Revue Synthése N° 16, Juin 2007 H. Berghiche et al.

EFFETS D’UN INHIBITEUR DE LA SYNTHESE DE LA CHITINE, LE
DIFLUBENZURON, SUR LA PROLIFERATION DE DIFFERENTES
LIGNEES CELLULAIRES CHEZ LES INSECTES

Hinda Berghiche', Guy Smagghe?, Noureddine Soltani'

Y Laboratoire de Biologie Animale Appliquée, Faculté des Sciences,
Département de Biologie, Université Badji Mokhtar, Annaba 23000, Algérie.
2 Laboratory of Agrozoology, Department of Crop Protection,

Faculty of Bioscience Engineering, Ghent University, B-9000 Ghent, Belgium.

Regu le 01/07/2006 et accepté le 13/05/2007
uaidla
Aldaall e 553 il jall sda Jiiia oo sl S S5 6S0) als Culd Cilaae <l piall gl cilakaia el
SIS el o3 55 il il A yea ) (e Aol LS (o) e il 5 5am 50 B0aeS ) B 51 30
Osodbstin Ve A S pladia il 53 Ll cilent WAl Jila 833 o 3yl
Lolall Lgias cu i Ay gla Jilia 8 EOUS oo lal) < e (107110 M) (diflubeuzuron)
Plodia interpunctella 4=3ia¥I WA 5 (Lepidoptera) Spodoptera frugiperda (SF9) 4sanall
Jasdll =3l (Diptera) Drosophila melanogaster (S2) 4zisiall LA 5 (Lepidoptera) (PID2)
O g i 2l 5 A dga (e g ¢ (%50 >) Wi 53k sliall Aad g s slal) IS i G () a5 Lele
SF9 dpandl 5¢S2 ainall LAY (e SiS)dulua PID2 LA

Résumé

Les régulateurs de croissance des insectes (RCIs) sont reconnus comme ¢tant des insecticides a faibles
risques écotoxicologiques. Ces composés agissent sur des processus physiologiques et biochimiques uniques
et spécifiques aux organismes visés. Dans le but d’approfondir le mécanisme d’action de ces nouvelles
molécules, des lignées cellulaires ont été utilisées pour tester les effets in vitro d’un inhibiteur de la synthése
de la chitine, le diflubenzuron (10-11 — 10-4 M) sur la prolifération cellulaire. Trois types de lignées
cellulaires ont été éprouvées: des cellules ovariennes (SF9) de Spodoptera frugiperda (Lépidoptére), les
cellules (PID2) des disques imaginaux des ailes de Plodia interpunctella (Lépidoptére) et des cellules (S2)
embryonnaires de Drosophila melanogaster (Diptére). Les résultats obtenus montrent que les taux
d’inhibition de la prolifération cellulaire par le diflubenzuron sont faibles (< 50%). Par ailleurs, il a été noté
que les cellules PID2 des disques imaginaux des ailes sont plus sensibles que les cellules ovariennes SF9 et
les cellules embryonnaires S2.

Mots clés : cultures cellulaires; test de prolifération cellulaire MTT; régulateurs de croissance des insectes;
diflubenzuron.

Abstract

Insect growth regulators (IGRs) have been proposed as agents for the control of insect pests. These
compounds exhibited their activity via interaction with physiological and biochemical processes unique and
specific to target pests. In order to understandi the mechanism of action of these insecticides, cell lines were
used to test in vitro effect of a chitin synthesis inhibitor, diflubenzuron, on cell proliferation. Three cell lines
were tested: ovarian cells (SF9) from Spodoptera frugiperda (Lepidoptera), imaginal disc cells (PID2) from
Plodia interpunctella (Lepidoptera) and embryonic cells (S2) from Drosophila melanogaster (Diptera). The
insecticide was added to the culture medium at various final concentrations (10-11 — 10-5 M). Results
showed that the rates of inhibition of cell proliferation by diflubenzuron are slight (<50%). Moreover, the
imaginal disc cells PID2 are more sensitive than ovarian cells SF9 and embryonic cells S2.
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1. INTRODUCTION

L’industrie phytosanitaire a développé
de nouvelles molécules non polluantes
naturelles et synthétiques, elles sont plus
sélectives, de grande stabilit¢ métabolique
et environnementale [1,2] et agissent sur
des processus biochimiques spécifiques
aux organismes visés [3] Ces nouvelles
molécules sont désignées sous le nom de
régulateurs de croissance des insectes
(RClIs); elles agissent de maniére sélective
en interférant notamment avec les
processus de mue, de métamorphose et de
reproduction. Les dérivés de la
benzoylphénylurée (BPU) sont des
composés  considérés comme  des
inhibiteurs de la synthése de la chitine [2],
dont le diflubenzuron est le premier
composé commercialis¢ [4]. D’autres
analogues ont été¢ développés, tels que le
chlorfluazuron, le flucycloxuron et
I’hexaflumuron [5] ou encore le
lufenuron, le teflubenzuron et le
triflumuron [6,7]. La plupart de ces
composés sont trés puissants a 1’égard des
différents insectes nuisibles mais avec une
activit¢ plus importante envers les
Lepidopteres [8].

Depuis sa découverte [9], le diflubenzuron
a fait ’objet d’une recherche intensive, il
a ét¢ démontré qu’il présente une activité
insecticide a I’égard de tous les stades
immatures et provoque une mortalité due
a l’incapacit¢ des animaux a exuvier
normalement [10]. Diverses ¢études
menées N Vvivo et in vitro sur T. molitor
ont montré que le diflubenzuron affecte le
taux des ecdystéroides au cours du
développement post-embryonnaire [11] et
la reproduction [12]; il agit également sur
la sécrétion cuticulaire en réduisant
I’épaisseur de la cuticule [11-13]. Ainsi, le
diflubenzuron est un puissant insecticide
qui inhibe la synthése de chitine des
insectes et de certaines especes
Arthropodes in  vivo néanmoins, les
mécanismes d’action restent en partie
inconnus, puisque il n’a pas d’effet direct
sur les enzymes impliquées dans la

synthese de la chitine [14]. C’est
pourquoi, la présente étude est consacrée a
I’évaluation des effets du diflubenzuron
sur des lignées cellulaires d’insectes en
utilisant la prolifération cellulaire comme
parameétre de 1’activité biologique.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1 Insecticide et traitement

Le diflubenzuron (DFB) ou [1-(4-
chlorophenyl)-3-(2,6-difluorobenzoyl)-
urea] (Fig. 1). C’est un inhibiteur de la
syntheése de la chitine de la classe de la
benzoylphenylurée (BPUs). Le produit a
¢t¢ dilué dans 1’éthanol et additionnée
(2ul) au milieu de culture a plusieurs
concentrations finales (10'”, 10°,107, 107

et 10 M).
F
CONHCONHQCI
F

Figure 1: Structure chimique du

diflubenzuron.
2.2. Culture cellulaire

Les lignées cellulaires d’insecte de type
SF9 des cellules ovariennes de S.
frugiperda [15], les cellules PID2 des
disques imaginaux des ailes de P.
interpunctella [16] et les cellules
embryonnaires S2 de D. melanogaster
[17], sont maintenues dans des flacons de
25 ¢cm’ dans un volume total de 4 ml de
milieu de culture sans antibiotique dans
une étuve réglée a 27°C et 90 %
d’humidit¢  pendant 6 jours. La
détermination de la densité cellulaire a été
réalisée par un comptage manuel en
utilisant un hémocytomeétre selon Tamura
& Eto [18] et Oberlander et al. [19]. Un
volume de 198 pl de la suspension
cellulaire additionné de gentamicine
(Sul/Iml) a été déposé et déposé dans
chaque puits de la microplaque a 96 puit
(Greiner, Bio-One) et un volume de 2 pl
du produit testé ou du solvant a été ajouté
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puis incubé pendant 3 jours (SF9 et S2) et
5 jours (PID2).

2.3 Test de prolifération cellulaire

Le test de prolifération cellulaire
(MTT) a été réalisé selon la procédure de
Denizoit et Lang [20], modifiée par
Decombel et al. [21]. Le MTT (3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétra-
zolium bromide) (Sigma, Belgique) a été
préparé a raison de a 1 mg/ml dans le
tampon phosphate (100 mM a pH 7.4).
Une quantit¢ de 100 pl de la culture
cellulaire a été prélevée de chaque puits
dans des tubes eppendorf a laquelle on
ajoute 100 pl de la solution MTT
(1mg/ml). Les tubes ont été homogénéisés
puis incubés a une température de 27°C
pendant 3 heures. Au terme de
I’incubation, les échantillons ont été
centrifugés (20000 tours /min) a (4°C)
pendant 7 minutes (2K15C, Braun Biotech
International, Melsungen, Germany). Le
culot a été récupéré et additionné de 220
ul d’isopropanol, puis agité pendant 30 et
suivi d’une deuxiéme centrifugation a 4°C
pendant 7 minutes. Le dosage de la
densité cellulaire a été effectué¢ dans une
deuxieéme plaque de titration, dans
laquelle une quantit¢ de 200 pl
d’isopropanol et 200 pl de chaque tube
ont été déposées dans les différents puits
(6 répétitions). La lecture des absorbances
a ¢été réalisée a une longueur d’onde de
560 nm dans un spectrophotometre
(MultiPower Wave X-340, Bio-Tek
Instruments BRS, Winoosky, VT). Les
densités cellulaires ont été calculées grace
a des courbes de références exprimant le
nombre de cellules SF9, PID2 et S2 en
fonction des densités optiques.

2.4 Analyse statistique

Les données obtenues ont été traitées
grace au logiciel Excel. Les résultats ont
¢té exprimés par le taux d’inhibition de la
prolifération cellulaire provoquée par le
diflubenzuron. Le test de la régression
linéaire a permis de calculer les droites de

régression pour les trois types de cellules
utilisées SF9, PID2 et S2.

3. RESULTATS

Le comptage manuel des cellules par la
méthode de Biirker a I’aide d’un
hémocytometre est suivi d’une
quantification = par  une  méthode
colorimétrique, utilisant le  3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl
tétrazolium bromide, qui a la capacité de
traverser la membrane plasmique et qui
est réduit en formazan en présence de
NADH ou NADPH produit par I’enzyme
déshydrogénase de I’activité métabolique
cellulaire [22]. Le taux de formazan formé
est proportionnel au nombre de cellules
dans le milieu de culture. La
détermination du taux d’inhibition
cellulaire a ¢été réalisée a I’aide des
courbes de référence, exprimant le rapport
de la densité optique a 560 nm en fonction
de différentes concentrations cellulaires
connues.

Les différentes lignées cellulaires ont
¢été utilisées pour examiner les effets d’un
inhibiteur de la synthése de la chitine, le
diflubenzuron, sur la  prolifération
cellulaire in vitro. II est généralement
admis que la prolifération des cellules
embryonnaires S2 de D. melanogaster est
plus rapide que celle observée chez les
cellules ovariennes de type SF9 de S.
frugiperda et les cellules des disques
imaginaux des ailes PID2 de P.
interpunctella. Au début de la culture le
nombre des cellules est de I’ordre de 2 x
10° cellules /100 pl (SF9); 1x10°
cellules/100 pl (PID2) et 5 x 10° cellules
/100 ul (S2). Au terme de I’incubation (3
jours), les cellules SF9 traitées au
diflubenzuron a différentes concentrations
montrent un taux d’inhibition croissant; il
est de 'ordre de 3 % a la dose lO'HM,
15% a la dose (107 M) et atteint 25 a 30 %
avec la dose la plus élevée (10* M). Le
taux d’inhibition de la prolifération des
cellules des disques imaginaux des ailes
PID2 montrent un taux d’inhibition a 7 %
a la dose 10" et atteint 30 & 40 % a la
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dose 10™. Par ailleurs, le taux d’inhibition
de la prolifération des cellules
embryonnaires S2  induit par le
diflubenzuron est d’environ 10 a 20 % a la
dose 10° M (Fig. 2). L’incubation des
cellules en présence du DFB ne montre
pas une inhibition importante.

11 -9 7 5
Concentrations diflubenzuron (Log M)
Figure 3: Effet du diflubenzuron sur le
taux de prolifération des lignées
cellulaires de type SF9 (A), PID2 (B) et

S2 (C).

4. DISCUSSION

Plusieurs compagnies de recherche ont
inséré un programme fondé sur une
technologie in vitro qui représente une
importante possibilité pour examiner les
mécanismes et les sites d’action des
insecticides. Les publications reportées
durant la derniere décade montrent que

© Université Badji Mokhtar — Annaba, 2007

plus de cinq cents lignées cellulaires ont
été ¢établies et que leur utilisation en
culture peut réduire le temps nécessaire
pour tester les nouvelles molécules
insecticides [23].

Les ecdystéroides sont des hormones
stéroides impliquées dans la croissance
épidermique  des  Arthropodes. Ils
controlent la  prolifération et Ia
différenciation cellulaire [24]. Les effets
morphogénétiques et biochimiques des
ecdystéroides on ¢été étudiés chez
différentes lignées cellulaires [16,25]. 11 a
¢été bien établi que le diflubenzuron inhibe
la synthése de la chitine in vivo et in vitro
[12,26]. Une telle action constitue le
principal mécanisme d’action de ce
composé [11-13]. Le diflubenzuron a fait
I’objet de plusieurs études qui ont révélés
qu’il affecte la reproduction en inhibant la

synthése de I1I’ADN [12,27] et des
protéines ovariennes de T. molitor,
suggérant ainsi son action sur la
vitéllogenese [27]. 1l peut ¢également
interférer avec 1’ovogenése via la
différenciation  cellulaire avec une

réduction évidente des cellules dans le
germarium et la maturation folliculaire par
la perturbation des processus de la
vitéllogenese [28]. Les travaux de Chebira
et al. [29] ont montré une
pharmacocinétique différente avec les
inhibiteurs de la synthése de la chitine, le
diflubenzuron et le flucycloxuron par
rapport a un agoniste des ecdystéroides, le
halofenozide. Actuellement, Berghiche et
al. [30] démontre que le RH-0345 un
(analogue des ecdystéroides) augmente le
contenu en chitine et induit une apolyse
prématurée avec la formation d’une
nouvelle cuticule dans les explants
tégumentaires nymphaux de T. molitor.
Notre recherche a ¢ét¢ menée sur la
prolifération de trois types cellulaires et
vise a déterminer les effets du
diflubenzuron in vitro. En effet,
I’inhibition de la prolifération cellulaire
causée par le diflubenzuron est faible
(<50%) mais elle est plus importante chez
les cellules PID2 des disques imaginaux
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par rapport aux cellulaires ovariennes SF9
et les cellules embryonnaires S2.
L’incubation des cellules SF9, PID2 et S2
en présence du diflubenzuron a la
concentration 10° M montre une
inhibition faible puisque elle est inférieure
a 50 %. Ainsi, [Dutilisation de
concentrations plus élevées est nécessaire
pour inhiber la prolifération cellulaire.

Desexpérimentations ont montrés que
les effets des inhibiteurs de la synthése de
la chitine peuvent étre mesurés sur les
cellules en culture. Les inhibiteurs de la
synthése de la chitine ont été testés
¢galement sur la lignée cellulaire IAL-
PID2 qui dérive des disques imaginaux
des ailes de P. interpunctella, pour
déterminer si elles peuvent incorporer les
précurseurs de la chitine aux cellules
cibles [31]. Les cellules PID2 répondent
au traitement a la 20E par une
augmentation de [’incorporation de la
GIcNAc, N-acetylgalactosamine et le
précurseur de la chitine le D-glucosamine,
et non pas le D-glucose ou le D-mannose
[31]. Le teflubenzuron, un analogue du
diflubenzuron ne réduit pas
I’incorporation de GIcNAc par les
cellules PID2, par contre, diflubenzuron
présente une légeére inhibition [32]. Par
ailleurs, d’autres travaux utilisant les
cellules de Spodoptera exigua
(Lépidoptere) ont montré une inhibition
de leur prolifération en présence du
diflubenzuron et de plusieurs autres
molécules telles que le parathion, un
inhibiteur des récepteurs de
I’acétylcholinestérase et 1’imidacloprid et
le spinosad, deux produits appartenant a la
classe des neurotoxines [21]. Aussi,
Oberlander et al. [19] ont trouvé que les
analogues de [I’hormone juvénile, Ile
fenoxycarbe et le méthopréne, diminuent
la prolifération des cellules IAL-PID2 de
P. interpunctella. Les travaux de
Nakagawa et al. [33] ont montré que le
diflubenzuron affecte les gamma-thio
GTP et inhibe I’incorporation des ions
Ca+2 par les vésicules intracellulaires du
tégument chez les nymphes de P.

americana  (Blattellidae) in  vitro.
Récemment, Abo-Elghar et al. [14] ont
investigu¢é le mode d’action du
diflubenzuron en utilisant les cellules
tégumentaires de Blattella germanica
((Blattellidae) et de D. melanogaster en
culture. Les résultats ont révélé que le site
d’action du diflubenzuron et des autres
BPUs en général, est le transporteur ABC
(ATP binding cassette) c’est a dire les
récepteurs  sulfonylurée (SUR). Les
expériences de Hatt et al. [34] indiquent
que ces cellules ITAL-PID2 de P.
interpunctella conservent leur sensibilité
aux ecdystéroides in vitro et que la 20E
induit des changements morphologiques
comme 1’élongation et la formation
d’agrégats cellulaires [35] et inhibe Ia
prolifération cellulaire en causant une
accumulation des cellules en phase G2 du
cycle de division cellulaire.

S. CONCLUSION

L’utilisation de lignées cellulaires en
culture peut étre un moyen facile pour
¢valuer et déterminer le mode d’action de
nouvelles molécules insecticides. Les
résultats obtenus montrent que les
différentes  cellules  utilisées  sont
faiblement sensibles au diflubenzuron.
Néanmoins, les cellules PID2 des disques
imaginaux des ailes sont plus sensibles
que les cellules ovariennes SF9 et les
cellules embryonnaires S2.
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