest species, acari and crustaceans 
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will enhance our understanding of the action of isoxazolines. The potency and selectivity of isoxazolines indicate an 

important future for this class of compounds. 

 

 

From dog to human: the future for isoxazoline insecticides as promising pediculicidal candidates  

The isoxazoline class includes a new generation of instecticidal compounds recently introduced for insect 

chemical control but also other ectoparasites such as acari and other arthropods [45]. Since the discovery 

of isoxazolines, their insecticidal spectrum has become broader to agricultural, sanitary and animal insect 

pests belonging to eleven orders missing out the order of Phthiraptera [39-43, 46]. In the present study, 

we hypothesized that the isoxazolines could represent attractive candidate drugs to extend the 

pharmacopeia for louse control. Among the different compounds from the isoxazoline family, we selected 

the insecticide lotilaner as a model for concept proof of isoxazoline effectiveness as pediculicidal for human 

use.Isoxazolines are licensed for protection of companion animals against fleas and ticks and therefore 

presents a reduced toxicity to mammals; second, it has a long lasting effect after a single oral 

administration [42, 81]. In dogs, lotiIaner remains active against ticks and fleas during one month with an 

efficacy ranging from 98 to 100% [82, 83]. Here, we assessed the pediculicidal potential of lotilaner against 

different stages of body lice. Strikingly, our bioassays on human body lice demonstrated that the adulticide 

effect of lotilaner was higher than that of ivermectin and fipronil. Whereas 10 µM ivermectin treatment 

killed 100% of adult lice after 24h, we obtained the same result with 10 µM lotilaner in only 3 hours following 

exposure. This fast activity is in accordance with the 4h-12h needed to kill ticks and fleas in lotilaner treated 

dogs [82, 83]. In contrast, neither ivermectin nor lotilaner were found to have a pediculicidal activity on 

nits. Based on dog data, we can speculate that a single oral dose could provide a pediculicidal activity 

above 17 days corresponding to the complete life cycle of the human lice [9, 19]. Therefore, the long 

lasting activity of lolilaner could overcome the absence of activity on embryonated eggs and also prevent 

re-infestations with a single oral dose. Considering its relatively benign toxicological profile for mammals 

along with rapid knockdown of lice, lotilaner seems to be an excellent candidate drug to tackle louse 

infestations in humans. Nevertheless, the innocuity of lotilaner towards human remains to be proven as 

well as its pharmacokinetics. Interestingly, Miglianico et al. recently reported the high efficacy of two other 

veterinarian drugs from the isoxazoline family (i.e afoxolaner and fluralaner) against a panel of insect 

species representing major vectors for human tropical diseases [84]. The potential of the isoxazolines to 

control ectoparasites with animal and human health importance has been discussed by Weber & Selzer, 

2016 [45]. Computational modelling highlighted both the feasibility and the relevancy of using isoxazoline 

for human medication. In accordance, our results strongly support isoxazoline compounds as major 

candidates for drug repurposing alone or in co-administration with ivermectin. Indeed, new combinations 

of active compounds have become frequent in veterinary medicine (e.g. anthelmintics). Alike ivermectin, 

a useful feature of lotilaner is its mode of administration through oral route, which is more tractable to 

human than topical formulations. Since ivermectin and lotilaner are efficient at targeting distinct receptors, 
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it is tempting to suggest that a combination of both drugs may have a considerable potential, resulting in 

an additive or a synergistic effect allowing the control of emerging ivermectin resistant lice and delay or 

overcome resistance. Such a therapeutic option was recently achieved with the release of fluralaner 

combined with moxidectin [85, 86] and sarolaner combined with selamectin on the veterinary market for 

small animals [87, 88]. Hence, it is reasonable to conclude that further investigations on the efficacy of 

lotilaner alone or in combination with ivermectin for general use as pediculicides would be particularly 

pertinent and justified. We hope that the results presented here contributes to an increased understanding 

on the mechanisms behind the physiology of neurotransmission and of the mode of action of the 

pediculicidal drugs in body lice at the functional level and will provide new therapeutic strategies to ensure 

the sustainable and effective control of louse infestations. 

 

Methods 

Chemical assays on body lice 

The colony of human body lice (Pediculus humanus humanus) were provided by Kosta Y. Mumcuoglu from the Kuvin 

Center for the Study of Infectious and Tropical Diseases, Hebrew University-Hadassah Medical School, Jerusalem, 

Israel. Thislaboratory-reared colony adapted to rabbit blood were fed four times per week (permit number of the 

French Ministry for Research: APAFIS#8455-2017010616224913 v3) and maintained at 30 ± 1 °C and 60-70% 

relative humidity without exposure to any drugs [89]. Survival and immobilization (knockdown) were monitored at 1, 

2, 3 and 24 h after contact of 44 lice with insecticides at concentrations ranging from 1 to 100 µM or 1% DMSO. Nits 

(50 to 190 per condition) were incubated with lotilaner or ivermectin and hatching was monitored between six and 

nine days. Water and solution of 1 % DMSO were used as negative controls. Pictures and movies were recorded 

with a Motic Digital Microscope 143 Series and the Motic Image Plus 3.0 software. Movies were cut out with Apple 

inc. iMovie 10.1.6. 

Cloning of full-length cDNA sequences of GluCl and rdl from Pediculus humanus humanus 

Total RNA was extracted from 30 mg of lice (15 lice) using the Total RNA isolation Nucleospin RNA kit (Macherey-

Nagel) according to the manufacturer’s recommendations. Complementary DNA (cDNA) was synthesized using the 

GeneRacer kit with the SuperScript III reverse transcriptase (Invitrogen) following the manufacturer’s 

recommendations. Using the A. mellifera and D. melanogaster GluCl and RDL subunit sequences as querries, 

tBLASTn searches in NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) allowed the identification of partial genomic 

contigs (AAZO01006897 and AAZO01005501 for Phh-GluCl and AAZO01005738, AAZO01000267 and 

AAZO01000266 for Phh-rdl) and partial mRNA sequences (XM_002429761 for Phh-GluCl and XM_002422861.1 for 

Phh-rdl) containing the 3’ cDNA ends. Primers designed on the sequences retrieved from the BLAST searches are 

reported in S1 Table. Then, the corresponding 5’ cDNA ends were obtained by RLM-RACE experiments using the 

Generacer kit with two rounds of PCR as described elsewhere [90]. After the identification of the cDNA 5’ ends, new 

primers were designed. The full-length complete coding sequences of Phh-GluCl and Phh-rdl were subsequently 

amplified by nested PCRs with the proofreading Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific) using 

two pairs of primers. Then, PCR products were cloned into the transcription vector pTB-207 [91] using the In-Fusion 

HD Cloning kit (Clontech) as described previously [92]. Recombinant plasmid DNA was purified using EZNA Plasmid 

DNA Mini kit (Omega Bio-Tek) and the sequences were checked (Eurofins Genomics). The novel complete coding 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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sequences of the two Phh-GluCl and Phh-RDL subunits were depositied to Genbank under the accession numbers 

MT321070 to MT321073. The constructions were linearized with the MlsI restriction enzyme (Thermofisher) and 

cRNAs were synthetized in vitro using the mMessage mMachine T7 transcription kit following the manufacturer’s 

recommendations (Ambion). Lithium chloride-precipitated cRNAs were resuspended in RNAse-free water and stored 

at -20 °C. 

Sequence analysis and phylogeny 

Signal peptide and transmembrane domain were predicted using SignalP4.1 [93] and SMART [94], respectively. 

Deduced amino-acid sequences of Phh-GluCl and Phh-RDL were aligned using the MUSCLE algorithm [95] and 

further processed with GeneDoc (IUBio). The phylogenetic distance trees were generated on amino-acid sequences 

by the SeaView software [96] using BioNJ Poisson parameters and bootstrap values were calculated with 1000 

replicates as described previously [97]. The resulting trees were modified by FigTree 

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). The accession numbers for the protein sequences mentioned in this article 

are: Apis mellifera (Ame): GluCl ABG75737, GRD AJE68942, LCCH3 AJE68943, RDL AJE68941, CG8916 

NP_001071290; nAChR7 AJE70265; Ctenocephalides felis (Cfe): RDL AHE41088; Drosophila melanogaster (Dme): 

GluCl AAC47266, GRD NP_524131, LCCH3 NP_996469, RDL NP_523991, CG8916 NP_001162770; Ixodes 

scapularis (Isc): GluCl ALF36853; Musca domestica (Mdo): GluCl BAD16657, RDL NP_001292048; Pediculus 

humanus humanus (Phh): GluCl1 MT321070, GluCl2 MT321071, RDL1 MT321072, RDL2 MT321073; 

Rhipicephalus microplus (Rmi): GluCl AHE41097, RDL AHE41094; Tetranychus urticae (Tur): GluCl BAJ41378 and 

Tribolium castaneum (Tca): GluCl NP_001107775, GRD NP_001107772, LCCH3 NP_001103251, RDL 

NP_001107809, 8916 NP_001103425. 

Electrophysiology in Xenopus laevis oocytes and data analysis 

Defolliculated Xenopus laevis oocytes were purchased from Ecocyte Bioscience and maintained in incubation 

solution (100 mM NaCl, 2 mM KCl, 1.8 mM CaCl2.2H2O, 1 mM MgCl2.6H2O, 5 mM HEPES, 2.5 mM C3H3NaO3, pH 

7.5 supplemented with penicillin 100 U/mL and streptomycin 100 µg/mL) at 19 °C. Each oocyte was microinjected 

with 57 ng of cRNA encoding Phh-GluCl or Phh-RDL using a Drummond nanoject II microinjector. Three to five days 

after cRNA injection, two-electrode voltage-clamp recordings were performed with an oocyte clamp OC-725C 

amplifier (Warner instrument) at a holding potential of -80mV or -60 mV to assess the expression of the GluCl or RDL 

channels. Currents were recorded and analyzed using the pCLAMP 10.4 package (Molecular Devices). 

Concentration-response relationships for agonists were carried out by challenging oocytes with 10 s applications of 

increasing concentrations of compounds. The peak current values were normalized to the response to 1000 µM 

glutamate or 100 µM GABA giving the maximum current amplitude for GluCl and RDL channels, respectively. For 

Phh-GluCl, the dose response relationship for ivermectin were performed by apllying a concentration of ivermectin 

for 20 – 30 s. Each oocyte received only one low ivermectin concentration (≤ 30 nM) followed with a high ivermectin 

concentration (≥ 100 nM). Data were normalized to a first 100 µM glutamate apllication. For RDL, the effect of 

antagonists was evaluated, by a first preincubation of each antagonist alone for 90 s, followed by the co-application 

with 100 µM GABA for 10 s. Oocytes were then washed with recording buffer and sequentialy preincubated with an 

increasing antagonist concentration followed by coapplication with 100 µM GABA. The observed responses were 

normalized to the response induced by 100 µM GABA alone performed prior to challenging with the antagonist. The 

concentration of agonist required to mediate 50% of the maximum response (EC50) and the concentration of 

antagonist required to inhibit 50% of the agonist response (IC50) and the Hill coefficient (nH) were determined using 
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non-linear regression on normalized data with GraphPad Prism software. Concentration response curves for agonists 

were fitted with the following equation : 

Y =
100

1 + 10𝐻(𝑙𝑜𝑔𝐸𝐶50−𝑋)
 

Where Y is the normalized response, H is the Hill slope and X is the logarithm of concentration. The same equation 

was used for the concentration response curves for antagonists by replacing logEC50 by logIC50. 

Results are shown as mean +/- SEM and statistical analysis were performed using One-Way ANOVA with Tukey’s 

Multiple Comparisons Test. 

The competitive experiments on Phh-RDL were performed as previously described [42] with a concentration 

response relationship in the presence of GABA alone or with 1 nM and 10 nM lotilaner. A pre-application of 1 nM 

and 10 nM lotilaner for 90 s was followed by a coapllication of an increasing concentration of GABA (1 – 1000 µM) 

for 10 s with a 30 s wash between each concentration. Current amplitudes were normalized with a first 100 µM GABA 

application. The corresponding concentration response curves (Fig. 6) were fitted using the following four parameter 

Hill equation : 

𝑌 =
Bottom + (Top − Bottom)

1 + 10𝐻(𝐿𝑜𝑔𝐸𝐶50−𝑋)
 

Where Bottom is the response at the minimal concentratio and Top is the maximal response. Statistical comparison 

were performed using unpaired Student’s t test. 

Chloride and sodium permeabilities were conducted as described previously [55]. In brief, the reversal potential of 

the GABA-induced currents was measured with a 1500-ms-long ramp of voltage from -60 to +60 mV in standard 

saline recording solution (100 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 1 mM CaCl2, 5 mM HEPES, pH 7.3) as well as in recording 

solutions containing a concentration range of either chloride (NaCl replaced by sodium acetate) or sodium (NaCl 

replaced by tetraethylammonium chloride). 

Materials 

Glutamate, GABA, fipronil, picrotoxin and ivermectin were purchased from Sigma-Aldrich. Glutamate and 

GABA were directly dissolved in recording solution. Fipronil, picrotoxin and ivermectin were first dissolved 

at 10-100 mM in DMSO and then diluted in recording solution to the final concentrations in which DMSO 

did not exceed 1 %. Lotilaner (CredelioTM, Elanco, USA) was a commercial formulation purchased in a 

local pharmacy store. Tablets containing 450 mg lotilaner were dissolved in DMSO to obtain a 100 mM 

lotilaner stock solution and subsequently diluted in recording solution at a final DMSO concentration less 

than 0.003%. 
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Figure legends 

 

Fig. 1: Toxicity tests on lice in vivo. 

A. Photographs of the human body lice from the laboratory-reared colony used in this study. Different life stages are 

represented from the left to the right: larvae in stage 1 during hatching, larvae in stage 2, larvae in stage 3, female 

adult, male adult. 

B. Adult lice (n = 44 per condition) were treated with different concentrations of lotilaner, ivermectin, fipronil or 

picrotoxin and survival/immobilization (knockdown) rate was determined throughout 24 hours. Water and 1 % DMSO 

were used as negative controls.  

C. Nits were treated with 100µM of lotilaner or ivermectin and hatching was determined throughout several days. 

Water and 1 % DMSO were used as negative controls. The results are expressed as percentage of hatching from 

three independent experiments with n = 50 to 190 nits. The results are representative of three independent 

experiments. 
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Fig. 2: Comparison of GluCl and RDL sequences from lice  

A. Amino acid alignments of GluCl and RDL subunit sequences of Pediculus humanus humanus, Apis 

mellifera and Tribolium castaneum. Predicted signal peptides in the N-terminal region are highlighted in grey. 

Amino acid differences between Phh-GluCl-1 and Phh-GluCl-2 or between Phh-RDL-1 and Phh-RDL-2 sequences 

of P. humanus humanus are highlighted in red. Cys-loop domain, predicted transmembrane domains TM1 to TM4 

and the highly variable intracellular loop are indicated by the bars. Amino acids conserved between all the sequences 

are highlighted in dark blue. Amino-acids conserved between GluCl sequences are highlighted in light blue. Amino 

acids conserved between RDL sequences are highlighted in pink. Purple asterisks represent amino acid docking for 

fluralaner based on previous studies (Yamato et al, 2020). 

B. Distance tree (BioNJ, Poisson) of GluCl and RDL protein sequences from insects and acarians. The three 

letter prefixes in gene names Phh, Ame, Tca, Dme, Mdo and Rmi refer to the species Pediculus humanus humanus, 

Apis mellifera, Tribolium castaneum, Drosophila melanogaster, Musca domestica and Rhipicephalus microplus, 

respectively. Branch lengths are proportional to the number of substitutions per site. Scale bar represents the number 

of substitutions per site. The bootstrap values are indicated next to each branch. Accession numbers for sequences 

used in the phylogenetic analysis are provided in the Methods section. Sequences of P. humanus humanus are 

highlighted in blue for GluCls and purple for RDLs. The A. mellifera alpha7 nAChR subunit sequence was used as 

an outgroup.  
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Fig. 3: Functional expression of Phh-GluCl and Phh-RDL channels in X. laevis oocytes. 

A. Electrophysiological recording traces of oocytes injected with Phh-GluCl cRNA in response to the application of 1 

to 1000 µM of glutamate. Oocytes were clamped at -80 mV. Application times are indicated by the bar. 

B. Glutamate concentration-response curve for Phh-GluCl (mean +/- SEM, n = 5 oocytes). Data were normalized to 

the maximal effect of glutamate. 

C. Reverse potential-ion concentration relationships of oocytes expressing Phh-GluCl obtained from voltage-ramps 

in presence of glutamate and using increasing concentrations of either Cl- or Na+ to analyze the selectivity of this 

channel. 

D. Electrophysiological recording traces of oocytes injected with Phh-RDL cRNA in response to the application of 1 

to 100 µM of GABA. Oocytes were clamped at -60 mV. Application times are indicated by the bars. 

E. GABA concentration response curve for Phh-RDL (mean +/- SEM, n = 6 oocytes). Data were normalized to the 

maximal effect of GABA. 

F. Reverse potential-ion concentration relationships of oocytes expressing Phh-RDL obtained from voltage-ramps in 

presence of GABA and using increasing concentrations of either Cl- or Na+ to analyze the selectivity of this channel.  
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Fig. 4: Effects of ivermectin and lotilaner on Phh-GluCl receptor in X. laevis oocytes. 

A. Representative recording traces from a single oocyte expressing Phh-GluCl challenged with 1 mM glutamate and 

10 nM ivermectin followed by 1 µM ivermectin. The bars indicate the time period of agonist application. 

B. Ivermectin concentration-response curve for Phh-GluCl (mean +/- SEM, n = 5 oocytes). Data were normalized to 

the current amplitude of a first application of glutamate 100 µM. 

C. Representative recording traces from oocytes perfused with 100 µM glutamate (Glu) alone (left), with 1-30 µM 

lotilaner prior to co-application with 100 µM Glu (middle) and after wash out (right). 

D. Bar chart (mean +/- SEM, n= 5) of the response elicited by 100 µM glutamate in coapplication with 1 – 30 µM 

lotilaner normalized to and compared with the response to 100 µM glutamate (One-way ANOVA with Tukey’s Multiple 

Comparisons Test, NS : Not Significative). 
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Fig. 5: Antagonistic effects of fipronil, picrotoxin, ivermectin and lotilaner on GABA-elicited currents in X. 

laevis oocytes expressing Phh-RDL receptor. 

A-D. Representative current traces evoked by 100 µM GABA alone or with coapplication of an increasing 

concentration of fipronil, picrotoxin, ivermectin and lotilaner. After antagonist application, a last 100 µM GABA 

application was performed to assess their reversible potential. Application times are indicated by the bars.  

E. Concentration-inhibition curves for Phh-RDL for fipronil (red circles, n = 6-7), picrotoxin (blue squares, n = 

6),ivermectin (green triangles, n = 6) and lotilaner (purple triangles, n = 6). Data are all normalized to the response 

to 100 µM GABA (mean +/- SEM). 
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Fig. 6 : Competitive assay for lotilaner and ivermectin on Phh-RDL 

A. Lotilaner is a non-competitive antagonist of Phh-RDL. GABA concentration response were performed with GABA 

alone (black circles) or with lotilaner at 1 nM (black squares) and 10 nM (black triangles). Comparison of GABA EC50 

and maximum response to a saturated GABA concentration hilight the activity of lotilaner as a non-competitive 

antagonist of Phh-RDL. Data were normalized to a first application of 100 µM GABA (mean +/- SEM, n = 5-6). 

B. Dual action of ivermectin on Phh-RDL. GABA concentration response were performed with GABA alone (black 

circles) or with ivermectin at 100 nM (black squares) and 1 µM (black triangles). Depending on the concentration, 

ivermectin potentiates the GABA reponse, activates Phh-RDL or antagonizes the GABA response. Data were 

normalized to a first application of 100 µM GABA (mean +/- SEM, n = 5-6). 
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Supporting information 

 

S1 Fig.: Comparison of insect and acari GluCl subunits. 

A. Alignement of GluCl subunit deduced amino-acid sequences from Pediculus humanus humanus (Phh), Apis 

mellifera (Ame), Rhipicephalus microplus (Rmi) and Tribolium castaneum (Tca). Predicted signal peptides in N-

terminal are highlighted in grey. Amino acid differences between the GluCl-1 anf GluCl-2 sequences of P. humanus 

humanus are highlighted in red. Amino acids conserved between all the sequences are highlighted in blue. The cys-

loop, transmembrane domains (TM1-TM4) and the highly variable intracellular loop are indicated by the bars. 

B. Distance tree (BioNJ, Poisson) of GluCl protein sequences from insects and acari. The three letter prefixes in 

gene names Tur, Phh, Ame, Tca, Dme, Mdo, Rmi and Isc refer to the species Tetranychus urticae, Pediculus 

humanus humanus, Apis mellifera, Tribolium castaneum, Drosophila melanogaster, Musca domestica, 

Rhipicephalus microplus and Ixodes scapularis, respectively. The tree was rooted with the A. mellifera alpha7 nAChR 

subunit as an outgroup. Branch lengths are proportional to the number of substitutions per amino acid. Scale bar 

represents the number of substitutions per site. The bootstrap values are indicated next to each branch. Accession 

numbers for sequences used in the phylogenetic analysis are provided in the Methods section. The two GluCl 

sequences of interest are highlighted in blue.  
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S2 Fig.: Comparison of insect and acari GABA subunits. 

A. Alignement of RDL subunit deduced amino-acid sequences from Pediculus humanus humanus (Phh), Apis 

mellifera (Ame), Tribolium castaneum (Tca) and Rhipicephalus microplus (Rmi). Predicted signal peptides in N-

terminal are highlighted in grey. Amino acid difference between the RDL-1 and RDL-2 sequences of P. humanus 

humanus are highlighted in red. Amino acids conserved between all the sequences are highlighted in blue. The cys-

loop, predicted transmembrane domains (TM1-TM4) and the highly variable intracellular loop are indicated by the 

bars. 

B. Distance tree (BioNJ, Poisson) of GABACl protein sequence from insects and acari. The three letter prefixes in 

gene names Phh, Ame, Cfe, Tca, Dme, Mdo and Rmi refer to the species Pediculus humanus humanus, Apis 

mellifera, Ctenocephalides felis, Tribolium castaneum, Drosophila melanogaster, Musca domestica and 

Rhipicephalus microplus, respectively. The tree was rooted with the A. mellifera alpha7 nAChR subunit as an 

outgroup. Branch lengths are proportional to the number of substitutions per amino acid. Scale bar represents the 

number of substitutions per site. The bootstrap values are indicated next to each branch. Accession numbers for 

sequences used in the phylogenetic analysis are provided in the Methods section. The two RDL sequences of interest 

are highlighted in purple.  
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S3 Fig.: Current traces of uninjected oocytes and oocytes injected with Phh-GluCl-2 or Phh-RDL-2. 

A. Current traces of uninjected oocytes after application of glutamate and GABA at 100 µM. The bar indicates the 

application time of 10 s. 

B. For Phh-GluCl-2, oocytes were clamped at -80mV and response to 100 µM of glutamate was measured (n = 11). 

For Phh-RDL-2, oocytes were clamped at -60mV and response to 100 µM of GABA was measured (n = 12). The bar 

indicates the application time of 10 s. 
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S4 Fig.: Agonistic effect of ivermectin on GABA-elicited currents in X. laevis oocytes expressing Phh-RDL 

receptor. 

A. Representative current traces evoked by 100 µM GABA followed by 90 s application of 100 nM or 1µM ivermectin. 

Application times are indicated by the bars. 

B. Concentration response curve of the ivermectin agonist effect. Data are normalized to a first 100 µM GABA 

application (mean +/- SEM, n = 5-13) 
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S1 Table: Knockdown groups. Lice from groups KD+++ and KD++++ were considered as dead [12] 
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S2 Table: Rates of mortality of P. humanus humanus exposed to lotilaner, ivermectin, fipronil and picrotoxin 
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Gene 
name 

Primer name Primer sequence 

GluCl 

Phh-GluCl-R1 CGAAATGTCAGCTGAACGCTG 

Phh-GluCl-R2 CTTCGGACAAACATGTTAACTCG 

Phh-GluCl-F0 TTGGGAAAAGCCATTGAAGAG 

Phh-GluCl-Z1R CCAACGACGGCAATTATAAGC 

FuPhh-GluCl-pTB-XhoF CTGGCGGCCGCTCGAGATGATGCCGTGGTGGTTCAGT 

FuPhh-GluCl-pTB-ApaR ACCAGATCAAGCTCGGGCCCTTAATTATCTTCCGTATCTTCTCT 

rdl 

Phh-rdl-R1 GATATCGAAAGGACGTACATGGT 

Phh-rdl-R2 CGGAGATATTGACATCACCTAAC 

Phh-rdl-F0 GGTCATGATGTATCCGTCGTCA 

Phh-rdl-Z1R AGCGTGTTTTCGATATTTAAAAATT 

FuPhh-rdl-pTB-XhoF CTGGCGGCCGCTCGAGAAGATGACGGGAGCACGCAGT 

FuPhh-rdl-pTB-ApaR ACCAGATCAAGCTCGGGCCCGATGAATTTATTTATCTTGTCCCAA 

 

S3 Table: Primers used for the PCR and cloning of P. humanus humanus GluCl and RDL subunits 
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DISCUSSION GENERALE 

Le contrôle des parasites invertébrés impactant la santé humaine et animale, qu’ils soient des nématodes, des 

insectes ou des acariens, repose principalement sur l’utilisation d’antiparasitaires du fait de l’absence de vaccin et 

d’une faible efficacité des moyens de lutte alternatifs. Parmi les traitements disponibles, les lactones macrocycliques 

(MLs) ont révolutionné la lutte antiparasitaire grâce à leur large spectre d’activité contre les invertébrés (endo- et 

ectoparasites) (98). Cependant, l’utilisation massive des antiparasitaires dans de nombreux domaines tels que 

l’agriculture ou la médecine humaine et vétérinaire a irrémédiablement conduit à l’apparition de parasites résistants 

à une ou plusieurs familles de molécules (MLs, benzimidazole et pyrantel dans le cas de Parascaris sp.) pouvant 

mener à des impasses thérapeutiques (311). Actuellement, de nombreux traitements antiparasitaires ciblent le 

système nerveux des parasites et plus particulièrement les LGICs (200,272). C’est notamment le cas des MLs qui 

ciblent principalement les canaux chlorure glutamate dépendant (GluCls) et dans une moindre mesure les récepteurs 

au GABA. Sur les GluCls, les MLs agissent comme des agonistes (121,206) et activent les récepteurs de façon 

irréversible, inhibant ainsi la transmission neuronale et neuromusculaire (207–209) et conduisant à une paralysie 

flasque puis à la mort du parasite (17). 

Chez les nématodes, 8 gènes codant des GluCls ont été décrits (115). Chez les insectes, le nombre de GluCls 

est plus réduit avec un seul gène codant pour une sous-unité de GluCl. Cependant, les transcrits de ce gène sont sujets 

à de nombreux épissages alternatifs et autres modifications post-transcriptionnelles (A-to-I edditing) (219,251) 

augmentant ainsi le nombre de sous-unités de GluCls. A cette diversité de sous-unités, s’additionne également une 

diversité potentielle de sous-type de récepteurs dépendant de leur composition en sous-unités (121,170,177). Malgré 

cette grande diversité potentielle, un nombre restreint de GluCls d’arthropodes a pu être caractérisé 

(116,134,148,149,218,242–246,248) et la caractérisation de GluCls de nématode s’est surtout focalisée sur ceux du 

nématode modèle C. elegans (17,121,171,207,227) et du nématode parasite H. contortus (18,176,177,229–231,237) 

qui sont tous deux des nématodes de clade V. Par conséquent, nos connaissances sur les cibles pharmacologiques 

des MLs ainsi que leur mode d’action restent limitées pour beaucoup de parasites de grande importance en santé 

humaine et animale. 

Dans ce contexte, mon projet de thèse était d’identifier les sous-unités de GluCls de nématodes (B. malayi, 

P. univalens et C. elegans) et d’insectes (P. humanus humanus) et de caractériser ces récepteurs au niveau 

moléculaire et fonctionnel. Cela a permis d’approfondir les connaissances du mode d’action des MLs sur les 

nématodes et les insectes, ainsi que d’identifier de nouveaux sous-types de GluCls chez le pou humain P. humanus 

humanus, chez les nématodes parasites B. malayi et P. univalens mais également chez le nématode modèle C. elegans 

montrant ainsi que la diversité de composition et de fonction des GluCls est plus complexe qu’il n’y parait. 
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I. Sous-unités de GluCl conservées chez les nématodes 

A. Sous-unité de GluCl cœurs 

Les GluCls de nématodes ont été plus particulièrement étudiés chez deux nématodes majeurs du clade V que 

sont C. elegans (17,121,171,207,227) et H. contortus (18,176,177,229–231,237) en termes de fonctionnalité des 

sous-unités, de localisation, d’implication potentielle dans la résistance aux MLs etc… 

Chez C. elegans, six gènes codant des GluCls ont été identifiés et nommés avr-14 (17,171), avr-15 (207,233), 

glc-1 (121,312), glc-2 (121), glc-3 (227) et glc-4 (11). A cela s’ajoute les deux autres sous-unités décrites uniquement 

chez H. contortus glc-5 (232,313) et glc-6 (18). Parmi les sous-unités identifiées, AVR-14A/B et GLC-4 semblent 

très conservées chez les nématodes car elles sont retrouvées dans des espèces de nématodes très différentes d’un 

point de vue phylogénétique, allant des espèces de nématodes de clade I aux nématodes de clade III et V (223). De 

plus, GLC-2 et GLC-3 ont été identifiées dans plusieurs espèces de nématodes de clade III (Filarioidea et 

Ascaridoidea) et V (C. elegans, H. contortus, C. oncophora). Ainsi AVR-14, GLC-2, GLC-3 et GLC-4 semblent 

former un cœur de sous-unités de GluCls retrouvés chez de nombreux nématodes d’intérêt médical. Une telle 

conservation de ces gènes chez les nématodes peut expliquer le large spectre d’activité des lactones macrocycliques 

sur les nématodes. Ainsi, ces sous-unités sont des candidates pertinentes pour étudier le mode d’action des MLs chez 

les nématodes parasites. 

 

B. Récepteurs homomériques chez les nématodes de clade V 

Toutes les sous-unités à l’exception de GLC-4 forment des récepteurs homomériques fonctionnels 

lorsqu’elles sont exprimées dans les œufs de xénope pour C. elegans (17,121,171,207,227). De plus, ces récepteurs 

sont tous sensibles à l’ivermectine à l’exception de GLC-2 (121,170,177). Chez H. contortus et C. concophora, un 

nombre plus restreint de récepteurs a été caractérisé au niveau fonctionnel. Cependant, chez ces deux espèces, AVR-

14B (170,171,176,226) et GLC-2 (170,177) forment des récepteurs homomériques fonctionnels et seulement AVR-

14B est sensible à l’ivermectine. Pour H. contortus, la sous-unité GLC-5 est également capable de former des 

récepteurs homomériques fonctionnelles sensibles à l’ivermectine (231,232,313). Les résultats obtenus pour les sous-

unités conservées entre ces 3 espèces de clade V sont similaires. La fonctionnalité d’AVR-14A et de GLC-4 reste à 

ce jour inconnue et aucune étude fonctionnelle en œufs de xénope n’a été réalisée pour GLC-6 d’H. contortus. 
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Les résultats de cette thèse ont montré qu’à l’inverse des nématodes de clade V, les sous-unités de GluCl des 

nématodes de clade III (B. malayi et P. univalens) ne forment pas de récepteurs homomériques fonctionnels robustes 

(c’est-à-dire ne sont pas sensibles à une stimulation de glutamate ou produisent des petits courants de l’ordre du nA 

en utilisant des concentrations de glutamate de l’ordre du mM). Il y a tout de même l’exception de GLC-5 de P. 

univalens qui répond à des concentrations de glutamate de l’ordre du µM en produisant de grands courants de l’ordre 

du µA. Avec l’exception de GLC-5, de tels résultats posent la question de l’existence de tels récepteurs homériques 

in vivo et suggèrent que les sous-unités de nématodes de clade III doivent s’associer pour former des récepteurs 

hétéromériques fonctionnels robustes. 

Au cours de cette thèse, l’hypothèse que GLC-2 pouvait s’associer aux autres sous-unités de GluCl s’appuyait 

sur sa capacité à s’associer à GLC-1 (121) et AVR-15 (233) chez C. elegans et avec AVR-14B chez H. contortus 

(177) et C. oncophora (170). Actuellement, tous les GluCls hétéromériques décrits incluent GLC-2 comme 

partenaire. Aussi, chez C. elegans, les sous-unités avr-14, glc-2, glc-3 et glc-4 sont exprimées dans les neurones du 

pharynx rendant possible leur rencontre in vivo. Par conséquent, nous avons étudié la possible interaction entre GLC-

2 et les autres sous-unités en œufs de xénope chez les 3 espèces de nématodes C. elegans, B. malayi et P. univalens. 
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C. Un sous-type de GluCl très conservé chez les nématodes : 

AVR-14B/GLC-2 

En œufs de xénope, la combinaison d’AVR-14B avec GLC-2 conduit à la formation de récepteurs au 

glutamate pour les trois espèces de nématodes étudiés C. elegans, B. malayi et P. univalens ainsi que chez H. 

contortus et C. oncophora (170,177). En effet, nous avons observé une forte diminution de l’EC50 du glutamate d’un 

facteur 4 à 23 pour la combinaison AVR-14B/GLC-2 par rapport à celles des mêmes sous-unités exprimées seules ; 

supportant l’association de ces deux sous-unités. Etonnamment, les EC50 glutamate que nous avons obtenues pour 

AVR-14B (112,3 ± 13 µM) et GLC-2 (214,6 ± 13,1 µM) de C. elegans étaient très basses par rapport à leur première 

description (2200 ± 120 µM pour AVR-14B et 1360 ± 50 µM pour GLC-2) (121,171). Bien que nous ayons obtenu 

la même séquence protéique pour GLC-2 que celle précédemment décrite (121), celle d’AVR-14B différait d’un 

acide aminé positionné dans le 2e domaine transmembranaire (Ser305) par rapport à celle identifiée par McCavera et 

al, (Thr 305) (171). En se basant sur les données obtenus par cristallographie de la sous-unité GLC-1 de C. elegans, 

on remarque que l’acide aminé correspondant est une sérine (Ser265) qui est impliquée dans la formation du pore du 

canal ionique (204). Cette différence d’acide aminé entre les deux séquences d’AVR-14B peut expliquer une telle 

différence entre les EC50 de glutamate. 

L’application d’ivermectine et de moxidectine sur ce sous-type de GluCl chez C. elegans, B. malayi et P. 

univalens a montré sa sensibilité à ces deux molécules ce qui est en accord avec les études précédentes réalisées sur 

ce sous-type de GluCl chez H. contortus (177) et C. oncophora (170). Les MLs ont des propriétés pharmacologiques 

différentes avec des efficacités variables suivant l’espèce cible d’où leurs différences d’autorisations de 

commercialisation. En effet, l’ivermectine est la seule ML à être largement commercialisée pour une grande variété 

d’hôtes et de parasites tandis que, par exemple, l’émamectine est principalement utilisée pour lutter contre les poux 

de saumon en aquaculture (314). De plus, le maintien de l’efficacité de la moxidectine sur une souche de terrain d’H. 

contortus résistante à l’ivermectine (132) suggère que ces deux molécules ont soit des cibles préférentielles 

différentes soit des sites de fixation différents ce qui limiterait les phénomènes de cross-résistance. A ce jour, 

l’efficacité des MLs sur un même sous-type de GluCl n’a jamais été évaluée. L’application d’une large gamme de 

MLs (abamectine, doramectine, émamectine, éprinomectine, ivermectine, moxidectine et sélamectine) sur le sous-

type de GluCl AVR-14B/GLC-2 a montré qu’elles étaient toutes efficaces pour activer ces récepteurs quelle que soit 

l’espèce de nématode. L’émamectine semble la ML la plus rapide d’action sur ce sous-type bien que cette différence 

ne soit pas significativement vérifiée avec toutes les autres MLs (notamment pour Pun-AVR-14B/GLC-2). Cette 

potentielle meilleure efficacité sur ce récepteur in vitro reste à être confirmer in vivo. Aussi, les différences 

d’efficacité des MLs in vivo ne peuvent pas être expliquées par les résultats obtenus sur ce sous-type car toutes les 

MLs sont efficaces pour activer ce sous type en œufs de xénope. 
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D. Nouveau sous-type de GluCl avec des propriétés 

pharmacologiques originales : GLC-2/GLC-3 

De la même façon que pour AVR-14B/GLC-2, ce projet a permis la caractérisation d’un nouveau sous-type 

de GluCls composé de GLC-2 et de GLC-3. En effet, la combinaison de ces deux sous-unités en œufs de xénope a 

montré qu’elles étaient capables de s’associer pour C. elegans et P. univalens mais pas pour B. malayi. Pour confirmer 

que l’absence de réponse de GLC-2/GLC-3 de B. malayi suite à une stimulation avec du glutamate n’était pas due à 

un problème de fonctionnalité de la sous-unité GLC-3, cette sous-unité a été injectée en combinaison avec la sous-

unité GLC-2 de P. univalens. Aucune de ces deux sous-unités n’étant capable de former de récepteur homomérique 

fonctionnel, la formation d’un récepteur chimérique fonctionnel sensible au glutamate a confirmé la fonctionnalité 

de Bma-GLC-3. Par conséquent, la formation d’un récepteur fonctionnel contenant Bma-GLC-3 ou Bma-GLC-

2/GLC-3 pourrait potentiellement nécessiter l’addition d’une autre sous-unité ou l’addition de protéines auxiliaires 

comme c’est le cas pour certains nAChR (113,210). 

 Pour C. elegans, l’application d’ivermectine, de moxidectine et d’éprinomectine sur Cel-GLC-2/GLC-3 a 

montré qu’elles agissaient en tant qu’agonistes irréversibles tandis que sur Pun-GLC-2/GLC-3 aucune ML n’a 

montré cet effet. En revanche, l’ivermectine et la moxidectine ont potentialisé l’action du glutamate sur ce récepteur 

de façon réversible. A une concentration aussi élevée de MLs (1 µM), cette propriété pharmacologique est rare chez 

les GluCls d’invertébrés car n’a été retrouvée que pour les sous-unités GLC-2 de C. elegans et d’H. contortus 

(121,177). Cela fait de ce nouveau sous-type une nouvelle cible pharmacologique originale ouvrant la voie au 

criblage de nouveaux composés et au développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

Pour résumer, ces résultats montrent que : 1) AVR-14, GLC-2, GLC-3 et GLC-4 forment un groupe de sous-

unités cœur chez une grande variété de nématodes, 2) l’association de sous-unité est nécessaire pour la formation de 

récepteurs fonctionnels chez les nématodes parasites de clade III in vitro en œufs de xénope, 3) GLC-2 a un rôle clef 

dans la composition de récepteurs hétéromériques en s’associant à AVR-14B chez C. elegans, B. malayi, P. 

univalens, H. contortus et C. oncophora et à GLC-3 chez C. elegans et P. univalens et 4) la faible différence de 

rapidité d’action des MLs sur ces nouveaux sous-types de GluCls n’expliquent pas la différence d’efficacité de ces 

MLs in vivo. 
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II. Une sous-unité rarement retrouvée chez les nématodes forme 

un récepteur sensible aux MLs : GLC-5 

 

A. GLC-5 de P. univalens forme un récepteur homomérique 

fonctionnel sensible aux MLs 

Chez P. univalens, la recherche dans les bases de données a permis d’identifier la sous-unité GLC-5 qui n’a 

pour l’instant été décrite que chez H. contortus (229–232). Cette sous-unité forme des récepteurs homomériques 

fonctionnels chez H. contortus et P. univalens avec des EC50 les plus basses enregistrées pour des GluCls de 

nématodes avec 8 µM (231) et 5 µM respectivement. Une telle sensibilité au glutamate in vitro en œuf de xénope 

peut également être similaire in vivo suggérant un rôle très important de GLC-5 dans la médiation de la 

neurotransmission. En effet, il a été montré que l’expression de Hco-AVR-14B dans un triple mutant de C. elegans 

résistant à l’ivermectine restaure la sensibilité du ver à l’ivermectine mais augmente également la fréquence de 

réversion (fréquence à laquelle le vers inverse son mouvement) (18,208). Ce phénomène peut être expliqué par la 

plus grande sensibilité de Hco-AVR-14B (28 µM) par rapport à Cel-AVR-14B (112 à 2200 µM) observée in vitro 

(171). 

L’application d’une large gamme de MLs sur ce récepteur a montré qu’elles agissaient toutes comme des 

agonistes irréversibles. Il est intéressant de noter que l’ivermectine et la moxidectine présentent une plus grande 

rapidité d’action que les autres MLs pour activer ce récepteur. A ce jour, les deux seules MLs autorisées en France 

pour le traitement des chevaux sont l’ivermectine et la moxidectine (ANSES – Index des médicaments vétérinaires 

autorisés en France). Ces résultats suggèrent que Pun-GLC-5 est une cible majeure de ces traitements et peuvent 

expliquer pourquoi ces deux MLs sont celles utilisées pour lutter contre les infestations à Parascaris sp. 
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B. Localisation de Pun-glc-5 

L’hypothèse que GLC-5 est un récepteur très important pour la médiation de la neurotransmission est 

également soutenue par la large distribution de glc-5 dans le nématode. En effet, l’expression du promoteur de glc-5 

de P. univalens contrôlant l’expression de la GFP dans des jeunes adultes de C. elegans, a permis de voir que cette 

sous-unité est exprimée dans des neurones de la tête et autour du pharynx, dans la vulve et dans la queue. Cependant, 

GLC-5 n’a pas de sous-unité homologue chez C. elegans et sa localisation d’expression chez P. univalens peut être 

différente in vivo et reste à être déterminée directement chez le parasite. Cependant, des expériences 

d’immunofluorescence en utilisant des anticorps spécifiques dirigés contre GLC-5 d’H. contortus ont montré des 

localisations d’expression similaires dans les commissures des neurones moteurs inhibiteurs allant de la partie 

antérieur du vers sous le pharynx jusqu’à la partie antérieur de la vulve (237). Malgré cela, chez H. contortus, aucune 

expression n’a été observée dans la vulve et dans la queue comme c’est le cas pour P. univalens. 

Avec une telle localisation, nous pouvons supposer que GLC-5 peut avoir un rôle dans la locomotion, dans 

des fonctions pharyngales et dans la ponte des œufs. 

 

C. Fonction de Pun-GLC-5 

Pour confirmer le rôle de Pun-GLC-5 dans la locomotion et pour vérifier que cette sous-unité est bien ciblée 

par l’ivermectine in vivo, une construction contenant son promoteur (validé par les expériences de localisations 

précédentes) et sa séquence codante a été injectée dans des jeunes adultes quadruples mutants (avr-14, avr-15, glc-1 

et glc-3) de C. elegans résistants à l’ivermectine (souche JD369). Des tests de mobilité sur deux lignées 

recombinantes ont montré que la mise en contact avec de l’ivermectine à 150 nM rétablissait un niveau de sensibilité 

à l’ivermectine égal à celui de la souche sauvage N2 ; tandis que cette concentration n’avait pas d’effet sur le 

quadruple mutant JD369. Ces résultats confirment que GLC-5 est bien une cible de l’ivermectine in vivo et supportent 

l’implication de GLC-5 dans des fonctions de locomotion. 

L’hypothèse que GLC-5 peut être impliquée dans des fonctions pharyngales et dans la ponte, supportée par 

sa localisation d’expression, reste encore à être confirmée. N’ayant pas pu obtenir de lignées recombinantes stables, 

les tests de ponte et de développement larvaire précédemment mis au point (18) représentent un certain challenge 

mais peuvent être envisagés par la suite. De même, des analyses de la fréquence de pompage du pharynx par des 

mesures visuelles et/ou des mesures d’électrophysiologie pourront confirmer ou non l’implication de GLC-5 dans 

ces processus pharyngaux (301,302). 

 Ensemble, ces résultats montrent que GLC-5 est une cible pharmacologique très intéressante pour le criblage 

de nouvelles molécules nécessaire pour le développement de nouvelles stratégies de lutte contre les nématodes 

parasites. 
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III. Caractérisation de cibles pharmacologiques du pou de corps 

humain Pediculus humanus humanus 

A. Première caractérisation fonctionnelle de LGICs de poux 

humains 

Malgré le fort impact social et économique que représentent les poux (70–72,101), le travail de cette thèse a 

permis l’identification et la caractérisation fonctionnelle des deux premiers LGICs du poux de corps humain 

Pediculus humanus humanus. Le glutamate et le GABA sont deux neurotransmetteurs inhibiteurs importants du 

système nerveux des invertébrés et il a été montré chez plusieurs espèces d’insectes (parasites ou bénéfiques) que les 

GluCls et les récepteurs au GABA sont les cibles pharmacologiques majeures de nombreux insecticides (ivermectine, 

fipronil, dieldrine, lindane etc…) (115,272). Par conséquent, ce travail de thèse s’est focalisé sur l’identification de 

ces récepteurs et a permis la caractérisation du récepteur au glutamate Phh-GluCl et du récepteur au GABA Phh-

RDL qui forment tous les deux des récepteurs homomériques fonctionnels quand ils sont exprimés en œufs de 

xénope. 

Pour chaque sous-unité, deux séquences ont été identifiées pouvant correspondre soit à des transcrits 

alternatifs soit être issu de A-to-I edditing (251). Ces deux mécanismes sont connus pour augmenter la diversité des 

sous-unités de LGICs chez les insectes dont certains variants ont des fonctions différentes dans la sensibilité aux 

insecticides ou dans certains processus physiologiques (211,219–221). Par conséquent, il est envisageable qu’en plus 

des deux séquences de GluCl et des deux séquences de RDL identifiées, d’autres variants de GluCl et de RDL soient 

exprimés chez le pou mais de nouvelles recherches aux niveaux de l’ADN et de l’ARN sont nécessaire pour confirmer 

cette hypothèse. De plus, nous avons montré qu’un des deux variants identifiés ne formait pas de récepteur 

homomérique fonctionnel en œufs de xénope. Cependant, il est possible que ce variant s’associe à d’autres sous-

unités pour moduler leurs expressions ou leurs fonctions in vivo. Ainsi, nous pouvons émettre l’hypothèse que 

l’association des deux variants de GluCl (Phh-GluCl-1 et Phh-GluCl-2) ou de RDL (Phh-RDL-1 et Phh-RDL-2) peut 

changer les propriétés phamacologiques des récepteurs, ce qui pourra être étudié par électrophysiologie en œufs de 

xénope. 

Ces travaux ouvrent la voie à l’identification et à la caractérisation de nouveaux LGICs qui sont autant de 

nouvelles cibles thérapeutiques potentielles. 
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B. Mode d’action des lactones macrocycliques sur les insectes 

Bien que l’ivermectine soit devenue une molécule de référence en tant que pédiculicide contre les poux de 

corps (97,101), ses cibles pharmacologiques n’étaient pas encore caractérisées au début de ce travail de thèse. Par 

rapport aux autres pédiculicides à base de silicone ou insecticides, l’ivermectine présente de nombreux avantages 

pour son utilisation contre les poux de corps. En effet, certains pédiculicides insecticides tels que le lindane ou le 

malathion sont aujourd’hui interdits ou déconseillés à cause de leur toxicité et de leur impact environnemental (90–

94). A l’inverse, l’ivermectine est une molécule reconnue comme n’ayant qu’une très faible toxicité pour les 

mammifères d’où sa forte utilisation en médecine humaine et vétérinaire (315). De plus, les poux de corps vivant 

dans les vêtements, les produits étouffeurs à base de silicone ne peuvent pas être appliqués et l’ivermectine est la 

seule molécule pédiculicide à prise orale. Ce mode d’administration présente également l’avantage d’éviter les sous-

dosages dus à la mauvaise application de shampoing, réduisant ainsi l’émergence de poux résistants (100,316,317), 

et permettant de traiter les personnes les plus à risque n’ayant qu’un accès limité aux services d’hygiène de base. 

Les résultats de cette thèse ont permis de confirmer l’efficacité de l’ivermectine in vivo sur les poux de corps 

et d’identifier le récepteur Phh-GluCl comme étant sa cible préférentielle par rapport au récepteur au GABA Phh-

RDL. L’utilisation d’ARN interférence pour bloquer des fonctions in vivo a été mis au point pour étudier le rôle de 

gène de détoxification dans la tolérance à l’ivermectine par les poux de corps (141). Cette approche pourrait être 

envisagée pour confirmer que le GluCl identifié est bien la cible préférentielle de l’ivermectine chez les poux et 

permettrait d’étudier la fonction de ce récepteur in vivo comme cela a été fait pour l’abamectine chez T. cinnabarinus 

(250) et Bemisia tabaci (318). 
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C. Isoxazolines : futur pediculicides 

Les isoxazolines sont une nouvelle famille de molécules aux propriétés insecticides et acaricides dont les 

cibles moléculaires sont principalement les récepteurs RDL (187,198,246,249,289,319,320) et secondairement les 

GluCls (198,246,249) chez les arthropodes, suggérant une efficacité potentielle sur les poux. L’application de 

lotilaner sur les récepteurs GluCl et RDL de poux a montré que cette molécule bloquait sélectivement et efficacement 

le récepteur RDL. Parmi les autres isoxazolines, le fluralaner a montré un effet antagoniste sur les récepteurs RDL 

de M. domestica et R. microplus mais a également montré son activité antagoniste sur les GluCls (198,246,249). Des 

études complémentaires sont nécessaires pour déterminer si ces différences sont dues aux composés eux-mêmes ou 

si cela est du aux propriétés pharmacologiques des récepteurs. Cependant, pour confirmer que RDL est bien la cible 

sélective du lotilaner, le silencing de son gène chez le poux de corps par des expérience d’ARN interférence pourrait 

être envisagé (141,250). 

Les tests de toxicité réalisés sur les poux de corps ont montré que le lotilaner a un effet pédiculicide plus 

important et plus rapide que l’ivermectine sur les adultes. Sa rapidité d’action ainsi que son activité sur les adultes 

mais pas sur les lentes est en accord avec ce qui est connu de ses effets chez le chien pour traiter les puces et les 

tiques (321,322). En effet, le lotilaner tue les puces et les tiques en 4 h alors que nous observons 100 % d’efficacité 

sur les poux en 3 h. De plus, bien qu’il ne soit pas actif sur les lentes, le lotilaner reste efficace pendant 1 mois chez 

le chien (187,307,321,322) permettant à une prise orale unique de médicament de totalement contrôler l’infestation. 

Le cycle de vie du pou de corps étant d’environ 17 jours (74,77), il est possible de spéculer qu’une seule prise orale 

puissent également contrôler une infestation de poux chez l’Homme. De plus, bien que l’effet des isoxazolines restent 

à déterminer chez l’Homme, cette famille de molécules présente une faible toxicité sur les mammifères (187,198,249) 

grâce à ses cibles préférentielles uniquement retrouvées chez les arthropodes. Il est également intéressant de noter 

que les résistances aux isoxazolines n’ont pas encore été rapportées et que d’autres insecticides tels que le fipronil 

ou la dieldrine ne semblent pas pouvoir conférer de résistances croisées. En effet, il a été montré que le fluralaner et 

le lotilaner gardent leurs effets antagonistes sur les récepteurs RDL possédant des mutations connues de résistance 

au fipronil et à la dieldrine chez M. domestica (198) et D. melanogaster (187). Chez M. domestica, cette absence de 

résistances croisées entre le fipronil/dieldrine et le fluralaner/lotilaner a été confirmée in vivo (198). De par leur 

efficacité contre les ectoparasites (185) en prise orale et leur faible toxicité pour les mammifères, les isoxazolines 

semblent être de bons candidats comme nouveaux pédiculicides chez l’Homme. 
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IV. Résistance aux lactones macrocycliques chez les invertébrés 

A. Etude de l’impact des mutations point in vitro 

La résistance aux lactones macrocycliques est multifactorielle. Chez les invertébrés, il a été montré que les 

GluCls peuvent être impliqués dans la résistance aux MLs à cause de mutations points (SNPs : single nucleotide 

polymorphisms) (17,104,105,154,170–177) ou de diminution de leur taux d’expression (154,178)  

Chez le pou humain, il a été observé des mutations points sur le GluCl d’une souche résistante de poux de 

tête (104). La caractérisation de ce récepteur (Phh-GluCl) au cours de cette thèse fournie un outil précieux pour 

l’exploration des mécanismes moléculaires impliqués dans la résistance aux MLs. Par électrophysiologie en œufs de 

xénope, il serait intéressant de déterminer la fonctionnalité de chaque SNPs identifiés pour confirmer leur implication 

dans la résistance comme cela a été fait chez d’autres espèces (148,149,323). De plus, l’expression de GluCls 

insensibles ou moins sensibles aux MLs en œufs de xénope ou en lignées cellulaires seraient de puissants outils pour 

le criblage et le développement de nouveaux composés aux propriétés antiparasitaires n’ayant pas de résistances 

croisées avec les MLs. 

 Ce même procédé peut également être transposé pour les GluCls de nématodes tels que GLC-5 pour le 

développement de nouveaux anthelminthiques plus spécifiques de certains nématodes ; ou sur GLC-2/GLC-3 de P. 

univalens qui n’est que faiblement impacté par les MLs et est une cible « vierge » pour le développement de nouveaux 

antiparasitaires. 

 

B. Etude de l’impact des mutations point in vivo 

 La transformation ou la modification génétique de nématodes parasites restent un challenge pour de 

nombreuses espèces (324,325). Récemment, des expériences d’ARN interférence représentent une alternative pour 

l’étude des cibles moléculaire des MLs. Cette méthode a notamment été développée chez B. malayi pour invalider 

l’expression de nAChR (326) et de la sous-unité SLO-1 (327). Couplée à l’utilisation de C. elegans comme système 

d’expression hétérologue pour effectuer des tests phénotypiques (328), cette approche représente une bonne 

alternative pour évaluer la contribution des différents sous-types de GluCls dans la sensibilité aux MLs in vivo (212). 

En effet, les GluCls sont exprimés dans différents tissus chez les invertébrés et ont différentes fonctions 

physiologiques ce qui pourrait expliquer les différents effets des lactones macrocycliques tels que l’inhibition de la 

mobilité (122), l’inhibition du pompage du pharynx (122), l’induction de la stérilité chez les nématodes femelles 

(133,235) ainsi que leur impact sur les interactions hôte-parasite (133,234). Dans ce sens, C. elegans est un 

formidable outil pour la modification génétique et pour les tests phénotypiques variés pouvant être réalisés sur ce 

modèle. 
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CONCLUSION 

Ce projet de thèse apporte une meilleure compréhension du mode d’action des lactones macrocycliques sur 

leurs cibles moléculaires chez les invertébrés. Ce projet a permis d’identifier et de caractériser aux niveaux 

moléculaire et fonctionnel les premiers GluCls de B. malayi et de P. univalens. De nouveaux sous-types de GluCls 

ont été caractérisés chez les nématodes parasites B. malayi et P. univalens mais également chez le nématode modèle 

C. elegans. Chez C. elegans, les sous-unités de GluCls sont pour la plupart capables de former des récepteurs 

homomériques (AVR-14B, AVR-15A/B, GLC-1, GLC-2, GLC-3) mais ont également la capacité de s’associer pour 

former des récepteurs hétéromériques (AVR-14B/GLC-2, AVR-15B/GLC-2, GLC-1/GLC-2, GLC-2/GLC-3). A 

l’inverse, les nématodes parasites du clade III (B. malayi, P. univalens) forment surtout des récepteurs hétéromériques 

dont GLC-2 semble être la sous-unité clef pour leur formation. Chez P. univalens, le récepteur GLC-2/GLC-3 

présente des propriétés pharmacologiques originales pour un GluCl car les MLs n’ont pas d’effet agoniste sur celui-

ci. Aussi, GLC-5 est une sous-unité rare chez les nématodes et qui est capable de former des récepteurs 

homomériques fonctionnels largement exprimés dans le ver suggérant une implication fonctionnelle dans différents 

processus physiologiques (mobilité, pompage du pharynx, ponte des œufs…). Néanmoins, ces travaux montrent la 

grande complexité des GluCls et montrent qu’il reste encore beaucoup à découvrir sur les GluCls en termes de 

composition en sous-unité, de propriétés pharmacologiques et de fonctions physiologiques. De même, l’importance 

de chaque sous-type de GluCl dans la sensibilité aux différentes MLs in vivo reste à être déterminée. 

Ce projet a permis d’identifier les premiers LGICs du pou de corps humain Pediculus humanus humanus et 

de déterminer le mode d’action de l’ivermectine (MLs) et du lotilaner (isoxazolines) in vitro et in vivo. L’ivermectine 

agit préférentiellement sur le récepteur GluCl mais présente également un effet antagoniste sur le récepteur au GABA 

RDL tandis que le lotilaner ne cible que RDL. L’efficacité du lotilaner pour tuer les poux adultes, sa longue durée 

d’efficacité et sa faible toxicité pour les mammifères en font un bon candidat comme nouveau traitement pédiculicide. 

Ce projet a permis d’identifier de nouvelles cibles pharmacologiques chez des nématodes et des insectes 

ayant un impact important en médecine humaine et vétérinaire. Ces travaux permettront la génération d’outils 

nécessaire au criblage de molécules pour le développement de nouvelles stratégies de lutte contre le parasitisme, et 

permettront également la caractérisation de mutations potentiellement impliquées dans la résistance aux 

antiparasitaires. 
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ANNEXES 

 

 

Annexe 1 : Carte du vecteur circulaire pGEM-T avec les sites de restrictions entourant la zone d’insertion (adaptée du manuel technique 

pGEMTM-T and pGEMTM-T Easy Vector Systems, Promega). 
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Annexe 2 : Carte schématique du vecteur circulaire pCRTM4-TOPOTM avec les sites de restrictions entourant la zone d’insertion (adaptée du 

manuel technique pCRTM4-TOPOTM de Invitrogen). 
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Annexe 3 : Schéma du vecteur circulaire pTB207 avec les sites de restrictions XhoI et ApaI entourant la zone d’insertion. L’expression de la 

séquence insérée est contrôlée par le promoteur T7. Le 3’UTR de la β-globine de xénope permet la bonne reconnaissance des ARNc par le 

système de traduction de l’œuf de xénope. 
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Annexe 4 : Carte du vecteur circulaire pPD95.75 
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Annexe 5: Carte du vecteur circulaire pPD96.52 
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Prix de la meilleure présentation orale 

 

Abstract 

 

Parascaris sp. is the largest nematode parasite of equids and is responsible for colic and death in foals 

through intestinal obstruction. Parasite control largely relies on the use of anthelmintics including ivermectin and 

moxidectin that act on glutamate-gated chloride channels (GluCls). However, Parascaris sp. resistance to 

macrocyclic lactones is a growing issue over the recent years throughout the world. Moreover, the GluCls of 

Parascaris sp. targeted by macrocyclic lactones are unknown. Here we identified and cloned the cDNAs of Peq-avr-

14b and Peq-glc-2 encoding two GluCl subunits and investigated them at the functional level. 

The subunits Peq-AVR-14B and Peq-GLC-2 were expressed singly and in combination in Xenopus laevis 

oocytes to explore their function and pharmacology. Two-electrode voltage clamp recordings showed that each 

subunit could not form an homomeric channel. Interestingly, we have found that the co-expression of Peq-AVR-14B 

and Peq-GLC-2 led to a novel functional GluCl subtype. Moreover, we demonstrated that moxidectin and ivermectin 

were more potent agonists than glutamate. We also detected a SNP in the Peq-avr-14b gene from ivermectin-resistant 

worms that may encode a truncated form of the subunit. Its functional relevance in ivermectin resistance is in 

progress. 

Here we report the functional characterisation of the first moxidectin/ivermectin-sensitive GluCl of 

Parascaris sp., thus opening the way for better understanding the mode of action of macrocyclic lactones and 

resistance mechanisms in ascarids. 

 

Keywords: glutamate-gated chloride channel, Parascaris sp., AVR-14b, GLC-2, Xenopus oocytes, macrocyclic 

lactones, moxidectin, ivermectin 

  



 

 

246 

❖ First functional characterization of a GABA receptor from the body lice Pediculus humanus corporis 

Nicolas Lamassiaude1, Claude Charvet1, Cédric Neveu1, Berthine Toubate2, Françoise Debièrre-Grockiego2, 

Isabelle Dimier-Poisson2 

1ISP, INRA, Université Tours, UMR1282, 37380, Nouzilly, France 

2ISP, UFR de Pharmacie, Université Tours, UMR1282, 37200, Tours, France 

6th International Conference on Phtiraptera, Brno, République Tchèque, Juin 2018 

 

Abstract 

 

Control of infestation by cosmopolitan lice (Pediculus humanus) is increasingly difficult due to the 

transmission of resistant parasites. Ligand gated ion channels are the major pharmacological targets of pediculicides 

including pyrethrins, malathion, spinosad and ivermectin (also used as nematicide and acaricide) but targets of these 

molecules remain largely unknown in lice. Among those receptors present in the nervous system, γ-aminobutyric 

acid gated chloride ion channels (GABACl) are the main synaptic inhibitory receptors in insects, making them 

pertinent pharmacological targets. In the present study, we identified and characterized the targets of insecticides in 

lice to decipher the mode of action of insecticides in Pediculidae. 

 Research in the genomic databases of Pediculus humanus allowed us to identify a GABACl subunit 

encoded by the Resistance to dieldrin (Rdl) gene. We cloned the corresponding full-length cDNA into a transcription 

vector and performed in vitro synthesis of the cRNAs, which were injected in the Xenopus oocysts system to 

reconstitute functional channels. Two-electrode voltage clamp recordings showed that Pcor-RDL assemble into a 

homomeric receptor sensitive to different insecticides like fipronil and picrotoxin. These results correlated with the 

efficacy of these drugs on lice in vivo. 

 In conclusion, we report the functional characterization of the first GABACl of Pediculus humanus 

corporis. These results contribute to our understanding of the mode of action of insecticide compounds and will 

allow the development of new strategies to control lice infestations. 
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ISP, INRA, Université Tours, UMR1282, 37380, Nouzilly, France 
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Prix de la meilleure présentation orale  

 

Abstract 

 

Parascaris sp. is the largest nematode parasite of equids and is responsible for colic and death in foals 

through intestinal obstruction. Parasite control largely relies on the use of anthelmintics including ivermectin and 

moxidectin that act on glutamate-gated chloride channels (GluCls). However, Parascaris sp. resistance to 

macrocyclic lactones is a growing issue over the recent years throughout the world. Moreover, the GluCls of 

Parascaris sp. targeted by macrocyclic lactones are unknown. Here we identified and cloned the cDNAs of Peq-avr-

14b and Peq-glc-2 encoding two GluCl subunits and investigated them at the functional level. 

The subunits Peq-AVR-14B and Peq-GLC-2 were expressed singly and in combination in Xenopus laevis 

oocytes to explore their function and pharmacology. Two-electrode voltage clamp recordings showed that each 

subunit could not form a homomeric channel. Interestingly, we have found that the co-expression of Peq-AVR-14B 

and Peq-GLC-2 led to a novel functional GluCl subtype. Moreover, we demonstrated that moxidectin and ivermectin 

were more potent agonists than glutamate. We also detected a SNP in the Peq-avr-14b gene from ivermectin-resistant 

worms that may encode a truncated form of the subunit. Its functional relevance in ivermectin resistance is in 

progress. 

Here we report the functional characterisation of the first moxidectin/ivermectin-sensitive GluCl of 

Parascaris sp., thus opening the way for better understanding the mode of action of macrocyclic lactones and 

resistance mechanisms in ascarids. 

 

Keywords: glutamate-gated chloride channel, Parascaris sp., AVR-14b, GLC-2, Xenopus oocytes, macrocyclic 

lactones, moxidectin, ivermectin 
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Abstract 

 

 The increasing prevalence of human parasites, combined with the spread of drug resistance are major 

challenges for our modern societies. The cosmopolitan lice (Pediculus humanus) developed resistance to commonly 

used pediculicides even for ivermectin which is already marketed to treat human lice infestation. Ivermectin is widely 

used to fight against helminth endoparasites as well as ectoparasites and insect pests. In other insects like Apis 

mellifera or Drosophila melanogaster, ivermectin acts on glutamate-gated chloride channels (GluCls) in the nervous 

system of invertebrates. However, the mode of action of ivermectin in lice has not been described yet. Futhermore, 

a report of the presence of GluCl mutations detected in clinical ivermectin-resistant head lice was published in 2018. 

 In the present study, we characterised the target of ivermectin in lice to decipher the mode of action of 

insecticides in Pediculidae. Research in the genomic databases of Pediculus humanus allowed us to identify two 

GluCl subunit sequences. We cloned the corresponding full-length cDNAs into a transcription vector and performed 

in vitro synthesis of the cRNAs, which were injected in the Xenopus oocyte expression system to reconstitute 

functional channels. Two-electrode voltage-clamp recordings showed that the Phh-GluCl1 subunit assembles into a 

homomeric receptor sensitive to glutamate whereas the Phh-GluCl2 never gave rise to functional channels. Moreover, 

ivermectin was found to be a non-competitive agonist which is consistent with the pharmacology observed in others 

insects. These results correlated with the efficacy of these drugs on lice in vivo. 

 In conclusion, we report the first functional characterisation of the GluCl of Pediculus humanus humanus. 

These results contribute to our understanding of the mode of action of ivermectin as well as the pharmacology of 

GluCls. 
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Abstract 

 

Drug resistance in the parasites field, including the cosmopolitan lice (Pediculus humanus), and the 

prevalence increasing despite the marketing of new therapies are an important challenge for our societies. The major 

pharmacological targets of insecticides like pyrethrins, malathion, spinosad and ivermectin (also used as nematicide 

and acaricide) are the ligand gated ion channels present in the nervous system of insects. Currently, targets of these 

molecules remain largely unknown in body lice. Among those channels receptors, γ-aminobutyric acid gated chloride 

ion channels (GABACl) are the main synaptic inhibitory receptors in insects, making them pertinent pharmacological 

targets. 

In the present study, we identified and characterized the targets of insecticides in lice to decipher the mode 

of action of insecticides in Pediculidae. Research in the genomic databases of Pediculus humanus allowed us to 

identify a GABACl subunit encoded by the Resistance to dieldrin (Rdl) gene. We cloned the corresponding full-

length cDNA into a transcription vector and performed in vitro synthesis of the cRNAs, which were injected in 

the Xenopus oocysts system to reconstitute functional channels. Two-electrode voltage clamp recordings showed that 

Phh-RDL assemble into a homomeric receptor sensitive to different insecticides like fipronil, picrotoxin and lotilaner, 

a novel class of ectoparasiticide agent using to treat ticks and fleas of dogs (CredelioTM, Elanco). These results 

correlated with the efficacy of these drugs on lice in vivo. 

In conclusion, we report the functional characterization of the first GABACl of Pediculus humanus humanus. 

These results contribute to our understanding of the mode of action of insecticide compounds and will allow the 

development of new therapeutic strategies to control lice infestations. 
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Abstract 

 

 Parascaris sp. is the largest parasitic nematode of horse causing digestive and respiratory disorders to the 

animal. The control of equine ascaridiosis relies on anthelmintic treatments including macrocyclic lactones (MLs) as 

the gold standard. However, control of infestation is increasingly difficult due to the emergence of resistant parasites 

throughout the world. In the free-living model nematode Caenorhabditis elegans, glutamate-dependent chloride 

channel receptors (GluCls) were identified as the main targets of MLs. However, in Parascaris sp, the mode of action 

of MLs remain poorly understood. Here we identified the Parascaris sp. GluCls and characterized the effect of a 

wide range of MLs. 

 Using a candidate gene approach, we identified the orthologs of 6 genes encoding GluCls subunits in 

Parascaris sp. The complete cDNAs encoding these subunits were amplified by PCR and cloned into a transcription 

vector. The corresponding cRNAs were synthesized in vitro and then microinjected into Xenopus laevis oocytes. 

Two-electrode voltage-clamp experiments were performed on recombinant GluCls to investigate their 

pharmacological properties. Thus, the expression of a single subunit and combination of different subunits in 

Xenopus oocytes allowed us to obtain the functional homeric and heteromeric GluCls of Parascaris sp. The receptors 

were both sensitive to glutamate and ivermectin but the effect of seven different ML compounds revealed striking 

differences. The physiological function and the impact of MLs on these receptors in vivo are in progress. 

This study, provides a better understanding of the pharmacology of GluCls as well as the mode of action of MLs 

in nematode parasites. 
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Abstract 

 

 Parascaris sp. is the largest nematode parasite of horses and is responsible of equine ascaridiosis causing 

digestive and respiratory disorders to the animal. The fight against gastro-intestinal nematodes relies on anthelmintic 

treatments including macrocyclic lactones which are massively used worlwide to control human and veterinary 

parasites. However, control of infestation is increasingly difficult due to the emergence of resistant parasites 

throughout the world. The main targets of macrocyclic lactones in insects and nematodes have been identified as 

glutamate-gated chloride channel receptors (GluCls). However, in Parascaris sp, the mechanisms of action of 

macrocyclic lactones and the mechanisms of resistance remain largely unknown. 

 First, using a candidate gene approach, we identified the orthologs of 5 genes encoding 6 GluCls subunits 

in Parascaris sp. The cDNAs of these subunits were amplified by PCR and cloned into a transcription vector. The 

corresponding cRNAs were synthesized in vitro and then microinjected into Xenopus laevis oocytes. This 

heterologous expression system is a powerfull tool to studied the composition and the pharmacology of recombinant 

receptors by recording currents after application of drugs (macrocyclic lactones) by two-electrode voltage-clamp. 

Thus, expression of the subunit singly or in combination in the xenopus oocytes allowed us to obtain the first 

functional caracterization of homeric and new heteromeric GluCl subtypes of Parascaris sp. All receptors identified 

are sensitive to glutamate but showed different affinity for macrocyclic lactones applied (ivermectin, moxidectin, 

selamectin, doramectin, emamectin, eprinomectin and abamectin). The physiological function and the impact of 

macrocyclic lactones on these receptors in vivo are in progress. 

In this study, we show the first functional characterization of Parascaris sp. GluCls sensitive to macrocyclic 

lactones. This research provides a better understanding of the pharmacology of GluCls as well as the mode of action 

of macrocyclic lactones. 

 

Keywords : Glutamate gated chloride channel (GluCl), macrocyclic lactones, ivermectin, moxidectin, Parascaris 

sp. 
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Abstract 

 

 Parascaris sp. est le plus grand nématode parasite des équins (chevaux, ânes, poneys…) et est responsable 

de l’ascaridiose équine. Cette maladie se traduit par des troubles digestifs et respiratoires chez l’animal pouvant 

conduire à sa mort. Le contrôle de ce parasite repose essentiellement sur l’utilisation d’anthelminthiques tels que les 

lactones macrocycliques (MLs). Cependant, le contrôle de l'infestation est de plus en plus difficile en raison de 

l’émergence de parasites résistants à travers le monde. Chez le nématode modèle Caenorhabditis elegans, les 

récepteurs canaux chlorure glutamate-dépendants (GluCls) ont été identifiés comme étant les cibles principales des 

MLs. Toutefois, chez Parascaris sp., le mode d'action des MLs reste largement méconnu. Dans cette étude, nous 

avons identifié les GluCls de Parascaris sp. et caractérisé l’effet d’une large gamme de MLs. 

 En utilisant une approche de type gène-candidat, nous avons identifié les orthologues de 6 gènes codant 

pour des sous-unités de GluCls chez Parascaris sp. Les ADNc codant pour ces sous-unités ont été amplifiés par PCR 

et clonés dans un vecteur de transcription. Les ARNc correspondants ont été synthétisés in vitro puis microinjectés 

dans des ovocytes de Xenopus laevis. Des expériences de « two-electrode voltage-clamp » ont été effectuées sur des 

GluCls recombinants afin d'étudier leurs propriétés pharmacologiques. Ainsi, l’expression d’une seule sous-unité et 

la combinaison de différentes sous-unités dans les ovocytes de xénope nous ont permis d’obtenir les GluCls 

homériques et hétéromèriques fonctionnels de Parascaris sp. Les récepteurs étaient sensibles au glutamate et à 

l'ivermectine, mais présentaient des sensibilités très différentes face aux autres MLs appliquées. L’étude des 

fonctions physiologiques et l’impact des MLs sur ces récepteurs in vivo est en cours. 

 Cette étude fournit une meilleure compréhension de la pharmacologie des GluCls ainsi que du mode 

d'action des lactones macrocycliques chez les nématodes parasites. 

 

Mots-clés : Parascaris sp., récepteurs canaux chlorure glutamate-dépendant, lactones macrocycliques, ivermectine, 

ovocytes de Xenopus laevis 
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Annexe 8: Rédaction d'un article de vulgarisation scientifique pour le site du département de Santé 

Animal de l’INRAE (Ma thèse en 3500 signes) 
 

Lutte contre le parasitisme équin : de nouvelles cibles thérapeutiques en cours d’identification 

 

Les parasitoses causées par les vers parasites des équidés (poneys, chevaux, ânes…) ont un impact sévère 

sur la production et l’élevage équins. L’apparition de parasites résistants aux molécules chimiques rend 

inefficace certains traitements à l’échelle mondiale. Pour mieux lutter contre ces parasites, les chercheurs 

de l’unité ISP1 étudient les mécanismes de résistance à l’aide de techniques originales. 

 

 

Parascaris sp. : un ver parasite présent dans le monde entier 

La parasitose liée au ver parasite du cheval (Parascaris sp.) est classée par l’ANSES2 parmi les dix maladies 

les plus préoccupantes pour la filière équine. Elle entraine des baisses de performance chez les chevaux 

et des amaigrissements avec un retard de croissance chez les poulains. Seules trois familles de molécules 

chimiques, parmi lesquelles l’ivermectine est la plus utilisée, sont disponibles pour tuer le parasite. 

Cependant, des parasites résistants à ces trois familles de molécules ont été observés, notamment en 

France. Pour mieux lutter contre Parascaris sp., des chercheurs de l’unité ISP1 étudient ces phénomènes 

de résistances. Quelles sont les cibles de l’ivermectine chez ce parasite et son mode d’action? Comment 

fonctionne la résistance ? 
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Les récepteurs du système nerveux des parasites : des cibles thérapeutiques majeures 

Pour étudier les vers parasites, Caenorhabditis elegans est un modèle souvent utilisé. En effet, ce ver est 

facile à manipuler, il permet de générer de nombreux de résultats, contrairement aux vers parasites. Chez 

ce ver non parasite, l’ivermectine agit sur des récepteurs présents dans son système nerveux. Ces 

récepteurs sont des protéines - véritables canaux- qui permettent la transmission d’un message nerveux. 

Lorsqu’ils sont activés, le message envoyé provoque l’arrêt de fonctions biologiques essentielles 

(mouvement, alimentation, etc). Chez C. elegans, ces récepteurs sont composés de cinq sous-unités 

protéiques, comme les cinq doigts de la main. Si vous rapprochez les sous-unités, vous fermez le récepteur 

: il n’est pas activé et le ver vit tranquillement dans le cheval. Si vous éloignez les sous-unités, le récepteur 

s’ouvre. Il devient alors activé et le ver perd son tonus musculaire et meurt. C’est ce qui se produit avec 

l’ivermectine. En se fixant de façon irréversible sur le récepteur, elle déclenche l’ouverture du canal 

induisant la paralysie flasque (ou décontraction totale) et la mort du ver. 

 

Identification des cibles de l’ivermectine chez le parasite équin… 

En se basant sur les connaissances acquises sur le ver modèle C. elegans, les chercheurs de l’unité ISP1 

sont parvenus à identifier 6 sous-unités constitutives des récepteurs du ver équin : cinq sont similaires à 

celles de C. elegans et une lui est spécifique. 

Les chercheurs ont ensuite réalisé des assemblages de 5 sous-unités parmi les 6 identifiées, afin d’étudier 

les récepteurs de Parascaris sp. ainsi reconstitués. La fonctionnalité et la pharmacologie de ces récepteurs 

ont été caractérisées grâce à un outil particulier… l’œuf de la grenouille Sud-Africaine Xenopus laevis (cf 

encadré). La sensibilité d’un récepteur vis-à-vis de drogues dépend en effet de sa composition en sous-

unités. Trois récepteurs sensibles à l’ivermectine ont ainsi été identifiés chez Parascaris sp. 

Les chercheurs continuent leurs investigations sur le rôle de ces récepteurs dans la physiologie du 

parasite. A quel organe ou à quelle fonction biologique sont-ils associés ? A quel stade de développement 

sont-ils exprimés ? Les récepteurs de parasites sensibles à l’ivermectine sont-ils différents des récepteurs 

de parasites résistants ? Si oui, quelles sont-ces différences ? 
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…pour des applications concrètes pour la filière équine 

Les travaux des chercheurs devraient apporter de nouvelles connaissances sur les cibles, les mécanismes 

de résistances et le mode d’action de l’ivermectine chez le ver parasite équin. A terme, ils pourraient 

contribuer au développement de tests de diagnostic de la résistance des vers. Ces tests permettraientt 

d’adapter les traitements pour défendre les chevaux et les poneys contre Parascaris sp. 

 

Ces recherches bénéficient d’un cofinancement de l’INRA et de la région Centre-Val de Loire. 

 

1 : Unité d’Infectiologie et de Santé Publique 

2 : Agence nationale de sécurité sanitaire de l’alimentation, de l’environnement et du travail 

(https://www.anses.fr/fr/content/avis-et-rapport-de-l%E2%80%99anses-relatif-%C3%A0-la-

hi%C3%A9rarchisation-de-103-maladies-animales-pr%C3%A9sentes-0) 

Mots clés : santé animale, ver parasite, ivermectine, cheval, récepteurs protéiques 

 

http://www.sa.inra.fr/Toutes-les-actualites/MT-3500-signes-Lutte-contre-le-parasitisme-equin-de-nouvelles-cibles-

therapeutiques-en-cours-d-identification 

 

Encadré : EN SAVOIR PLUS 

Electrophysiologie en œuf de xénope 

 

L’œuf de la grenouille africaine Xenopus laevis est un outil original permettant, entre autre, l’expression à la surface de l’œuf 

de récepteurs protéiques se trouvant à la surface des cellules animales et végétales. Couplé à l’électrophysiologie, cet outil est 

utilisé par les chercheurs pour étudier la fonctionnalité et la pharmacologie des récepteurs.  

Comment cela fonctionne-t-il ? Les ARN messagers (ARNm : intermédiaire entre ADN et protéine) des sous-unités protéiques 

des récepteurs sont injectés seuls ou en combinaison dans les œufs de xénope. Après quelques jours, les ARNm se traduisent 

en protéines ; et les récepteurs protéiques s’expriment à la membrane de l’œuf. S’ils sont fonctionnels et sensibles, 

l’application d’ivermectine déclenche l’ouverture des récepteurs qui laissent passer des ions. Cet échange d’ions entre 

l’extérieur et l’intérieur de l’œuf génère un courant électrique enregistrable par deux électrodes. Si aucun courant n’est 

enregistré suite à l’application d’ivermectine, c’est que les récepteurs ne sont pas fonctionnels ni sensibles. Cette technique 

permet également de mettre en évidence les récepteurs devenus insensibles à l’ivermectine (suite à des mutations), à l’origine 

de la résistance du parasite.  

ARNm

ARNm

Récepteur
(protéine)

Traduction
puis
adressage

Electrode 1 Electrode 2

Ivermectine

1. Le récepteur est sensible à 
l’ivermectine

2. Le récepteur n’est pas sensible 
à l’ivermectine

Ivermectine ouvre 
le récepteur

2 possibilités

Enregistrement 
d’un courant

Pas de courant

Ivermectine n’ouvre 
pas le récepteur

https://www.anses.fr/fr/content/avis-et-rapport-de-l%E2%80%99anses-relatif-%C3%A0-la-hi%C3%A9rarchisation-de-103-maladies-animales-pr%C3%A9sentes-0
https://www.anses.fr/fr/content/avis-et-rapport-de-l%E2%80%99anses-relatif-%C3%A0-la-hi%C3%A9rarchisation-de-103-maladies-animales-pr%C3%A9sentes-0
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Encadré : A PROPOS DE 

Nicolas Lamassiaude, rédacteur de cette actualité, est lauréat régional de l’édition 2019 du concours « Ma thèse en 180s ». Les 

candidats disposent de 3 minutes pour présenter oralement leurs recherches, avec une seule diapositive et sans notes. Ce 

concours de communication est organisé nationalement par la Conférence des Présidents d’Universités et le CNRS. Nicolas a 

remporté le « 1er prix du jury » pour la région Centre Val de Loire (https://www.youtube.com/watch?v=xr3SbeankUQ). Il a 

également reçu le 1er prix de la meilleure communication orale au congrès de la WAAVP (27th Conference of the World 

Association for the Advancement of Veterinary Parasitology) qui s’est tenue à Madison (Etats-Unis) du 7 au 11 juillet 2019 

(http://www.waavp2019.com/, https://www.facebook.com/pg/WAAVP2019/photos/?ref=page_internal). 

Ce projet de recherche est effectué dans le cadre de sa thèse de doctorat qu’il prépare dans l’unité ISP1, au sein de l’équipe 

« Multirésistances et pouvoir Pathogène des Nématodes ». Sa thèse s’intitule : « Identification et caractérisation 

fonctionnelle des cibles pharmacologiques des lactones macrocycliques chez le nématode parasite du cheval Parascaris sp. ». 

Nicolas est doctorant en deuxième année à l’Ecole doctorale Santé, Sciences Biologiques et Chimie du Vivant (SSBCV) rattachée 

à l’Université de Tours. Sa thèse est cofinancée par l’INRA et la Région Centre Val de Loire. 

 

  

https://www.youtube.com/watch?v=xr3SbeankUQ
http://www.waavp2019.com/
https://www.facebook.com/pg/WAAVP2019/photos/?ref=page_internal
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Nicolas LAMASSIAUDE 

Identification et caractérisation fonctionnelle 

des cibles pharmacologiques des lactones macrocycliques des invertébrés 

Résumé 

Parmi la grande variété des espèces d’invertébrés parasites, le contrôle de la majorité d’entre elles passe par 

l’utilisation d’antiparasitaires tels que les lactones macrocycliques (MLs) et les isoxazolines. Cependant, l’émergence 

de parasites résistants à travers le monde rend la compréhension du mode d’action des antiparasitaires ainsi que 

l’identification de leurs cibles pharmacologiques nécessaires pour adapter les stratégies de lutte. Dans ce contexte, 

en utilisant une approche gène candidat, nous avons identifié les sous-unités codant les récepteurs au glutamate 

GluCls (avr-14, avr-15, glc-1, glc-2, glc-3, glc-4 et glc-5) des nématodes Caenorhabditis elegans, Brugia malayi et 

Parascaris univalens, ainsi que les récepteurs au glutamate (GluCl) et au GABA (rdl) du pou de corps humain 

Pediculus humanus humanus. L’expression hétérologue de ces sous-unités en œufs de xénope a permis d’identifier 

de nouveaux sous-types de GluCls et de caractériser le mode d’action des MLs chez les trois espèces de nématodes. 

Chez C. elegans, AVR-14B, GLC-2 et GLC-3 forment des récepteurs homomériques fonctionnels mais pas chez les 

nématodes parasites. Chez les trois espèces, AVR-14B et GLC-2 s’associent pour former des récepteurs sensibles 

aux MLs tandis que GLC-2 et GLC-3 ne s’associent que chez C. elegans et P. univalens. GLC-2/GLC-3 de P. 

univalens présente des propriétés pharmacologiques originales. Chez le pou humain, des tests de toxicité ont mis en 

évidence l’effet pédiculicide des MLs et des isoxalines et l’expression des sous-unités de canaux ioniques en œufs 

de xénope a permis de déterminer leur mode d’action préférentiel sur les GluCls et les récepteurs au GABA. La 

caractérisation de ces récepteurs est une première étape pour le développement de nouveaux antiparasitaires et pour 

le développement de nouvelles stratégies de lutte. 

Mots-clés : canaux chlorure glutamate-dépendant, invertébrés, lactones macrocycliques, isoxazolines, œufs de xénope 

 

Summary 

Invertebrates include a wide variety of parasites of human and animal interest. The control of parasites relies on 

antiparasitic treatment such as macrocyclic lactones (MLs) and isoxazolines. However, emergence of resistant 

parasites worldwide makes the investigation of the antiparasitic mode of action as well as their pharmacological 

targets necessary to move forward the actual control strategies. In this context, using a candidate gene approach, we 

identified the subunits encoding glutamate-gated chloride channels GluCls (avr-14, avr-15, glc-1, glc-2, glc-3, glc-4 

and glc-5) in the nematodes Caenorhabditis elegans, Brugia malayi and Parascaris univalens, as well as GluCl and 

GABA receptors (rdl) of the human body louse Pediculus humanus. The heterologous expression of subunits in 

xenopus oocytes allowed the identification of new GluCls subtypes and the characterisation of the mode of action of 

MLs in these three nematodes species. For C. elegans, AVR-14B, GLC-2 and GLC-3 form functional homomeric 

receptors but not for parasitic nematodes. For the three species, AVR-14B and GLC-2 combine to form receptors 

sensitive to MLs whereas GLC-2 and GLC-3 only combine for C. elegans and P. univalens. GLC-2/GLC-3 of P. 

univalens shows original pharmacological properties. For the human louse, toxicity tests demonstrated the 

pediculicidal effect of MLs and isoxazolines and the expression of ion channel subunits in Xenopus oocytes elucidate 

their preferential mode of action on GluCl and GABA receptors. The characterisation of these receptors is a first step 

for the development of new antiparasitic drugs and new control strategies. 

Key words: glutamate-gated chloride channel, invertebrates, macrocyclic lactones, isoxazolines, xenopus oocytes 


