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Résumeé

Des inhibiteurs du complexe bci de la chaine respiratoire mitochondriale ont été
développés comme agents antimicrobiens pour lutter contre des pathogenes de
I’'Homme et de plantes. Ces drogues ciblent les poches catalytiques Q, et Q; formées par
le cytochrome b. La comparaison de séquences de cette protéine montre que les sites Q,
et Qi sont bien conservés entre les organismes mais qu'il existe toutefois des variations
qui pourraient expliquer leur différence de sensibilité aux drogues. A I'aide du modele
levure S. cerevisiae, nous avons étudié les déterminants de la résistance/sensibilité
naturelle a deux antipaludiques se liant au site Q, de Plasmodium: 1'atovaquone et
RCQO6. Nous avons notamment montré que le résidu 275 joue un role clé dans ce
phénomene. Une approche similaire est actuellement utilisée pour identifier les facteurs
de la sensibilité différentielle a deux drogues ciblant le site Q; des oomycetes.

Malheureusement, des cas de résistance acquise a ces antimicrobiens ont été
rapportés et ont pour origine des mutations dans le cytochrome b. De ce fait, de
nouvelles molécules sont requises pour court-circuiter ces résistances. Au cours de ma
these, nous avons mis au point un test qui permet de cribler des molécules capables
d’inhiber la fonction respiratoire. Nous avons ainsi pu identifier un nouvel inhibiteur du
complexe bci: D12. Nous avons ensuite déterminé le mode de liaison de cette molécule
ainsi que celui d'un composé capable d’inhiber la prolifération de Plasmodium, HDQ,
grace a une collection de mutants des poches catalytiques. HDQ s’est avéré étre un
inhibiteur du site Qi. Il pourrait étre utilisé avec un inhibiteur du site Q, afin de limiter
I'apparition de mutations de résistance. D12 est un inhibiteur du site Q, qui est capable
notamment de court-circuiter la mutation de résistance a des fongicides du site Qo
G143A. Cette derniere, trouvée chez de nombreux phytopathogenes, n’est cependant pas
apparue chez des champignons possédant un intron immédiatement apres le codon
codant pour la glycine 143. En utilisant la levure, nous avons montré que la mutation
empéche l'épissage de l'intron en altérant la structure exon/intron. Nous avons
également identifié des mécanismes de «by-pass» qui permettent de restaurer la
fonction respiratoire du mutant et qui pourraient apparaitre chez les pathogénes.

Les mutants créés au cours de ma these pourront aider a identifier, concevoir et
caractériser de nouveaux antimicrobiens et a étudier I'apparition de mutations de

résistance.
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INTRODUCTION

Le travail présenté dans ce manuscrit a pour but de caractériser de nouveaux
agents antimicrobiens ciblant le complexe bci de la chalne respiratoire mitochondriale
et d’étudier le développement de résistances en utilisant la levure Saccharomyces
cerevisiae comme modele.

Je développerai dans une premiere partie de cette introduction certains aspects
généraux ayant trait aux mitochondries et a la phosphorylation oxydative puis je finirai

par une description plus détaillée du complexe bci et de ses inhibiteurs.

I. La mitochondrie

A. Structure et fonctions

Les mitochondries, uniquement présentes chez les eucaryotes, forment au sein de
la cellule un réseau extrémement dynamique. En effet, la distribution intracellulaire
mais également le nombre de mitochondries et leur morphologie, modifiés par des
processus continuels de fusion et fission des membranes, varient en fonction des
besoins de la cellule (pour revue, (Malka et al., 2004)).

Cet organite est constitué d’'une double membrane : une membrane externe composée
d’'un grand nombre de porines permettant le passage de molécules hydrophiles d’une
masse inférieure a 10 kDa (anions, cations, acides gras, pyruvate...) et une membrane
interne relativement imperméable, ample et hautement repliée en une série de crétes.
Le transfert de molécules chargées a travers cette membrane se fait via des
transporteurs spécifiques et rend la membrane interne polarisée ; le maintien de ce
potentiel de membrane est primordial pour lintégrité et les fonctions de Ia

mitochondrie. Les deux membranes délimitent trois espaces : le cytoplasme de la cellule,
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I'espace intermembranaire et la matrice mitochondriale ou sont assurées de
nombreuses fonctions métaboliques comme le cycle de Krebs et la biogenese des
clusters FeS (matrice). Elle assure notamment une fonction vitale a toute cellule aérobie
stricte : la production d’ATP, principale source d’énergie de la cellule, par le processus
de phosphorylation oxydative (membrane interne); la mitochondrie est pour cette
raison souvent nommeée « centrale énergétique de la cellule ». Au cours de ce processus,
il peut y avoir production d’Especes Réactives de I'Oxygene (ERO). Ces ERO ont un role
important dans les voies de signalisation qui coordonnent noyau et mitochondrie ainsi
que dans I'homéostasie cellulaire. Cependant, en forte concentration, elles peuvent
provoquer des dommages responsables de la mort cellulaire. La mitochondrie joue
également un réle dans I'apoptose par I'intermédiaire de Bcl2 (membrane externe) et du

cytochrome c (espace intermembranaire), deux facteurs apoptotiques.

B. ADN mitochondrial

La mitochondrie possede son propre ADN indiquant une origine exogene de cet
organite. En effet, la mitochondrie est issue de l'internalisation d'une a-protéobactérie
par une cellule pré-eucaryotique. Cependant, au cours de l'évolution, une partie du
génome de I'endosymbionte a été perdue et une autre partie a été transférée vers le
noyau. Une partie des genes procaryotiques maintenus dans le génome mitochondrial
code pour des protéines trés hydrophobes qui ne peuvent étre importé dans l'organite ;
c’'est le cas du cytochrome b, une sous-unité catalytique du complexe bcy (Claros et al.
1995). L’ADN mitochondrial (ADNmit) codant de maniere générale pour des sous-unités
de la chaine respiratoire et des composants de la machinerie de traduction
mitochondriale (ARNr, ARNt et parfois des protéines ribosomales) présente une grande
diversité de structure (circulaire ou linéaire), de taille (de 6 a plusieurs centaines de kb)
et d’organisation (nombre de genes, longueur des régions intergéniques, nombre de
régions introniques) (Figure 1). L’ADNmit est associé a des protéines et forme une
structure compacte appelée nucléoide lié a la membrane interne (pour revue,(Chen &
Butow 2005)). Son code génétique differe du code génétique nucléaire. Le génome
mitochondrial des plantes et des animaux est hétéroplasmique, en d’autres termes,

différentes formes peuvent coexister au sein d’'une méme cellule.
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8. Cerevisiae

75kb

ATP8 COX3
cox2 ATPE

Figure 1: Représentation de 'ADNmit de la levure S. cerevisiae (A) et de 'Homme (B). L’ADNmit de
la levure code pour deux ARN ribosomaux (ARNr 21S et 16S), une protéine du ribosome mitochondrial
(Varlp), un ARN de la RNaseP (ARNr 9S), une endonucléase qui peut étre absente chez certaines souches
(Ens2p) et sept des sous-unités des complexes OXPHOS III (Cyt b), [V (Cox1p, Cox2p et Cox3p) et V (Atp6p,
Atp8p et Atp9p) ainsi que pour 24 ARNt indiqués par des traits marrons. RF1 et RF2 sont deux phases
ouvertes de lecture interrompues par des séries de GC. Le nombre d’introns codants (en hachuré) ou non
codants (en damier), chez cet organisme, peut varier selon les souches. L’ADNmit de 'Homme code pour
deux ARN ribosomaux (ARNr 12S et ARNr 16S), 22 ARNt et 13 des sous-unités des complexes OXPHOS I
(Nd1-6p), III (Cyt b), IV (Cox1lp, Cox2p et Cox3p) et V (Atp6p et Atp8p). La boucle D est la région de
régulation de la réplication et de la transcription. Les fleches indiquent le sens et 'unité de transcription.
Figure réalisée par G. Dujardin.

C. Interactions nucléo-mitochondriales

L’expression coordonnée des génes mitochondriaux et nucléaires ainsi que
I'import de certaines molécules et protéines dans la mitochondrie sont essentiels a la
biogénese mitochondriale. La coordination entre le noyau et la mitochondrie se fait via
des signaux allant du noyau vers la mitochondrie (signalisation antérograde) ou de la
mitochondrie vers le noyau (signalisation rétrograde). La signalisation antérograde se
fait pour répondre a des besoins énergétiques ou a des changements environnementaux.
Les protéines codées par le noyau sont alors importées dans la mitochondrie par
I'intermédiaire des translocases de la membrane externe (TOM, Translocase of the
OuterMembrane) et de la membrane interne (TIM, Translocase of the InnerMembrane)
(pour revues, (Chacinska et al., 2009; Neupert & Herrmann, 2007)). L'import peut étre
post-traductionnel lorsque les protéines sont traduites par des ribosomes libres dans le
cytosol ou co-traductionnel quand elles sont traduites par des ribosomes liés a la
mitochondrie (Kellems et al. 1974; Kellems & Butow 1974; Kellems et al. 1975; Crowley

& Payne 1998). Afin de faciliter leur importation dans la mitochondrie, les protéines
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sont associées a des chaperonnes qui les maintiennent dans une conformation non
repliée et possedent, le plus souvent, une séquence d’adressage généralement en N-
terminale et clivable qui détermine avec la nature de la protéine (membranaire, tonneau
B, soluble) le lieu de leur insertion dans I'organite (pour revues, (Neupert & Herrmann
2007; Chacinska et al. 2009)). La signalisation rétrograde, quant a elle, est un processus
qui permet d’ajuster le métabolisme cellulaire en réponse a un changement d’état de la
mitochondrie (déficience respiratoire, production d’ERO,...) (pour revue, (Butow &

Avadhani 2004)).

II. Laphosphorylation oxydative chez les eucaryotes

La phosphorylation oxydative (OXPHOS) est un processus métabolique qui
couple I'oxydation de molécules de NADH et FADH;, produites lors du cycle de Krebs et
de la B-oxydation, par les quatre complexes de la chailne respiratoire et la synthese
d’ATP au niveau d'un cinquiéme complexe, 'ATP synthase. Comme mentionné
précédemment, ce processus est vital pour un grand nombre d’organismes dont des
pathogenes de ’'Homme et de plantes. Ces complexes enzymatiques sont donc des cibles

de choix pour lutter contre ces derniers.

Mitochondrie

- s EIM
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Matrice
NADH,H+ 2 ? f
Succinate Fumarate
NAD® ADP+Pi ATP
H+

Complexel Complexell Complexe Il Complexe IV ComplexeV
Figure 2: Représentation de la chaine respiratoire mitochondriale (complexe I a IV) et de I'ATP

synthase (complexe V). EIM: espace intermembranaire; MI: membrane interne; UQ: ubiquinone. Le
transfert des électrons entre les complexes est représenté par les fléches vertes et rouges.
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Les molécules de NADH et de FADH: fournissent leurs électrons aux complexes I
(NADH déshydrogénase) et II (succinate déshydrogénase) qui sont ensuite transmis, par
I'intermédiaire de I'ubiquinol, au complexe III (ubiquinol-cytochrome c oxydoréductase
ou complexe bcg). Le cytochrome c, localisé dans l'espace intermembranaire, sert de
navette entre les complexes III et IV (cytochrome c oxydase). Ce dernier constituant
'étape finale du transfert des électrons en réduisant I'oxygene en eau. Le passage des
électrons via les complexes I, III et IV est couplé a un transfert de protons a travers la
membrane interne. Les protons ainsi accumulés dans l'espace intermembranaire
génerent un gradient électrochimique qui, en se dissipant, permet au complexe V de
catalyser la condensation de I'’ADP et du phosphate inorganique en ATP, source
principale d’énergie de la cellule (Figure 2).

Le nombre de complexes enzymatiques peut cependant varier selon les
organismes. Par exemple, S. cerevisiae ne possede pas de complexe I mais trois NADH
déshydrogénases : deux internes permettant 1'oxydation du NADH produit par le cycle
de Krebs et une externe catalysant I'oxydation du NADH produit dans le cytosol. Ces
NADH déshydrogénases réalisent un transfert d’électrons non couplé a une éjection de
protons. D’autres organismes comme les plantes, certains champignons et protistes
possédent deux NADH déshydrogénases dites alternatives, en plus du complexe I, et une
oxydase alternative (AOX). Les NADH déshydrogénases interne et externe permettent
un contournement du complexe [ (pour revue, (Kerscher et al. 2008)). L’AOX est, quant a
elle, une seconde oxydase qui transfere les électrons des quinols a l'oxygeéne en
contournant ainsi les complexes III et IV. Elle est insensible a I’antimycine et au cyanure,
des inhibiteurs des complexes III et IV respectivement (Sluse & Jarmuszkiewicz 1998).
Comme les NADH déshydrogénases, I’AOX ne permet pas le transfert de protons de la
matrice vers 'espace intermembranaire ce qui a pour conséquence une diminution de la
production d’ATP lorsque celle-ci est exprimée. Néanmoins, dans le cas de la forme
sanguine du protozoaire Trypanosoma brucei, responsable de la maladie du sommeil, la
respiration cellulaire repose uniquement sur la voie de I'oxydase alternative (Clarkson
et al. 1989; Chaudhuri et al. 2006). Chez les plantes, cette oxydase a notamment pour
réle d’'oxyder rapidement les substrats respiratoires lorsque la charge énergétique est
élevée et de réduire le niveau d’ERO produites par le complexe III (pour revue, (Juszczuk
& Rychter 2003)). En conditions normales, elle est faiblement exprimée. Chez certains

champignons, elle I'est uniquement en cas de déficience du complexe III et/ou IV. L’AOX
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peut ainsi participer a la résistance aux fongicides ciblant le complexe III tels que les
strobilurines (Miguez et al. 2004). Cependant, comme |'utilisation de cette voie génere
moins d’ATP, ces fongicides sont encore efficaces dans la prévention de la germination
des spores qui est un processus requérant une quantité importante d’énergie (Avila-
Adame & Koéller 2003).

Ces complexes respiratoires ne s’organisent pas de facon linéaire, comme
représentés dans la figure 2, mais forment une structure particuliere appelée
supercomplexes (pour revue, (Boekema & Braun 2007)) que I'on peut observer par Blue
Native Poly Acrylamide Gel Electrophoresis (BN-PAGE) et par microscopie électronique
(Figure 3). Ces supercomplexes joueraient un role dans la stabilité des complexes
respiratoires. Le complexe III, par exemple, est requis dans le maintien du complexe I
chez les mammiferes (Acin-Pérez et al. 2004). Un rdle de ces structures dans
I'optimisation du transfert des électrons a également été proposé. Cependant, Trouillard
et ses collaborateurs n'ont pas observé de différence dans la vitesse d’oxydation du
cytochrome c entre des cellules intactes de S. cerevisiae et celles d'un mutant présentant

une diminution de la stabilité des supercomplexes III-1V (Trouillard et al. 2011).
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Figure 3: Supercomplexes dans les mitochondries de levure. (A) Supercomplexes dans des
mitochondries d'une souche sauvage analysés par BN-PAGE. Les extraits mitochondriaux sont séparés sur
BN-PAGE apres solubilisation a la digitonine. Les complexes sont ensuite détectés par coloration au bleu

colloidal (Figure adaptée de (Lemaire & Geneviéve Dujardin 2008)). (B) Structure du supercomplexe
[II;+1V, révélée par microscopie électronique (Figure adaptée de (Boekema & Braun 2007)).
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III. La levure Saccharomyces cerevisiae, un organisme modele dans

I'étude des fonctions respiratoires

La levure S. cerevisiae est un eucaryote unicellulaire fréquemment utilisé comme
organisme modele. De nombreux outils génétiques, moléculaires et biochimiques ont été
développés et son génome a entierement été séquencé. Elle présente également de
nombreux avantages dont une recombinaison homologue efficace.

Cet organisme a permis de faire de grandes avancées dans la compréhension de
la fonction respiratoire. En effet, une des particularités de cette levure est sa capacité a
produire I'énergie nécessaire a sa survie et a sa reproduction par la respiration mais
également par la fermentation ; de ce fait, elle reste viable sur milieu fermentescible en
I'absence d'une chaine respiratoire fonctionnelle (Figure 4). L’absence d'une ou
plusieurs enzymes de cette chaine n’est donc pas létale pour la levure. 1l existe différents
types de mutants respiratoires. Les mutations peuvent concerner soit le génome
mitochondrial comme pour les mutants mit- (mutations ponctuelles ou petites délétions)
et rho/rho’ (grandes délétions/perte totale de I'’ADNmit) soit le génome nucléaire
comme pour les mutants pet. Les mutations peuvent apparaitre spontanément ou étre
induites par des drogues comme l'acriflavine ou le bromure d’éthidium. Il est également
possible chez S. cerevisiae d’introduire des mutations dans le génome mitochondrial par
transformation biolistique. La transformation du génome mitochondrial est, a I'’heure
actuelle, uniquement possible chez cette levure et chez l'algue, Chlamydomonas
reinhardtii (Bonnefoy et al. 2007). Un outil d’étude particulierement performant chez la
levure est la sélection de suppresseurs (ou révertants) sur substrat respiratoire
(glycérol, éthanol ou lactate) a partir de mutants mit- ou pet dont la croissance
respiratoire est nulle. Ces mutations secondaires qui restaurent, au moins partiellement,
la fonction respiratoire permettent de mettre en évidence des partenaires fonctionnels
et de proposer des mécanismes de compensation. Les mutants rho-/rho? sont incapables

de réverter car une partie ou la totalité de '’ ADNmit est perdu.

L’étude du développement de mutations de résistance aux agents antimicrobiens
ciblant le complexe III et la caractérisation de nouveaux inhibiteurs directement chez les
organismes pathogenes est tres difficile voire impossible pour certains d’entre eux: la

culture en laboratoire de certains phytopathogénes n’a pas encore été établie et
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I'obtention de mitochondries de qualité suffisante pour des analyses biochimiques n’est
pas chose aisée chez des pathogenes comme Plasmodium, I'agent du paludisme (les
préparations en mitochondries sont contaminées par des molécules d’hemes
polymérisées a la suite de la dégradation de 'hémoglobine par le parasite (hémozoine)
ce qui géne les mesures spectroscopiques). La séquence du cytochrome b, sous-unité
centrale du complexe, étant plutét bien conservée entre la levure et les eucaryotes
pathogenes (36% d’identité de séquence avec P. falciparum, 63% avec Pneumocystis
jirovecii, un champignon pathogene de I'Homme, 62% avec Botrytis cinerea, un
champignon phytopathogene), S. cerevisiae parait étre un bon modele pour ces études.

De plus, la structure du complexe III de la levure a été résolue.

fermentation respiration

ooee]

cellules cellules

WT

Mutant
respiratoire

Figure 4: Croissance sur milieu fermentescible et respiratoire d'une souche sauvage de levure et
d'un mutant respiratoire.

IV. Le complexe III (ou complexe bc1)

Le complexe III ou complexe bci occupe une place centrale dans la
bioénergétique mitochondriale en participant au processus de production d’énergie. Son
role est de catalyser le transfert d’électrons de la quinol vers le cytochrome c et de
coupler ce mouvement d’électrons a la translocation de protons a travers la membrane
mitochondriale interne. Ce complexe enzymatique est également 'un des principaux
sites de production d’ERO et la cible d’agents antimicrobiens utilisés contre des
pathogenes de 'Homme et de plantes.

Le complexe bci est apparenté au cytochrome bsf chloroplastique et des
cyanobactéries (pour revue, (Schiitz et al. 2000)). Le complexe bci mitochondrial differe
de son équivalent bactérien par le nombre de sous-unités non catalytiques qui sont le

plus souvent absentes des complexes bcy bactériens (pour revue, (Schiitz et al. 2000)).
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L’étude de mutants du complexe IIl présentant des défauts d’activité ou
d’assemblage et la recherche de suppresseurs de ces mutations ont apporté de
précieuses informations sur son mécanisme mais ont également mis en évidence des
interactions entre les différentes sous-unités du complexe enzymatique. Tout comme
ces mutants, les inhibiteurs de 'enzyme et les mutations de résistance a ces molécules
ont joué un grand role dans I'étude du mécanisme de ce complexe avant méme que les

structures du complexe bc1 soient disponibles.

N.B : Les protéines ainsi que le numéro des résidus sont donnés, tout le long du texte,

pour S. cerevisiae.

A. Structure du complexe bc1

Les premieres structures du complexe bci ont été obtenues a la fin des années 90
a partir de mitochondries de cceur de beeuf (Xia et al. 1997; Iwata et al. 1998) et de
poulet (Zhang et al. 1998). La structure générale du complexe bc1 de S. cerevisiae (Hunte
et al. 2000) (Figure 5) est similaire a celle obtenue lors de la cristallisation des enzymes
bovine et aviaire. Le complexe se présente sous la forme d'un homodimeére d’environ
500 kDa chez la levure. Chaque monomere est composé de 11 sous-unités chez les
mammiferes et 10 sous-unités chez S. cerevisiae dont trois forment le cceur catalytique
du complexe en participant au transfert des électrons via leurs groupements redox ; il
s’agit du cytochrome b (Cyt b), de la protéine de Rieske (ISP ou Rip1) et du cytochrome
c1 (Cyt c1). Les autres sous-unités sont appelées sous-unités surnuméraires et joueraient
un roéle dans l'assemblage ou protegeraient les sous-unités catalytiques de Ila
dégradation. Nous n’avons pas a notre disposition de structures du complexe bci

d’organismes pathogéenes tels que des phytopathogeénes ou Plasmodium.
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Figure 5: Structure cristallographique du complexe bcy de S. cerevisiae. Le complexe bc: se présente
sous la forme d’'un homodimeére. Chaque monomere est composé, chez la levure, de 10 sous-unités dont 3
sous-unités catalytiques (Cyt c1, Rip1 et Cyt b). La sous-unité Qcrl0 n’a pas été purifiée avec le dimere
chez S. cerevisiae. Structure 1KYO.pdb. EIM: espace intermembranaire; MI: membrane interne.

1. Les sous-unités catalytiques

a. Le cytochrome b

Le cytochrome b est la seule sous-unité du complexe bci1 a étre codée par le
génome mitochondrial.

Cette protéine occupe une position centrale dans la structure atomique du
complexe avec ses huit hélices transmembranaires (A a H) liées par de larges boucles
pouvant porter, elles-mémes, une ou deux hélices positionnées parallelement a la
surface de la membrane (Figure 6). Par exemple, la boucle ef reliant les segments
transmembranaires E et F porte une hélice tandis que la boucle cd reliant les segments C
et D porte 2 hélices appelées cdl et cd2. Les extrémités N- et C-terminales de la sous-
unité sont localisées dans la matrice. La dimérisation du cytochrome b conduit a la
formation de cavités hydrophobes a l'entrée desquelles se réarrangent les segments

transmembranaires des deux autres sous-unités catalytiques et d'une sous-unité

surnuméraire, Qcr9p.
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Figure 6: Représentation de la structure du cytochrome b. Le cytochrome b constitue le coeur
catalytique de I'’enzyme en formant les deux poches de liaison des quinones: Q,, site d’oxydation de la
quinol (en bleu clair sur la fig. 6B) et Q;, site de réduction de la quinone (en bleu foncé sur la fig. 6B). Ces
deux poches sont reliées par un chemin de transfert des électrons via les hémes de type b, bi. et bu. (A) La
structure du cytochrome b représentée ici est celle du boeuf (1PPJ.pdb). Stg: stigmatelline; Ana:
antimycine. (B) Représentation du cytochrome b. Les ronds noirs représentent les histidines liant les
atomes de fer des hémes (figure adaptée de (Fisher & Meunier 2008)).

Le cytochrome b constitue le cceur catalytique de I'enzyme en formant les deux
sites de liaison des quinones situés de part et d’autre de la membrane interne: la poche
catalytique Q. ou P (site d’oxydation de la quinol) et la poche catalytique Qi ou N (site de
réduction de la quinone). Ces deux sites sont reliés par un chemin de transfert
d’électrons via les hemes de type b, by, et bu. Ces deux hémes possédent des propriétés
physico-chimiques différentes ; 'heme by, proche de I'espace intermembranaire et dit de
bas potentiel, absorbe a 565 nm tandis que ’heme by, proche de la matrice et dit de haut
potentiel, absorbe a 562 nm. Ces hemes s’intercalent entre les hélices A, B, C et D. Ils sont
stabilisés dans le cytochrome b par des liaisons hydrogénes et les atomes de fer sont liés
par des résidus histidines (H82 et 183 pour bi. et H96 et 197 pour bn). Le cytochrome b
fournit également les voies de conduction des protons et forme la plateforme sur

laquelle va se positionner Rip1 pour récupérer les électrons (plateforme de « docking »).

b. Le cytochrome c1

Le cytochrome ci est synthétisé sous forme d’apocytochrome ci dans le
cytoplasme puis est importé dans la mitochondrie ou il va subir deux clivages successifs.

La premiére coupure a lieu dans la matrice et la seconde dans I'espace

29



intermembranaire. Cette protéine est composée de trois domaines: un domaine
catalytique en N-terminal, un domaine transmembranaire et un domaine C-terminal. Le
domaine catalytique localisé dans I'espace intermembranaire est hydrophile. Il porte un
heme de type c1 lié covalemment a la protéine par des résidus cystéines (C101 et C104)
et dont les atomes de fer sont liés par l'histidine 105 et la méthionine 225. Le domaine
transmembranaire permet d’ancrer fortement la sous-unité dans la membrane interne
et le domaine en C-terminal est impliqué dans l'insertion du cytochrome c: dans la
membrane (Arnold et al. 1998). La protéine interagit avec Rip1 de 'autre monomere et
le cytochrome c. L'interaction entre les cytochromes c et c: serait stabilisée par la sous-

unité surnumeéraire Qcré6p.

c. La protéine de Rieske (ou Rip1)

Comme le cytochrome ci, la protéine de Rieske ou Rip1, est synthétisée dans le
cytoplasme puis importée dans la mitochondrie ou elle subit deux clivages successifs de
sa préséquence par la peptidase matricielle MPP (Matrix Processing Peptidase) puis par
la peptidase mitochondriale intermédiaire MIP (Matrix Intermediate Peptidase). La
maturation de la protéine par MIP ne semble pas étre nécessaire a 'assemblage de la
sous-unité au sein de l'enzyme puisque une mutation du site de coupure de cette
peptidase n’empéche pas l'insertion de la protéine dans le complexe (Nett & Trumpower
1999). De plus, les formes non matures de Ripl sont catalytiquement actives ce qui
suggere que le cluster [2Fe-2S] s’insére correctement dans le domaine catalytique en
I'absence de la maturation de la sous-unité (Nett & Trumpower 1999).

Rip1 est composée de quatre domaines: un domaine N-terminal situé dans la
matrice et un segment transmembranaire qui sont tous les deux trés peu conservés
entre les espéeces, un domaine de liaison flexible et enfin un domaine catalytique en C-
terminal situé dans I'espace intermembranaire et portant le cluster [2Fe-2S]. Ce cluster
est lié de facon non covalente par deux histidines (H161 et 181) et quatre cystéines
(C159, C164, C178 et C180).

Des délétions dans les domaines extramembranaires entrainent un défaut
d’assemblage de la protéine au sein du complexe tandis que des délétions dans le

domaine intramembranaire n’affectent pas l'intégration de Ripl suggérant ainsi la
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présence d’interaction entre la protéine et une ou plusieurs sous-unités via les domaines
extramembranaires (Beattie et al. 1999).

Dans les structures cristallographiques, le domaine catalytique de Rip1l a été
trouvé dans différentes positions allant d’une position proche du cytochrome c; de
I'autre monomere appelée « distal » ou « c1» a une position proche du cytochrome b de
ce méme monomere appelée « proximal » ou « b » (pour revue, (Berry & Huang 2011))
(Figure 7). Cette mobilité est rendue possible grace a la flexion du domaine de liaison et
permet ainsi le passage des électrons (séquence : SMTATADVLAMA (81-92)) (Tian et al.
1998; Nett et al. 2000; Darrouzet et al. 2001).

Figure 7: Positions du domaine catalytique de Rip1. (A) Complexe bci du poulet cristallisé en présence
de stigmatelline (Stg) (3H1].pdb) (B) Complexe bc1 du poulet cristallisé en présence d’azoxystrobine (Azo)
(3L71.pdb). Dans les structures cristallographiques, le domaine catalytique de Ripl a été trouvé dans
différentes positions allant d'une position proche du cytochrome b (A) a une position proche du
cytochrome c; (B) permettant ainsi le transfert des électrons. La liaison de la quinol/quinone au site Q,,
comme celle des inhibiteurs (ici stigmatelline et azoxystrobine) va entrainer une modification de la
position de Ripl mais également de la structure du cytochrome b (exemple du résidu E272 du motif
conservé PEWY).

2. Les sous-unités surnumeéraires

Une délétion systématique des genes codant pour les différentes sous-unités
surnuméraires du complexe bci a été entreprise chez S. cerevisiae et a montré qu’une
délétion des genes COR1, COR2, QCR7 et QCR8 conduit a une déficience respiratoire
absolue tandis que celle de QCR6 et QCR9 entraine une déficience respiratoire
thermosensible. La délétion de QCR10 n’a, quant a elle, aucun effet sur le phénotype

respiratoire (Winzeler et al. 1999).
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Qcrép, située dans l'espace intermembranaire, participerait a la maturation du
cytochrome c¢i1 (Yang & Trumpower 1994) et jouerait un réle dans l'interaction
cytochrome c1 - cytochrome c via son domaine N-terminal chargé négativement qui
permettrait le positionnement correct du cytochrome c (Lange & Hunte 2002) facilitant
ainsi le transfert des électrons. Il a été montré qu'une version tronquée de Qcrép induit
un défaut d’assemblage du complexe qui peut étre supprimé par une surexpression de la
sous-unité surnuméraire Qcr9p indiquant une interaction de ces deux protéines lors de
I'assemblage de '’enzyme (Schmitt & Trumpower 1991).

Qcr7p, localisée a la surface du cytochrome b du co6té matriciel (Hunte et al.
2000), serait nécessaire a I'assemblage du complexe bci en permettant la formation d'un
sous-complexe incluant le cytochrome b et Qcr8p via son domaine N-terminal (Lee et al.
2001; Crivellone et al. 1988; Malaney et al. 1997). Cette protéine jouerait également un
réle dans la transduction des protons de la matrice aux centres rédox du cytochrome b.
En effet, Lee et ses collaborateurs ont montré qu'une mutation des résidus aspartate 46
et 47 en glycine ou asparagine entraine une forte diminution de la synthese d’ATP sans
modification du transfert des électrons dans le complexe bci (Lee et al. 2001).

Qcr8p se trouvant a l'interface des deux monomeres pourrait jouer un réle
important dans 'assemblage en interagissant avec plusieurs sous-unités ; son extrémité
N-terminal interagirait avec le cytochrome b de l'autre monomere tandis que son
extrémité C-terminal lierait les sous-unités Qcré6p et Cyt c1 (Hunte et al. 2000).

Qcr9p semble étre peu impliquée dans l'assemblage du complexe bci. Elle
interagirait néanmoins avec les trois sous-unités catalytiques de l'enzyme. Il a été
montré notamment qu'une mutation dans le cytochrome b est capable de restaurer
partiellement la croissance respiratoire d’'un mutant AQCR9 (Saint-Georges et al. 2002)
suggérant I'existence d’interactions entre les deux protéines. Il a également été observé,
par résonance para-électromagnétique (RPE), que Qcr9p est requise pour l'insertion du
cluster [2Fe-2S] dans Rip1 (Phillips et al. 1993).

La structure de la sous-unité QcrlOp de la levure n’a pas été obtenue
contrairement a celle du beeuf. Cette protéine pourrait, elle aussi, avoir un réle dans
I'assemblage en stabilisant Rip1 dans le complexe (Brandt et al. 1994).

Corlp et Cor2p, localisées dans la matrice, appartiennent a la famille des métallo-
endopeptidases zinc-dépendantes qui inclue les MPP (Rawlings & Barrett 1991). Ces

dernieres jouent un réle dans le clivage des précurseurs protéiques lors de leur import
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dans la mitochondrie (Yang et al. 1988). Cependant, contrairement a leurs homologues
chez les plantes, Corlp et Cor2p du beeuf possédent une faible activité peptidase et cette
activité est méme absente chez S. cerevisiae. Ces deux sous-unités sont associées entre
elles et au cytochrome b du co6té matriciel. Elles seraient impliquées dans 'assemblage
du complexe et pourraient notamment protéger les cytochromes de la dégradation
(Tzagoloff et al. 1986; di Rago et al. 1997).

Il a été trouvé, chez 'Homme et le beeuf, une sous-unité supplémentaire qui
correspondrait a la préséquence de Rip1 (Brandt et al. 1993) ; son role n’est pas encore

connu.

B. Assemblage du complexe bci

L’assemblage du complexe bci a surtout été étudié chez S. cerevisiae par une
approche de simple et double délétions systématiques des différents génes. D’apres le
modele établi par Zara et ses collaborateurs, deux sous-complexes formés par les
protéines Qcr7p/Qcr8p/Cyt b et Cyt c1/Corlp/Cor2p s’assembleraient puis ce nouveau
pré-complexe s’associerait avec Qcré6p pour former un sous-complexe d’environ 500
kDa. Les sous-unités Qcr9p, Rip1 et Qcr10p s’intégreraient au pré-complexe pour former
le complexe bci mature (Figure 8). Avant de se lier aux autres sous-unités Qcr9p et Rip1
pourrait s’associer dans le but de se protéger de la protéolyse (Zara et al. 2009).

A l'heure actuelle, seuls 6 facteurs spécifiques de I'assemblage du complexe bc1 de la
levure ont été décrit a savoir: Cbp3p, Cbp4p, Cbp6p, Bcalp, Beslp, et Mzmlp (pour
revue, (Smith et al. 2012)) (Figure 8). Cbp3p et Cbp6p ont d’abord été identifiés comme
étant des activateurs de la traduction de 'ARNm CYTB mais récemment ces deux
protéines ont été trouvées sous forme d’'un complexe associé au Cyt b nouvellement
synthétisé. Le complexe Cbp3p-Cbp6p recruterait un autre facteur d’assemblage, Cbp4p
(Gruschke et al. 2011; Kronekova & Rddel 2005). La fonction exacte de ce nouveau
complexe est encore inconnue mais il pourrait permettre de stabiliser la sous-unité
catalytique. Bcalp est une protéine de la membrane interne impliquée dans la formation
du pré-complexe chez les champignons (Mathieu et al. 2011). Bsclp appartient a la
famille des protéines AAA (ATPases Associated with diverse cellular Activities) et est
requise pour l'insertion de Rip1 dans le complexe bci1 (Nobrega et al. 1992; Wagener et

al. 2011). Mzm1p est une protéine de la matrice également impliqué dans l'insertion de

33



Rip1 dans I'enzyme (Atkinson et al. 2011). Un autre facteur d’assemblage du complexe
bc1 a été identifié chez les métazoaires ; il s’agit de TTC119 (Ghezzi et al. 2011) dont des
orthologues chez les autres eucaryotes (plantes ou champignons) n’ont pas été

identifiés.

Cytb

acrs Ripl qer1o

LY
(
Besi
Mzm1

Pré-complexe Complexe mature

Figure 8: Modéle des différentes étapes d'assemblage du complexe bc; de S. cerevisiae. Cyt b, Qcr7p,
Qcr8p, Corlp, Cor2p, Qcrép, Cyt c1, Qcr9p, Ripl et Qcrl0p sont les sous-unités formant le complexe bcs ;
les sous-unités catalytiques sont indiquées en rouge. Cbp3p, Cbp4p, Cbp6p, Bcalp, Beslp et Mzm1p sont
des facteurs d’assemblage de I'’enzyme (Figure adaptée de (Atkinson et al. 2011)).

C. Activité du complexe bcy

1. Lecycle Q

Le complexe bc1 catalyse I'oxydation de la quinol et la réduction du cytochrome c,
et couple ce transfert d’électrons a la translocation de protons a travers la membrane
interne. Le mécanisme catalytique, appelé cycle Q, requiere deux sites de liaisons de la
quinone situés de part et d’autre de la membrane : le site Q, ou centre P, site d’oxydation
de la quinol localisé du coté positif de la membrane, et le site Qi ou centre N, site de
réduction de la quinone situé du c6té négatif (pour revues, (Hunte et al. 2003; Mitchell
1975; Brandt & Trumpower 1994)). Le cycle Q est composé de deux étapes (Figure 9).
Lors de la premieére étape, une molécule de quinol (QH2) est oxydée au site Q, en cédant
un électron a Rip1l et un électron a 'heme b.. Cette phase est associée a la présence
transitoire d’'une semiquinone (Q-) au site Q. et permet I'éjection de deux protons dans
I'espace intermembranaire. Les deux électrons issus de 'oxydation de la quinol vont
donc suivre des chemins différents; 1'électron transféré a Ripl va étre transmis au
cytochrome c1 puis au cytochrome c tandis que I'électron cédé a I'héme bi va réduire

I’'héme by qui, a son tour, va réduire une quinone matricielle (Q) en semiquinone au site
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Qi. Le passage du premier électron du cytochrome b au cytochrome c; est rendu possible
grace au changement de position du large domaine de Rip1 portant le groupement [2Fe-
2S]. Une seconde réaction d’oxydoréduction initiée au site Q, compléte le cycle Q. Une
deuxieme molécule de quinol va ainsi étre oxydée au site Q, ce qui conduit a la libération
de deux protons et a la réduction d'une nouvelle molécule de cytochrome c et de I'héme
bi. Ce dernier va transférer I'électron a la semiquinone formée lors de la premiére étape
et, dans une réaction qui consomme deux protons provenant de la matrice, la
semiquinone régénere une molécule de quinol au site Q;. La somme de ces deux étapes
aboutit donc a la réduction de deux molécules de cytochrome c, a 'éjection de quatre
protons dans I'espace intermembranaire et a la consommation de deux protons issus de

la matrice pour une molécule de quinol oxydée.

Poche Q, ) - Poche Q,

| Bilan QH, +2 %+ 2H* — Q + 2 '+ 4H*

Figure 9: Le cycle Q - trajet des électrons et des protons au sein du complexe bc;.
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a. Liaison des quinones dans les poches catalytiques Q, et Qi

L’'ubiquinone est une molécule liposoluble amphipathique avec une téte cyclique et
une queue hydrophobe carbonée permettant le transport des électrons dans la
membrane interne mitochondriale (Figure 10).

o}

_0 CH,

H,C

H3C‘o X H

o CH, 610

Figure 10: Structure de I'ubiquinone.

i  Site Q,

Aucune donnée structurale montrant la liaison de la quinol au site Q, n’est
disponible actuellement mais la caractérisation d’inhibiteurs analogues de la quinol et
de mutants du cytochrome b a fournit des informations sur ce mécanisme. Le site Q, est
une large région formée par le domaine C-terminal de I'hélice transmembranaire C,
I'hélice de surface cdl, la région comprenant les résidus conservés PEWY, I'hélice de
surface ef et une partie de I'hélice transmembranaire F (Figure 6). Le site Qo,, tout comme
le site Q;, est ouvert sur une cavité hydrophobe permettant I'’échange de substrats. Il
existe deux cavités partagées entre les monomeres ; le site Q, d'un monomere et le site
Qi de I'autre sont ouverts sur la méme cavité.

Les inhibiteurs du site Qo (Qols) peuvent se lier a deux endroits de ce site ; ils sont
donc classés en deux groupes en fonction du domaine qu'ils occupent (Crofts et al.
2004). A noter toutefois qu’il ne peut y avoir qu'un seul QoI a la fois dans la poche
catalytique ; les deux domaines de liaison se chevauchant (pour revue, (Hunte et al.
2008). Les Qols de classe I comme la stigmatelline, 'UHDBT (5-n-undecyl-6-hydroxy-4,7-
dioxobenzothiaole) et le NQNO (2-nonyl-4-hydroxyquinoline N-oxide) se lient dans la
partie distale de I'héme b1, proche du site de « docking » de Rip1, et interagissent avec
cette derniere via une forte liaison hydrogéne entre l'inhibiteur et I'histidine 181 de
Rip1. Les Qols de classe II tels que le myxothiazole et les inhibiteurs de type MOA (acide
p-methoxyacrylate) comme les strobilurines se lient dans la partie proximale de ’heme
by et n’interagissent pas avec Rip1l, laquelle, dans la plupart des structures obtenues

avec ces Qols, est trouvé dans une position proche du cytochrome ci (Figure 11). Le
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famoxadone, commercialisé en tant que fongicide Qol, fait le lien entre ces deux classes
d’inhibiteurs. En effet, ce composé se lie comme les inhibiteurs de type MOA mais, a
I'inverse de ces molécules, maintient Rip1 en position b et contrairement aux inhibiteurs
de classe I, ce maintien se fait sans contact direct entre la protéine fer-soufre et le
famoxadone (Berry & Huang, 2011) (Figure 11). La formation d'une liaison hydrogéene
entre la tyrosine 279 du cytochrome b et l'histidine 181 de Ripl pourrait étre
responsable du positionnement de la protéine de Rieske dans ce cas. Cette interaction
pourrait avoir une fonction de « pré-docking » en maintenant Rip1 en position b pendant
que la quinol se déplacerait dans le site Qo pour arriver a une position similaire a celle

d’un inhibiteur de classe I.

Figure 11: Modification de la structure du cytochrome b et du positionnement de Rip1 en fonction du type
d'inhibiteurs. En présence de stigmatelline (A) ou de famoxadone (B), Rip1 se trouve en position b. Cependant,
I'extrémité de la protéine fer-soufre est localisée moins profondément dans le cytochrome b en présence de
famoxadone. Le famoxadone et 'azoxystrobine (C) forment une liaison hydrogéne avec I'azote du glutamate 272 du
motif PEWY.

Des études mutationnelles ont montré I'importance de la tyrosine 279 pour l'activité du
complexe. Chez Rhodobacter sphaeroides, la mutation de cette tyrosine n’a pas d’effet sur
'activité lorsque celle-ci est remplacée par une phénylalanine, a un faible effet quand
elle est remplacée par une leucine (diminution d’'un facteur 3) et a un effet plus
important lorsque le résidu introduit est une glycine (diminution d’un facteur 20)
(Crofts et al. 2000). Chez la levure, le remplacement de la tyrosine par une alanine, une
cystéine ou une sérine cause une diminution de l'activité d'un facteur 5, 2, et 4
respectivement et l'analyse par spectroscopie RPE des mutants indique une
perturbation au niveau du site Qo (Fisher et al. 2004; Wenz et al. 2007). Un résidu
aromatique ou du moins un résidu hydrophobe est donc nécessaire a cette position pour

maintenir une activité correcte de I'’enzyme.
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D’autres résidus vont jouer un réle important dans 'activité du complexe. C’est le
cas notamment du glutamate 272 appartenant au motif tres conservé PEWY. Dans une
structure contenant la stigmatelline, la chalne latérale du résidu E272 occupe une
majeure partie du volume dans lequel le pharmacophore des inhibiteurs de classe II et
du famoxadone pourrait se loger ; par conséquent, pour s'accommoder de ces molécules,
la chalne latérale du résidu va effectuer une rotation (Crofts 2004) (Figure 11). La
substitution de ce résidu chez la bactérie R. sphaeroides aboutit a une résistance a la
stigmatelline ainsi qu’a une baisse de 'oxydation des quinols (Brasseur et al. 1996). Des
analyses mutationnelles effectuées chez la levure (E272D et E272Q) (Wenz et al. 2006)
et chez Rhodobacter capsulatus (E272A, V, F, H, K et Q) (Osyczka et al. 2006) confirment

que ce résidu permet une oxydation efficace de la quinol.

ii.  Site Qi

Le site de réduction de la quinone est formé de la région C-terminale de I'hélice D
et de la région N-terminale des hélices A et E (Figure 6).

Des structures des complexes bci de la levure (Hunte et al. 2000), du beeuf (Gao
et al. 2003; Huang et al. 2005) et du poulet (Zhang et al. 1998) en présence de quinone
au site Qi ont été obtenues et révelent que l'acide aspartique 229, I'histidine 202 et la
sérine 206 forment des liaisons hydrogene, directement (S206) ou par l'intermédiaire
de molécules d’eau (D229 et H202), avec la quinone permettant son orientation et sa
stabilisation dans le site. La quinone se lie a proximité de ’héme by (3.5 A) favorisant

ainsi un transfert rapide des électrons.

b. Importance de la bifurcation des électrons au centre Qo

La bifurcation des électrons au centre Q, est tres importante pour I'établissement
du potentiel électrochimique nécessaire a la production d’ATP. Un passage linéaire des
électrons du cytochrome b au cytochrome c¢ aurait pour conséquence une perte
considérable en énergie car seulement deux protons serait transférés vers l'espace
intermembranaire (Muller et al. 2002; Osyczka et al. 2005; Kramer et al. 2004). En plus
de la perte d’énergie, ce court-circuit du cycle Q induirait la formation d'ions

superoxyde par la réaction de la semiquinone produite au site Q, lors de la premiere
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étape ou produite par retour des électrons des hemes b vers le site Q, avec 'oxygene
(Rottenberg et al. 2009). Le mécanisme physico-chimique de la bifurcation des électrons
n‘est pas entierement compris. Cependant, il a été montré par une approche
stochastique que les distances entre les sites rédox et leurs potentiels d’oxydoréduction

permettent d’expliquer cette bifurcation (Mazat & Ransac 2010).

c¢. Conduction des protons

Les deux protons provenant de I'oxydation de la quinol au site Q, suivraient des
chemins différents. Le premier proton serait transféré sur l'histidine 181 de Ripl et
accompagnerait 1’électron en suivant le mouvement du domaine catalytique de Rip1l
avant d’étre relaché dans 'espace intermembranaire. Le trajet du second proton n’est
pas encore connu (Crofts et al. 1999).

Des études ont montré l'importance des phospholipides et notamment des
cardiolipines dans le fonctionnement du complexe. Les cardiolipines stabiliseraient
I'architecture du chemin des protons et pourraient étre impliquées dans la capture de

ces derniers (Klingen et al. 2007; Lange et al. 2001; Wenz et al. 2009).

D. Inhibiteurs et résistance

En plus d’étre des outils tres puissants dans la compréhension du fonctionnement
du complexe bci, les inhibiteurs de cette enzyme sont également des armes redoutables
contre des pathogenes de plantes ou de 'Homme. Les premiers inhibiteurs qui ont servi
a I'étude du fonctionnement de 'enzyme comme l'antimycine, la stigmatelline ou le
myxothiazole bloquent efficacement l'activité de l'enzyme mais sont extrémement
toxiques pour les mammiferes et les autres organismes non pathogeénes et ne peuvent
donc pas étre utilisés en traitement. Il y a 15-20 ans, des inhibiteurs spécifiques du cceur
catalytique du complexe bci d’organismes pathogenes ont été découverts comme les
strobilurines et le cyazofamide utilisés en agriculture contre les champignons
phytopathogenes et 'atovaquone employé en médecine dans le traitement du paludisme
mais également contre d’autres pathogenes comme Toxoplasma gondii, agent de la
toxoplasmose et Pneumocystis jirovecii, un champignon responsable de la

pneumocystose. Malheureusement, de nombreux cas de résistance a ces inhibiteurs ont
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été rapportés et ont pour origine des mutations dans le cytochrome b (pour revue,
(Fisher & Meunier 2008)) (Tableau 1). Ces mutations ont un impact économique et
social considérable. De ce fait, il est important d’étudier ces résistances et de controler
leur apparition ainsi que de développer de nouveaux traitements pour faire face a la

prolifération de ces pathogenes.

Tableau 1: Mutations de résistance au site Q, et Q; chez les eucaryotes. Myxo. : myxothiazole ; Strob. :
strobilurines ; ATV : atovaquone; Stg.: stigmatelline; Ili. H: Ilicicoline H; Fun.: Funiculosine; ANA:
antimycine; Sc: Saccharomyces cerevisiae; Pj: Pneumocystis jirovecii; CP: champignons
phytopathogénes ; Tg: Toxoplasma gondii; Pb: Plasmodium berghei; Pf: Plasmodium falciparum ; Py :
Plasmodium yoelii ; Lt : Leishmania tarentolae. * Organisme chez qui la mutation a été isolée ou étudiée
pour la premiere fois.

Mutation Résistance a Organisme* Références
Site Qo
A126T Myxo. Sc (Colson 1993)
T1271 ATV Pj (Kazanjian et al. 2001)
F129L Myxo, Strob Sc, CP (di Rago et al. 1989); site de la FRAC
C133Y Myxo. Sc (Brandt et al. 1994; Brasseur et al. 1996)
G137R,E, V Myzxo., Stig. Sc (di Rago et al. 1989; Brasseur et al. 1996)
G137R Strob. Cp site de la FRAC
M139L ATV Tg (McFadden et al. 2000)
M1391 ATV Pb, Pf (Syafruddin et al. 1999; Korsinczky et al. 2000)
W142R,K, T Myxo. Sc (Brasseur et al. 1996)
G143A Strob. CP site de la FRAC
1147F Stg. Sc (di Rago et al. 1989)
1147V ATV Pj (Kazanjian et al. 2001)
T148I ATV Pj (Walker et al. 1998)
L150F ATV Pj (Walker et al. 1998)
L150S ATV Pb (Korsinczky et al. 2000)
S152A ATV Pj (Kazanjian et al. 2001)
N256Y Myxo., Strob. Sc (di Rago et al. 1989)
P266L ATV Pj (Kazanjian et al. 2001)
1269M ATV Py (Srivastava et al. 1999)
1269L ATV Tg (McFadden et al. 2000)
Y274N Strob. Sc (di Rago et al. 1989)
L275F,S,T Myxo., Strob. Sc (di Rago et al. 1989)
L275F ATV Pj (Kazanjian et al. 2001)
F278I ATV Py (Srivastava et al. 1999)
Y279C ATV Py (Srivastava et al. 1999)
Y279S ATV Pf (Korsinczky et al. 2000)
Y279N ATV Pf (Fivelman et al. 2002)
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L282V ATV Py (Srivastava et al. 1999)

L282F ATV Pf (Korsinczky et al. 2000)
K283R ATV Py, Pf (Srivastava et al. 1999; Korsinczky et al. 2000)
P286T ATV Pf (Korsinczky et al. 2000)
G291D ATV Pf (Korsinczky et al. 2000)
V295F ATV Pf, Pb (Korsinczky et al. 2000)
Site Q;
I17F Diuron Sc (di Rago et al. 1986)
S20L,T Ili. H Sc (Ding et al. 2006)
Q22E, T Ili. H Sc (Ding et al. 2006)
w30C Fun. Sc (Rotsaert et al. 2008)
N31K Diuron Sc (di Rago et al. 1986)
G33A Fun., HQNO Sc (Brasseur & Brivet-Chevillotte 1995)
G33V ANA Lt (Schnaufer et al. 2000)
G37V ANA Sc (di Rago & Colson 1988)
G37D,S Ili. H Sc (Ding et al. 2006)
L198F Fun,, Ili. H Sc (di Rago et al. 1990; Ding et al. 2006)
H204Y HQNO Sc (Brasseur & Brivet-Chevillotte 1995)
S206T,V HQNO Sc (Brasseur & Brivet-Chevillotte 1995)
M221Q HQNO Sc (Brasseur & Brivet-Chevillotte 1995; Rotsaert et al. 2008)
F225S,L Diuron, HQNO Sc (di Rago et al.,, 1986; di Rago & Colson, 1988)
K228M ANA Sc (di Rago & Colson 1988)

1. Inhibiteurs du site Qo (Qols)

a. Les fongicides

De nombreux fongicides (azoxystrobine, pyraclostrobine, triclopyricarbe,
kresoxim-methyl, pyribencarbe, famoxadone, fenamidone,...)] sont actuellement
employés en agriculture. Un grand nombre de ces composés sont des dérivés
d’inhibiteurs de type MOA. Par exemple, 1'azoxystrobine, une molécule synthétique
dérivée d'un fongicide naturel produit par le basidiomycete Strobilurus tenacellus
(strobilurine A) agit efficacement contre le complexe bci de champignons
phytopathogenes (concentrations requises de 'ordre du nanomolaire). Cet inhibiteur a
été développé dans les années 80-90 et introduit sur le marché en 1996 (Clough &
Godfrey 1995). Malheureusement, des 1998 les premieres populations de pathogenes

résistants sont apparues et se sont largement répandues depuis.
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On dénombre a ce jour trois mutations dans le cytochrome b conférant une
résistance aux fongicides Qols. Il s’agit des mutations F129L, G137R et G143A (Figure
12).

Figure 12: Localisation, dans le cytochrome b, des résidus mutés chez les champignons et
oomycetes phytopathogénes résistants aux strobilurines. En vert, les hélices constituant le site Q.
Azo: azoxystrobine. Structure du poulet 3L71.pdb.

Le résidu F129 est localisé dans I'hélice transmembranaire C. Les structures du
complexe bci obtenues en présence de myxothiazole, de stigmatelline ou
d’azoxystrobine montrent que la phénylalanine 129 est impliquée dans la liaison de ces
inhibiteurs au site Q, via une liaison de van der Waals entre la chaine latérale du résidu
et les Qols. Le remplacement de la phénylalanine par une leucine abolit I'interaction
aromatique-aromatique entre les Qols et l'enzyme causant une diminution de la
sensibilité a ces drogues. Chez la levure mutante, I'ICso pour l'azoxystrobine, le
pyraclostrobine et le myxothiazole augmente respectivement d’un facteur 6, 32 et 400
par rapport a une levure sauvage (Fisher & Meunier 2005). La mutation F129L confeére
aussi une résistance a la stigmatelline (Fisher & Meunier 2005).

Le résidu G137 est, quant a lui, localisé au niveau de la région N-terminale de
I'hélice cd1, proche de la région de « docking » de Rip1. Le remplacement de la glycine
par une arginine, un résidu plus volumineux, entrainerait une distorsion de la région
connectant les hélices C et cd1. En absence de pression de sélection, la mutation G137R
pourrait aussi étre associée a une perte de fitness chez les pathogenes; la mutation
causant un défaut respiratoire chez la levure (Fisher & Meunier 2001).

Le résidu G143 est localisé dans I'hélice cd1. La structure du complexe bci du
beeuf inhibé par I'azoxystrobine montre que le remplacement de la glycine par une

alanine cause un encombrement stérique. La mutation G143A a été rapportée chez la
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plupart des pathogenes Qol-résistants (site de la FRAC) et confére un niveau de
résistance plus élevé que celui induit par les mutations F129L et G137R. Chez la levure,
I'lCso pour l'azoxystrobine, le pyraclostrobine et le myxothiazole augmente
respectivement d'un facteur 66, 1300 et 6700 mais contrairement a la mutation F129L,
la liaison de la stigmatelline n’est pas affectée (Fisher & Meunier 2005). De maniére
intéressante, le résidu en position 143 retrouvé chez le basidiomycete producteur de
strobilurines est une alanine (Kraiczy et al. 1996).

Sur le terrain, I'apparition de la mutation G143A a causé des pertes économiques
importantes. Il est donc nécessaire de surveiller les pathogenes traités avec les Qols et de
trouver un moyen de lutter efficacement contre ces organismes afin de réduire la
propagation de la mutation. La mutation de résistance G143A est apparue et s’est
propagée rapidement chez certains pathogénes tandis qu’elle n’a pas encore été
détectée chez d’autres especes (Gisi et al. 2002). Deux facteurs pourraient expliquer
cette différence dans I'évolution de la mutation : des variations dans la structure du site
de liaison des Qols et dans la structure exon/intron du gene codant pour le cytochrome
b.

Pour vérifier la premiére hypothese, des résidus de la levure ont été modifiés
pour mimer le site de liaison des strobilurines de quatre pathogenes : Blumeria graminis,
Venturia inaequalis, Sphaerotheca fuliginea et Phytophthora megasparma puis ces quatre
modeles ont ensuite été utilisés pour étudier I'effet de la mutation G143A sur 'activité
de leur complexe. Il a été montré que G143A a un léger effet délétere sur l'activité de
I'enzyme des différents modeles a 'exception de celui de B. graminis suggérant que la
mutation touche différemment le fitness des pathogenes; ceci pourrait expliquer la
différence d’évolution de la résistance observée entre de nombreuses especes de
champignons et oomycetes (Fisher et al. 2004).

D’autres études ont montré qu’il existe une différence dans la structure
exon/intron du géne codant pour le cytochrome b des champignons et oomycetes
(Grasso et al. 2006). En effet, certaines espéces possedent un intron - similaire a 'intron
bi2 présents chez la plupart des souches de S. cerevisiae - localisé immédiatement apres
le codon G143. De maniere intéressante, chez les espéces possédant cet intron telles que
Puccinia sp. et Alternaria solani la mutation G143A n’a pas encore été rapportée. Par
contre, chez les especes ou la mutation a été détectée comme B. graminis et V. inaequalis

I'intron n’est pas présent. Botrytis cinerea est, quant a lui, particulierement intéressant

43



car ce pathogéne présente deux types de cytochrome b; certains isolats contiennent
I'intron et d’autres non. Ces observations suggerent que la présence ou I'absence de cet
intron influerait sur 'apparition de la mutation G143A. La mutation pourrait affecter
I'épissage de l'intron induisant une diminution du niveau d’ARNm matures et, par
conséquent, du niveau de complexe bci provoquant ainsi une baisse de la fonction
respiratoire (Grasso et al. 2006). De ce fait, G143A serait contre-sélectionnée en champs
en affectant le fitness de ces organismes. La mutation ne pourrait donc pas apparaitre
chez les pathogenes possédants l'intron sauf si ces derniers développent des
mécanismes permettant de restaurer la fonction respiratoire. Ce point fait I'objet du

chapitre [I-A de ma these.

Chapitre II-A : Effet délétéere de la mutation de résistance aux inhibiteurs du site

Qo. G143A, chez les champignons et oomycétes phytopathogeénes possédant un

gene codant pour le cytochrome b avec intron et mécanismes de « by-pass ».

En utilisant S. cerevisiae comme organisme modele, nous avons montré que la

modification du codon GGT en GCT, lequel conduit au remplacement de la glycine en
position 143 par une alanine, empéche I'épissage de I'intron bi2 en altérant la structure
exon/intron nécessaire a I'épissage. Cela a pour effet une diminution du niveau de
cytochrome b et de la croissance respiratoire. Nous avons ensuite recherché de
possibles mécanismes de « by-pass » qui pourraient restaurer la fonction respiratoire du
mutant. Des mutations secondaires ont été trouvées dans le génome mitochondrial : une
mutation ponctuelle dans l'intron bi2 restaurant la structure exon/intron et une
délétion de lintron bi2. Nous avons aussi trouvé que la surexpression des genes
nucléaires MRSZ et MRS3, codant pour des transporteurs d’ions métalliques a travers la
membrane mitochondriale, restaurent partiellement la croissance respiratoire du
mutant G143A. De maniere intéressante, le gene MRS3 provenant du champignon
phytopathogene, B. cinerea et surexprimé chez le mutant levure G143A a un effet
similaire. Ces mécanismes de contournement de I'effet délétere de la mutation identifiés
chez la levure pourraient apparaitre chez les organismes pathogenes. Ces données
apportent une information intéressante sur la possible émergence de la mutation de

résistance chez les pathogenes possédants 'intron de type bi2.
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b. L’atovaquone

L’atovaquone est un inhibiteur synthétique utilisé en médecine dans le
traitement du paludisme (P. falciparum), de la pneumocystose (P. jirovecii), de la
toxoplasmose (7. gondii) et des babésioses (Babesia sp.). Cette hydroxynaphtoquinone a
d’abord été développé pour lutter contre le paludisme puis a été intégré, au début des
années 90, dans le traitement des infections liées a P. jirovecii et T. gondii, des
pathogénes opportunistes.

Contrairement a 'azoxystrobine, aucune structure du complexe bci en présence
d’atovaquone n’est actuellement disponible. Ce composé étant un bon inhibiteur du
complexe bci de S. cerevisiae, cette levure a donc été choisie comme modele d’étude de
I'interaction de la drogue avec sa cible (Kessl et al. 2003). Les effets de la molécule sur
Rip1 ont été mesurés par spectroscopie RPE et montrent que, comme la stigmatelline,
I'atovaquone se lie au centre Q, et interagit avec Ripl. Les données obtenues ont été
ensuite utilisées pour créer un modele de liaison de l'inhibiteur dans la poche
catalytique. L’atovaquone formerait une liaison hydrogene avec I'histidine 181 de Rip1
et une molécule d’eau qui forme un pont entre l'inhibiteur et le résidu E272 du

cytochrome b a travers une seconde liaison hydrogene comme indiqué dans la figure 13.
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Figure 13: Modélisation de la liaison de l'atovaquone dans la poche catalytique Q, de la levure.
Figure extraite de (Kessl et al. 2003).
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Comme pour les fongicides, des résistances a I'atovaquone ont été rapportées
chez les différents pathogeénes issus de patients ayant subi un échec thérapeutique ou
cultivés in vitro dans un milieu sélectif ou chez des souris traitées avec la drogue (Figure
14).

Une étude menée sur des patients atteints du SIDA et infectés par P. jirovecii a
montré qu’'une exposition prolongée a l'atovaquone augmente la fréquence des
mutations dans le cytochrome b conférant une résistance a la drogue (Walker et al.
1998; Kazanjian et al. 2001). Comme le champignon pathogéne ne peut étre cultivé en
laboratoire et que la séquence de son cytochrome b possede un pourcentage d’identité
élevé avec celle de S. cerevisiae (63%), les mutations ont été introduites chez la levure
afin de montrer la relation entre les mutations et la résistance a I'atovaquone (Hill et al.
2003). Six mutations sur les sept introduites conférent une résistance a 'atovaquone.
Les mutations n’ont peu voire pas d’effets sur le niveau de complexe bci et sur la
croissance respiratoire. Les mutations 1147V, T148I et L150F diminuent la sensibilité a
I'inhibiteur d’'un facteur 2-3 conférant au pathogéne exposé a la drogue un petit
avantage tandis que les mutations P266L, L275F et S152A causent une forte résistance
au traitement en diminuant la sensibilité a I'atovaquone d'un facteur 7-8. La mutation
T1271 n’a pas d’effet sur la sensibilité a I'atovaquone et pourrait étre considérée comme
un polymorphisme. L'inhibiteur se liant de la méme maniere que la stigmatelline, la
liaison de l'inhibiteur dans le complexe a été modélisé en utilisant les coordonnés du
complexe bci de levure inhibé par la stigmatelline (Kessl et al. 2003). Les mutations
L150F, P266L et L275F introduisent une chaine latérale non polaire volumineuse qui
empéche la liaison de l'inhibiteur par encombrement stérique (Kessl et al. 2004). [147V
ne modifie pas la structure du complexe mais pourrait abolir une interaction entre
I’enzyme et I'inhibiteur. Les mutations S152A et T148I induisent le remplacement d'une
chaine latérale polaire par une non-polaire abolissant probablement les interactions
hydrogéne impliquant ces résidus ce qui induirait une légére modification structurale de
la poche catalytique et de ce fait une diminution de 'affinité de la drogue (Kessl et al.
2004).

A la suite de ces travaux, d’autres mutations de résistance a l’atovaquone,
retrouvées chez Plasmodium (Korsinczky et al. 2000; Srivastava et al. 1999) et
Toxoplasma (McFadden et al. 2000), ont été analysées : [269M, F2781, Y279C/S et L282V
(Kessl et al. 2005). Comme les mutations L150F, P266L et L275F, la mutation 1269M
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introduit un résidu volumineux dans la structure de I'enzyme. La modélisation de la
mutation L282V montre que celle-ci induit une rotation du résidu Y279 et, par
conséquent, une variation de l'interaction entre ce résidu et I'atovaquone. Les mutations
F278I et Y279C/S enlévent un résidu aromatique localisé pres du site de liaison de
I'atovaquone et suppriment ainsi des interactions importantes entre la drogue et le site

de liaison.

A

Figure 14: Localisation, dans le cytochrome b, des résidus mutés chez les pathogénes résistants a
I'atovaquone. Ces résidus sont montrés dans le cytochrome b de levure liant la stigmatelline (stg)
(1KYO.pdb) (A). (B) Résidus mutés chez Plasmodium et T. gondii. (C) Résidus mutés chez P. jirovecii. En
vert, les hélices formant le site Q,.

Les mutations Y279C et Y279S conférent un haut degré de résistance a la drogue.
Chez la levure, I'lCsg est supérieure a 4 pM pour les mutants contre 60 nM pour la souche
sauvage (Fisher & Meunier 2005). Lorsque la tyrosine 279 est remplacée par une
cystéine ou une sérine, I'activité de I'enzyme chez la levure est séverement compromise
(Fisher & Meunier 2005; Wenz et al. 2007). La perte de fitness observée chez le mutant
levure a également été observée chez Plasmodium. Il a été montré récemment que la

mutation Y279S induit une diminution de l'activité du complexe bci du parasite et
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affecte la stabilité de Rip1 dans le complexe expliquant la perte de fitness observée chez
P. falciparum (Fisher et al. 2012). Cette instabilité de Rip1 due a la mutation n’a pas été
observée chez S. cerevisiae. Une surexpression des genes codant pour des sous-unités du
complexe bc1 chez les parasites portant la mutation Y279S a également été observée; les
auteurs suggerent que cette surexpression compense 'effet délétere de la mutation afin
de maintenir la viabilité du parasite (Fisher et al. 2012). Comme la mutation induit une
perte de fitness, on peut supposer qu’'une réversion de la mutation apparaisse
spontanément afin que le parasite récupere un fitness sauvage si 'atovaquone est retiré
du marché. Il a aussi été montré, chez R capsulatus, que cette mutation induit la
production d’ERO par le complexe (Lee et al. 2011). La mutation Y279C a été également
observé chez des patients présentant de sévere intolérance a l'exercice, une surdité et

un retard mental (Fisher et al. 2004; Wibrand et al. 2001).

2. Inhibiteurs du site Q; (Qils)

Des Qils, ciblant notamment le complexe bci de la levure, sont connus depuis
longtemps comme le diuron ou DCMU, un faible inhibiteur du complexe bc1 mais qui est
trés actif contre le systéme photosynthétique (il était d’ailleurs utilisé comme
herbicide) ; 'HQNO (2-n-Heptyl-4-hydroxyquinoline N-oxide), un composé synthétique ;
le funiculosine, provenant de Penicillium funiculosum; lilicicoline H produit par
Cylindrocladium ilicicola et I'antimycine isolé des Streptomyces.

A I'heure actuelle, seules deux drogues ciblant le site Q; ont été commercialisées
pour étre employées contre les pathogenes. Il s’agit du cyazofamide et de 'amisulbrom.
Ces molécules sont uniquement actives contre les oomycetes tels que Phytophthora
infestans responsable du mildiou de la pomme de terre (Mitani et al. 2001).

Tout comme les mutations de résistance observées au niveau du site Q,, les
mutations de résistance aux Qils obtenues en laboratoire induisent un encombrement

stérique ou une perte des interactions drogue - site de liaison.
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Figure 15: Localisation de résidus, qui mutés chez la levure, conférent des résistances a différents
inhibiteurs du site Q;. Structure du cytochrome b du beeuf (1PP].pdb). En vert, les hélices constituant le
site Q..

3. Inhibiteurs des deux sites

Il a été montré que certains inhibiteurs peuvent se loger dans les deux poches
catalytiques; c’est le cas de l'ascochlorine, un composé produit par le champignon
phytopathogenes Ascochyta viciae (Berry et al. 2010) et du NQNO (2-n-nonyl-4-
hydroxyquinoline N-oxide) (Gao et al. 2003).

4. Développement de nouveaux inhibiteurs ciblant le complexe bc

a. Les antipaludiques

Face a l'augmentation des cas de résistance a l'atovaquone, de nouveaux
composés ont été élaborés pour lutter contre la propagation de Plasmodium (pour revue,
(Barton et al. 2010)). Parmi ces molécules, on retrouve d’autres hydroxynapthoquinones
dont certaines sont efficaces contre les parasites porteurs de la mutation de résistance
Y279S (Hughes et al. 2011). Des pyridones (Bueno et al. 2011), des benzodiazepines
tétracycliques (Dong et al. 2011) et le décoquinate (Nam et al. 2011) présentent
également cette caractéristique. D’autres inhibiteurs qui ont été développés possedent
I'avantage d’avoir un double mécanisme d’action ; c’est le cas des acridinediones et des

acridones ainsi que de certaines quinolones. Les premiers, en plus d’'inhiber le complexe
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bc1 du parasite, lient ’'heme et préviennent ainsi la formation d’hémozoine (I’héme libre
est toxique pour le pathogene) (Biagini et al. 2008). Certaines quinolones ciblent deux
enzymes de la chalne respiratoire de Plasmodium: le complexe bci et la NADH
déshydrogénase NDH2 (Biagini et al. 2012). Le chapitre [-B est consacré a la

caractérisation d’'un de ces nouveaux inhibiteurs, 'HDQ.

Chapitre I-B: HDQ, un puissant inhibiteur de la prolifération de P. falciparum

ciblant le site Q; du complexe bc;

Dans ce sous-chapitre, nous caractérisons un puissant inhibiteur de la prolifération de P.
falciparum, le 1-hydroxy-2-dodecyl-4(1H)quinolone (HDQ). Nous avons montré que le
complexe bci1 du parasite sauvage et résistant a l'atovaquone est inhibé avec des
concentrations en HDQ de 'ordre du nanomolaire indiquant notamment que I’'HDQ et
I'atovaquone ont une cible différente dans le complexe. Le site de liaison de I'inhibiteur
a été déterminé en utilisant la levure comme organisme modeéle. Nous avons ainsi
observé que les mutations G33A, H204Y, M221Q et K228M localisées dans le site Q;
conférent un haut degré de résistance a la drogue et suggérent une liaison de ce
composé au site Qi. La modélisation du docking d’'HDQ dans la poche catalytique Q;
soutient les données obtenues par l'analyse de la sensibilité a la drogue des mutants.

Cette étude montre ainsi que le site Q; peut étre utilisé comme cible d’antipaludiques.

b. Les fongicides

La résistance au famoxadone, un fongicide QoI appartenant a la famille des
oxazolidinediones, s’est développée plus lentement que la résistance aux inhibiteurs de
type MOA comme l'azoxystrobine ou le kresoxim-methyle. De ce fait, des dérivés
d’oxazolidinediones ont été congus afin de découvrir de nouveaux fongicides efficaces
contre les phytopathogenes (Wang et al. 2011). Dans le but également d’identifier de
nouveaux composés capables d’inhiber la fonction respiratoire de ces champignons,
nous avons mis en place un test rapide de criblage. Cette méthode est décrite dans le

chapitre II-B de la these.
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Chapitre II-B: Développement d'un test rapide pour cribler, dans des
chimiothéques, des drogues capables d’inhiber la fonction respiratoire.

De nombreux fongicides, ciblant les complexes II et III de la chalne respiratoire, sont
utilisés en agriculture. Ils sont actifs contre un large spectre de phytopathogenes.
Malheureusement, un nombre croissant de cas de résistance a été rapporté. De
nouvelles molécules capables de contourner les mutations de résistance sont donc
attendues. De ce fait, nous avons développé un test rapide, basé sur I'utilisation de la
levure et du triphenyltetrazolium chloride, pour identifier des inhibiteurs de la fonction
respiratoire au sein de chimiotheques. Ce criblage, suivi par une série de tests, nous a
permis d’identifier un nouvel inhibiteur du complexe III ; la molécule d12. Nous avons
montré que cette drogue, qui ne ressemble a aucun autre inhibiteur du complexe III, n'a
pas d’effet sur 'enzyme bovine et est capable d’inhiber la croissance du mutant G143A
qui est fortement résistant aux fongicides Qols. En utilisant une collection de mutants
des sites Qo et Q;, nous avons montré que d12 cible le site Q, de 'enzyme et que son
activité inhibitrice est diminuée par la mutation L275F. De maniére intéressante, une
phénylalanine est naturellement présente en position 275 dans le complexe III des
mammiferes et pourrait expliquer la différence de sensibilité a d12 entre 'enzyme
bovine et celle de la levure. Des dérivés de d12 (plus actifs) pourraient étre développés

comme fongicides.

5. Sensibilité différentielle aux drogues

Les poches catalytiques portées par le cytochrome b sont bien conservées entre
les organismes. Cependant, il existe des variations qui pourraient expliquer la différence
de sensibilité aux drogues (Figure 16). Cette différence de sensibilité est nécessaire pour
qu’'un composé soit développé comme antimicrobiens. En effet, la drogue doit inhiber
efficacement I'’enzyme du pathogene et doit avoir une faible réactivité envers I'enzyme

des mammiferes.
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Région Q,

C cdl el F
LE IS 4 * LI E1 * R ® *K E.d L * E.d L3 3 L33 " " E.d
Sc 125 IATAFLGYCCVYGQMSHWGATVITHLFSAIP 155 -----— 251 LGHPDNY IPGNPLVTPASIVPEWYLLPFYAILRSIPDKLLGVITMFAAL 299
Hs 124 MATAFMGYVLPWGQMSFWGATVITWLLSAIP 154 =-—---= 250 LGDPDNYTLANPLNTPPHIKPEWYFLFAYTILRSVPNKLGGVLALLLSI 298
Bt 124 MATAFMGYVLPWGOMSFWGATVITHLLSAIP 154 ----— 250 LGDPDNYTPANPLNTPPHIKPEWYFLFAYAILRSIPNELGGVLALAFSI 298
P 98 IVIAFLGYVLPFGOMSLWGATVITWLMSAIP 128 ——--- 224 LGHSDNY IMANPMATPPSIVPEWYLLPFYAILWSISNKLFGVVAMLAAT 272
Pf 119 IVTAFVGYVLPWGOMSYWGATVITHNLLSSIP 149 ----- 240 LSHPDHAIVVNTYVTPSQIVPEWYFLPFYAMLKTVPSKPAGLVIVLLSL 288
Tg 124 IATAFLGYVLPWGOMSFWGATVITNWLLSPIP 154 ----- 245 LSHPDNSIPVNREVTPLHIVPEWYFLAYYAVLKVIPSKTGGLLVFMSSL 293
Be 125 IVTAFLGYVLPYGOMSLWGATVITHNLMSAVP 155 ----- 252 LGDSDNY IMANPMQTPPAIVPEWYLLPFYAILRSIPNKLLGVIAMLSAI 300
Pv 125 MATAFMGYVLPWGOMSFWGATVITWNLESAIP 155 ----- 251 LGHPDNY IEANPMKTPLHIVPEWYFLPFYAILRSIPNKIGGVIAMFGSL 299
Région Q,
A D E
* * * *x * * * * * * * *

Sc 16 YIIDSPQOPSSINYWWNMGSLLGLCLVIQIVTGIFMAMHY 54 —--—-- 191 AAMVIMHLMALH-IHGSSNPLGITGNLDRIPMHSYFIFKDL 230
Hs 17 SFIDLPTPSNISAWWNFGSLLGACLILQITTGLFLAMHY 55 -—--- 190 AALAALHLLFLH-ETGSNNPLGITSHSDKITFHPYYTIKDA 229
Bt 17 AFIDLPAPSNISSWWNFGSLLGICLILQILTGLFLAMHY 55 ----- 190 MAIAMVHLLFLH-ETGSNNPTGISSDVDKIPFHPYYTIKDI 229
= T YLWNYGSLSGLCLIIQIITGVILAMHY 27 -—--- 164 LALVVAHLISLH-VHGSSNPLGVTGNSDRLPFHPYFSFKDL 203
Pf 12 HLINYPCPLNINFLWNYGFLLGIIFFIQIITGVFLASRY 50 ----- 181 LCIVFIHIFFLH-LHGSTHNPLGYDTAL-KIPFYPNLLSLDV 21%
Tg 16 HLVFYRCALNLNSSYNFGFLVAMTFVLQIITGITLAFRY 54 ----- 186 CIIIVLHIFYLH-LNGSSNPAGIDTAL-KVAFYPHMLMTDA 224
Be 16 YMIDSPQPSNLSYLWNFGSLLAVCLVIQIITGVTLAMHY 54 ----- 191 AALAIMHLIALHDSAGSGNPLGISGNYDRLAFAPYFLFEDL 231
Pv 16 HLIDYPTPINLNYFYGFGSLAGIMLVVQILTGIFLAMHY 54 ----- 191 VGAVLIHLILLH-EVGSNNPLGITLKTENIPFYPYFYTKDL 230

Figure 16: Alignement de la séquence des régions Q, et Qi du cytochrome b de plusieurs
organismes. En bleu, les résidus conservés entre la levure et les autres organismes. En rouge, la
phénylalanine en position 275 qui pourrait étre impliquée dans la différence de sensibilité a 'atovaquone.
Les astérisques indiquent la position de mutations de résistance a des Q.ls et Qils (Tableau 1). Sc:
Saccharomyces cerevisiae ; Hs : Homme ; Bt : Boeuf ; Pj : Pneumocystis jirovecii ; Pf: Plasmodium falciparum ;
Tg : Toxoplasma gondii ; Bc : Botrytis cinerea ; Pv : Plasmopara viticola.

a. Sensibilité différentielle aux Qols

Le complexe bc1 de la levure tout comme celui de P. falciparum est plus sensible
a l'atovaquone que l'enzyme des mammiferes. La modélisation de la liaison de
I'atovaquone dans la poche catalytique de '’enzyme de levure suggere que le résidu en
position 275 joue un réle clé dans la sensibilité différentielle. En effet, la présence d’'une
phénylalanine dans 'enzyme de mammifere pourrait géner la liaison de la drogue. La
phénylalanine étant remplacée par une leucine chez la levure, la contrainte stérique
serait moindre et la sensibilité a I'inhibiteur accrue (Kessl et al. 2003). On retrouve aussi
une leucine dans l'enzyme de Pneumocystis jirovecii qui est également sensible a
I'atovaquone. Des mutations de résistance a I'atovaquone ont été rapportées chez ce
pathogene dont la mutation L275F. Cette derniére a été introduite dans la levure et le
mutant résultant de cette transformation est aussi résistant a la drogue (Hill et al. 2003;
Kessl et al. 2003). Cependant, dans le cytochrome b de Plasmodium comme celui de
Toxoplasma, une phénylalanine est naturellement présente en position 275. Or ces

parasites possedent un complexe bci fortement sensible a l'inhibiteur. De ce fait,
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d’autres variations pourraient expliquer la différence de sensibilité a ce Qol entre les
enzymes du parasite et de 'Homme. L’identification de ces variations fait I'objet du

chapitre I-A de cette these.

Chapitre I-A: Etude de la sensibilité différentielle entre les enzvmes de S.

cerevisiae, de P. falciparum et de 'Homme a des antipaludiques ciblant le site Q,

du complexe bci.

Les enzymes de la levure et de P. falciparum sont fortement sensibles a 'atovaquone
tandis que '’enzyme de mammifere 'est faiblement. Dans le but d’identifier les résidus
impliqués dans la sensibilité/résistance a l'atovaquone mais également a un autre
antipaludique, RCQO06, nous avons construit une série de mutants dans lesquels des
résidus de la levure ont été remplacés par leurs équivalents chez 'Homme et chez P.
falciparum. Nous avons ensuite analysé la sensibilité de ces différents mutants aux deux
inhibiteurs. Le résidu en position 275 semble jouer un role clé dans la sensibilité
différentielle. En effet, dans le cas de RCQ06, la phénylalanine stabilise la drogue dans la
poche catalytique tandis que dans le cas de l'atovaquone, ce résidu confere une
résistance a ce Qol. Malgré la présence de F275, I'enzyme du parasite est sensible a
I'atovaquone ; cette sensibilité pourrait s’expliquer par la combinaison d’autres

variations qui annuleraient la résistance induite par la phénylalanine.

b. Sensibilité différentielle aux Qils

Les premieéres études sur la sensibilité différentielle aux Qils ont été faites par
Rotsaert et ses collaborateurs. Ils ont montré que le funiculosine, l'ilicicoline H et
I'antimycine, qui possédent des caractéristiques structurales communes, ont un mode
d’inhibition qui différent significativement (Rotsaert et al. 2008). L’antimycine,
contrairement aux deux autres inhibiteurs, agit de maniere tres efficace sur I'’enzyme
des différents organismes. Les structures du complexe bci de boeuf et de poulet en
présence d’antimycine montrent que le site de liaison de I'antimycine et celui de la
quinone se chevauchent (Huang et al. 2005; Berry et al. 1999). Les résidus S34, K228,
D229 participent a la formation de liaisons hydrogene avec la drogue. L’ilicicoline H est

actif contre le complexe bci de la levure (ICso 3-5 nM), moins contre celui du beeuf (ICso
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200-250 nM) et n’inhibe pas le complexe de la bactérie Paracoccus denitrificans. Le
funiculosine, quant a lui, inhibe I'’enzyme de la levure et celle du beeuf avec une ICsp
d’environ 10 nM et le complexe de P. denitrificans avec une ICso dix fois plus élevée. La
comparaison des séquences et des structures du complexe bci1 de différents organismes
montre des caractéristiques communes dans la liaison de la quinone. Cependant, un
certain nombre de résidus proches du site de liaison de celle-ci (dans les 5 A) ne sont
pas conservés (S20, Q22, L198 et M221 par exemple) ce qui pourrait expliquer les
différences de sensibilité aux Qils.

Des différences de sensibilité a deux autres Qils ont également été observé; il
s’agit du cyazofamide et de I'amisulbrom. Ces molécules sont uniquement actives contre
les oomycetes. Cette différence de sensibilité entre 'enzyme de levure et celle des

oomycetes fait I'objet d'une étude décrite dans la chapitre II-C de la these.

Chapitre II-C: Etude de la différence de sensibilité de plusieurs organismes aux

antioomyvcetes ciblant le site Q; du complexe bci.

Deux molécules qui cibleraient le site Qi du complexe bci ont été récemment
commercialisées; il s’agit du cyazofamide et de l'amisulbrom. Ces drogues sont
uniquement actives contre I'enzyme des oomycetes tels que Phytium, Phytophtora et
Plasmopara. L'enzyme de levure est naturellement résistante a ces deux molécules. Afin
d’identifier les résidus impliqués dans cette sensibilité différentielle, le site Q; des
oomycetes sera construit progressivement dans la levure et 'effet de ces variations sur
la sensibilité aux deux composés sera ensuite analysé. En parallele, nous avons testés les
Qils sur deux autres organismes : 'algue verte, Chlamydomonas reinhardtii, et le parasite,
Plasmodium falciparum. La comparaison des séquences du cytochrome b montre que ces
deux organismes partagent des variations dans le site avec les oomycetes. Cette analyse

pourrait guider la construction d’'un modele levure sensible aux antioomycetes.
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En résumé, cette these porte sur les inhibiteurs du complexe bci qui sont de
puissantes drogues contre d’importants pathogénes de [I'Homme (Plasmodium,
Toxoplasma, Pneumocystis) et de plantes (champignons et oomycetes phytopathogeénes).
Malheureusement, de nombreux cas de résistance a ces molécules sont apparus. De ce fait,
il est important de développer de nouveaux traitements. La levure Saccharomyces
cerevisiae sera utilisée comme outil pour identifier et caractériser de nouveaux composés
(HDQ et d12, Chapitres I-B et II-B) mais également pour contréler I'évolution de mutations
de résistance existantes (G143A, Chapitre II-A). Le cytochrome b de la levure sera aussi
remodelé pour mimer les poches catalytiques des organismes pathogenes (Plasmodium
falciparum et oomyceétes) et de 'Homme afin d’étudier l'impact de variations dans les sites
de liaisons des inhibiteurs, entre ces organismes, sur la sensibilité aux drogues (Chapitre I-
A et II-C). Les données obtenues pourraient permettre de concevoir des molécules a
réactivité spécifique et les mutants construits pourront servir au criblage de chimiothéques
afin d’identifier de nouveaux composés et a l'étude de l'apparition de mutations de

résistance aux inhibiteurs du complexe bc;.
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Chapitre I : Les antipaludiques ciblant le
complexe bcq

Le paludisme est une maladie parasitaire endémique dans plus d’'une centaine de
pays de la zone intertropicale. L’organisation Mondiale de la Santé a estimé que sur pres
de 3 milliards d’'individus exposés dans le monde, le paludisme a touché environ 216
millions de personnes en 2010 avec pres de 655 000 cas mortels principalement des
enfants de moins de cinq ans. Le continent africain est de loin le plus touché avec 81%

des cas (Organisation mondiale de la Santé 2011).

L’agent responsable du paludisme est un protozoaire du genre Plasmodium. Cinq
especes infectent 'Homme : P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale et P. knowlesi
(pour revue, (Greenwood et al. 2008)). P. falciparum est responsable de la quasi-totalité
des cas graves et mortels de paludisme. Le parasite alterne son cycle de développement
entre deux hodtes : un moustique hématophage femelle du genre Anopheles et 'Homme
chez qui on dénote deux phases, une phase hépatocytaire asymptomatique et une phase

érythrocytaire symptomatique.

A partir des années 40, des molécules aux propriétés antipaludiques ont été
développées comme la chloroquine qui inhibe la détoxification de 'héme en hémozoine
(Dorn et al. 1998) et la pyriméthamine et la sulfadoxine qui sont deux inhibiteurs de la
synthese des acides nucléiques (Ferone et al. 1969; Triglia et al. 1997). Cependant, des
cas de résistance a ces drogues ont été rapportés (pour revue, (Le Bras et al. 2006)). De
nouveaux composés ont alors été mis au point ; c’est le cas notamment de I'atovaquone,
une hydroxynaphthoquinone, qui inhibe le complexe bci du parasite (Fry & Pudney

1992).
Quelques mots sur la chaine respiratoire de Plasmodium...
Plasmodium se trouve chez le moustique dans un environnement riche en

oxygene et dépourvu de glucose. L’ATP produit va alors provenir de la phosphorylation

oxydative (Boysen & Matuschewski 2011). A contrario, chez 'Homme le parasite devient
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microaérophile et ne peut donc vivre qu’'en présence d'une faible concentration en
oxygene (optimum entre 0,5 et 3%) (Scheibel et al. 1979). De ce fait, sa principale source
d’ATP provient non pas de la phosphorylation oxydative mais de la glycolyse anaérobie
(Sherman 1979). Les enzymes de la chaine respiratoire sont cependant présentes chez
le parasite car elles vont avoir pour role de générer un potentiel de membrane
nécessaire au transport de métabolites et de protéines a travers la membrane interne
mitochondriale mais également de ré-oxyder des enzymes du métabolisme et, en
particulier, la dihydroorotate déshydrogénase (DHOD) impliquée dans la synthese des
pyrimidines. La DHOD, localisée dans la membrane interne de la mitochondrie, a besoin
pour fonctionner que le pool de quinones soit maintenu en place par le complexe bcy car
ces quinones vont lui servir d’accepteur d’électrons (Painter et al. 2007) (Figure 17). La
synthese des pyrimidines est essentielle a la survie du parasite puisqu’il est incapable
d’utiliser celles de I'h6te (Van Dyke et al. 1970). La chalne respiratoire du parasite va
également permettre de réduire la formation d’especes réactives de l'oxygéne en

éliminant I'oxygene.
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pyrum idines

Figure 17: Importance du complexe III dans le métabolisme de Plasmodium. Le complexe Il va
participer a la production d’ATP et au maintien du potentiel de membrane nécessaire au transport des
métabolites et des protéines a travers la membrane interne mais va également permettre la réoxydation
de nombreuses enzymes du métabolisme (la glycérol-3-phosphate déshydrogénase (G3PDH), la
malate:quinone oxydoréductase (MQO) et la dihydroorotate déshydrogénase (DHOD)). La DHOD est
impliquée dans la synthese des pyrimidines qui sont essentielles a la survie du parasite. En bleu, les
enzymes de la chalne respiratoire : I, complexe I alternatif ou NDH2 ; II, complexe II ; III, complexe III ; 1V,
complexe IV. En vert, la quinol (QHz) et la quinone (Q). En rouge, le cytochrome c. En orange, I'ATP
synthase (V).
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... et sur I'atovaquone

cl

Figure 18: Structure de I'atovaquone

L’atovaquone (Figure 18) est a I'heure actuelle associée en thérapie a une autre
molécule, le proguanil, sous le nom de Malarone®. Le proguanil métabolisé par
I'organisme en cycloguanil va permettre d’inhiber la synthése des purines et des
pyrimidines au niveau de la dihydrofolate réductase parasitaire (Carrington et al. 1951)
tandis que le proguanil non métabolisé va agir en synergie avec I'atovaquone sur le
potentiel de membrane ; 'ajout de proguanil va ainsi permettre de multiplier par huit le
niveau de dépolarisation membranaire dii a I'atovaquone seule (Srivastava & Vaidya
1999). La cible du proguanil n’a pas encore été identifiée contrairement a celle de
I'atovaquone. Cette derniere présente 'avantage d’étre active aux différents stades du

cycle du parasite (Figure 19) et est bien toléré par les enfants et les femmes enceintes.
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Figure 19: Activité de l'atovaquone a travers le cycle de vie de Plasmodium chez 'Homme (en
rouge) et chez le moustique (en gris). L’atovaquone agit aux différents stades du cycle parasitaire chez
I'Homme (phase hépatocytaire et érythrocytaire) et chez le moustique (Figure adaptée de (Delves et al.
2012))
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Tout comme la stigmatelline et le myxothiazole, I'atovaquone est un inhibiteur
compétitif spécifique du site Q, du complexe bci (Ki= 9 nM) (Kessl et al. 2003). Les
travaux de Korsinczky et de Kessl présentés dans l'introduction de cette theése ont
permis d’établir un modele de liaison de l'atovaquone a la poche catalytique Qo
(Korsinczky et al. 2000; Kessl et al. 2004, 2005). Ainsi, I'hydroxyle du cycle quinone de
I'inhibiteur se lierait via une liaison hydrogene a 'azote de 'histidine 181 de Rip1 et le
carbonyle en position 4 de ce méme cycle interagirait via une molécule d’eau a 'acide
glutamique 272 du cytochrome b (Figure 13). Le reste des interactions atovaquone-
cytochrome b seraient essentiellement hydrophobes et impliqueraient des résidus a
chaines aromatiques ou aliphatiques proches de la drogue (résidus dans les régions 117-

155 et 251-300 du cytochrome b).

L’atovaquone, en se fixant dans le complexe bci, va entrainer une inhibition du
transfert des électrons ainsi qu'une dépolarisation de la membrane (Srivastava et al.
1997). L’arrét du transfert des électrons conduit a une inhibition de la respiration de
73% (Murphy & Lang-unnasch 1999) ainsi qu’a une inhibition importante de l'activité
de la DHOD et, par conséquent, de la synthese des pyrimidines (Ittarat et al. 1994).
L’atovaquone pourrait également avoir des cibles secondaires telle que la DHOD, comme
cela a été montré chez le rat (Hansen et al. 2004), ou des enzymes de la synthese de

I'ubiquinone, comme cela a été décrit chez Pneumocystis (Basselin et al. 2005).

Cette molécule est employée dans le traitement du paludisme car elle est efficace
contre I'enzyme du parasite et possede une faible réactivité envers 'enzyme humaine.
Cette différence de sensibilité pourrait s’expliquer par des variations entre la séquence
du cytochrome b de ces deux organismes. Au cours de ma these, j'ai étudié I'impact de
ces variations sur la sensibilité a I'atovaquone mais également a un autre antipaludique,
RCQO6. Les résultats de cette étude sont décrits dans la partie A de ce chapitre et font

'objet d’'une publication en préparation.

Malheureusement des résistances a I'atovaquone ont été rapportées chez des
parasites issus de patients ayant subi un échec thérapeutique et dans des parasites
cultivés in vitro en présence de la drogue comme je l'ai écrit précédemment dans
I'introduction de la these. Ces mutations de résistance sont localisées dans les régions
117-155 et 251-300 du cytochrome b (Tableau 1 et Figure 14). La résistance a

I'atovaquone est conférée soit par un encombrement stérique (exemple : [269M (1258M
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chez Plasmodium) soit par une perte d’interaction entre la protéine et la drogue
(exemples: F2781 (F2671 chez Plasmodium) et Y279C/S/N (Y268C/S/N chez
Plasmodium)). La mutation de résistance L282V (L271V chez Plasmodium) va, quant a
elle, induire une rotation du résidu en position 279 entrainant une perte de l'interaction

entre ce résidu et I'atovaquone.

Les mutations de résistance ont un impact socio-économique considérable. Au
niveau de l'individu, les échecs thérapeutiques générés par ces résistances augmentent
la mortalité liée a la maladie (Trape 2001) et la persistance des parasites accroit le
risque d’anémie chez le patient et, de ce fait, la fréquence des transfusions sanguines
avec tous les risques que cela comporte dans les pays du tiers monde (transmission du
VIH, hépatite...). D’'un point de vue collectif, les résistances augmentent le taux de
transmission du paludisme ce qui a un réel impact sur 'économie des pays touchés. On
estime a environ 15 euros le colt d'un acces palustre soit I'équivalent de 21 jours de
travail d’'une personne dans la plupart des zones d’endémie et a plus de 9 milliards
d’euros la perte annuelle du PIB liée au paludisme en Afrique subsaharienne (Pradines
et al. 2010). De ce fait, il est devenu important de développer de nouveaux inhibiteurs
capables d’inhiber spécifiquement et efficacement le complexe bci du parasite et
notamment des parasites résistants a I'atovaquone. La partie B de ce chapitre de ma
these aura pour but de caractériser un nouvel inhibiteur du complexe bci de P.

falciparum, HDQ. Ce projet a fait 'objet d'un article.
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Chapitre I-A : Etude de la sensibilité différentielle entre les enzymes
de la levure, de P. falciparum et de 'Homme a des antipaludiques
ciblant le site Qo du complexe bc1

I. Introduction

Comme présenté dans l'introduction de la these, des variations interespeces dans
le site Qo pourraient expliquer les différences de sensibilité a I'atovaquone observées
entre 'enzyme de levure, de Plasmodium et de 'Homme. Dans le but de déterminer
quels résidus sont impliqués dans la sensibilité/résistance a l'atovaquone mais
également a un autre antipaludique, RCQ06, nous avons construit une série de mutants
dans lesquels des résidus de levure ont été remplacés par leurs équivalents chez
I'Homme et chez P. falciparum. La modélisation du site Q, de P. falciparum est décrite
dans la partie IL.A. et celle de 'THomme dans la partie IL.B. Nous avons ensuite caractérisé

ces nouvelles enzymes et en particulier leur sensibilité aux inhibiteurs (partie I1.C).

II. Résultats

A. Modélisation du site Q, de P. falciparum dans la levure

1. Choix des variations introduites dans la levure

La comparaison de séquence du cytochrome b de la levure et du parasite, tous deux
sensibles a I'atovaquone, montre que la région Q, est bien conservée entre ces deux
organismes. Il existe cependant des variations au niveau des résidus qui seraient
impliqués dans la liaison a 'atovaquone a savoir les résidus en position 275 (L/F), 283
(R/K), 295 (M/V), 296 (F/L) et 299 (I/L) (Figure 20). La leucine en position 275 chez la
levure est remplacée par une phénylalanine chez le parasite comme chez la plupart des
eucaryotes. Cette phénylalanine introduite chez S. cerevisiae confére une résistance a
I'atovaquone (Hill et al. 2003). De la méme fagon, l'arginine en position 283,

naturellement présente chez la levure, correspond a une mutation de résistance a
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I'atovaquone retrouvée chez Plasmodium. Il semble donc que plusieurs résidus soient

impliqués dans la sensibilité a cette drogue.

C cdl cd2
&k * * * * khkk * X
Sc¢ 125 IATAFLGYCCVYGQMSHWGATVITNLFSAIPFVGNDIV 162
Pf 119 IVTAFVGYVLPWGOMSYWGATVITNLLSSIPVA----V 152
ef F

* * % % * * % * R * * %k *
Sc 251 LGHPDNYIPGNPLVTPASIVPEWYLLPFYAILRS IPDKLLGVITMFAAI 299
Pf 240 LSHPDNAIVVNTYVTPSQIVPEWYFLPFYAMLKTVPSKPAGLVIVLLSL 288

B CCVY 33 13— VLPW

e H141 — Y
R283 — K
M295 — V

F296 — L
1299 — L

Figure 20: Résidus modifiés dans le site Q, de la levure pour mimer la poche catalytique de
Plasmodium. (A) Alignement de la séquence de la région Q, du cytochrome b de la levure (Sc) et de P.
falciparum (Pf). En bleu, les résidus conservés entre la levure et le parasite. En rouge, les résidus modifiés
dans cette étude. Les astérisques indiquent la position des résidus qui seraient en contact avec
I'atovaquone ((Korsinczky et al. 2000) et Tableau 1). (B) Localisation des résidus modifiés dans le
cytochrome b de levure (1KY0.pdb). La stigmatelline est représentée en jaune.

D’autres changements pourraient avoir un impact sur la sensibilité a
I'atovaquone comme les résidus en position 133-136 et 141. La levure possede un motif
Cys-Cys-Val (CCV) en position 133-135 qui est remplacé par Val-Leu-Pro (VLP) dans la
plupart des autres organismes dont P. falciparum et les résidus en position 136 et 141
different également entre la levure et la plupart des autres organismes (ici, Y136W et
H141Y). Il existe également une différence notable, a proximité du site Q,, entre ces deux
eucaryotes qui correspond a une délétion de quatre résidus au niveau de I’'hélice cd2.
Cette délétion pourrait affecter I'architecture de la poche catalytique, et par conséquent,
la liaison des inhibiteurs. De maniere intéressante cette délétion est présente chez
I'ensemble des Apicomplexa (Plasmodium, Toxoplasma, Babesia, Eimeria, Theileria...).

Six mutants portant différentes combinaisons de ces variations ont été construits
par transformation par balistique comme décrit dans (Hill et al. 2003) (Tableau 2) puis

analysés.
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Tableau 2: Mutants possédant des résidus « Plasmodiumisés »

Mutant Mutations
PF1 CCVY133.136VLPW, H141Y
PF2 CCVY133.136VLPW, H141Y, L275F
PF3 A158-161
PF4 CCVY133.136VLPW, H141Y, A158-161, L275F
PF7 CCVY133.13sVLPW, H141Y, A158-161, L275F, R283K, M295V, F296L, 1299L
PF8 L275F, R283K, M295V, F296L, [299L

2. Impact des variations sur la croissance respiratoire, 'assemblage et I'activité
du complexe bc;

L’'impact de ces variations sur la croissance respiratoire a été analysé (Figure 21).
Les mutants PF1, PF2 et PF8 ne présente pas de défaut de croissance sur milieu
respiratoire glycérol/éthanol contrairement aux mutants PF3, PF4 et PF7. Ces derniers,
qui sont incapables de croitre sur milieu respiratoire, ont en commun la délétion des

résidus 158-161.

Glucose Ethanol/Glycérol

WT

PF1

PF2

PF3

PF4

PF7

PF8

Figure 21: Impacts des variations sur la croissance des mutants « Plasmodiumisés » sur milieu
fermentescible (glucose) et sur milieu respiratoire (éthanol/glycérol). Des dilutions en séries des
différentes souches ont été déposées sur les deux milieux et mises a incuber pendant deux jours a 28°C.

Un défaut d’assemblage du complexe bci dii a la délétion pourrait expliquer
I'absence de croissance ; 'assemblage des sous-unités catalytiques de I'enzyme a donc
été analysé (Figure 22). Le niveau du cytochrome b des différents mutants, mesuré par
spectrophotométrie sur cellules intactes, est diminué de 30% pour les mutants portant
la délétion et de 20% pour les mutants PF2 et PF8 par rapport au sauvage. Le mutant

PF1, quant a lui, ne présente pas de perte de cytochrome b. Le niveau du cytochrome c1
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et de Rip1 analysé par western blot est également tres peu ou pas affecté ; par exemple,
le mutant PF4 présente, comme pour le cytochrome b, une diminution de 30% des deux
sous-unités catalytiques. L’assemblage du complexe bci du mutant portant la délétion
seule (PF3) a également été analysé par BN-PAGE. Comme attendu apres les deux
premiéres analyses (spectres de cytochromes et western blot), I'anticorps anti-Cyt c1
révele la présence des supercomplexes I1I>+IV et IlI2+IV chez le sauvage et le mutant
PF3. En cas de défaut d’assemblage, une diminution sévere de Rip1 aurait été observée
par western blot - la sous-unité étant vite dégradée si elle n’est pas correctement
assemblée dans le complexe - et 'accumulation d’un pré-complexe III en BN-PAGE

(Cruciat et al. 1999; Schagger & Pfeiffer 2000).

A B
WT PF3 WT PF3
.: ~NLIV,
-HLIV Cytc, [a———

—————— -Pré-Il

Ripl | e

=~ -7 WT

- - -
PF3
525,000 545,000 565,000 585,000 605,000

longueurs d'onde (nm)

Figure 22: Impact de la délétion des résidus 158-161 sur l'assemblage du complexe bci. (A)
L’assemblage du complexe bc; a été analysé par BN-PAGE. Pour cela, les mitochondries ont été solubilisées
avec un détergent, la digitonine, qui préserve les interactions entre les complexes puis déposées sur gel.
Un western blot a ensuite été effectué. Le complexe bc; a été détecté avec un anticorps anti-Cyt c1. (B) Le
niveau des sous-unités catalytiques du complexe bci, dans les préparations de mitochondries, a été
analysé par SDS-PAGE suivi d’'un western blot. Les anticorps utilisés sont : anti-Cyt c1, anti-Cyt b, anti-Rip1
et anti-Nam1 ; ce dernier sert de contrdle de charge. (C) Le niveau des cytochromes c, c1, b (complexe III)
et aas (cytochrome oxydase) a été mesuré par spectrophotométrie sur cellules intactes. (Lemaire &
Dujardin 2008)
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Le défaut d’assemblage ne pouvant expliquer 'absence de croissance sur milieu
respiratoire, I'activité quinol - cytochrome c¢ réductase des mutants a été mesurée
(Tableau 3). L’activité des mutants PF2 et PF8 n’est pas affectée. Le mutant PF1 présente
une diminution de pres de 50% de I'activité comparé au sauvage ce qui n’a pas d’'impact
sur sa croissance. Par contre, I'activité du complexe bc1 des mutants PF3, PF4 et PF7 est
diminuée de plus de 85% par rapport au sauvage. Le défaut de croissance sur milieu
respiratoire peut donc s’expliquer par une perte importante de I'activité du complexe.
D’apres les données de Denke et ses collaborateurs, un minimum de 30% d’activité de
I'enzyme serait requis pour la croissance des levure sur une source de carbone non
fermentescible (Denke et al. 1998). La liaison de la quinol dans la poche catalytique ne
semble pas étre affectée par la délétion ; le Ki» pour la quinol des enzymes PF3, PF4 et

PF7 étant similaire au K pour la quinol de I'enzyme sauvage.

Tableau 3: Activité et propriétés catalytiques du complexe bc, des mutants « Plasmodiumisés ». Les
conditions expérimentales sont présentées l'annexe 1. 2 Cytochrome c réduit par complexe bci par
seconde en utilisant 20 pM de décylubiquinol (DQHz). Les mesures ont été répétées au moins deux fois et
moyennées. L’erreur n’excede pas 10% des valeurs présentées (20% pour PF3, PF4 et PF8 qui présentent
une faible activité). Les valeurs sont représentées en % de I'activité du WT. P La Ve, représente l'activité
DQH: - cyt c réductase maximale mesurée a 550 - 540 nm. ¢ Le K, pour la DQH; est déduit, comme pour la
Vmax de la titration de l'activité DQH: - cyt ¢ réductase avec des concentrations croissantes en substrat
(représentation Eadie-Hofstee). 4 Le kmin (Vmax/Km) représente I'efficacité catalytique de 'enzyme pour la
DQH;.

Souche Activité (%) 2 Vinax (s71)b K (DQH2 pM)© Kinin 4
WT 100 160 2,7 59
PF1 52 98 4,5 22
PF2 105 170 3,7 46
PF3 14 22 2,9 8
PF4 12 18 1,6 11
PF7 8 15 2,8 5
PF8 107 165 4,3 38

3. Recherche de suppresseurs capables de compenser l'effet délétere de A158-
161

Comme la mutation cause un sévere défaut de croissance sur milieu respiratoire,

il est possible de sélectionner des suppresseurs c’est-a-dire des clones capables de
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pousser sur milieu respiratoire et obtenus a partir du mutant PF3 haploide. L’analyse de
ces suppresseurs devrait nous apporter des informations sur la cause de la perte
d’activité du mutant PF3 et nous permettre d’obtenir une enzyme fonctionnelle. Deux
approches ont été utilisées pour identifier des suppresseurs: la sélection directe de
clones capables de croitre sur milieu respiratoire obtenus spontanément ou apres
traitement mutagene et la sélection de suppresseurs multicopies obtenus apres
transformation du mutant PF3 avec une banque génomique. En utilisant la premieére
approche, on recherche des mutations secondaires compensatrices dans le génome
nucléaire (traitement UV) ou dans le génome mitochondrial (traitement au chlorure de
manganese) ; en utilisant la seconde approche, on espere trouver des genes qui

surexprimés permettraient de restaurer la croissance respiratoire.

a. Recherche de suppresseurs mutlicopies

50 clones ont été sélectionnés parmi les clones capables de croitre sur milieu
respiratoire et sur ces 50 clones, 5 présentent une co-ségrégation entre le marqueur
porté par le plasmide et la croissance respiratoire. Les cinq inserts ont été séquencés.
Sur les 5 clones, 2 portent le gene TARI qui code pour une protéine impliquée dans la
régulation du métabolisme respiratoire. Il a été montré en 2002 que la surexpression de
Tarlp permet de restaurer le phénotype de petite colonie dii a une mutation dans le
domaine N-terminal de I’ARN polymérase mitochondriale (Coelho et al. 2002) (ce
phénotype correspond a une déficience en ADNmit). Ce domaine étant impliqué dans la
stabilité de TADNmit (Wang & Shadel 1999) et interagissant avec Nam1p (Rodeheffer et
al. 2001) et Sls1p (Bryan et al. 2002), deux protéines impliquées dans I'expression des
geénes mitochondriaux au niveau post-transcriptionnel, les auteurs suggerent que Tarlp
augmente l'efficacité de la phosphorylation oxydative directement ou indirectement en
influencant la stabilité de 'ADNmit ou l'expression des genes mitochondriaux a un
niveau post-transcriptionnel (Coelho et al. 2002). Les 3 autres genes identifiés sont
CAD1, PPX1 et IMP2. Cad1p est un facteur de transcription impliqué dans de nombreuses
voies (réponse au stress, métabolisme du fer, résistance a des drogues) et contréle de
nombreux genes impliqués dans la stabilité des protéines (Azevedo et al. 2007; Vilela et
al. 1999). Ppxlp présente dans toute la cellule et notamment dans la matrice

mitochondriale participe au processus bioénergétique en hydrolysant les
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polyphosphates inorganiques (Beauvoit et al. 1989). ImpZ2p est une sous-unité
catalytique du complexe peptidase de la membrane interne mitochondriale requis pour
la maturation de protéines de 'espace intermembranaire et notamment du cytochrome
c1 (Nunnari et al. 1993; Luo et al. 2006).

La surexpression de ces différents genes pourrait permettre d’augmenter la
biogénese mitochondriale et ainsi permettre au mutant de croitre sur milieu
respiratoire. Cependant, la surexpression de ces différents genes restaure que tres

faiblement la croissance du mutant.

b. Recherche de mutations compensatoires

53 clones ont été sélectionnés parmi les clones capables de croitre sur milieu
respiratoire (apres traitement mutagene ou non). Sur ces 53 clones, 10 sont réellement
capables de pousser sur un milieu contenant de I'’éthanol ou du glycérol. Une analyse
génétique a permis de classer ces suppresseurs en deux groupes: les suppresseurs
nucléaires récessifs (8/10) et les suppresseurs nucléaires dominants (2/10). Aucune
mutation secondaire dans le génome mitochondrial n’a été identifiée. Comme pour les
suppresseurs multicopies, la croissance de ces deux groupes de suppresseurs sur milieu
respiratoire est relativement faible. En parallele, I'effet des mutations « suppresseur »
sur la croissance respiratoire d’'une souche ayant une chaine respiratoire sauvage a été
observé. Pour obtenir de telles souches, les supresseurs (Su) possédant le génome
mitochondrial PF3 ([PF3]) ont été traités au BET afin de leur faire perdre leur ADNmit
puis le génome mitochondrial sauvage a été introduit dans la Su[rho?] par cytoduction
(Annexe 2). Les mutations secondaires ne conferent pas de phénotypes particuliers.

Nous avons ensuite procédé a l'identification des mutations secondaires.

i. Suppresseurs de classe I

Pour les suppresseurs de classe I, nucléaires récessifs, une approche de séquengage
haut-débit a été effectuée en collaboration avec la plateforme d’Imagif. Un des huit
suppresseurs a été séquencé. L’apparition d'un codon stop dans le géne codant pour

Sin4p a été identifiée. Sin4p est une sous-unité de '’ARN polymérase IlI. Cette sous-unité
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participe a la fois a la régulation positive et négative de la transcription (Li et al. 1995;
Myers & Kornberg 2000). Cette mutation a été aussi trouvée chez un des sept autres
suppresseurs de classe 1. Ces suppresseurs permettent a la levure de restaurer
partiellement la croissance sur milieu respiratoire et n'ont pas d’effet direct sur le

complexe bci. L’analyse de ces suppresseurs n’a donc pas été plus approfondie.

il. Suppresseurs de classe Il

Pour les suppresseurs de classe II, nucléaires dominants, une approche gene
candidat a été utilisée. Les résidus 158-161 étant localisés dans I'hélice cd2 c’est-a-dire
proche de Rip1 (environ 10 A), le géne codant pour cette sous-unité a été séquencé.
Su46 présente une mutation dans la région de liaison flexible de la protéine (A90V) et
Su49 posséde une mutation a proximité de ce domaine (K93E). Cette partie de la
protéine de Rieske (SsiMTATADVLAMAo; chez la levure) joue un role primordiale dans
le mouvement de la sous-unité et donc dans le transfert des électrons du cytochrome b

au cytochrome c1 (Tian et al. 1998; Nett et al. 2000; Darrouzet et al. 2001).

Glucose Ethanol/Glycérol

00000 | 90000 |
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o ) R

/

Figure 23: Des mutations dans la région de liaison flexible de Rip1 sont capables de compenser
I'effet délétere de la délétion des résidus 158-161. (A) Des dilutions en série de chaque souche sont
déposées sur milieu fermentescible (glucose) et respiratoire (éthanol/glycérol) et mises a incuber 6 jours
a 28°C. (B) Localisation des deux mutations compensatoires dans la domaine flexible de Rip1 (1KYO.pdb).
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Il se pourrait donc que la délétion induise une modification importante de 'architecture
de Cyt b ce qui causerait une mauvaise interaction entre cette sous-unité catalytique et
Rip1 et par conséquent, un ralentissement dans le transfert des électrons du cytochrome
b vers les cytochromes c et c1. Des mesures de réduction de ces cytochromes ont été
effectuées sur notre mutant PF3 par Gaél Brasseur et montrent, comme on peut le voir
figure 24, un ralentissement de la réduction des cytochromes c + c1 ; la réduction de Cyt

b n’est pas affectée par la délétion.

WT PF3
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Figure 24: Cinétique de réduction des hémes des cytochromes c+c; dans le complexe bc; de la
souche sauvage et du mutant PF3. Un mélange de NADH (2mM) et KCN (2mM) a été utilisé pour initer la
réduction des hémes (marquée par une fleche). La réaction a été suivie a 551/540nm. Données fournies
par Gaél Brasseur.

Plusieurs hypothéses peuvent étre émises quant a la nature de la modification
induite par la délétion. Celle-ci pourrait, par exemple, rapprocher I'hélice cd2 du
domaine flexible et ainsi perturber le mouvement de Ripl ou éloigner le domaine
catalytique de Rip1 de la plateforme de « docking ». Dans le cas de la mutation G167E,
localisée dans I'hélice cd2 et retrouvée chez des patients atteints de cardiomyopathie
(Valnot et al. 1999), la premiére hypotheése avait été émise ; G167 étant a 54 des résidus
formant le domaine flexible de Rip1 (Fisher et al. 2004). En 2004, il a été montré que des
mutations localisées dans le domaine flexible de Rip1 peuvent compenser 'effet délétere
des mutations A144F (Brasseur et al. 2004), S152P et G291D (Fisher et al., 2004)
(Figure 25A). La mutation A144F conduit a une déficience respiratoire chez la levure qui
peut s’expliquer par une perte importante de l'activité du complexe bci due a une
modification de l'affinité de l'enzyme pour la quinol (Brasseur et al. 2004). Les

mutations S152P et G291D, associées a une intolérance a I'exercice (Legros et al. 2001;
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Dumoulin et al. 1996), induisent une perte de la sous-unité Rip1 et donc une perte de
I'activité de I'enzyme (Fisher et al. 2004). Les mutations des résidus 85, 92 et 93
compensent uniquement A144F. Les auteurs suggerent que ces mutations permettent,
en altérant la structure de la région de liaison de Rip1, un meilleur « docking » de la
sous-unité sur le site Qo altéré par A144F (Fisher et al. 2004). La mutation A90D qui
restaure la croissance des mutants S152P et G291D stabiliserait la liaison de la protéine
au complexe (Fisher et al. 2004).

Au vu de ces données, nous avons transformé une sduche RIP1 contenant la
délétion des résidus 158-161 avec des plasmides centromériques portant le gene RIP1
muté a différentes positions du domaine flexible puis nous avons suivi la croissance des
différentes souches sur milieu respiratoire (Figure 25B). Les mutations T85S et A92D
compensent l'effet délétere de la délétion au méme niveau que les mutations A90V et
K93E. Si on suit 'hypotheése émise par (Fisher et al. 2004), il se pourrait que la délétion
entraine une modification de la structure du cytochrome b et notamment de la
plateforme sur laquelle va se positionner le domaine catalytique de la protéine fer-
soufre entrainant ainsi un ralentissement du transfert des électrons du cytochrome b
vers Rip1. Les mutations secondaires obtenues dans la région de liaison pourraient alors

permettre une meilleure interaction entre les deux sous-unités catalytiques.

Cytochrome b

Al44F AldF \
S152P S152P ISP ISP

G291D G291D
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Figure 25: Croissance respiratoire de mutants combinant une mutation dans le cytochrome b et
dans le domaine flexible de Rip1. Les souches combinant les mutations, dans le cytochrome b, A144F,
S152P, G291D (A) ou A158-161 (B) et dans la région de liaison de Rip1(ou ISP) sont inoculées sur milieu
respiratoire et incubées 3 jours a 28°C. La Figure A est extraite de (Fisher et al. 2004).
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L’activité quinol-cytochrome c réductase du mutant Su49 est a peine plus élevée que
celle du mutant PF3 (18% pour Su49 contre 14% pour PF3) mais apparemment
suffisante pour que la levure puisse croitre sur milieu respiratoire. Cependant, lorsqu’on
introduit la mutation compensatoire dans PF7, qui présente une activité plus faible que
PF3 (Tableau 3), la souche est toujours incapable de croitre sur milieu non
fermentescible (Figure 26). Un seul changement ne semble donc pas étre suffisant pour

réajuster le site Qo.

Cyth Ripl Glucose Ethanol/Glycérol

PF3
PF7
PF3

PF7

Figure 26: Croissance des mutants PF3 et PF7 avec ou sans mutation dans le domaine flexible de
Rip1. Des dilutions en série de chaque souche sont déposées sur milieu fermentescible (glucose) et
respiratoire (éthanol/glycérol) et mises a incuber 6 jours a 28°C.

iii.  Autres modifications apportées a Rip1

Afin d’obtenir une enzyme pleinement fonctionnelle permettant une bonne
croissance sur milieu respiratoire, d’autres modifications ont été apporté a Rip1.

Dans un premier temps, nous avons combiné deux (A90V et A92D) puis trois des
mutations décrites précédemment (A90V, A92D et K93E). Comme cela est montré sur la
figure 27, les deux types de combinaisons ne permettent pas de restaurer la croissance
du mutant PF3 sur milieu respiratoire. Ces combinaisons sont également mal (A90V et
A92D) voire pas (A90V, A92D et K93E) tolérées dans un contexte sauvage

contrairement aux mutations seules.
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Figure 27: Croissance de la souche sauvage et du mutant PF3 portant deux (A90V et A92D) ou trois
(A90V, A92D, K93E) mutations dans le domaine flexible de Rip1. Des dilutions en série de chaque
souche sont déposées sur milieu fermentescible (glucose) et respiratoire (éthanol/glycérol) et mises a
incuber 6 jours a 28°C.

En partant de ’hypothése que la délétion entraine une modification de la plateforme
de « docking » de Rip1 - espace trop important entre les deux sous-unités catalytiques
ou au contraire réduit - la longueur de la région de liaison flexible a été modifiée en
ajoutant un résidu de petite taille a savoir une alanine entre la Val88 et la Leu89 ou en
délétant l'alanine en position 90 (Figure 28A). Il a été montré que ce type de
modification est relativement bien tolérée par la levure : les mutants sont capables de
croitre sur milieu respiratoire, présentent une activité diminuée de moitié comparé au
sauvage et pas de perte de Rip1 (Nett et al. 2000). Cependant I'introduction, tout comme
la délétion, d'une alanine ne permet pas de restaurer la croissance respiratoire du

mutant PF3 (Figure 28B).

Un alignement des séquences du domaine flexible de Ripl de la levure et de P.
falciparum montre que cette partie de la sous-unité catalytique n’est pas conservée entre
les deux organismes. Il se pourrait que la région flexible de la protéine de P. falciparum
soit adaptée a la modification structurale engendrée par la délétion des résidus 158-161.
Cette région a donc été introduite dans la levure. Ce changement n’est pas tres bien
toléré dans un contexte sauvage et ne permet pas de restaurer la croissance de PF3 sur

milieu glycérol/éthanol (Figure 28C).
On ne peut pas exclure qu’en modifiant le domaine de liaison de la protéine fer-
soufre afin de restaurer l'interaction Cyt b — Rip1, on ait perturbé I'interaction Cyt c1 -

Rip1.
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Figure 28: Impact de I'ajout ou de la délétion d’'une alanine dans le domaine flexible de Rip1 ainsi
que du remplacement de cette région par celle de Plasmodium sur la croissance respiratoire de la
souche sauvage et du mutant PF3. (A) Alignement de la séquence du domaine flexible de la protéine fer-
soufre de cinq organismes : la levure S. cerevisiae, 'Homme, le Beeuf, le Poulet et P. falciparum. En bleu, les
résidus conservés entre la levure et les autres organismes. Les fleches indiquent la position de 1'alanine
introduite ou délétée. L1, L2, L3 correspondent aux trois étapes du remplacement de la région de liaison
de Rip1 de la levure par celle du parasite. (B) Croissance respiratoire des souches dans lesquelles une
alanine a été introduite entre la valine 88 et la leucine 89 (+A) ou délétée en position 90 (-A). (C)
Croissance respiratoire des souches dans lesquelles le domaine flexible de Ripl a été remplacé, en 3
étapes (L1 a L3), par celui de P. falciparum. Des dilutions en série de chaque souche sont déposées sur
milieu respiratoire (éthanol/glycérol) et mises a incuber 6 jours a 28°C.

4. Conclusion et perspectives

La délétion des résidus 158-161 du cytochrome b empéche la levure de croitre sur
milieu respiratoire. Des mutations dans la région flexible de Ripl permettant de
compenser l'effet délétere de A158-161 ont été identifiées. Cependant, ces mutations
compensatoires introduites dans le domaine flexible du mutant PF7 ne permettent pas
de restaurer la croissance de la souche. Un seul changement ne semble donc pas étre
suffisant pour réajuster le site Q.. Plusieurs modifications ont été apportées a Rip1 mais
non malheureusement pas permis de compenser le défaut de croissance. La construction

in silico d'un modele de I'enzyme modifiée, par homologie avec des structures du
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complexe bci disponibles, pourrait permettre d’identifier les changements a effectuer
dans les sous-unités qui permettraient de restaurer l'activité du complexe. Les mutants
PF3, PF4 et PF7 présentent cependant suffisamment d’activer pour pouvoir faire une

analyse de sensibilité différentielle in vitro.

Les différentes observations nous ont amené a nous intéresser au complexe bc1
de Plasmodium. Comme mentionné précédemment, les poches catalytiques portées par
le cytochrome b sont bien conservées (57% d’identité de séquences pour la région Qo du
parasite avec celle de la levure et 43% pour le site Q;) mais le reste de la protéine I'est un
peu moins (36% d’identité de séquences). On observe notamment des

délétions/insertions qui modifient I'architecture de la protéine (Figure 29).

Figure 29: Superposition du cytochrome b de S. cerevisiae (violet), du bceuf (vert) et de P.
falciparum (orange). Le cytochrome b de Plasmodium a été modélisé a partir de celui de la levure. Figure
réalisée par Nicholas Fisher.

La protéine Rip1 du parasite fait environ 41kDa contre 23kDa pour celle de la levure
(Figure 30). Le domaine portant le groupement [2Fe-2S] est bien conservé. Le réle des
20kDa supplémentaire reste inconnu. Le blast de cette partie de la protéine ne nous a
pas permis d’identifier des homologies avec d’autres protéines. De plus, seules quatre
des sous-unités non catalytiques du complexes bci de la levure (Qcrép, Qcr7p, Qcr8p,
Qcr9p, Qcrl0p, Corlp et Cor2p) ont été retrouvées chez le parasite a savoir Qcrép
(PF14_0248), Qcr7p (PF10_0120), Corlp (PFE1155c) et Cor2p (PFI1625c); d’autres

protéines pourraient jouer le role des autres sous-unités comme les 20kDa
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supplémentaire de Ripl. Une analyse du complexe bci par BN-PAGE/SDS-PAGE deux
dimensions ou une immunoprécipitation avec un anticorps anti-complexe bc1
pourraient permettre d’identifier 'ensemble des protéines composant 'enzyme. La
technique de BN-PAGE/SDS-PAGE deux dimensions consistea : (1) solubiliser les
mitochondries avec un détergent, le lauryl maltoside, qui va permettre notamment de
dissocier le complexe bc1 du complexe IV avec qui il forme des supercomplexes (2) faire
migrer les échantillons en BN-PAGE afin de séparer les complexes puis en SDS-PAGE
pour séparer les différentes sous-unités. L'identification des protéines se fait ensuite par
spectrométrie de masse. Le complexe bci de Plasmodium semble donc étre

structuralement différent de celui de la levure ou des mammiferes.

Levure
Plasmodium

Levure
Plasmodium
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Levure ENNDA-DKGR-SYAYFMVGAMGLLSSAGAKSTVETFISSMTATADVLAMAKVEVNLAAIP 102
Plasmodium YRLRSGNEDRESFMYFISASYFFIMSSIMRSAICKSVHEE SKDLVAGGTTELDMRTVN 240
Levure LGKNVVVKWOGKPVF I FHRTPHEIQEANS VD--MSALKDPQTDADRVKDPOWLIMLGICT 160
Plasmodium PGEHVVIKWRGKPVEVEKHRTPEDIQRAKEDDKLIQTMEDPQLDSDRT IKPEWLVNIGICT 3200

vure HLGCVPIGEAGDFGGWEFCPCHGSHYDI SGRIRKGPAPLNLEIPAYEFDGD-KVIVG 21
Plasmodium HLGCVPAQ-GGNYSGYFCPCHGSHYDNSGRIROGPAPSNLEVPEYEFVDENTIKIG 35
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Figure 30: Alignement de la séquence de Rip1 de la levure avec celle de Plasmodium. En gras, les
résidus conservés entre les deux organismes. En rouge, le domaine transmembranaire (prédiction du
domaine transmembranaire du parasite a I'aide du logiciel toppred). En vert, la région correspondant au
domaine flexible de la protéine. En bleu, les résidus impliqués dans la liaison du cluster [2Fe-25].

B. Modélisation du site Qo humain dans la levure
1. Choix des variations introduites dans la levure
Comme pour la modélisation du site Q. de Plasmodium dans la levure, la

comparaison de séquence du cytochrome b de la levure et de 'Homme montre que la

région Qo est bien conservée entre ces deux organismes et qu'il existe également des
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variations au niveau des résidus impliqués dans la liaison aux Qols qui pourraient
expliquer la différence de sensibilité des enzymes a l'atovaquone (Figure 31). On
retrouve notamment les variations en position 133-135 (CCV/VLP), 136 (Y/W), 141
(H/F) et 275 (L/F) ainsi que deux autres variations en position 278 (F/A) et 295 (M/L).
Les résidus en position 275, 278 et 295 sont associées a des mutations de résistance a

I'atovaquone chez P. jirovecii ou Plasmodium.

C cdl

* k % * # ARk K R
Sc 125 IATAFLGYCCVYGOMSHWGATVITNLFSAIP 155
Hs 124 MATAFMGYVLPWGOMSFWGATVITNLLSAIP 154
Bt 124 MATAFMGYVLPWGOMSFWGATVITNLLSAIP 154

ef F

T L L B P
Sc 251 LGHPDNYIPGNPLVTPASIVPEWYLLPFYAILRS IPDKLLGVITMFAAI 299
Hs 250 LGDPDNYTLANPLNTPPHIKPEWYFLEFAYTILRSVPNELGGVLALLLSI 298
Bt 250 LGDPDNYTPANPLNTPPHIKPEWYFLFAYAILRS IPNKLGGVLALAFSI 298

B CCVY 55 156— VLPW

Figure 31: Résidus modifiés dans le site Q, de la levure pour mimer la poche catalytique de
I'Homme. (A) Alignement de la séquence de la région Q, du cytochrome b de la levure (Sc), de 'Homme
(Hs) et du beeuf (Bt). En bleu, les résidus conservés entre la levure et le parasite. En rouge, les résidus
modifiés dans cette étude. Les astérisques indiquent la position des résidus qui seraient en contact avec
I'atovaquone ((Korsinczky et al. 2000) et Tableau 1). (B) Localisation des résidus modifiés dans le
cytochrome b de levure (1KY0.pdb). La stigmatelline est représentée en jaune.

Sept mutants possédant les mutations VLPWF, L275F, F278A, M295L seules ou

combinées ont été construits (Tableau 4) puis analysés.
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Tableau 4: Mutants possédant des résidus humanisés

Mutant Mutations
LF L275F
FA F278A
ML M295L
LFFA L275,F278A
HS1 L275F, F278A, M295L
AB9 CCVY133-136VLPW, H141F
AB21 CCVY133-136VLPW, H141F, L275F, F278A, M295L

2. Impact des variations sur la croissance respiratoire, sur I'assemblage et
I'activité du complexe bc:

La croissance des mutants sur milieu respiratoire a été analysée dans deux
contextes nucléaires différents : W3031-B (ou CW, notre de souche de référence) et JC8
(ou CK, qui possede une capacité respiratoire plus faible et qui nous permet d'observer
plus facilement des différences de croissance entre les mutants) (Figure 32). Dans un
contexte CW, les simples mutants ont une croissance sauvage ou quasi-sauvage. Le
double mutant L275F-F278A comme le triple mutant L275F-F278A-M295L présente
une diminution importante de la croissance respiratoire. L'introduction des variations
VLPWF permet de restaurer partiellement cette croissance. Dans un contexte CK, ou les
différences entre les souches sont plus nettes, les mutants F278A et les mutants

possédant les variations VLPWF poussent moins bien que les mutants M295L et L275F.

CW CK

Glucose Ethanol/Glycérol  Glucose  Ethanol/Glycérol

L275F, F278A

L275F, F278A, M295L

VLPWF

VLPWF, L275F, F278A, M295L

Figure 32: Impacts des variations sur la croissance des mutants humanisés sur milieu
fermentescible (glucose) et sur milieu respiratoire (éthanol/glycérol). Les mutations ont été
introduites dans deux contextes nucléaires différents: CW et CK. Des dilutions en séries des différentes
souches ont été déposées sur les deux milieux et mises a incuber pendant trois jours a 28°C.
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Afin de comprendre la diminution de la croissance respiratoire de certains
mutants, le niveau de cytochrome b dans les cellules intactes a été mesuré par
spectrophotométrie. Le niveau de cytochrome b des mutants est diminué de seulement
10 a 20% et n’explique donc pas la diminution sévere de la croissance sur milieu non
fermentescible des mutants L275F-F278A et L275F-F278A-M295L. L’activité quinol-
cytochrome c¢ réductase des mutants a donc été mesurée (Tableau 5). Les mutations
L275F et M295L seules ne semblent pas affecter I'activité du complexe. Les données
obtenues montrent une diminution de pres de 40% du mutant F278A par rapport au
sauvage expliquant la diminution de croissance de ce mutant dans le contexte CK. Le
triple mutant L275F-F278A-M295L présente une diminution d’activité d’environ 50%
qui est restaurée par I'ajout des résidus VLPWF comme on peut I'observer en croissance.
Le mutant combinant les mutations L275F et F278A présente une activité de 81%
comparée au sauvage ce qui ne va pas dans le sens des données de croissance
respiratoire ou ce mutant a une croissance plus faible que le mutant F278A par exemple.
A noter également, qu’il ne semble pas y avoir de modification de 'affinité de la quinol

pour 'ensemble des mutants.

Tableau 5: Activité et propriétés catalytiques du complexe bci des mutants humanisés. Les
conditions expérimentales sont présentées l'annexe 1. 2 Cytochrome c réduit par complexe bci par
seconde en utilisant 20 pM de décylubiquinol (DQHz). Les mesures ont été répétées au moins deux fois et
moyennées. L'erreur n'excéde pas 10% des valeurs présentées. Les valeurs sont représentées en % de
I'activité du WT. P La Vinax représente 'activité DQH; - cyt ¢ réductase maximale mesurée a 550 - 540 nm.
La Vmax du WT est de 100 s contre 160 s pour le WT tableau 3; les deux séries de mutants -
« Plasmodiumisés » et humanisés - ont le méme génome mitochondrial (a l'exception des mutations
introduites dans cette étude) mais ont un génome nucléaire différent (diploide pour les mutants
« Plasmodiumisés » et CW pour les mutants humanisés) ce qui change la valeur de I'activité du complexe
bci mais n’a pas d’effet les résistances/sensibilités aux inhibiteurs. ¢ Le K, pour la DQH; est déduit,
comme pour la Via, de la titration de I'activité DQH> - cyt c réductase avec des concentrations croissantes
en substrat (représentation Eadie-Hofstee). 4 Le kmin = Vinax/ Km.

Souche Activité (%)2  Vmax (s1)P K (DQHz uM)¢  Kpind
WT 100 100 3,4 29
L275F 111 105 3,3 32
F278A 61 63 3,1 20
M295L 123 119 3,2 37
L275F,F278A 81 75 3,3 23
L275F,F278A,M295L 47 43 3,2 13
VLPWF 34 32 4,0 8
VLPWF,L275F,F278A,M295L 89 96 4,2 23
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3. Cas du mutant L275F-F278A (LFFA)

Afin de comprendre la différence observée entre la croissance respiratoire et
'activité quinol-cytochrome c¢ réductase du double mutant, nous avons mesuré la
consommation d’oxygene des cellules intactes a I'aide d’une électrode a oxygeéne de type
Clark en présence d'un agent découpleur, le CCCP (carbonyl cyanide-m-
chlorophenylhydrazone). L’électrode va enregistrer le courant électrique qui est
proportionnel a la concentration en oxygene dissous dans le milieu. Le CCCP va dissiper
artificiellement le gradient de protonsce qui entraine une inhibition de la synthese
d’ATP; le transfert des électrons et la consommation d’oxygene sont alors a leur
maximum. Les données montrent une diminution de pres de 50% de la consommation
du mutant LFFA comparé au sauvage mais également aux simples mutants, L275F et
F278A (Figure 33). Ces données vont dans le méme sens que celles obtenues avec les

croissances sur milieu non fermentescible.
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Figure 33: Consommation en oxygene de la souche sauvage et des mutants L275F, F278A et LFFA.
La consommation en oxygéne des cellules intactes a été mesurée a 'aide d’'une électrode a oxygene et en
présence de 10 uM de CCCP. Pour toutes les souches analysées, une méme quantité de cellules est utilisée
pour la mesure (correspondant a une densité optique a 600nm dans la chambre de mesure de 4).

Une production d’espéces réactives de l'oxygeéne pourrait expliquer l'activité
quinol-cytochrome ¢ réductase élevée du mutant LFFA. En effet, lors de la mesure de
cette activité, les ions superoxydes produits par le complexe III réduisent le cytochrome
c. L’activité du complexe bc1 du mutant a donc été mesurée en présence et en absence de

deux enzymes du systeme antioxydant: la superoxyde dismutase qui catalyse la
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dismutation du superoxyde en oxygene et peroxyde d’hydrogene et la catalase qui
catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogene en oxygene et eau; l'activité reste
inchangée ce qui semble exclure la surproduction d’ERO.

La mesure d’activité du complexe bci se fait en présence d'un substrat non
naturel pour la cellule, la décylubiquinol, qui pourrait masquer une légere déficience.
Lorsque nous mesurons l'activité NADH-cytochrome c¢ réductase, c’est-a-dire en
présence de la quinol native, on constate une diminution de 'activité du complexe de
pres de 40%. L’emploi de la décylubiquinol pourrait donc expliquer I'activité apparente

du double mutant.

C. Analyse des différentes versions du complexe bcy

Dans le but d’obtenir des informations sur la base structurale de la différence de
sensibilité aux inhibiteurs du site Q, entre I'’enzyme de la levure, de 'Homme et de P.
falciparum, nous avons comparé la sensibilité des différentes enzymes construites a
deux antipaludiques: I'atovaquone, qui est le seul inhibiteur du complexe bci du
parasite a étre commercialisé et RCQ06, qui a été développé récemment. Nous avons
également étudié la sensibilité de ces enzymes a I'azoxystrobine, un fongicide employé
en agriculture. RCQ06 a été décrit lors d'une étude sur le développement de quinolones
comme antipaludiques (Cowley et al. 2012). Il a été montré que ce composé inhibe
efficacement le complexe bc1 du parasite ; I'lCso est d’environ 1,3 nM ce qui est du méme
ordre que I'lCso de I'atovaquone (Biagini et al. 2008). L’analyse in silico de la liaison de
cet inhibiteur dans le site Qo du complexe suggere que cette molécule se fixe dans une
position distale de I'heme b, et proximale du site de « docking » de Rip1 (Cowley et al.
2012), comme l'atovaquone. L’azoxystrobine, qui a également été testé, se fixe quant a
elle dans une position proximale de I'heme b et distal de Ripl (Esser et al. 2004).
L’activité du complexe bci des différentes constructions a été mesurée en présence de
différentes concentrations en inhibiteurs afin de déterminer un ICso permettant de
comparer les différentes constructions (Tableau 6). Cette étude fait I'objet d'un article en

préparation joint en annexe.
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1. Sensibilité des mutants a I'atovaquone

Comme cela a été cité précédemment, le complexe bci de P. falciparum et de la
levure sont fortement sensible a I'atovaquone tandis que I'enzyme de mammifere est
moins réactive. L'introduction du variant L275F dans la levure rend 'enzyme de cette
derniere résistante a l'atovaquone (rapport ICso L275F / ICso WT est de 40).
L’introduction de deux autres variants humain, a savoir, F278A et M295L confére
également une résistance au composé qui est, cependant, moins importante que celle
induite par 'introduction d’'une phénylalanine en position 275. La combinaison des trois
mutations cause une augmentation de la résistance. Lorsque les variations humaines en
position 133-136 et 141 sont introduites dans le triple mutant, la résistance a
I'atovaquone est diminuée mais I'’enzyme reste 11 fois plus résistance que I'enzyme de
levure sauvage avec un rapport ICso/bc1 de 60 ce qui est proche du rapport ICso/bc1 de
75 obtenu pour I'enzyme bovine. Ces données suggerent que la combinaison de F275,
A278 et L295 dans le complexe bci humain est responsable de la faible réactivité de
I'enzyme a l'atovaquone. Dans le cas du modele « P. falciparum », lorsque la variation
L275F est combinée a d’autres variations (VLPWY (PF2) ou A158-161 (PF4) ou résidus
283-299 (PF8) ou I'ensemble (PF7)), I'impact de F275 sur la sensibilité a I'atovaquone
est diminué ; I'enzyme PF7 est méme plus sensible que '’enzyme de levure sauvage. La
sensibilité de '’enzyme du parasite a I'atovaquone pourrait donc s’expliquer par la
combinaison de variations (VLPWY, A158-161, résidus 283-299) qui annulerait la

résistance induite par F275.

2. Sensibilité des mutants a RCQ06

Comme cela a été décrit dans (Cowley et al. 2012) le complexe bci de P.
falciparum est sensible a RCQ06. Cependant, et contrairement a I'atovaquone, I'enzyme
de levure est fortement résistante au nouvel antipaludique (ICso/bc1 >500). De maniere
intéressante, I'introduction de la phénylalanine en position 275 n’induit pas une forte
résistance, comme dans le cas de I'atovaquone, mais au contraire rend l'’enzyme de
levure fortement sensible a RCQ06 (ICso/bc1 de 10). Les autres variations humaines ou
parasitaires, a I'exception de M295L (ICso/bc1 de 90), introduites chez la levure ne

rendent pas I’enzyme plus sensible a la molécule. L’ensemble des mutants portant F275
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sont sensibles a I'inhibiteur (ICso/bci de 5 a 50). La délétioA158 -161 et les résidus
283-299 introduits dans la levure pour mimer l'enzyme de Plasmodium diminuent,
cependant, 'effet de F275. RCQO06 serait donc, dans I'’enzyme humaine et dans celle du
parasite, stabilisé par un résidu aromatique en position 275 tandis que la liaison de

I'atovaquone serait perturbée par ce résidu volumineux.

3. Sensibilité a I'azoxystrobine

L’atovaquone et RCQO6 se liant, tout deux, en position distale de 'heme by, et
interagissant avec la protéine fer-soufre, nous avons voulu tester I'impact des variants
humains et du parasite sur la sensibilité de 'enzyme a l’azoxystrobine qui se lie en
position proximale de 1'héme bi. L'enzyme de levure est sensible a ce Qol.
L’azoxystrobine a une faible réactivité envers le complexe bc1 des mammiferes. Aucune
donnée n’est disponible pour le complexe bci de Plasmodium. Les résidus F275, A278 et
L295 seuls ou combinés dans le modele « humain» conférent une résistance a
I'azoxystrobine. Les changements en position 133-141 diminuent cette résistance.
Comme pour I'atovaquone, la faible sensibilité de I'enzyme mammifére a I’azoxystrobine
pourrait s’expliquer par la combinaison des trois résidus : F275, A278 et L295. Dans les
mutants « Plasmodium », les résidus 275-299 conférent une forte résistance a la
molécule tandis que les variations 133-141 et la délétion des résidus 158-161
augmentent la sensibilité a 'azoxystrobine et masquent la résistance causée par F275. 11
est probable que les changements structuraux induits par VLPWH et A158-161

stabilisent la drogue dans la poche catalytique.
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Tableau 6: Mutants du site Q,: sensibilité a 'atovaquone, RCQ06 et azoxystrobine. 2 Les valeurs
présentées correspondent au rapport ICsp sur la concentration en complexe bci monomérique. Par
exemple, 4 molécules d’atovaquone par complexe bci de levure sauvage sont nécessaires pour inhiber
I'activité quinol-cytochrome ¢ réductase de 50%. b (Biagini et al. 2008). ¢ (Cowley et al. 2012). 4 Les
mitochondries de beeuf ont été fournies par P. Rich, UCL, Londres.

ICso inhibiteur/[bc1]?

RIS atovaquone  azoxystrobine RCQO6
Plasmodium 3 nMPb nd 1.3 nM¢
Bovined 75 180 40
Levure
Mutants « Plasmodiumisés »
WT 4 17 >500
PF7 VLPWY,A158-161,L275F,R283K,M295V,F296L,1299L 1 10 30
PF3 A158-161 12 (x3) 6 >500
PF4 VLPWY,A158-161,L275F 4 8 50
PF1 VLPWY 2 5 >500
PF2 VLPWY,L275F 10 16 10
PF8 L275F,R283K,M295V,F296L,1299L 16 (x2,5) 220 (x13) 40
Mutants humanisés
WT 4 17 >500
LF L275F 150 (x35) 30 (x2) 10
FA F278A 35 (x9) 120 (x7) >500
ML M295L 10 (x2,5) 44 (2,5) 90
LFFA L275F F278A 200 (x50) 130 (x8) 6
HS1 L275F F278AM295L 170 (x40) 160 (x9) 10
AB9 VLPWF 2 10 >500
AB21 VLPWF,L275F,F278A,M295L 60 (x15) 140 (x8) 10

III. Conclusion et perspectives

Les données obtenues ont montré que le résidu en position 275 joue un role clé dans
la sensibilité différentielle a I'atovaquone et a RCQO06. En effet, I'introduction d’une
phénylalanine dans le complexe bci de la levure induit une forte résistance a
I'atovaquone probablement par encombrement stérique. Ce résidu, associé a A278 et
L295, expliquerait la faible sensibilité de 'enzyme humain a l'atovaquone. Plasmodium
qui possede une phénylalanine en position 275 est, contrairement a ’'Homme, sensible a

I'inhibiteur. Cette sensibilité de I'enzyme a la drogue pourrait s’expliquer par la
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combinaison des variations (VLPWY, A158-161, résidus 283-299) qui annule la
résistance induite par F275 dans notre modele. Pour le composé RCQO06, ce résidu
expliquerait la sensibilité de I'enzyme humaine et du parasite a la molécule ; tous les
mutants possédant cette phénylalanine étant sensible a cette drogue. L’'introduction
d’'un résidu aromatique pourrait stabiliser la drogue dans la poche catalytique. Les
données obtenues, d'une part, valident nos deux modeles - enzyme humanisée et
enzyme « Plasmodiumisée » - et d’autre part, nous permettent de mieux comprendre les
différences de sensibilité des enzymes de levure, humaine et du parasite aux Qols.

Nous nous sommes intéressés aux résidus qui ont été décrits comme étant impliqués
dans la liaison des inhibiteurs du site Q, (d’aprés des données structurales ou des
mutations de résistance aux Qols) mais nous ne pouvons pas exclure que d’autres
résidus jouent également un réle dans la sensibilité différentielle.

Les informations obtenues pourraient étre utilisées pour la conception et les
modeles, pour le criblage de nouveaux agents thérapeutiques. Nous avons développé, au
cours de ma these, un test rapide pour cribler des molécules capables d’'inhiber la
fonction respiratoire. Ce test, décrit dans la partie B du chapitre II, pourrait étre utilisé
sur les mutants mimant les poches catalytiques de Plasmodium et de 'Homme afin
d’'identifier des molécules capables d’inhiber spécifiquement le complexe bci du
parasite. Cependant, il est nécessaire pour ce test d’avoir des souches qui respirent
suffisamment ce qui n’est pas le cas du mutant PF7. Au vu des résultats obtenus au cours
de cette étude, il semble que la délétion des résidus 158-161 n’est pas un role majeur
dans la sensibilité du parasite aux antipaludiques. De ce fait, une souche avec I’ensemble
des mutations introduites dans PF7 a I'exception de la délétion pourrait étre créée pour
ce test. Le modele « Plasmodium », en plus de permettre le design et le criblage de
nouveaux composés, pourrait étre utilisé pour suivre 'apparition des résistances aux

inhibiteurs en développement.
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Chapitre I-B : HDQ, un puissant inhibiteur de la prolifération de
Plasmodium falciparum, se lie au site Q; du complexe bc:

I. Introduction

Face a I'apparition de parasites résistants a 'atovaquone, seul antipaludique ciblant
le complexe bci a étre commercialisé, de nouvelles molécules capables d’inhiber la
prolifération de ces parasites doivent étre développées.

L’1-Hydroxy-2-dodecyl-4(1H)quinolone (HDQ) a été décrit comme étant un
inhibiteur de la réplication de P. falciparum et de T. gondii (Saleh et al. 2007). Cet
analogue des quinones inhibe la NADH déshydrogénase alternative 2 et le complexe I de
la levure Yarrowia lipolytica (Eschemann et al. 2005) ainsi que la NDH2 de T. gondii
exprimée chez cette levure (Lin et al. 2008). La structure d’"HDQ est tres proche de celle
d’HQNO, un Qil du complexe bci des mammiferes et de la levure (Figure 34). Il se
pourrait donc que l'activité antipaludique d’HDQ soit médiée par une inhibition du
complexe bci, et plus spécifiquement, par un blocage de la fonction du site Qi. Nos
collaborateurs du Liverpool School of Tropical Medicine ont montré qu'HDQ interrompt
la fonction mitochondriale en inhibant efficacement la PENDH2 et aussi le complexe bcy
de P. falciparum. Mon rdéle dans ce projet a été de déterminer le site de liaison de
I'inhibiteur. Comme il est difficile d’obtenir des mitochondries plasmodiales en quantité
et en qualité suffisante pour ce type d’analyse, nous avons choisi d’utiliser la levure
comme organisme modele. Cette étude a fait I'objet d’'une publication (partie II). Les

résultats obtenus avec le modeéle levure sont résumés dans la partie III du chapitre.

OH

Figure 34: Structure d’'HDQ (A) et d’"HQNO (B).
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II. Article

HDQ, a potent inhibitor of plasmodium falciparum proliferation, binds

to the quinone reduction site of the cytochrome bci complex.
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The mitochondrial bc1 complex is a multi-subunit enzyme that catalyses the transfer of
electrons from ubiquinol to cytochrome c coupled to the vectorial translocation of
protons across the inner mitochondrial membrane. The complex contains two distinct
quinone-binding sites, Q, and Q;, located on opposite sides of the membrane within
cytochrome b. Inhibitors of the Q, site such as atovaquone, active against the bci

complex of Plasmodium falciparum, have been developed and formulated as antimalarial
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drugs. Unfortunately, single point mutations in the Q, site can rapidly render
atovaquone ineffective. The development of drugs that could circumvent cross-
resistance with atovaquone is needed. Here, we report on the mode of action of a potent
inhibitor of P. falciparum proliferation, 1-hydroxy-2-dodecyl-4(1H)quinolone (HDQ). We
show that the parasite bc1 complex - from both control and atovaquone resistant strains
- is inhibited by submicromolar concentrations of HDQ, indicating the two drugs have
different targets within the complex. The binding site of HDQ was then determined by
using a yeast model. Introduction of point mutations into the Q; site, namely G33A,
H204Y, M221Q and K228M, markedly decreased HDQ inhibition. By contrast, known
inhibitor resistance mutations at the Q, site did not cause HDQ resistance. This study,
using HDQ as a proof-of-principle inhibitor, indicates that the Q; site of the bc1 complex

is a viable target for antimalarial drug development.

INTRODUCTION

Toxoplasma gondii and Plasmodium falciparum are apicomplexan parasites
causing toxoplasmosis and malaria, respectively. This latter disease is among the most
serious health problems in the world, leading to over 1 million deaths per year. Over
recent years, an increase in malaria mortality has been attributed to the development of
parasite resistance to first line therapies, which has raised calls for the urgent
development of new drugs with novel modes of action (e.g. (6)). The mitochondrial
respiratory chain is an effective target for antimicrobial agents directed against these
pathogens. Differences between respiratory chain enzymes of mammals and pathogenic
organisms have been exploited to develop compounds used for drug therapy such as
atovaquone. Atovaquone is a hydroxynapthoquinone active against different parasitic
diseases (malaria, toxoplasmosis and Pneumocystis pneumonia caused by the
opportunistic pathogen fungus Pneumocystis jirovecii). Atovaquone inhibits the activity
of the bci complex activity, a central enzyme of the respiratory chain (24). The
mitochondrial bci complex is a multi-subunit enzyme that catalyses the transfer of
electrons from ubiquinol to cytochrome ¢ and couples this electron transfer to the

vectorial translocation of protons across the inner mitochondrial membrane. The
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complex contains two distinct quinone-binding sites (Qo, quinol oxidation site, and Q;,
quinone reduction site), which are located on opposite sides of the membrane.
Cytochrome b, the central membrane - embedded subunit, encoded by the mitochondrial
genome, provides both Q, and Q; binding pockets. As a consequence of atovaquone-
mediated bci complex inhibition, the electron transfer through the respiratory chain
stops and the mitochondrial membrane potential of P. falciparum collapses. In addition,
without a functioning bci complex to oxidize ubiquinol, the dihydroororate
dehydrogenase oxidization (DHODH) comes to a halt as oxidized ubiquinone is required
as an electron acceptor for the DHODH. Pyrimidine biosynthesis is thus inhibited which
is lethal for the parasite (39,44,45). Unfortunately, resistance to atovaquone has been
observed in both P. falciparum and T. gondii. This resistance is often associated with
mutations in the target site, cytochrome b, the main subunit of the bci complex
(reviewed in (21)). As atovaquone is effective against both circulating asexual stage
parasites and liver stage parasites, it is a useful drug for both malaria treatment and
prophylaxis. Therefore new drugs that target the bci complex but that can circumvent
atovaquone resistance and/or are more recalcitrant to resistance would be very
welcomed. Currently, several different chemotypes targeting the bci complex have been
developed, these include the hydroxynapthoquinones (atovaquone analogues),
pyridones (clopidol analogues) and acridine related compounds (acridinediones,
acridones and quinolones, reviewed in (1)).

1-Hydroxy-2-dodecyl-4(1H)quinolone (HDQ) was recently shown to inhibit parasite
replication of T. gondii and P. falciparum in nanomolar concentrations (40). HDQ
treatment in T. gondii causes a loss of the mitochondrial inner-membrane potential and
a severe ATP depletion due to the block of the electron flow (34). Because of the
structural similarity between HDQ and ubiquinol, it seems likely that the drug could
target ubiquinol binding sites of respiratory enzymes. Consistent with this hypothesis,
HDQ has been shown to inhibit the mitochondrial alternative NADH dehydrogenase
(NDH2) and Complex I of the yeast Yarrowia lipolytica, albeit with different efficiencies
(ICso values were 0.2 uM and 2 pM, respectively) (16). The T. gondii type-1I NADH
dehydrogenase expressed in Y. lipolytica has also been shown to be inhibited by HDQ
with an ICsg value of 0.3 pM (36). Furthermore, the HDQ-related compound HQNO (2-

heptyl-4-hydroxyquinoline N-oxide) is a known inhibitor of mammalian and S. cerevisiae
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bci1 complex. Mutations causing resistance to HQNO have been reported in yeast; they
are located at the Q; site of the complex (reviewed in (10)). This led us to question
whether the antimalarial activity of HDQ may be mediated via bci complex inhibition,
and more specifically, by blocking the Q; site function.

Here, we demonstrate that in P. falciparum, HDQ, in addition to its inhibitory
action towards the NADH:ubiquinone-oxidoreductase (PfNDH2), disrupts mitochondrial
function through the potent inhibition of the bci complex. By studying yeast with
specific cytochrome b mutations in the Qo and Q; sites, and using molecular modeling, we
show that HDQ inhibition of the bc1 complex is mediated via Q; binding. HDQ therefore

displays a novel inhibitory mode of action against an important antimalarial target.

MATERIALS AND METHODS

Chemical synthesis of 1-Hydroxy-2-dodecyl-4(1H)quinolone (HDQ). Synthesis of HDQ was based on
the method of Woscheck, et al. (49) (see Fig. S1 for route of synthesis). Briefly, ethyl 3-oxopentadecanoate
(prepared according to (46)) was condensed with aniline using a catalytic amount of p-toluenesulfonic
acid and azeotropic removal of water. The crude enamine was cyclised in Dowtherm to give 2-
dodecylquinolin-4(1H)-one. Treatment of this 4(1H)-quinolone with potassium tert-butoxide followed by
esterification with ethyl chloroformate gave the 4-(ethoxycarbonyloxy)quinoline. Oxidation of this with
mCPBA gave the N-oxide. Hydrolysis of the N-oxide with potassium hydroxide in aqueous ethanol,
followed by acidic workup and recrystallization gave HDQ. All spectroscopic data and CHN analysis was in

accord with the proposed structure.

Parasites, culture and drug sensitivity testing. Plasmodium falciparum (3D7 strain) cultures consisted
of a 2 % suspension of O+ erythrocytes in RPMI 1640 medium (R8758, glutamine, and NaHCO3)
supplemented with 10 % pooled human AB+ serum, 25 mM HEPES (pH 7.4), and 20 pM gentamicin sulfate
(47). Cultures were grown under a gaseous headspace of 4% 03, 3% CO; in N; at 37°C. Parasite growth
was synchronized by treatment with sorbitol (32). Drug susceptibilities were assessed by the
measurement of fluorescence after the addition of SYBR Green I as described in (42). Drug ICso values
were calculated from the log of the dose/response relationship, as fitted with Grafit software (Erithacus
Software, Kent, United Kingdom). Results are given as the means of at least three separate experiments.
The atovaquone resistant isolate TM90C2B (Thailand) was generously provided by Professor Dennis Kyle
(College of Public Health, University of South Florida, 13201 Bruce B. Downs Boulevard, MDC 56, Tampa,
Florida 33612, USA).

Transgenic Parasites. 3D7-yDHOD-GFP, a transgenic derivative of P. falciparum 3D7 containing yeast

dihydroorotate dehydrogenase (DHODH) was generated through electroporation of purified pHHyDHOD-
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GFP plasmid into ring stages of P. falciparum using a BioRad GenePulser following the method in (39).
Purified pHHyDHOD-GFP plasmid was generously provided by Professor Akhil Vaidya (Drexel University
College of Medicine, 2900 W. Queen Lane, Philadelphia, PA 19129, USA). This plasmid contains a human
dihydrofolate reductase gene as a WR99210-selectable marker (39).

Preparation of P. falciparum cell-free extracts. Free parasites were prepared from aliquots of infected
erythrocytes (approximately 8 x 10° cells ml1) by adding 5 volumes of 0.15% (wt/vol) saponin in
phosphate-buffered saline (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.76 mM K;HPO,4, 8.0 mM Na;HPO4, 5.5 mM D-
glucose, pH 7.4) for 5 min, followed by three washes by centrifugation and resuspension in HEPES (25
mM)-buffered RPMI containing a protease inhibitor cocktail (Complete Mini, Roche). Cell extract was

prepared by repeated freeze-thawing in liquid N3, followed by disruption with a sonicating probe.

Preparation of recombinant P. falciparum NADH dehydrogenase (PfNDH2). Recombinant PfNDH2
was prepared from the E. coli heterologous expression strain F571 as described in (22) and used as a
crude membrane preparation at a total protein concentration of 15 pg/ml for NADH:decylubiquinone

oxidoreductase activity measurement.

Measurement of NADH:decylubiquinone oxidoreductase activity. Recombinant PfNDH2 and yeast
NDH2 activities (using samples prepared as in (19)) were assayed in a reaction medium consisting of 50
mM potassium phosphate (pH 7.5), 2 mM EDTA, 200 uM NADH and 10 mM KCN. NADH:decylubiquinone
oxidoreductase activity was initiated by the addition of 50 pM decylubiquinone. Decylubiquinone
reduction was monitored at 283 nm (€ 283 = 8.1 mM! cm'!) in a Cary 4000 spectrophotometer, with rate-

and ICso data determined as described for the cytochrome c reductase assay.

Measurement of cytochrome c reductase activity in P. falciparum samples. Cytochrome c reductase
activity measurements were assayed in 50 mM potassium phosphate (pH 7.5), 2 mM EDTA, 10 mM KCN,
and 30 pM equine cytochrome c (Sigma) at room temperature (4,22). Cytochrome c reductase activity was
initiated by the addition of decylubiquinol (50 uM). Reduction of cytochrome ¢ was monitored in a Cary
4000 spectrophotometer at 550 versus 542 nm. Initial rates (computer-fitted as zero-order kinetics) were
measured as a function of decylubiquinol concentration. Turnover rates of cytochrome c reduction were
determined using €s50-542=18.1 mM-lcm-L. Inhibitors of bc; activity were added without prior incubation.
DMSO in the assays did not exceed 0.3 % (v/v). ICsos were calculated by using the four-parameter logistic
method. As we previously showed in Fisher et al,, 2009 (22), the spectrophotometric challenge presented
by the presence of hemozoin is countered by adjusting the protein concentration within the cuvette such
that the total absorbance is under 2.0 units (i.e. 1% transmitted light), which, coupled with the use of
exogenous cytochrome c for the enzymatic assay (AA = 0.02/min), is well within the operating parameters
of the Cary 4000 spectrophotometer used in the assays. It should be noted that, in addition to the above,
hemozoin is chemically inert under our assay conditions and so will not cause a drift in the measured

absorbance.
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Real-time single-cell monitoring of membrane potential (Ym). The rhodamine derivative, TMRE
(tetramethylrhodamine ethyl ester), was used to monitor the membrane potential (¥m) of the plasma-

membrane and mitochondria of malaria infected red blood cells, as described previously (4,5).

Yeast mutant strains. The mutations of the cytochrome b gene are listed in Table 1. The mutated and WT
mitochondrial genomes were transferred by cytoduction into AD1-9 (a ura3 his1, yor1A ::hisG, snq2A::hisG,
pdr5A:: hisG, pdr10A :hisG, pdr11A :hisG, ycflA ::hisG, pdr34 :hisG, pdrl5A ::hisG, pdrlA :hisG) (kindly
given by M.Ghislain, UCL, Belgium) and into BY4742 Acox7 (a ura3 his3 leuZ lys2 Acox7::G418) (purchased
from Euroscarf). All of the strains analyzed in this study of the AD1-9 or the BY4742 series were isogenic.
The BY4742 Acox7 series were used for the cytochrome c reductase assays. As the strain lacks a functional
cytochrome oxidase due to the nuclear Acox7 mutation, the quinol cytochrome ¢ reductase activity could
be measured without added KCN. The AD1-9 series were used for all the growth experiments, as the
multiple deletions in the ABC transporter genes render the strains more sensitive to drugs than standard

yeast strains (26). The yeast culture media were as described in (19).

Measurement of quinol cytochrome c reductase activity in yeast mitochondria. Mitochondria were
prepared as in (33). Quinol cytochrome c reductase activity measurements were performed in 10mM
potassium phosphate pH 7 and 20uM equine cytochrome ¢ at room temperature. Mitochondria were
diluted to 5-30 nM bci complex. Concentrations were determined from reduced optical spectra, using
€=28.5 mM-1l.cm' at 562nm minus 575nm. Activity was initiated by the addition of 40uM decylubiquinol.
Cytochrome c reduction was recorded at 550nm versus 540nm over a 3-min time-course in a Beckmann
DU 640 spectrophotometer. Initial rates were measured. ICso values were determined by inhibitor

titration over a 10-100% inhibition range. The measurements were repeated at least twice and averaged.

Molecular docking. Equilibrium geometry was performed on HDQ wusing Spartan ‘08
(http://www.computational-chemistry.co.uk/spartan08.html) with molecular mechanics; MMEFF.
Molecular docking of HDQ into the Q; site of yeast bci complex (PDB: 3CX5) was performed using GOLD
5.0.1 (48). Hydrogen atoms were added to the protein and all crystallographic water molecules removed.
The yeast protein was aligned with that of bovine bci complex (PDB: 1SQX) which is highly conserved at
the Q; site and co-crystallised with ubiquinone. The location of ubiquinone was used in the modelling to
define the search space for the docking algorithm. The site for docking was defined to be all residues
within 54 of ubiquinone in the yeast protein. Docking was also performed including waters within 3A of
the binding site but did not yield different results compared with no waters present. No water molecules
were close enough to the various docking poses to form hydrogen bonds. Analysis is based on results with
no water molecules present. GoldScore fitness function was used to perform the docking. GoldScore is a
molecular mechanics based scoring function that uses protein-ligand hydrogen bond and Van der Waals
terms to optimise for the prediction of ligand binding poses. The docking was repeated 10 times, with

early termination criteria disabled and default GA settings applied.
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RESULTS

HDQ disrupts P. falciparum mitochondrial function and inhibits PFNDH2 and the
bc1 complex.

HDQ displayed potent inhibitory activity of P. falciparum growth proliferation
with an ICsp of 86.5 * 2.6 nM against the control strain 3D7 (all values are derived from 3
or more independent experiments performed as described in Materials and Methods).
The drug was markedly less effective against the transgenic strain containing yeast
dihydroorotate dehydrogenase (3D7-yDHODH-GFP) with ICso of 6.1 * 0.9 uM, as
previously reported in (15). The decreased sensitivity clearly indicates that HDQ inhibits
mitochondrial function, as the expression of the yeast dihydroorotate dehydrogenase
has been shown to by-pass the need for an efficient quinol oxidation by the bci complex
(39). Addition of proguanil (1 uM final concentration) was observed to reverse the
resistance of the transgenic 3D7-yDHODH-GFP strain to HDQ, as has been shown for
atovaquone (39). Interestingly the isolate TM90C2B that carries the cytochrome b
mutation Y268S (yeast Y279S) and shows a high level of atovaquone resistance (ICso
mutant/control >1000), is highly sensitive to HDQ (ICso of 64 + 7.2 nM), which suggests
that these inhibitors have a different mode/site of action. As described earlier, HDQ has
previously been reported to act as an inhibitor of the type II NADH dehydrogenase
(NDH2) in Y. lipolytica (16) and of NDH2 from T. gondii expressed in Y. lipolytica (36). In
agreement with these published data, we found that the activity of the recombinant
malaria parasite PINDH2 was sensitive to submicromolar concentrations of HDQ with a
measured [Cso of 77 £ 4.2 nM (Fig. 1a). A previous study reported that PENDH2 was not
sensitive to HDQ (15). The discrepancy is likely to originate from the significant
differences in the heterologous expression strategy used for this enzyme, as well as
differences in the assay conditions, these issues have been discussed previously (22) .

Interestingly, the parasite bci complex activity, was also found to be inhibited by
nanomolar concentration of HDQ with a ICso = 19 + 1.3 nM (Fig. 1a), which is in the same
range as the ICso for the Q, site inhibitors atovaquone and the acridinedione WR249685
(ICs0 = 3-5 nM) (4). Thus the quinol analog appears to have a dual action, targeting two

respiratory enzymes, the PENDH2 and the bci complex. Consistent with HDQ inhibiting
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these respiratory enzymes, perfusion of HDQ to trophozoites-stage parasites resulted in

arapid depolarisation of mitochondrial membrane potential (Fig. 1b).
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Fig.1. Effect of HDQ on P. falciparum PfNDH2, bci complex and mitochondrial membrane potential. a) The
PfNDH2 activity (closed circles) was determined by monitoring NADH oxidation and concomitant decylquinone
reduction; the bci1 activity (open circles) was determined by monitoring cytochrome c reduction using decylubiquinol
as electron donor (Materials and Methods). All data have been acquired from multiple observations from at least three
separate preparations. DMSO in the assays did not exceed 0.3%. ICso values were calculated by using the four-
parameter logistic method. b) Effect of HDQ on the mitochondrial membrane potential (Wm) of P. falciparum. Time
course of TMRE-dependent fluorescence after the addition of HDQ (100 nM) to P. falciparum-infected erythrocytes.
Data were normalized to 100% in untreated and to 0% in CCCP (10 pM)-treated cells. Graph shows mean data
derived from experiments performed independently * standard errors (n = 3).

Furthermore, we observed that the bci complex activity of the atovaquone
resistant isolate TM90C2B was as sensitive to HDQ as the wild type (atovaquone
sensitive) strain 3D7, with 200 nM HDQ reducing QH2-cytochrome c reductase activity
by 74% and 77%, respectively. The TM902CB and 3D7 strains were similarly sensitive
to the Qi-site inhibitor antimycin (5 pM), displaying 80% and 73% inhibition,
respectively, whilst 50 nM atovaquone reduced 3D7 bc: activity by 75% whilst only
affecting TM902CB bc1 activity by 10% (all experiments performed in triplicate as
described in Materials and Methods). These data confirm that the atovaquone resistance
mutation Y268S found in the TM902CB strain does not confer cross-resistance to HDQ,
indicating that the two drugs have distinct binding sites in the bci complex. In order to
further probe the specific binding site of HDQ to the bci complex, we used yeast as a

model system, owing to its tractability in being genetically/biochemically manipulated.
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We then generated a number of yeast mutants with specific point mutations in the Q,

and Q; sites and monitored their impact on HDQ sensitivity.

HDQ blocks the respiratory growth of S. cerevisae through inhibition of the bc:
complex.

We first monitored the effect of HDQ on the growth of yeast cells cultured in
respiratory medium, using ethanol as substrate and in fermentable medium using
glucose as substrate (10% glucose without aeration) (data not shown). HDQ inhibited
the respiratory growth with an ICso of approximately 1 pM. Yeast growth in fermentable
medium was not affected by 20 uM HDQ, indicating that HDQ has no effect on cell
growth supported by fermentation. For comparison, the ICso values for atovaquone and
HQNO were approximately 20 and 5 puM, respectively. The sensitivity of the yeast NDH2
activity to HDQ was then assayed. We found that HDQ was a weak inhibitor of the S.
cerevisiae NDH2 (<10% inhibition of NADH:decylubiquinone oxidoreductase activity
with 1 uM HDQ, measured as described in Materials and Methods). Yeast bci1 complex
activity, on the contrary, was sensitive to HDQ (Fig. 2) with a ratio of ICso per bci
complex of 4-5, which is similar to the inhibitory effect of azoxystrobin, a bci complex

inhibitor acting at the Q, site and used to control plant pathogenic fungi.
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Fig. 2. Sensitivity of the yeast bci complex activity to HDQ and to the Qo site inhibitor azoxystobin. The quinol
cytochrome ¢ reductase activity was measured using mitochondria prepared from WT yeast cells (Materials and
Methods). The measures were repeated at least three times and averaged. The errors did not exceed 10% of the
presented values. The data are presented as the ratio of inhibitor concentration (open circles, azoxystrobin; close
circles, HDQ) on bc1 complex concentration. An ICso value of 4-5 (inhibitor molecules per bci complex) was estimated
from the plots.
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HDQ acts at the Q; site of the bci1 complex.
In order to determine the site of binding of HDQ, we monitored the impact of

mutations introduced in the Q, and Q; sites on the sensitivity to HDQ.

TABLE 1. Mutations in Cytochrome b

Mutations References Mutations References
G33A This work* R218K This work*
G37S This work* M221Q (11)
T1271 (26) F225L This work*
G143A (20) K228M/I1 This work*
1147V (26) L275F (26)
S152A (26) Y279C (19)
H204Y (11) Y279S (20)

S206T/V (11 G143A+K228M  This work*
N208V This work*

*site directed mutations are introduced in the mitochondrial cytochrome b gene by microprojectile bombardment-
mediated mitochondrial transformation as described previously (26).

First, we measured the quinol-cytochrome c reductase activity as described in Fig. 2 and
determined the ICso for HDQ. For comparison, we estimated the ICso for two other bct
complex inhibitors: the Q; site binding compound, antimycin and the Q, site binding
compound, azoxystrobin (Table 2). Two Q; site mutations G33A and K228M, previously
reported as causing resistance to HQNO and antimycin, respectively (8,13), decreased
the sensitivity of the bci complex towards HDQ (Table 2): the ICso increased
approximately 7- and 10 fold for G33A and K228M, respectively. K228M had a moderate
effect on antimycin sensitivity while the sensitivity towards the Q, site inhibitor
(azoxystrobin) was unchanged. The Q, site mutation G143A that causes a high level of
resistance towards azoxystrobin, myxothiazol and atovaquone (20) had no effect on
HDQ sensitivity. When G143A and K228M mutations were combined, the resulting
mutant showed resistance towards both Q, and Q; site inhibitors. We tested a third Q;
site change, G378, reported as causing weak resistance to ilicicolin H (14). This mutation
had no effect on HDQ sensitivity. For all of the mutations located in the active sites (Qo or

Qi), we observed a 1.5 to 2-fold decreased in bc1 complex activity.
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TABLE 2. Inhibitory effect of HDQ on the quinol cytochrome c reductase of WT and mutant mitochondria

Cytochrome b mutations TNa (s1) ICso / bc1 complex b

HDQ antimycin azoxystrobin
WT 33 4 0.5 5
Qi site
G33A 20 30 0.4 nd
G37S 20 4 0.4 nd
K228M 16 30-50 0.8 4
Qo site
G143A 15 4 0.5 >20
Qi and Qo
G143A+K228M 18 30-40 0.9 >20

aTN : turnover number, cytochrome c reduced per bci complex per second using 40 uM decylubiquinol (Materials and
Methods). The measurements have been repeated at least twice. The errors did not exceed 10% of the presented
values.

b Values are presented as ratio of ICso on the concentration of monomeric bci1 complex (estimated using cytochrome
optical signal as in Materials and Methods). For example, 0.5 molecules of the tight binding inhibitor antimycin were
added per monomeric bc1 complex to inhibit the quinol cytochrome c reductase activity by 50%.

We then monitored the inhibitory effect of HDQ on the respiratory growth of a
collection of Q; mutants chosen on the basis of the structure (28,29) and/or on previous
report of their effect on HQNO sensitivity (10) (Table 3). In line with the enzymatic data
presented in Table 2, G33A and K228M (and the double change G143A+K228M)
conferred a high level of resistance (ICsp >10 pM compared to 1 uM for the WT). These
mutants also showed a marked (>10-fold) resistance towards HQNO (data not shown).
Two other Q; mutations (causing HQNO resistance (10)) resulted in an increased
resistance towards HDQ, H204Y and M221Q, while mutations in positions 208, 218 and
225 had little effect. Interestingly the HDQ sensitivity of mutant K2281 was similar to
WT, in direct contrast to K228M. S206T/V and G37S appeared more sensitive to HDQ.
The increased sensitivity of the respiratory growth of G37S might seem surprising, as
the sensitivity of the mutated bci complex was unchanged compared to WT. However
this behaviour can be explained by the decreased activity of the bci complex in the
mutant (Table 2). As the level of bci complex activity is lower in the mutant cells, its
titration by HDQ in the culture gave a lower value. A similar behaviour explains the
increased sensitivity of S206V/T. Note that the respiratory growth of the mutants with

lower bci activity was not decreased in absence of inhibitor. The bc1 complex activity is
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in excess in WT yeast cell and only a severe decrease in the activity or level of the
complex results in a defective respiratory growth.

For comparison, we monitored the inhibitory effect of HDQ on respiratory
growth of Q, site mutants (Table 3). T1271, 1147V, S152A and L275F are mutations
found in the human pathogenic fungus P. jiroveci, after atovaquone treatment (26);
Y279C and S are atovaquone resistance mutations reported in P. falciparum (Y268C/S in
P. falciparum) . G143A causes high level of resistance towards Qo site fungicides in plant
pathogenic fungi and was shown to confer atovaquone-resistance when introduced in
yeast (20) (for a review of cytochrome b mutations see (21)). None of the atovaquone-
resistance mutations conferred cross-resistance towards HDQ. An increased sensitivity
towards HDQ was observed for several mutants. The increased sensitivity correlates
with a decreased activity of the mutated bci complex caused by the Q, site mutation.
T1271 and 1147V had no or mild effect on the bci complex activity (26) and on the
sensitivity towards HDQ, whereas S152A caused a 5-fold decrease in the activity (26)
and a marked sensitivity towards HDQ. G143A, resulted in a 2-fold decrease in quinol
cytochrome ¢ reductase activity and a >10-fold decrease in the sensitivity of the
respiratory growth to HDQ (Tables 2 & 3). L275F had no effect on the respiratory
growth sensitivity and the bci complex activity (not shown). Y279C/S has previously
been shown to severely impair bc1 complex activity (31), and accordingly, the ICso on
respiratory growth was markedly more sensitive to HDQ (< 0.05 uM). Consistent with
these data, Qi site mutants with reduced bc: activity showed an increased sensitivity
towards the Q, site inhibitor atovaquone (data not shown). The double mutant that
combines Q, and Q; site resistance mutations G143A+K228M expressed the combined
resistance towards Q, and Q; inhibitors.

In summary, four Q; site HQNO-resistance mutations caused a marked cross-
resistance to HDQ, while none of the atovaquone-resistant Q, site mutations tested
conferred cross-resistance to HDQ. It is interesting to note that, as described above for P.
falciparum TM902CB, the mutation Y279S (Y268S in P. falciparum), when introduced in
yeast, caused a marked decreased in bci complex activity, a high level of resistance to
atovaquone (20,31) but no cross-resistance towards HDQ. These data are consistent

with the hypothesis that HDQ targets the Q; site of the bci1 complex. Molecular modelling
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was then performed to further explore the molecular interactions of HDQ binding at the

Qi site of the bc1 complex.

TABLE 3. Differential effects of cytochrome b mutations on the sensitivity of the respiratory growth towards

HDQ

Qisite mutations ICs0 (M) 2 Qo site mutations ICs0 (UM) 2
WT 1

G33A >10 T1271 1

G37S <0.05 G143A 0.05-0.1
H204Y >10 1147V 0.5
S206T/V <1 S152A 0.05
N208V 1-2 L275F 0.5-1
R218K 1-2 Y279C <0.05
M221Q >10 Y279S <0.05
F225L 1-2

K228M >10

K228l 1

G143A+K228M >10

aThe values of ICso were estimated as described in Materials and Methods. Cells were cultured in respiratory medium
(ethanol) in presence of increasing concentration of HDQ. Cell density was measured at early stationary phase. The
cell density of the mutants in absence of inhibitors was similar to that of the WT. The measures were repeated at least
twice.

Molecular modelling of HDQ binding at the Q; site of the S. cerevisiae bc1 complex.
The analysis was performed using GOLD 5.0.1 with 3CX5.PDB as template
(Materials and Methods). The best scoring pose had a GoldScore of 59.4, indicative of a
good binding orientation within the Q; site. Subsequent poses supported the predicted
orientation. A detailed description of the model of docking and associated data are
presented in the supplementary data (Fig. S2, Table S1). For comparison purposes, in
silico docking of ubiquinone-6 within the Q; site of yeast bci resulted in a ‘best solution’
binding pose with a GoldScore of 50.4. Docking of stigmatellin at the Q.- and Q; sites of
yeast bci resulted in GoldScores of 111.6 and 56.3 respectively, in agreement with the
expected binding site for this inhibitor. Interestingly, the favoured docking pose for HDQ
within the Q, site had a GoldScore value of 65.4, which is suggestive of an apparently
more favourable interaction than that observed at Qi. However, it should be noted that

hydrogen bonds are more highly weighted than hydrophobic- and van der Waals
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interactions by the GOLD docking algorithm, and the more hydrophilic nature of the Qo
site compared with Q; may artificially favour HDQ docking in silico at Qo. The mobility of
the ectodomain of the Rieske protein and the presence of protein-bound water within Qo
also presents challenges for in silico modelling methods.

a)

b)

* *

Bt MTNIRKSHPLMKIVNNAFIDLPAPSNISSWWNFGSLLGICLILQILTGLFLAMHYTSDTT 60
Sc -MAFRKSNVYLSLVNSYIIDSPQPSSINYWWNMGSLLGLCLVIQIVTGIFMAMHYSSNIE 59
Pf -MNFYS----INLVKAHLINYPCPLNINFLWNYGFLLGIIFFIQIITGVFLASRYTPDVS 55

* * X * & * %k

Bt FAFHFILPFIIMAIAMVHLLFLHETGSNNPTGISSDVDKIPFHPYYTIKDILGALLLILA 238
Sc FALHYLVPFIIAAMVIMHLMALHIHGSSNPLGITGNLDRIPMHSYFIFKDLVTVFLFMLI 239
Pf FVLHFILPFIGLCIVFIHIFFLHLHGSTNPLGYDTAL-KIPFYPNLLSLDVKGFNNVIIL 228

Fig. 3. Model of HDQ binding in the Q; site and localisation of Qi mutations. a) Structural model (obtained as
described in Materials and Methods) with in red, mutations causing resistance to HDQ; in green, mutations without
effect on HDQ resistance. b) Comparison of the sequences of Qi site region between bovine (Bt), yeast S. cerevisae (Sc)
and P. falciparum (Pf) cytochromes b. In bold, residues in close contact (> 4 A) with antimycin bound at the Q; site in

the bovine enzyme (from (28)). The mutated residues analysed in this study are marked with a*.

The protein-HDQ interactions were similar to that of Qi-bound substrate
ubiquinone-6 in PDB entry 1EZV and to the binding interactions of the quinolone
headgroup of NQNO, the C9-alkyl variant of HDQ, in the bovine structure (25). The Q;
site mutations analysed above were re-examined in the light of the model (Fig.3). G33A
(conserved residue in mammalian, yeast and P. falciparum cytochrome b and located in
transmembrane helix A) has been previously shown to cause resistance to HQNO, but
not to antimycin (8). In our binding model, the o.C atom of G33 has a closest approach of
4.4 A to the quinolone headgroup of HDQ, so it is reasonable to suggest that introduction
of a methyl group at this position may result in steric hindrance with Qi-bound

molecules. H204, conserved in yeast and Plasmodium bci complex is replaced by
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threonine in mammals, and has a closest approach of 10 A to the quinolone headgroup
of NQNO in the bovine atomic structure (25). A similar separation is observed in our
HDQ-docked yeast model. It is thus not immediately apparent why this mutation should
affect quinolone binding and yet not be deleterious for bci1 complex activity (9), although
it may be postulated that introduction of the bulkier tyrosyl sidechain results in local
reorganisation in the packing of sidechains or conformation in the DE loop. M221Q
(transmembrane helix E) causes resistance to HQNO but not antimycin, and has a near-
wildtype level of bci complex activity (8). The eC methyl group of M221 is predicted to
be in a stabilising hydrophobic interaction with the quinolone ring of HDQ in our yeast
structural model (3.6 A closest approach). This residue is replaced by phenylalanine in
mammalian and Plasmodium cytochrome b. In the NQNO-inhibited bovine enzyme, this
phenylalanine sidechain participates in a stabilising aromatic-aromatic interaction with
the bound quinolone. Mutation to the more polar glutamine sidechain removes this
interaction. K228M (transmembrane helix E) confers weak resistance to antimycin, but
marked resistance to HDQ (Table 2). The terminal amino group of this residue
participates in a water-mediated H-bond to the formyl amino oxygen atom of bound
antimycin in bovine bci complex (28). A similar bridged hydrogen-bonding association
has been suggested for this residue and substrate ubiquinone in the yeast bci structure,
where it was proposed to form part of a proton-uptake pathway for quinone redox
chemistry at Q; (30). Interestingly, the sidechain appears to demonstrate considerably
mobility, and can be modelled in two different conformations (the terminal NE atoms of
K228 point in different directions in the yeast and bovine crystal structures (25)). This
residue has a closest approach of 5.5 A to NQNO in the bovine structure, although it is
unclear if it is participating in a water-bridged H-bond with the quinolone N-oxide
moiety. In our structural model, which was based on the yeast co-ordinates (3CX5 (43)),
the sidechain of K228 is oriented ‘distal’ to the Qi pocket, and so we observe a separation
of 13 A to the quinone headgroup of bound HDQ. Rotation of this residue into the Q;
‘proximal’ position would facilitate a bridged hydrogen bond between the terminal
amino group and the HDQ quinolone headgroup. It should be noted, however, that the
mutation of this residue to isoleucine did not confer resistance to HDQ (and K228 is
replaced by leucine in P. falciparum cytochrome b), and so it is unlikely that hydrogen

bonds to this position are a significant factor in quinolone binding. It is therefore unclear
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why the K228M mutation should confer HDQ resistance, it may arise from distortion of
the nearby aA loop, a region of the Q; site predicted to contain several residues in close
association with bound HDQ.

G37S (transmembrane helix A) has been reported previously as causing
resistance to ilicicolin H (14); no resistance to HDQ was observed here. This residue has
a closest approach of 8.3 A to HDQ in our docking model. $206 (DE loop) is conserved in
eukaryotic cytochrome b, and is predicted to be a H-bond donor via its hydroxyl moiety
to the methoxy oxygen atom of Q;-bound ubiquinone in the bovine and yeast bci complex
crystal structures (28,29). Mutation to threonine or valine, however, has no effect on bc1
complex catalytic activity (9), and confers no resistance to HDQ. F225L (transmembrane
helix E) has previously reported as causing resistance to diuron (13). The phenyl ring of
this residue has a closest contact of 3.1 A with the quinolone group of HDQ in our
docking model, with the rings oriented at 120 degrees with respect to each other and a
van der Waals contact surface area of 19 A2, The isobutyl group of leucine is likely to be
able to form a similar stabilising hydrophobic interaction with HDQ in the F225L
mutant, and indeed, leucine is found in this position in the sequence of P. falciparum
cytochrome b. N208V and R218K, both located in the DE loop (proposed as a proton
input pathway for quinone redox chemistry at Qi (30)), are approximately 10 A from

HDQ in our binding model.

DISCUSSION

HDQ has been shown previously to display potent antimalarial activity (40).
Here we confirm this observation and additionally show that this compound is active
against the atovaquone resistance parasite TM90C2B (carrying the Y268S mutation),
suggesting a different target site of action to atovaquone. The lack of activity of HDQ
against the transgenic 3D7-yDHODH-GFP strain (39), indicated that this compound
targets mitochondrial function. Consistent with this, assessment of mitochondrial
function using single-cell imaging of parasite mitochondria revealed that addition of
HDQ rapidly depolarized the mitochondrial membrane potential. Assessment of electron
transport chain enzymes NADH:ubiquinone oxidoreductase (PfNDH2, (18)) and bci

complex, revealed that HDQ is a potent inhibitor of both enzymes. HDQ therefore
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displays characteristics of a privileged pharmacophore able to inhibit more than one
enzyme. It is not clear however from our data alone whether parasite Kkill is afforded via
the inhibition of bc; alone or via a combination of the inhibition of bc1 and PEINDH2. A
recent study, performed in the rodent malaria P. berghei, indicates that deletion of the
NDH2 gene is not lethal to erythrocytic stages of the parasite (7). Our observation that
proguanil reverses the resistance of the transgenic 3D7-yDHODH-GFP to HDQ, is
consistent with similar observations using bci-acting inhibitors (39). However, this
same experiment has not been performed with a known PfNDH2-selective drug and is
therefore difficult to interpret. Clearly further, definitive investigations are required to
determine the essentiality of PENDH2 in P. falciparum. It is worth noting however, that
historically, anti-infectives displaying polypharmacology show greater efficacy over
single-targeting inhibitors (27). In Toxoplasma gondii, the deletion of type II
NADH:dehydrogenase genes is not lethal but is shown to be required for optimal
tachyzoite growth (35). Interestingly, HDQ has been shown to be synergistic with
atovaquone for growth inhibition (36) which may be attributed to the
polypharmacological effect of HDQ against the type Il NADH : dehydrogenases as well as
the Qo and Q; sites of the bci complex.

In order to determine the mode of action of HDQ against the bci complex, yeast
mutants were generated carrying specific amino acid substitutions in the two catalytic
sites, Qo and Q; (Table 1). The specific Q; point mutations tested were chosen because of
their involvement in the binding of antimycin and ubiquinol in the Q; site of the bovine
enzyme, as revealed by crystal structures (28,29) and/or of previous report of the effect
on HQNO sensitivity (10): S206T/V, H204Y, K228M/I, G33A, G37S, M221Q and F225L.
Two residues located in a possible proton pathway towards the Q; site (30) were also
tested, R218K and N208V. The Q, site mutations were atovaquone-resistant mutations
reported in human and plant pathogens. None of the Q, site mutations conferred cross-
resistance to HDQ while four Q; site mutations caused a cross-resistance towards HDQ
and HQNO, namely G33A, H204Y, M221Q and K228M (Tables 2 & 3). Thus it could be
suggested that these residues are involved in the stabilisation of HDQ in the Q; site. As
described, molecular modelling of HDQ bound to the Q; site supports the importance of
residues G33, H204, M221 for the binding interaction, however it is at this stage not

clear why the K228M mutation affects this process.
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The mutational study can not exclude that HDQ could also bind at the Q, site with
a lower affinity. Inhibitors have been described that bind at both Q, and Q; sites. For
instance, spectroscopic studies have shown that Ascochlorin acted at both sites of the
bacterial and vertebrate bci complex and crystallographic analyses has revealed its
precise binding sites in the two quinone pockets of the chicken enzyme (3).
Crystallographic analysis of the bovine bci complex showed that 2-nonyl-4-
hydroxyquinoline N-oxide (NQNO) binds at both sites in the crystal structure (25). It is
likely that HQNO could also bind at the Q, site. However, amino acid substitutions
causing resistance to HQNO have only been found in the Q; site (10). This suggests that
the affinity of NQNO/HQNO for the Q, site would be lower; thus resistance could not
develop by mutation of the Q, site.

Comparison of sequences (Fig.3B) shows that Q; site residues involved in HDQ
stabilisation (as judged by mutational analysis) are well conserved between yeast and P.
falciparum enzyme. It is likely that HDQ would also target the Q; site of P. falciparum,
which is in agreement with the observation that the atovaquone resistance P. falciparum
isolate TM90C2B (with the Q, site mutation Y279S (Y268S in P. falciparum)) is sensitive
to HDQ.

The bci complex of the malaria parasite is a proven drug target, and is an
essential component for various stages of the parasite life cycle including the liver stages
and the circulating asexual stages. This enzyme is therefore the only validated malarial
drug target that has utility for both curative and prophylaxis treatment. Unfortunately,
atovaquone resistant parasites have been observed in the field following atovaquone or
Malarone treatment failures (e.g. (2,23,38,41)). Atovaquone, as do the fungicides and
pesticides targeting the bci complex, binds at the Q, site (the only exception is the
fungicide cyazofamid that targets the Q; site and is only active against oomycetes (37)).
Mutations in the Q, site have been reported that compromise the pathogen control
(reviewed in (21)). In addition, the Q, inhibitors have similar mode of binding and thus
cross-resistance towards the drugs is observed. Thus inhibitors acting at the Q; site
would be invaluable tools against pathogens.

With the exception of cyazofamid, most bci inhibitors that have been developed
into drugs or pesticides do not target the Qi. The Q; site is less conserved amongst

species than the Q, site. From an alignment of 16 diverse cytochrome b sequences -
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vertebrates, invertebrates, fungi, plants and protozoa, the estimated sequence similarity
at the Qo site is 48% for the ef loop and 60% for the C-terminus of the helix C and the cd1
loop; the sequence similarity at the Q; site is 30% for the aA loop and N-terminus of helix
A, 36% for the C-terminus of helix D and the DE loop and 44% for the N-terminus of
helix E (data not shown). Thus from the drug development point of view, the relative
sequence diversity of the Q; pocket should have favoured selectivity. On the other hand,
Qi appears to be more structurally rigid (25,28), with no evidence of movement on
antimycin binding whereas the Q, site shows more mechanical flexibility on inhibitor
binding (17). It was previously reported that in the Q, pocket, H-bonds between side-
chains of a few conserved residues hold together the components of the site that are
regions of the cytochrome b distant in the sequence. Crofts et al. described the feature as
a “loose stitching” that would allow the expansion of the site upon binding of inhibitors
(12). That property presumably allows the site to accommodate more diverse molecules
and could explain the development of specific Qo inhibitors active against pathogens.

Here we showed that HDQ, active against P. falciparum, is a proof-of-concept
molecule that targets the Q; site and that can therefore circumvent atovaquone
resistance. HDQ is not active in vivo using the P. berghei rodent model (7), but given its
potent activity against bci, this is most probably due to poor drug exposure. Drugs
developed on the HDQ scaffold targeting the Q; site, but with improved pharmacokinetic
features, may therefore be a valuable tool in combating parasite drug resistance as we
would predict that if used in combination, Q; and Q, site inhibitors would be more
recalcitrant to the emergence of resistance. Double mutations at both active sites, if they
arose, would result in a severe loss of function and thus of cell fitness and are unlikely to
be tolerated.

Further synthetic studies are now underway to develop more drug-like inhibitors

of the Q; site of the bc1 complex.
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III. Résumé de l'article et résultats supplémentaires

A. HDQ bloque la croissance respiratoire de 8. cerevisiae via une inhibition du
complexe bcy

Dans un premier temps, I'effet d’'HDQ sur la croissance des levures cultivées en
milieu respiratoire et en milieu fermentescible a été analysé. Etant donné que la levure
posséde un systeme de pompes permettant l'efflux de molécules performant, nous
utilisons au laboratoire des souches dont des genes impliqués dans ce processus de
résistance aux drogues ont été délétés; il s’agit des genes YORI1, SNQ2, PDR5, PDR10,
PDR11, YCF1, PDR3, PDR15, PDR1. PDR1 et PDR3 code pour des facteurs de transcription
tandis que les autres génes codent pour des transporteurs ABC (pour revue, (Wolfger et
al. 2001)). Des mécanismes similaires existent chez des champignons pathogénes tels que
Candida et Aspergillus sp. (Vanden Bossche et al. 1998) mais également chez Plasmodium
(Peel 2001). Comme on peut le voir sur la figure 35, la drogue inhibe la croissance
respiratoire avec une ICsp d’environ 1 pM et n’a pas d'effet sur la croissance
fermentescible. En comparaison, les ICso obtenues pour I'atovaquone, inhibiteur du site
Qo, et 'HQNO, inhibiteur du site Q;, sont respectivement de 20 et 5 pM. L’activité du
complexe bci de la levure en présence de doses croissantes d’'inhibiteur a été mesurée et
I'ICso déterminée; le rapport ICso/concentration en complexe bci est de 4-5 et est
similaire a celui obtenu pour 'azoxystrobine, un fongicide du site Qo.
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Figure 35: Sensibilité de la croissance respiratoire de la souche sauvage a I'HDQ. Les cellules sont
cultivées en milieu respiratoire (éthanol) en présence de doses croissantes d’inhibiteur. La densité optique
des cellules est mesurée a 600 nm et en début de phase stationnaire.
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B. HDQ agit au niveau du site Qi du complexe bc1

Afin de déterminer le site de liaison de HDQ, I'impact de mutations introduites
dans les poches catalytiques du complexe bci de levure sur la sensibilité a 'HDQ a été
étudié. Dans un premier temps, nous avons mesuré l'activité quinol-cytochrome c
réductase et déterminé 1'ICso pour l'inhibiteur de trois mutants: G143A, un mutant de
résistance a des inhibiteurs du site Qo (Fisher & Meunier 2005), K228M, un mutant de
résistance a I'antimycine, inhibiteur du site Qi (di Rago & Colson 1988) et G143A/K228M.
Nous avons comparé les ICso obtenues avec celles pour I'antimycine et 'azoxystrobine.
K228M entraine une diminution de la sensibilité a 'HDQ et a I'antimycine et n’a aucun
effet sur la sensibilit¢ du complexe a l'azoxystrobine. G143A qui confere une forte
résistance a l'azoxystrobine n’a pas d'impact sur la sensibilit¢é de I'enzyme a I'HDQ.
Lorsque les mutations K228M et G143A sont combinées, I'enzyme modifiée est fortement
résistante aux inhibiteurs du site Qi et Qo (Tableau 2 de l'article). Des mesures de
consommation d’oxygeéne de ces différentes souches en présence d’inhibiteurs ont
également été effectuées et les résultats vont dans le méme sens que les données
obtenues ci-dessus.

L’effet d’HDQ sur la croissance respiratoire sur boite et en milieu liquide d’'une
collection de mutants du site Q; et du site Q, a été analysé. En comparaison, nous avons
également observé I'effet d’'un inhibiteur du site Qi (HQNO) et d’un inhibiteur du site Qo
(atovaquone) sur la croissance respiratoire des différents mutants. Les résultats sont
montrés dans la figure 36 et dans le tableau 3 de l'article. Comme observé lors des
mesures de l'activité des différentes enzymes mutées en présence d’HDQ, les mutants
K228M et G143A/K228M sont fortement résistants a la drogue (ICso > 10 pM contre 1 uM
pour le sauvage) tandis que le mutant G143A est sensible a 'HDQ et méme plus sensible
que la souche sauvage ; cette augmentation de la sensibilité de la croissance respiratoire
du mutant a I'inhibiteur peut s’expliquer par une baisse de I'activité du complexe bc1 du
mutant (Tableau 2 de l'article). Parmi les autres mutants, trois autres mutants du site Q;
sont fortement résistants a I'HDQ ; il s’agit des mutants G33A, H204Y et M221Q qui ont
été décrits comme étant des mutants de résistance a ’'HQNO (Brasseur et al. 1996). Le
rapport ICso pour 'HDQ/complexe bci du mutant G33A est similaire a celui de K228M
(Tableau 2 de I'article). Les données obtenues semblent indiquer qu'HDQ cible le site Q;

du complexe bc1.
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Figure 36: Sensibilité et résistance de la croissance respiratoire des mutants du site Q, et Q;a I'HDQ.
(A) Les cellules sont cultivées en milieu respiratoire (éthanol/glycérol) en absence ou en présence de la
drogue (10 pM) et incubées 3 jours a 28°C. En rouge, les mutants du site Q; et en bleu, les mutants du site
Q.- (B) Les cellules sont cultivées en milieu respiratoire (éthanol) en présence ou en absence d'1 pM d’HDQ,
5 uM de HQNO, un inhibiteur du site Q; et de 20 uM d’atovaquone, un inhibiteur du site Q.. La densité
optique des cellules en présence d’inhibiteur est mesurée a 600 nm, en début de phase stationnaire, et
rapportée a la densité optique sans inhibiteur en %. Seuls quatre mutants de chaque site sont représentés

sur ce graphique.
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C. Conclusion

D’apres les résultats obtenus avec notre modele, HDQ se lierait au niveau du site Q;
du complexe bc:.

La modélisation in silico de la liaison de HDQ dans la poche catalytique, faite par
nos collaborateurs, confirme l'importance des résidus G33, H204 et M221 dans
I'interaction drogue-complexe. Cette modélisation ne permet cependant pas d’expliquer
comment la mutation K228M affecte cette interaction.

Cette étude n’ exclue pas le fait qu'HDQ pourrait se lier au site Q, (avec une faible
affinité) comme I'ascochlorine (Berry et al. 2010) et le NQNO (Gao et al. 2003) qui sont
deux exemples d’inhibiteurs capables de se lier aux deux poches catalytiques.

La comparaison de séquences (Figure 3B de l'article) montre que les résidus du site
Qi qui, d’apres cette étude, seraient impliqués dans la liaison de I'inhibiteur a ce site sont
bien conservés entre la levure et Plasmodium. Il est donc probable qu'HDQ se lie
également au site Q; du parasite ce qui est en accord avec le fait les parasites portant la
mutation de résistance a I'atovaquone Y279S dans le site Qo soient sensibles a 'HDQ.

A Texception d’antioomycetes tels que le cyazofamide et I'amisulbrom, la majorité des
inhibiteurs du complexe bci développés comme antipaludiques ou fongicides ne ciblent
pas le site Qi mais le site Q,. Le site Q; est moins bien conservé entre les especes que le site
Qo ce qui expliquerait pourquoi peu de Qils ont été identifiés a ce jour. Les inhibiteurs de
ce site pourraient étre de précieux outils dans la lutte contre les pathogenes. Des drogues
dérivées d’'HDQ pourraient étre utilisées en combinaison avec des inhibiteurs du site Q,
ce qui limiterait I'émergence de résistance. L’apparition de mutations dans les deux
poches catalytiques, si cela arrivée, conduirait a une sévere perte d’activité du complexe
et, par conséquent, du fitness du pathogene ce qui pourrait ne pas étre toléré par ce

dernier.
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Conclusion du chapitre

Notre collection de mutants de résistance a des inhibiteurs du site Q, ou Qj, nous a
permis d’identifier le site de fixation et de caractériser le mode de liaison dans ce site de
HDQ, un puissant inhibiteur de la prolifération de P. falciparum. HDQ est un inhibiteur du
site Qi. A 'exception d’antioomycetes, les inhibiteurs du complexe bc1 développés comme
antimicrobiens ne ciblent pas le site Qi mais le site Q.. Des drogues dérivées d’"HDQ,
utilisées en combinaison avec des inhibiteurs du site Qo,, pourraient étre de précieux
moyens de lutte contre Plasmodium car cela limiterait I'apparition de résistance. A I'heure
actuelle, le seul Qol a étre utilisé dans le traitement du paludisme est I'atovaquone, qui
présente une forte activité inhibitrice de I'’enzyme du parasite et une faible réactivité
envers le complexe bc1 humain et dont des mutations de résistance ont été rapportées. En
mimant les poches catalytiques de Plasmodium et de 'Homme dans la levure, on a pu
mettre en évidence des acteurs de cette sensibilité différentielle. Les mutants construits
pourront étre utilisés pour le design et le criblage de nouveaux composés mais également
pour suivre l'apparition de la résistance a ces nouvelles drogues en recherchant des
mutations de résistance. De la méme fagon, des modifications pourraient étre apportées

au site Q; afin d’obtenir un modéle complet.
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Chapitre II : Les fongicides et
antioomycetes ciblant le complexe bc1

Il existe deux types d’inhibiteurs ciblant le complexe bci de pathogénes de plantes:

les fongicides ciblant le site Qo (Qols) et les fongicides ciblant le site Q; (Qils).

Les fongicides Qols commercialisés sont employés dans les cultures céréaliéres,
viticoles, légumieres et fruitieres. Ces fongicides inhibent la respiration mitochondriale
en se liant a la poche catalytique Q, du complexe bci ce qui induit un arrét du transfert
des électrons et de la translocation de protons a travers la membrane interne entrainant
une diminution de la production d’ATP. On trouve parmi ces Qols les strobilurines. Leur
découverte a été inspirée par des fongicides naturels dérivés des acides fS-
methoxyacrylate (MOA) (Becker et al. 1981) comme le strobilurine A produit par le
basidiomycete Strobilurus tenacellus. Ces strobilurines naturels ne peuvent étre utilisé en
agriculture car ils sont photochimiquement instables et volatiles. Cependant, des dérivés
synthétiques ont pu étre commercialisés; c’est le cas de l'azoxystrobine introduit en
agriculture des 1996. D’autres inhibiteurs ont été ensuite vendus comme le famoxadone
et le fenamidone chimiquement distincts des strobilurines mais ayant un mode d’action
similaire. Les fongicides Qols sont généralement actifs contre les quatre principaux
groupes de phytopathogenes (ascomycetes, basidiomycetes, deutéromycetes et
oomycetes). Les pathogenes de plantes ayant une oxydase alternative permettant de
contourner le complexe bci inhibé par ces molécules, ces derniéres sont principalement
utilisées en préventif contre la germination des spores qui est un processus nécessitant
un apport important en énergie (Avila-Adame & Koller 2003). Il a été montré que, chez
Botrytis cinerea, I'azoxystrobine a un effet fongistatique plutot que fongicide (Inoue et al.
2011). Les strobilurines en champs auraient également un effet bénéfique sur le
rendement et la taille des grains des cultures (Bartlett et al. 2002).

Malheureusement, dés 1998 des premiers cas de résistance aux strobilurines ont
été découvert chez Blumeria graminis f. sp. tritici. Depuis ces résistances ont été détecté
chez d’autres phytopathogeénes (site de la FRAC). On dénombre, a ce jour, trois mutations

dans le cytochrome b conférant une résistance aux fongicides Qols utilisés en agriculture.
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Il s’agit des mutations F129L, G137R et G143A dont les effets sur la liaison des fongicides
au site catalytique ont été décrits dans l'introduction de cette these. La mutation G143A,
la plus répandue et qui conféere le plus fort niveau de résistance aux strobilurines, est
apparue rapidement chez certains pathogenes alors que I’évolution de ce changement a
été plus lente voire absente chez d’autres especes. Il serait donc intéressant d’aborder la
question de la base moléculaire de cette évolution différentielle. Deux facteurs pouvant
affecter I'évolution de cette mutation ont été étudiés : 1) les variations structurales dans
le site de liaison des fongicides Qols présentées dans l'introduction générale (Fisher et al.
2004); 2) la structure exon/intron du gene codant pour le cytochrome b. Pendant ma
these, j’ai étudié l'effet délétere de la mutation de résistance aux inhibiteurs du site Qo,
G143A, chez les champignons et oomycetes phytopathogenes possédant un gene, codant
pour le cytochrome b, avec intron pour vérifier la seconde hypothese et j'ai recherché des
mécanismes permettant de contourner cette résistance. Ce travail a fait 'objet d’une

publication ci-jointe et qui est résumée dans la partie A de ce chapitre.

Face au nombre croissant de cas de phytopathogeénes résistants aux fongicides
Qols ciblant le complexe bcj, il est important d’identifier de nouvelles molécules capables
d’inhiber cette enzyme et notamment I’enzyme des pathogeénes résistants aux traitements
actuels. Pour cela, nous avons développé un test rapide permettant d’identifier au sein
d’'une chimiothéque des composés capables d’inhiber la fonction respiratoire. Ce test est

décrit dans la partie B du chapitre et a fait 'objet d’'une publication.

A T'heure actuelle, les Qils disponibles sur le marché, comme le cyazofamide et
I'amisulbrom, sont uniquement actifs contre le complexe des oomycéetes. Des cas de
résistance au cyazofamide ont été reportés (Kousik & Keinath 2008); la mutation
conférant cette résistance n’a cependant pas encore été identifiée. Cette différence de
sensibilité au cyazofamide et a 'amisulbrom entre les oomycetes et les champignons sera

étudiée dans la partie C de ce chapitre.
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Chapitre II-A : Effet délétere de la mutation de résistance aux
inhibiteurs du site Qo, G143A, chez les phytopathogenes possédant
un gene, codant pour le Cyt b, avec intron et mécanismes de
contournement

I. Introduction

Grasso et ses collaborateurs ont montré en 2006 qu’il existe une différence dans la
structure exon/intron du gene codant pour le cytochrome b (CYTB) des champignons et
oomycetes (Figure 37). Certaines especes possedent un intron localisé immédiatement
apres le codon GGT codant pour le résidu G143 et, ce qui est intéressant, c’est que chez
ces especes la mutation de résistance aux fongicides Qols, G143A, n’a pas été rapportée. A

contrario, chez les especes ou elle a été détectée I'intron n’est pas présent (Figure 37).
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Figure 37: Structure de la région de CYTB codant pour les résidus 120 a 170 de différents
phytopathogenes. Les mutations F129L et G143A responsables de la résistance aux fongicides Q.ls sont
présentées dans des rectangles. Les fleches indiquent la position des introns. Puc. spp.: différentes espéces
de Puccinia; Uro. app.: Uromyces appendiculatus; Pha. pac.: Phakopsora pachyrhizi; Hem. vas.: Hemileia
vastatrix; Myc. gal.: Mycena galopoda; Alt. alt.: Alternaria alternata; Alt. sol.: Alternaria solani; Blu. gra.:
Blumeria graminis; Mag. gri. Magnaporthe grisea; Mcs. fij.: Mycosphaerella fijiensis; Mcs. gra.:
Mycosphaerella graminicola; Ven. ina.: Venturia inaequalis; Pla. vit.: Plasmopara viticola; Sac. cer.:
Saccharomyces cerevisiae. Figure extraite de (Grasso et al. 2006).
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Les auteurs suggerent que la présence ou l'absence de cet intron, appelé bi2 chez la
levure, pourrait affecter 'apparition de la mutation G143A car celle-ci pourrait empécher
I’épissage de l'intron induisant une baisse du niveau de complexe bci provoquant ainsi
une diminution de la fonction respiratoire.

L’intron bi2 appartient aux introns du groupe [ ; groupe qui catalysent leur propre
épissage (Figure 38A) (pour revue, (Saldanha et al. 1993)). La structure secondaire de
ces introns est composée d'une série de courts et longs appariements nommés P1-P10 ;
les boucles P3-P8 forment le coeur catalytique de l'intron et les boucles P1 et P10
contiennent les sites d’épissage formés par une partie de '’exon en amont (pour P1) ou en
aval (pour P10) de l'intron et d'une courte séquence de ce dernier (Figure 38B). Un
changement dans la séquence nucléotidique de ces sites pourrait entraver I'appariement

et, de ce fait, I'excision de 'intron.
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Figure 38: Mécanisme d’épissage de l'intron bi2 chez S. cerevisiae. (A) Le mécanisme d’épissage de
I'intron bi2 suit celui des autres introns du groupe I: Etape 1, le 3’-OH d’'une guanosine entraine une
rupture de la liaison exon B2-intron bi2. Etape 2, une seconde réaction de transestérification a lieu
permettant la ligation des deux exons. Etape 3, cyclisation de I'intron. Les exons B2 et B3 sont représentés
par des rectangles et 'intron bi2 par une ligne ou un cercle (Adapté de (Lambowitz & Belfort 1993)). (B)
Modeéle de I'appariement exon B2-intron bi2 (boucle P1) requis pour I'épissage de I'intron. La position de la
jonction exon B2 (en bleu) - intron bi2 (en vert) est indiquée par une fléche.

Pour vérifier cette hypothese, la mutation G143A a été introduite chez une souche
de S. cerevisiae possédant un intron apres le codon GGT par mutagénese dirigée et
transformation mitochondriale. J'ai ensuite analysé l'effet de ce changement sur
'épissage de l'intron bi2 et recherché de possibles voies permettant de contourner le

défaut causé par la mutation.
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II. Article

Deleterious effect of the Qo inhibitor compound resistance-conferring
mutation G143A in the intron-containing cytochrome b gene and

mechanisms for bypassing it.
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The mutation G143A4, in the inhibitor binding site of cytochrome b, confers a high level of
resistance towards fungicides targeting the bci complex. The mutation, reported in many
plant pathogenic fungi, has not evolved in fungi that harbour an intron immediately after
the codon for G143 in the cytochrome b gene, the intron bi2. Using Saccharomyces
cerevisiae as a model organism, we show here that the codon change GGT in GCT, that
replaces glycine 143 by alanine, hinders the splicing of bi2 by altering the exon/intron
structure needed for efficient intron excision. This lowers the level of cytochrome b and
the respiratory growth. We then investigated possible by-pass mechanisms that would
restore the respiratory fitness of a resistant mutant. Secondary mutations in the
mitochondrial genome were found: a point mutation in bi2 restoring the correct
exon/intron structure and the deletion of the intron bi2. We also found that the
overexpression of the nuclear genes MRSZ2 and MRS3 encoding mitochondrial metal ion
carriers partially restores the respiratory growth of the G143A mutant. Interestingly, the

MRS3 gene from the plant pathogenic fungus Botrytis cinerea, overexpressed in an S.
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cerevisae G143A mutant, had a similar compensatory effect. These by-pass mechanisms

identified in yeast could potentially arise in pathogenic fungi.

INTRODUCTION

The mitochondrial bc1 complex is a membrane-bound multi-subunit enzyme that
catalyses the transfer of electrons from ubiquinol to cytochrome ¢ and couples this
electron transfer to the vectorial translocation of protons across the inner mitochondrial
membrane. Cytochrome b is the central membrane-embedded subunit that forms the

ubiquinol binding pockets called, Qo and Q;.

A number of quinol antagonists are known that inhibit bci complex activity.
These are either specific for the Q; site, such as antimycin, or for the Q, site, such as
myxothiazol, stigmatellin and the strobilurins. A range of Q, inhibitor compounds (Qols)
have been developed as anti-microbial agents and are now widely used in agriculture to
control fungal and oomycete plant pathogens. Unfortunately, acquired resistance has
rapidly emerged in field populations of the plant pathogens. The cytochrome b mutation,
G143A, plays a central role in the mechanism of resistance. The mutation has been
reported in most of the Qol resistant pathogens (see
(http://www.frac.info/frac/index.htm) and references within). G143A causes a high
level of resistance (>100x) in pathogens which are, consequently, poorly, or not,
controlled by Qols. In the model organism, S. cerevisiae, G143A also dramatically
increases resistance to myxothiazol (18,000x) and azoxystrobin (4,000x) (8). G143 is a
highly conserved residue located in the Q, pocket, close to the inhibitor binding site. The
replacement of glycine by alanine would prevent inhibitor binding through simple steric

hindrance while the Q, site remains functional, as observed in the yeast model (8).

The cytochrome b gene is encoded by the mitochondrial genome in all
eukaryotes. In fungi, large introns are usually found in the gene. Analysis of its genomic
structure in several fungal plant pathogens revealed variations in the arrangement of
exons and introns between species (13), as had been observed in earlier studies, for
instance in (4). Of particular interest is the intron present in some species and located
immediately after the codon for G143. That intron is similar to the intron bi2 found in
the cytochrome b gene of most S. cerevisiae laboratory strains. In several species of

Puccinia, in Alternaria solani and in other fungi, the intron bi2 is present. Interestingly, in
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those species, the resistance mutation G143A has not been detected so far. In contrast,
species where G143A have been reported, do not contain the intron bi2 (13, 24), for
instance Blumeria graminis, Mycosphaerella fijiensis, M. graminicola, Venturia inaequalis,
Plasmopara viticola, Alternaria alternata, etc. Botrytis cinerea is particularly interesting
since the same species presents two types of cytochrome b gene: some field isolates
contain the intron bi2, while others do not. The mutation G143A has only been reported
in these latter populations (1,17). These observations suggested that the presence or
absence of the intron bi2 might affect the occurrence of the G143A mutation. It has been
hypothesized that the resistance mutation might impair the correct splicing of the intron
bi2, leading to a reduced level of mature cytochrome b mRNA, and a lower amount of the
bci complex and to a decreased respiratory function (13). Therefore G143A, affecting the
fitness of the resistant cells, would be counter-selected in field. The mutation would not
evolve in the pathogens containing bi2, except if compensation mechanisms can be

developed that restore the respiratory efficiency while keeping the resistance mutation.

In this study, we use S. cerevisae as a model organism to analyse the effect of the
G143A mutation in an intron containing cytochrome b and to investigate possible ways

to by-pass the defect caused by the mutation.
MATERIALS AND METHODS

Medium, chemicals and primers. The following media were used for the growth of yeast: Glucose
medium (1% yeast extract, 2% peptone, 3% glucose, supplemented with adenine); Glycerol medium (1%
yeast extract, 2% peptone, 3% glycerol); Galactose medium (1% yeast extract, 2% peptone, 3% galactose,
supplemented with adenine); Uracil-minus medium (0.7 % yeast nitrogen base, 3% glucose and 0.8g/1 of a
complete supplement mixture minus uracil, supplied by Anachem); Transformation medium (0.7% yeast
nitrogen base, 3% glucose, 1 M sorbitol and 0.8g/1 of a complete supplement mixture minus uracil). Agar
was added at 2% for solid media. Azoxystrobin was a generous gif from Syngenta. The primers used in the

study are listed in the supplementary table.

Generation of the plasmids and mutant strain. A 717 bp DNA fragment was amplified by PCR from the
intron-containing CYTB gene (encoding cytochrome b). This fragment containing 281 bp of the 3'-end of
the intron bil, the 14 bp of exon B2 and 422 bp of the 5'-end of the intron bi2 was blunt-end cloned into
the pCRscript vector (Stratagene). The mutation G143A (corresponding to the nucleotide change
GGT>GCT) was then introduced in the CYTB fragment inserted in the pCRscript vector using the
Quickchange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) according to the manufacturer’s
recommendations. The resulting plasmid, carrying the mutated CYTB fragment, was called pGA. pGA was

used for construction of pGACOX, where the 2.5 kb BamH1-Hindlll fragment containing the COX2 gene
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from pJM2 (20) was inserted into the BamH1-HindlIII site of pGA. After verification, pGACOX was used for
biolistic transformation. The mitochondrial transformation by microprojectile bombardment was adapted
from (3) and described in (19). A mixture of pGACOX carrying the mutated CYTB fragment and the COX2
gene, and YEp352 (which contains the URA3 gene, allowing the selection of Ura* nuclear transformants)
was used for transformation of the rho? recipient strain. Ura* transformants were selected on synthetic
medium minus uracil. In order to identify the mitochondrial transformants, the colonies were then
crossed with a respiratory deficient cox2 tester strain and replica-plated onto respiratory medium. Since
the cox2 tester deficiency mutation could be corrected by recombination with the plasmid-borne COX2
gene, mitochondrial transformants were identified by their ability to form respiratory-competent diploids
when crossed with the tester strain. The mitochondrial transformants (or synthetic rho) were the
subcloned and tested again. The introduction of mutation into the intron-plus CYTB of a rho* genome was
achieved by homologous recombination, the synthetic rho- was crossed with a rho* wild type intron-plus
strain, followed by the selection of inhibitor resistant recombinant cells. The sequence of the cytochrome
b region bil-B2-bi2 was then verified. The resulting mutants were in the W303-1B nuclear background
(alpha ade2-1 his3- leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 (27)). The mutated and wild type mitochondrial genomes
were then transferred into the CKU nuclear background (a leul ura3 kar1-1; this work) by cytoduction. All

the strains analyzed in this study were isogenic with the CKU nuclear genome.

Isolation and genetic analysis of the suppressors. The respiratory deficient mutants generated by
biolistic transformation were used to select revertants. The mutants were subcloned. Several subclones
were grown on glucose medium, and then incubated on respiratory medium (glycerol medium).
Alternatively, the cells were first treated overnight with 10 mM MnCl;, known to induce mitochondrial
mutations, and then incubated on respiratory medium. Respiratory competent clones appeared after one
or two weeks incubation. Independent suppressors (each issued from different subclones) were then
analyzed as described in (5) to determine the mitochondrial or nuclear heredity of the suppressor
mutation. Briefly, the respiratory competent clones (rho* suppressors) and their rho? derivatives obtained
by ethidium bromide treatment (rho* suppressors) were crossed with a G143A mutant (of the opposite
mating type). If the suppressor mutations are mitochondrial, the diploids issued from the cross rho?
suppressors X G143A mutant, will be respiratory deficient since the suppressor mutations are lost in the
rho? derivatives; the diploids issued from the the cross rho* suppressors x rho? will be respiratory

competent. Standard methods of yeast mitochondrial genetics are described in (10).

Isolation of multicopy suppressors. The respiratory deficient mutants generated by biolistic
transformation were transformed by a high-copy wild type genomic library made in the URA3 2 vector
pFL44L (2). Ura* clones were selected and replica plated onto glycerol medium. Respiratory competent
clones appearing after 4-5 days were analysed. Plasmids were isolated from clones that showed a clear co-
segregation of respiratory competence and Ura+. The chromosomal fragments present on the plasmids

were identified by sequencing.

Spectroscopic analysis of cytochromes in whole cells. Spectra were generated by scanning of cell

suspensions with a spectrophotometer built in-house operating at room temperature. The optical setup
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consisted of an integrating sphere built in a piece of Spectralon (Labsphere, New Hampshire, USA). The
light input was provided by a Xenon arc lamp, and the detection was made at 90° from the input, with an
Ocean Optics QE65000 (Dunedin, Florida, USA) CCD spectrophotometer. A linear contribution was
subtracted from the spectra to compensate for the effects of optical diffusion. The cells were grown for 48
hours on galatose or uracil-minus medium for the cells transformed with the vectors pFL44L or pYeDP
1/10 to maintain the plasmids. The cells were then re-suspended at a concentration of around 10 mg of

cells in 100 pl of water and reduced by dithionite.

RNA extraction and RNA hybridization. Cells were grown in galactose medium and harvested at
exponential growth phase and total RNAs were purified by the “hot phenol” technique (21). The RNAs
were quantified spectrophotometerically at 260 nm. The RNAs were separated on 1.2% agarose
formaldehyde gels and transferred onto Hybond-C extra membrane (Amersham, Buckinghamshire, UK).
Prehybridization and hybridization were done at 42°C in 50% formamide in the presence of Denhardt
solution. PCR-amplified fragments of CYTB exon B1 (400bp) and 15S (364bp) were generated and
radiolabeled by random priming (random primer DNA labeling system from Invitrogen, San Diego). These
probes were then used to detect the RNAs. The CYTB pre-mRNA and mRNA levels were quantified with

Image] (National Institutes of Health) and normalized to the levels of 155 rRNA.

Cloning of nuclear MRS3 gene from Botrytis cinerea. The MRS3-equivalent gene (accession number:
XM_001553578; protein: BC1G_07715) was PCR-amplified from a cDNA library of Botrytis cinera
(prepared from strain B05-10 and kindly provided by A-S Walker, BIOGER, INRA, Thiverval-Grignon,
France). The PCR fragment was then cloned in a yeast multi-copy expression vector under the control of
the PGK promoter, the constitutive promoter of the phosphoglycerate kinase gene (vector pYeDP1/10
provided by B. Guiard, Centre de Génétique Moléculaire, CNRS, Gif-sur-Yvette, France). This plasmid was

used to transform the G143A splicing-deficient mutant.

RESULTS

Effect of G143A on the splicing of the intron bi2 of cytochrome b.

The codon GGT, encoding the amino-acid G143 is located at the exon B2/intron
bi2 boundary in the mitochondrially-encoded cytochrome b gene (FIG.1). In the Qol
resistant G143A mutants, it has been replaced by codon GCT. It is known that the pairing
between the 5' exon (B2) and the so-called internal guide sequence, a short sequence at
the 5' end of the intron (bi2) is required for splice site recognition (see (23) for a review
on intron splicing mechanisms). Thus it seems likely that the mutation would affect the

splicing of intron bi2, leading to a reduced level of mature mRNA, a decreased level of
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cytochrome b, hence a lower amount of the bci complex and a reduced respiratory

function.
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FIG. 1. The intron bi2 in the cytochrome b gene. (A) Structure exons (boxes)/introns (lines) of the cytochrome b
gene in S. cerevisiae. (B) Model of the exon B2 /intron bi2 pairing in S. cerevisiae, which is required for the efficient
splicing of bi2. The position of the exon B2 (uppercase)/intron bi2 (lowercase) junction is shown by the large arrow.
The triplet GGU encoding amino-acid G143 is in bold and the mutated nucleotide (G>C) resulting in the aminoacid
substitution G143A is boxed. The asterisk indicates the position of a second mutation (C>G), present in Sup2, that
restores base pairing and splicing. (C) Model of the exon/intron pairing in B. cinerea.

In order to test this hypothesis, the G143A (GGT>GCT) mutation was introduced
into a wild type S. cerevisiae mitochondrial genome by site-directed mutagenesis and
mitochondria transformation (Materials and Methods). We then analysed the impact of
the mutation on the respiratory growth, the level of the bci complex and the amount of
CYTB mRNA (FIG.2). For comparison, we monitored the effect of the same change in an
intron-less cytochrome b gene. G143A causes a severe decrease in respiratory growth
(panel A) and a significant decrease in the level of cytochrome b (panel B): the
cytochrome b signal, monitored by spectrophotometry in intact cells, was decreased to
40-50% of the wild type level. By contrast, the mutation has no effect on the respiratory

growth and on the cytochrome b level in the absence of the intron bi2 as previously

observed (7).
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FIG. 2. Impact of mutation G143A on the respiratory growth, the level of cytochrome b and the amount of CYTB
mRNA in bi2-containing strains. (A) Serial dilutions of WT and G143A cells (intron-plus or intron-less, Ai) were
spotted onto agar plates containing a fermentable medium (glucose) or a non-fermentable medium (glycerol) with or
without 5pM azoxystrobin and incubated 5 days at 28°C. (B) Cytochrome absorption spectra of WT and G143A cells
(intron-plus or intron-less, Ai). Optical spectra were obtained as described in the Materials and Methods. Absorption
maxima are indicated by arrows. c, cytochromes c and cz; b, cytochrome b. (C) CYTB pre-mRNA and mRNA levels of
the intron-plus strains WT, G143A and Sup?2 that combines G143A and a second compensatory mutation in bi2. RNAs
were analyzed by hybridization carried out with probes specific for CYTB (exon B1) and the 155 rRNA as control. The
2.2 kb RNA corresponds to the mature CYTB mRNA; the 3.6 kb RNA correspond to a pre-mRNA containing bi2, as
previously reported (18). (D) CYTB pre-mRNA and mRNA levels in WT, G143A and Sup2 cells obtained from northern
blot (panel C) were quantified with Image] (National Institutes of Health) and normalized for the levels of 155 rRNA.

Northern blot analysis of CYTB pre-mRNA and mRNA (FIG. 2, panels C and D)
shows that the mutation causes a dramatic (+ 90%) decrease in mature mRNA. In
mitochondria, mRNAs are known to be in excess, the control of gene expression being
principally at a post-transcriptional level (see for instance (6)). Thus the observation
that, in the mutant, CYTB mRNA is present at 10% of the wild type level while
cytochrome b reaches 40-50 % of wild type signal was not unexpected.

Accumulation of a pre-mRNA of around 3.6kb, which corresponds to the size of a
pre-mRNA containing intron bi2 was observed. Thus it seems most likely that, as
previously hypothesized, G143A affects the splicing of bi2 by hindering the pairing
between exon B2 and the bi2 internal guide sequence. This was confirmed by the
analysis of a double mutant strain, called Sup2 (obtained and analysed as described in
the Materials and Methods) that combines G143A and a mutation in the bi2 internal

guide sequence (replacement of nucleotide C to a G) (see FIG. 1B). This mutation
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restores the correct pairing between B2 and bi2 required for splice site recognition,
which results in the correct splicing of bi2 and in consequence, the full amount of CYTB
mRNA (FIG. 2, panels C and D).

In addition to a correct RNA structure, the excision of bi2 requires a maturase,
encoded by biZ2 itself. It has been previously reported that mutations in the bi2 maturase
result in a splicing defect that could be corrected by secondary mutations in the same

positions or at a distant site in the bi2 maturase (15, 18).

By-pass mechanisms of the respiratory defect.

As shown in FIG. 3A, G143A causes a severe respiratory growth defect. It was
therefore possible to select suppressors, i.e. respiratory competent clones issued from
G143A. The analysis of the suppressors provides interesting information on the possible
mechanisms by which the respiratory defect could be by-passed. Two approaches were
used to identify suppressors: direct selection of respiratory competent clones obtained
spontaneously or after mutagen treatment, and the selection of high-copy number
suppressors after transformation by a genomic library. Using the first approach, we
looked for compensatory mutations in the mitochondrial genome; using the second
approach, we hoped to identify nuclear genes whose increased expression level would

restore (at least partially) the level of the bc1 complex.
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FIG. 3. Effects of suppressors on the respiratory growth and on the level of cytochrome b. (A) Serial dilutions of
each strain were spotted onto a non-fermentable medium (glycerol) with or without 5uM azoxystrobin and incubated
for 5 days at 28°C. (B) Cytochrome b/cytochrome c ratio (b/c) in intact cells obtained from optical spectra (see
Materials and Methods). The cells were grown in galactose medium (black bars) or in uracil-minus medium (hatched
bars). Sup1, mitochondrial suppressor “outside bi2”; Sup2, mitochondrial suppressor “in bi2”; Sup3, mitochondrial

supressor “loss of bil and bi2”; MRS3, high-copy number nuclear suppressor.

Compensatory mutations in the mitochondrial genome.
Independent respiratory competent clones were selected on respiratory medium

and the heredity of the suppressor mutation was determined as described in the
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Materials and Methods. For five clones, the suppressor mutation was clearly of
mitochondrial origin and these were studied further.

In two suppressor clones, the complete restoration of the wild type respiratory
growth and cytochrome level was due to the reversion of the G143A to the wild type
codon, causing the loss of the Qol resistance. One suppressor, Sup1 (FIG.3, panels A and
B) partially restored the respiratory growth and the level of cytochrome b. The
compensatory mutation was located by rho- mapping (10) to a region comprising COX1
and ENSZ2 (encoding a putative endonuclease) but excluding CYTB. Sequencing of 5'-UTR
of CYTB, of COX1 and of ENS2 did not reveal any change. The analysis of this suppressor
was not pursued.

As already mentioned above, in Sup2, a secondary mutation that replaces
nucleotide C to G in the bi2 internal guide sequence restores the correct pairing between
B2 and bi2 and by consequence, the splicing of the bi2 intron and the full amount of
mRNA (FIG. 2, panels C and D). The suppressor results in an amino acid replacement of
an alanine by a glycine in the bi2 maturase, which has no deleterious effect on its
function: Sup2 showed a wild type level of respiratory growth and cytochrome b level

and resistance to azoxystrobin (FIG. 3A and B).

A Gl143A Sup3
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FIG.4. PCR analysis of cytochrome b exon/intron structure in the suppressor strain, Sup3. (A) PCR amplification
of regions of CYTB using genomic DNA extracted from WT and Sup3 strains: lane 1, B1-bi1-B2 (836bp); lane 2, bi1-B2-
bi2 (717bp); lane 3, bi2-B3 (850bp); lane 4, B3-bi3 (973bp); lane 5, B4-bi4 (715bp). (B) Structure of CYTB gene in
Sup3 and in G143A, and PCR products.

In the last type of mitochondrial suppressor, Sup3, the by-pass of the respiratory

defect was obtained by the deletion of introns bil and bi2, as found by the PCR analysis
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of CYTB; the introns bi3 and bi4 (and presumably bi5) are retained (FIG. 4). The region
B1+B2+B3 of the new CYTB gene present in Sup3 was sequenced, this showed the clean
excision of bil and bi2 and the correct ligation of exons B1, B2 and B3. This was
expected since the suppression leads to a functional cytochrome b, as judged by the
respiratory growth of Sup3 (FIG. 3A). The loss of the first two introns fully restores the
level of cytochrome b (FIG. 3B).

Compensatory effect of high copy nuclear genes.

In order to identify nuclear genes whose increased expression level would
restore (at least partially) the respiratory growth of G143A, we transformed the mutant
with a wild type genomic library on a high-copy number plasmid and respiratory
competent clones were selected as described in the Materials and Methods. In 18 clones,
a clear co-segregation of the plasmid with the respiratory competence was observed.
The plasmids were extracted from these clones and the genomic fragments inserted in
the plasmids were sequenced. In all but one clone, the inserts came from the same
region of the genome that comprises MRS3. In one clone, the insert contained MRSZ.
MRS2 and MRS3 encode mitochondrial metal ion carriers. Both genes have previously
been reported to be involved in the splicing of various mitochondrial introns (11, 16, 25,
31, 32). From our results, it appears that a high copy number of MRS3 and MRSZ2
compensate for the defective splicing of the intron bi2 as judged by the level of
cytochrome b (illustrated by MRS3 in FIG.3B). The respiratory growth competence was
only partially restored. This could be due to the toxic effect of high dosage of these metal
ion transporters, which could disturb the metal homeostasis of the mitochondria. It has
been previously reported the over-expression of the MRS3 and MRS4 could cause a
temperature-dependent respiratory deficient phenotype (32).

Mrs2p and Mrs3p are well conserved, for instance, sequence comparison shows
45% identity between the Mrs3p from S. cerevisae and from Botrytis cinerea (the agent
of gray mold). It is likely that Mrs3p from B. cinerea functions as a mitochondrial metal
ion carrier as does its yeast homolog. A higher dosage of this protein might also be able
to compensate for the bi2 excision defect caused by G143A. In order to test the
hypothesis, MRS3 was amplified from B. cinerea cDNA and cloned into a high copy
number plasmid under the control of a yeast constitutive promoter (PGK). For

comparison, MRS3 from S. cerevisiae was cloned into the same plasmid (controlled by
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the same promoter). The G143A mutant strain was transformed by the plasmids and
respiratory growth and the level of cytochrome b 1 of the resulting clones were
monitored. As shown in FIG.5, B. cinerea MRS3, at high copy, has the same compensatory

effect as S. cerevisiae MRS3 and restored respiratory growth and cytochrome b content.
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FIG. 5. Compensatory effect of the overexpressed MRS3 gene from B. cinerea. (A) Dilution series of WT, G143A
and MRS3 suppressor strains were spotted onto glycerol medium with or without 5uM azoxystrobin and incubated
for 5 days at 28°C. (B) Cytochrome b/cytochrome c ratio (b/c) in intact WT, G143A and MRS3 suppressor strains
obtained from optical spectra (see Materials and methods). The cells were grown in uracil-minus medium. ScCMRS3,
S.cerevisiae MRS3; BcMRS3, B.cinerea MRS3.

DISCUSSION

Resistance mutation and impaired intron splicing.

Different factors might affect the evolution of G143A in field pathogenic fungi
exposed to Qols. In a previous study, we characterized the effect of small structural
variations in the Q, site using S.cerevisae as model organism (7). In this work, we
investigated the impact of the exon/intron structure of the cytochrome b gene. The
codon for G143 is located at the boundary between exon B2 and the intron bi2. Intron
bi2 belongs to the group I of intronic RNA structure (see for a review (23)). These
introns catalyse their own splicing via a series of guanosine-initiated transesterification
reactions. Different group I introns have limited sequence identity but share conserved
secondary and tertiary structures. The RNA secondary structures consist of a
combination of short- and long-range pairing denoted P1 through P10, with elements
P3-P8 forming the catalytic core of the intron. The splice-site recognition relies on
pairing with exon sequences. An internal guide sequence pairs with exon sequences
flanking the 5' and 3' splice sites to form helices P1 and P10, respectively (see (23)).
Changes in the nucleotide sequence in these regions would hinder the pairing and the

correct excision of the intron.
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The change GGT to GCT in B2 that replaces a glycine by an alanine (G143A)
causing a high level of resistance to Qols is located in the pairing region between B2 and
bi2 (see (28)) and FIG. 1B in this report). We showed here that the introduction of
G143A causes a severe decline in respiratory growth. This is due to the decreased level
of mature CYTB mRNA, and in consequence, in the bcl complex. In field populations of
pathogenic fungi, G143A mutants would be counter-selected because of their reduced
fitness. So far, the G143A mutation has not been reported in bi2-containing fungi.
However, by-pass mechanisms could be developed that would allow an efficient growth
combined with the resistance mutation. In order to investigate these possible
mechanisms, we used the S. cerevisiae G143A mutant, selected respiratory competent
clones and identified the secondary event restoring the respiratory function. We found
that secondary mutations in the mitochondrial genomes and the over-expression of
nuclear genes could by-pass the defect caused by G143A in S. cerevisiae. Could similar
mechanisms evolve in pathogenic fungi? We examine the possibility of such by-passes in
B. cinerea.

By-pass mechanisms from the yeast model to the pathogenic fungus B. cinerea.

It is likely that G143A would have a similar effect in the model organism S.
cerevisiae and in other bi2-containing fungi. For instance, analysis of the nucleotide
sequence of the region B2-bi2 in B. cinerea revealed that a similar model of pairing could
be drawn (FIG.1C) and that the change GGT to GCT (G143A) would alter the pairing and
by consequence the excision of the intron. Similarly, it can be hypothesized that a
secondary mutation in bi2 could occur that restores the pairing.

Suppression by loss of intron bi2 could also be envisaged. We showed in the
result section (FIG.5) that, in Sup3, the by-pass of the respiratory defect was due to the
deletion of bi2. This type of suppression has been previously described in S. cerevisae
(12). Starting from respiratory deficient mutants with bil, bi2 or bi3 splicing defects
caused by mutations in those introns, respiratory competent clones were selected. In
several of them, the restoration of the respiratory function was due to the clean deletion
of the mutated introns. In addition to the mutated introns, neighbouring introns were
also deleted. In our study, we found that the deletion of bi2 (that corrects its RNA splice
defect caused by G143A) was associated with the deletion of bil, as described for
mutations in bi2 in (12). In that paper, the author proposed that reverse transcriptases

encoded by the introns ail and ai2 of COX1 play a role in the deletion of CYTB introns. It
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was hypothesized that an RNA intermediate, with correctly spliced bi2 intron, was
involved in the process. Note that Sup3 derives from a strain containing the COX1
introns ail and aiZ2.

The populations of B. cinerea are formed of two species (I and II) living in
sympatry that can be distinguished by microsatellite markers and gene polymorphisms
((17) and refs within). In both species, two types of CYTB that differ by the presence or
absence of bi2 were observed. Different lineages within each species harbour the intron
that was more frequent in species I than in species II. It was postulated that species 11
derived from I and that independent events of intron loss in II have occurred after the
divergence (17). It could be hypothesized that a reverse transcriptase-like activity
would be involved in the intron loss, which facilitates the acquisition of the G143A
mutation. Alternatively, in bi2-containing fungi, selective pressure - by the repeated or
long exposure to Qols- might lead to the loss of bi2 and the acquisition of G143A.

Finally, we found that in S. cerevisae, the nuclear genes MRSZ2 and MRS3, at high
dosage, partially compensate the defect induced by G143A. MRS3 and the closely related
MRS4 (>70% identity) encode mitochondrial carriers involved in the transport of iron
(9, 11) and probably of Mg2+ (30). The genes are not essential as their deletion has little
effect on cell growth and mitochondrial function in standard conditions (31). It has been
shown that MRS3 and MRS4, in high-copy number, can suppress splicing defects in
mitochondrial group II introns (25,31). MRSZ encodes an essential component of the
mitochondrial Mg2+ transport system (16). The gene is required for the splicing of group
Il introns while not essential for group I introns, such as bi2 (32). At high copy number,
MRS?2 also suppresses splicing defect of group II introns. The mechanism of suppression
would rely on an increased intramitochondrial concentration of Mg2+ caused by the
overexpression of MRSZ (14). Interestingly, the same study reported that the
overexpression of MRS3 or MRS4 in a Amrs2 strain (deletion of MRSZ) had the same
effect: increased Mg2+ and restoration of intron splicing (14). In our study, the splicing
defect of the group I intron bi2 was found to be partially compensated for by the over-
expression of MRS3 and MRSZ. Therefore the same mechanism of suppression could be
suggested.

The in-vitro self-splicing of group I introns has been much studied. It has been
shown that the binding of Mg?* in the catalytic core of the intron is required for activity

(22), which was further confirmed by the resolution of the atomic structure of group I
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introns that revealed metal ions in the active site (see (26, 29) and references therein). It
can be postulated that an increased Mg?* in the mitochondria might enhance the
catalytic activity of bi2 intron and/or stabilise its structure, thus facilitating the splicing
despite an altered exon/intron pairing.

Mrs2p and Mrs3p are well conserved amongst species. We showed that an
increased copy number of the B. cinerea MRS3 gene, as its S. cerevisiae homolog, restored
at least partially the respiratory function impaired by G143A. It might be hypothesized
that an increased expression of MRS3 in the pathogenic fungi might rescue the cell
fitness of G143A mutants.

In conclusion, the presence of an intron immediately after the codon G143 seems
to hamper the evolution of the Q,l resistance mutation G143A in plant pathogenic fungi
as the mutation would be associated with a fitness penalty. This would be the current
situation in field populations. However, as found in S. cerevisae, by-pass mechanisms
might be developed to restore the respiratory function. It could be hypothesized that a

long exposure to the inhibitors might lead to the evolution of such mechanisms.
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III. Résumé de I'article et résultats supplémentaires

A. Effet de G143A sur I'épissage de I'intron bi2 du cytochrome b de la levure

Nous avons analysé I'impact de la mutation sur la croissance respiratoire, le
niveau de complexe bci et dARNm CYTB. Les deux premieres analyses ont montré que
G143A cause une sévere diminution de la croissance respiratoire (Figure 2A de I'article)
et du niveau de cytochrome b (Figure 2B de l'article); le signal du cytochrome b,
enregistré par spectrophotométrie sur des cellules intactes, est en effet diminué de 40 a
50% chez le mutant par rapport au sauvage. L’analyse par northern blot des pré-ARNm
et ARNm CYTB montre que la mutation induit une diminution d’environ 90% du taux
d’ARNm CYTB par rapport au sauvage (Figure 2C et D de l'article). On observe également
une accumulation de pré-ARNm de 3.6kb qui correspond a la taille d'un pré-ARNm
contenant l'intron bi2. Ces données confirment '’hypothése d’'un défaut d’épissage de

I'intron bi2 lié a la mutation de résistance G143A.

B. Mécanismes de contournement du défaut respiratoire

Comme la mutation G143A cause un sévere défaut de croissance respiratoire, il est
possible de sélectionner des suppresseurs c’est-a-dire des clones capables de croitre sur
milieu respiratoire et obtenus a partir du mutant G143A. Ces suppresseurs pourraient
nous apporter des informations intéressantes sur de possibles mécanismes de
contournement du défaut respiratoire. Pour cela, deux approches déja présentées dans
le chapitre I-A partie II-A-3 ont été utilisé. Pour rechercher des suppresseurs, nous
avons utilisé une souche ayant une faible capacité respiratoire, la souche CK afin

d’optimiser nos chances d’avoir des suppresseurs spécifiques.

1. Mutations compensatrices dans le génome mitochondrial

Sur 56 clones suppresseurs indépendants sélectionnés, 5 sont clairement
mitochondriaux. Ces 5 suppresseurs ont été obtenus principalement apres traitement du
mutant G143A au chlorure de manganese qui est un agent favorisant 'apparition de

mutation dans le génome mitochondrial. L’analyse génétique permettant de déterminer
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I'origine nucléaire ou mitochondriale de la mutation secondaire est décrite dans
I'annexe 3. Pour les suppresseurs nucléaires, le séquencage de génes impliqués dans
'épissage des introns du groupe I (CBP2, NAMZ2, MSS18, MSS116 et MRS1) n’a pas révelé
de changement dans ces génes (Gampel et al. 1989; Herbert et al. 1988; Séraphin et al.
1988; Kreike et al. 1986; Halls et al. 2007) ; nous nous sommes donc concentrés sur
'identification des 5 suppresseurs mitochondriaux. La compléete restauration de la
croissance respiratoire et du niveau de cytochrome b chez deux de ces clones (Sup4 et 5)
est due a la réversion de G143A en codon sauvage causant ainsi une perte de la
résistance aux Qols. Les trois autres clones présentent des phénotypes différents mais
conservent cette résistance (Figure 3 de l'article). Supl restaure partiellement la
croissance respiratoire et le niveau de cytochrome b. La mutation compensatrice est
localisée dans la région incluant COX1, ATP6, ATP8 et ENS2 (codant pour une
endonucléase). L'analyse génétique permettant de localiser la mutation secondaire est
décrite dans l'annexe 4. Le séquencage de ces quatre geénes n’a révélé aucun
changement. La mutation secondaire de Sup2 correspond au remplacement d’'une
cytosine par une guanine dans bi2 (Figure 1 de l'article) permettant de restaurer
I'appariement de B2 avec bi2 et, par conséquent, I'épissage de l'intron et la croissance
respiratoire. Ce suppresseur valide les résultats obtenus dans la section II-A. Chez Sup3,
qui permet une pleine restauration de la fonction respiratoire du mutant, le
contournement du défaut d’épissage est obtenu par la délétion des introns bil et bi2

(Figure 4 de l'article).

2. Suppresseurs multicopies

Afin d’identifier des genes nucléaires qui, surexprimés, pourraient restaurer la
croissance respiratoire du mutant G143A, celui-ci a été transformé avec une banque
génomique sauvage portée par un plasmide avec un promoteur fort. Sur 48 clones
sélectionnés capables de croitre sur milieu respiratoire, 18 présentaient une co-
ségrégation entre le marqueur porté par le plasmide et la croissance respiratoire. 17 des
18 fragments génomiques contenaient le géne MRS3 et le 18¢, MRS2. Ces deux genes
codent pour des transporteurs mitochondriaux d’ions métalliques (fer et/ou
magnésium) et sont également impliqués dans I'épissage de nombreux introns (S6llner
et al. 1987; Kolisek et al. 2003; Wiesenberger et al. 1991; Froschauer et al. 2009). La

surexpression de ces genes permet effectivement de compenser le défaut d’épissage de
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I'intron bi2 car on observe une restauration compléte du niveau de cytochrome b dans la
cellule (Figure 3B de l'article) et partielle de la croissance respiratoire ; ce dernier point
pourrait s’expliquer par un effet toxique de la surexpression de MRS3 et MRSZ.

Mrs2p et Mrs3p sont bien conservées. Il existe, par exemple, 45% d’identité de
séquence entre Mrs3p de S. cerevisiae et la protéine de B. cinerea. 1l est probable que ces
deux protéines aient des fonctions homologues et que, par conséquent, celle de B.
cinerea soit également capable de compenser le défaut d’épissage de bi2 causé par la
mutation. Pour vérifier cette hypothese, le gene codant pour Mrs3p du champignon a été
cloné dans un vecteur d’expression multicopie de levure qui a ensuite été utilisé pour
transformer le mutant G143A. L’analyse de la croissance respiratoire et du niveau de
cytochrome b dans la cellule montre que la protéine de Botrytis peut, comme celle de
Saccharomyces, restaurer pleinement le niveau de cytochrome b et partiellement la

croissance respiratoire (Figure 5 de l'article).

C. Conclusion

Nous avons montré dans cette étude que la mutation G143A introduite dans une
souche de levure possédant un intron bi2 cause un défaut de croissance sur milieu
respiratoire. Ce phénotype est dii a une diminution de complexe bci causée par une
diminution sévere du niveau d’ARNm CYTB. Chez les champignons phytopathogenes
possédant un intron de type bi2, la mutation induirait une perte de fitness et serait donc
contre-sélectionnée en champs ce qui pourrait expliquer que la mutation G143A n’est
pas été rapportée chez ces pathogenes. Cependant, des mécanismes de contournement
pourraient étre développés permettant ainsi aux champignons de pousser correctement
tout en conservant la résistance aux QoIs comme une correction de I'appariement B2-bi2
(Sup2) et une perte des introns bil et bi2 (Sup3). L’analyse de la séquence nucléotidique
de la région B2-bi2 de B. cinerea montre que I'appariement exon-intron chez ce dernier
pourrait se faire de la méme fagon que celui de S. cerevisiae (Figure 1C de I'article) et, de
ce fait, que la mutation pourrait I'altérer et empécher ainsi I’excision de I'intron. On peut
donc supposer qu'une mutation dans I'intron bi2, telle que celle retrouvée chez la levure,
pourrait également permettre de restaurer I'appariement et, par conséquent, le fitness
du pathogene. La suppression du défaut d’épissage par la perte de I'intron bi2 pourrait
aussi étre envisagée. Ce type de modification a déja été décrit chez S. cerevisiae et serait

di a des reverse transcriptases codées par les introns ail et ai2 de COX1, géne codant
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pour une des sous-unités du complexe IV (Gargouri 2005). De manieére intéressante, il a
été rapporté que les populations de B. cinerea étaient constituées de deux especes (I et
I[I) vivant en sympatrie et que dans chacune de ces especes, deux types de CYTB,
différant par la présence ou I'absence de bi2, étaient présents (Leroux et al. 2010). Les
champignons sans cet intron sont cependant plus fréquents dans I'espéce II que dans
I'espece I (96,3% contre 9,2% dans |'étude menée par Leroux et ses collaborateurs). En
se basant sur une étude phylogénétique, les auteurs suggerent que l'espece Il dériverait
de la I et que la perte d’intron serait apparue apres la divergence facilitant I'apparition
de la mutation de résistance G143A dans cette population de pathogenes. Il se pourrait
que B. cinerea posséde, comme S. cerevisiae, une protéine ayant une activité reverse
transcriptase et qui serait impliquée dans la perte de l'intron. On peut supposer que,
chez les champignons possédant bi2, la pression de sélection - par une exposition a long
terme ou répétée — conduise a la perte de I'intron et, par conséquent, a I'acquisition de la
résistance.

Nous avons également montré que la surexpression de MRS2 et MRS3, codant pour
des transporteurs de fer et de Mg?*, pouvait compenser l'effet délétére de la mutation
chez la levure avec bi2. Le mécanisme de suppression du défaut d’épissage pourrait étre
di a une augmentation de la concentration en magnésium a lintérieur de la
mitochondrie (Gregan et al. 2001) ; ion métallique nécessaire a I'épissage des introns du
groupe I (Rangan & Woodson 2003). Ainsi 'augmentation de la concentration en Mg+
dans la mitochondrie pourrait améliorer I'activité catalytique de l'intron bi2 et/ou
stabiliser sa structure ce qui faciliterait I'épissage malgré le mauvais appariement
exon/intron. Nous avons aussi montré que la surexpression de MRS3 de B. cinerea
restaurer également la fonction respiratoire. On peut donc supposer que la
surexpression de MRS3 chez les champignons phytopathogenes possédant la mutation
de résistance G143A pourrait permettre a ces derniers de retrouver un fitness normal.

En conclusion, la présence d’'un intron immédiatement apres le codon codant pour
G143 semble empécher I'évolution de la mutation G143A chez les champignons
phytopathogenes car cette mutation serait associée a une perte de fitness. Cependant,
nous avons montré que, chez S. cerevisiae, des mécanismes de contournement pouvent
étre développé pour permettre la restauration de la fonction respiratoire et nous avons
émis I'hypothese qu'une exposition prolongée des pathogénes aux Qols pourrait induire

de tels mécanismes chez les champignons.
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Chapitre I1-B : Développement d’un test rapide pour cribler, dans
des chimiotheques, des drogues capables d’inhiber la fonction
respiratoire

I. Introduction

Il existe, a 'heure actuelle, un grand nombre d’inhibiteurs utilisés dans la lutte
contre les phytopathogénes et ciblant différentes voies dont la respiration. On retrouve
ainsi des drogues capables d’'inhiber le complexe I (pyrimidinamines), le complexe II
(dont les carboxamides), le complexe III (dont les strobilurines). Les inhibiteurs
développés comme fongicides sont efficaces contre un large spectre de pathogenes.
Malheureusement, des mutations de résistance sont rapidement apparues en champs.
Des isolats résistants au traitement ont révélé que ces mutations sont souvent localisées
dans les sites actifs des complexes (Gisi et al. 2002; Fisher & Meunier 2005; Leroux et al.
2010) comme la mutation G143A (Gisi et al. 2002). Il est donc important d’identifier de
nouvelles molécules capables de contourner ses résistances. Nous avons développé, ici,
un test pour le criblage de molécules capables d’'inhiber la fonction respiratoire. Ce test a

fait I'objet d’un article ci-joint.
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II. Article

A rapid in vivo colorimetric library screen for inhibitors of microbial

respiration

Cindy Valliéres,+ Nicholas Fisher,* Marc Lemoine,+ Olivier Pamlard$ Sandra Beaupierre,$ Catherine Guillou,$

and Brigitte Meunie T

+Centre de Génétique Moléculaire and SInstitut de Chimie des Substances Naturelles, CNRS, Avenue de la
Terrasse, 91198 Gif-sur-Yvette, France. *Plant Research Laboratory, Michigan State University, East
Lansing, MI 48824, USA.

A number of fungicides that target the respiratory chain enzymes complexes II
(succinate dehydrogenase) and III (cytochrome bci complex) are used in agriculture.
They are active against a large range of phytopathogens. Unfortunately, the evolution of
fungicide resistance has quickly become a major issue. Resistance is often caused by
mutations in the inhibitor binding domains of the complexes, and new molecules are
required that are able to bypass such resistance mutations. We report here on a rapid in
vivo high throughput method, using yeast cells and the redox dye TTC to screen chemical
libraries and identify inhibitors of the respiratory function. Using that screening process,
followed by a series of tests, we identified a drug (D12) in a diverse library of 4,640
molecules that inhibited the respiratory function without toxic effect on the cell. D12 is a
weak inhibitor of complex III. Interestingly, the drug is fully active against the mutant
enzyme harbouring the G143A mutation that confers high level of resistance towards
most of the fungicides targeting complex IIl. In addition, the drug is not active against
bovine complex IIl. Using a collection of yeast strains harbouring mutations in the
inhibitor binding sites (Qo and Q; sites), we showed that D12 targeted the Q, site and
that its inhibitory activity was weakened by the mutation L275F. A phenylalanine is
naturally present at position 275 in mammalian complex III, which could explain the
differential sensitivity towards D12. The molecule is not structurally related to
commercial inhibitors of complex III and could potentially be used as lead compound for

the development of antimicrobial agents.
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INTRODUCTION

The mitochondrial respiratory chain is an effective target for antimicrobial
agents. In medicine, atovaquone, an inhibitor of complex IlI, is used for drug therapy
against different parasitic diseases (malaria, toxoplasmosis and Pneumocystis
pneumonia caused by the opportunistic pathogen fungus Pneumocystis jirovecii). A range
of fungicides are used in agriculture that inhibit complex II (succinate dehydrogenase)
or complex III (bci1 complex, quinol:cytochrome c¢ reductase) of plant pathogenic fungi.
Inhibitors of complex III (QIs) and of complex II (SDHIs; most of them carboxamides)
interfere with the substrate quinol binding sites. Complex III has two substrate quinol
binding pockets called Qo and Qi which are provided by the mitochondrially-encoded
subunit cytochrome b. Most of the fungicides inhibiting complex III target the Q, site
(Qols) and are synthetic analogs of the natural compounds strobilurins (for instance
azoxystrobin). They were introduced in the market in the mid-1990s and are active
against a wide spectrum of fungal diseases.! Only two Qils (fungicides targeting the Q;
site of complex III) are available. They are sulfonamides compounds (cyazofamid? and

amisulbrom) and are active only against oomycetes.

The overall structures of these respiratory complexes (especially the electron-
transferring catalytic cores) are highly conserved between species. There are, however,
some differences in sequence facilitating the search for inhibitors with differential
reactivity, active against pathogens with low reactivity towards other organisms.
Respiratory inhibitors developed as fungicides are effective against a broad range of
important pathogens. Unfortunately, the problem of acquired resistance has rapidly
emerged. A growing number of pathogen isolates resistant to inhibitor treatment have
been reported, and this resistance is often linked to mutation within the active sites of
the complexe.3-> For instance, the resistance mutation G143A located in the Q, site of
complex Il has been reported in an increasing number of phytopathogenic fungi and
causes high level of resistance to all Q, targeted fungicides.3 New molecules targeting

complex Il are needed that are capable of bypassing such resistance.

Here we describe a rapid test to screen chemical libraries for drug inhibiting the

respiratory function. The method uses the redox dye triphenyltetrazolium chloride
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(TTC). TTC is a colourless electron acceptor that can be reduced to a red formazan
precipitate in microorganisms. It has been used as a means of screening for respiratory
deficient mutants of yeast and Chlamydomonas reinhardtii®’: colonies grown on agar
plates were overlaid with TTC in soft agar; respiratory competent colonies become red
whereas respiratory deficient colonies did not accumulate the red dye. As reported in8,
TTC is reduced by the dehydrogenases of the respiratory chain (complex I, NADH- and
succinate dehydrogenases). The reduction is faster when the mitochondrial membrane
is coupled because of the accumulation in the mitochondrial matrix of the positively
charged TTC* cations. The accumulation of stable red formazan is only possible in
anaerobiosis since the initial product of TTC reduction is rapidly reoxidised by oxygen.
Cytochrome oxidase, the terminal enzyme of the respiratory chain, has a very high
affinity for oxygen. Colonies of cells with a functioning cytochrome oxidase become
anaerobic (inside the colonies) and accumulate the red formazan. Cells with a defective
or otherwise inhibited respiratory chain do not reduce oxygen efficiently and therefore
do not generate sufficient anaerobiosis for the red dye to form. Thus lack of formazan
formation could act as a screen for respiratory deficient mutants, as previously
reported®’ but could also act as a screen to identify drugs that inhibit the respiratory

function.

We applied this screening method on a collection of compounds of natural and
synthetic origin, using the yeast Saccharomyces cerevisiae as a model organism. The
screening, followed by biochemical and mutational analysis, identified a new compound

inhibiting complex III, which was structurally unrelated to known inhibitors.

RESULTS AND DISCUSSION

Identification of respiratory inhibitors. Our goal was to develop a robust in vivo
high throughput methodology for the identification of inhibitors of a metabolic choke
point, the mitochondrial respiratory complex III (cytochrome bci complex). This enzyme
is of considerable interest as a fungicidal and chemotherapeutic target. The colorimetric
method we used is based on the reduction of the redox dye triphenyltetrazolium

chloride (TTC) by the mitochondrial respiratory chain. This methodology is of general
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applicability for the identification of inhibitors of other complexes within the respiratory
chain of aerobic microbes. The redox dye TTC accumulated inside the cells as a red
formazan precipitate when reduced by the dehydrogenases of the respiratory chain
under anaerobic conditions.® Compounds that inhibit the respiratory chain block the
formation of the red precipitate. As described in Methods and illustrated in Figure 1,
after addition of TTC to yeast (S.cerevisiae) cells suspensions in microwells, the red dye
accumulated in cells with active respiratory chain but not in cells treated with the
azoxystrobin, a fungicide targeting complex III. This method can also be used with other

organisms, such as the filamentous fungus Podospora anserina (Figure 1).

Control AZO

Podospora
anserina

Figurel. TTC test (as described in Methods) applied on yeast cells and on mycelium of a filamentous
fungus. DMSO, solvent used as control; AZO, azoxystrobin, a potent inhibitor the respiratory chain.

The chemical library of the ICSN, composed of 4,640 compounds of very large
chemical diversity - natural products, molecules derived from natural substances and
synthetic compounds - was screened using the TTC test. 20 molecules appeared to
inhibit the accumulation of the red formazan, indicating that these drugs could
potentially inhibit the respiratory chain enzymes. These 20 molecules then were re-
tested manually using the same test (this was done twice). Six molecules were excluded
as their inhibitory effect on the TTC reaction was not confirmed or was very weak. The
14 selected molecules were tested for their inhibitory effect on respiratory growth. Six
molecules affected the respiratory growth at 1 pg/mL: D5, D6, D9, D10, D11 and D12
(Table 1). The effect of these 6 drugs on the oxygen consumption of cells was monitored
(Table 1). D11 has no effect. D5, 6 and 9 show a weak inhibitory effect. A more severe

inhibition was observed with D10 and D12. The study of these two drugs was pursued.

We checked their impact on the fermentative growth. For that end, we used a

strain depleted of mitochondrial genome (rhoY%). In such strain, the respiratory chain
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function is completely abolished as the mitochondrial genes encoding the main
components of respiratory complexes Il and 1V, and of complex V or ATP synthase, are
absent. The rho? mutation (similarly to other mutations causing respiratory deficiency)
is not lethal in S. cerevisiae as yeast can rely on fermentation to generate energy when
grown on a suitable carbon source (such as glucose). The fermentative growth test was
done as in Table 1, glucose replacing ethanol (not shown). We found that D10 was toxic
to the cell proliferation and inhibited the fermentative growth at low dose (5 pg/mL). In
addition the molecule seemed unstable in the culture medium since after >30h
incubation, the inhibition was lessened and the cell started to proliferate, both in
fermentative and respiratory conditions. Thus D10 was excluded from further in vivo
experiment. D12, on the contrary, was stable in culture media over 4 days of incubation.
The drug had no effect on the rho? fermentative growth at 30 pg/mL whereas it
inhibited the respiratory growth at lower concentration. The dose-dependent inhibition
of the respiratory growth was monitored (performed as in Table 1, with increasing

concentration of D12) (not shown). An ICso of approx. 1 pug/mL was obtained.

Table 1. Effect of drugs on respiratory growth and oxygen uptake by cells

Compound Respiratory growth (% control) @  Oxygen uptake (% control) ?

D5 61 65-70
D6 75 50
D9 54 70-80
D10 22 25
D11 44 100
D12 55 30

a WT cells were inoculated in 5 mL of ethanol medium with 1 pg/mL of the drugs and cultivated at 28°C
with agitation. Optical density (Asoo nm) Of the cultures was recorded at the end of the exponential phase
and presented as % of the control cell density in absence of drug. The measurements were done twice and
average. b oxygen uptake by cells was recorded in an oxygraph. Approximately 108 cells grown in ethanol
medium were added to 1 mL of water with 3 uM CCCP. After 2-3 minutes recording of the control O;
uptake rate, drugs were added at 5 pg/mL and the oxygen uptake rates were recorded. The drugs have
similar effect in absence and in presence of the uncoupling agent CCCP (not shown).

Thus the target(s) of D12 are likely to be restricted to the respiratory function.

146



Identification of the target of the respiratory inhibitors D10 and D12. We first
tested the inhibitory effect of D10 and D12 on NADH oxidase activity of mitochondria as
described in Methods. NADH directly delivers electrons to the NADH dehydrogenases
(there is no protonmotive, metazoan-like complex I in yeast) bypassing the Krebs cycle.
This was done in presence of the uncoupling agent carbonyl cyanide m-chloro phenyl
hydrazone (CCCP). Therefore the electron flux through the respiratory chain enzymes -
from the NADH dehydrogenases, via complex Il and complex IV to oxygen - was not
controlled by complex V activity. From the inhibitor titration curve (Figure 2a), an ICso
of 45 nM per ug protein was estimated for D10. D12 has similar inhibitory effect: at 125
nM per mg protein, a 90% inhibition of oxygen uptake was observed. Thus it appears

clearly that both drugs target one or more enzymes of the respiratory chain.

In order to determine the enzyme(s) inhibited by D10 and D12, we monitored
their effect on the different segments of the respiratory chain. The results are presented

in Table 2 and illustrated in Figure 2b, c and d.

Table 2. Effect of D10 and D12 on the respiratory chain activities

D10 D12
Activity ¢

ICso per pg protein ICso per ug protein
Cytochrome c oxydase (complex V) > 3000 > 450
NADH:cytochrome c¢ reductase (NADH dehydrogenases + 50 15

complex III)

Succinate-cytochrome c reductase (complexes II + III) > 350 30
NADH :quinone reductase (NADH dehydrogenases) > 280 > 350
Quinol:cytochrome c reductase (complex III) 170 120

a Measurements were performed using mitochondria as described in Methods. The activities in absence of
drugs were as follows: NADH:cytochrome ¢ reductase: 1.4 pmole cytochrome ¢ .min"l. mg?; Succinate-
cytochrome c¢ reductase: 0.85 pumole cytochrome ¢ .minl. mg!; NADH-quinone reductase: 0.14 pmole
quinol .minl. mg?1; quinol-cytochrome c reductase: 3.2 pumole cytochrome ¢ .min1. mg? (TN= 125 s1);
cytochrome c oxidase activity: 1.2 @mole cytochrome ¢ .min't. mg!

D10 and D12 had no effect of cytochrome oxidase activity (complex IV), as

expected since the only known inhibitors of mitochondrial complex IV are competitors
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of oxygen such as CO, CN and azide. Both drugs inhibited the NADH:cytochrome c
reductase activity (NADH-dehydrogenase + complex III) with ICso of 50 and 15 nM per
pg protein for D10 and D12, respectively. They had no or little effect on NADH:quinone
reductase (NADH dehydrogenase) but inhibited the quinol:cytochrome c reductase
activity (complex III) with ICso of 170 and 120 nM per pg protein for D10 and D12,
respectively. Their reactivity towards complex Il was low compared to commercially
available complex III inhibitors such as the fungicide azoxystrobin: the ICso (estimated
as moles drugs/moles complex III) was around 8 for azoxystrobin,* whereas it was
around 400 for D10 and 280 for D12. D10 and D12 differed by their effect on the
succinate-cytochrome c reductase activity (complexes II+III). D10 had little effect on the
activity (ICso >350 nM per ug protein). Thus D10, while inhibiting complex III, had no
effect on complex II + III activity, which might appear as a discrepancy. This has been
previously explained by Brasseur et al..? Briefly the authors demonstrated that complex
[II was rate-limiting in the NADH:cytochrome c¢ reductase reaction, but was not rate-
limiting in the succinate- cytochrome c reaction. Therefore a decrease in complex III
activity impacted the NADH:cytochrome c reductase activity to a greater extent than the
succinate- cytochrome c¢ activity, which is what we observed: the ICso for
NADH:cytochrome c reductase is 10-fold lower that the ICso for succinate- cytochrome ¢
reaction. D12, on the contrary, inhibited the succinate- cytochrome c reaction with an
ICs0 of 30 nM per pg protein. This indicated that D12 had also a weak inhibitory effect on

complex II.

We then compared the effect of D10 and D12 on the quinol:cytochrome c¢
reductase activity (complex III) of mitochondrial membrane extracted from bovine heart
(kindly provided by P. Rich, UCL, London). The activities were measured as for the yeast
mitochondria. Interestingly, bovine complex III was not sensitive to D10 or D12. The ICso
values (presented as moles drugs/moles complex III) were >4000 with bovine
mitochondria compared to 400 and 280 for D10 and D12, respectively, with yeast
mitochondria. Similarly, we found that D12 ICso for NADH- and succinate- cytochrome b
reductase activities were >1000 (reported as moles drugs/moles complex III) with the
bovine mitochondria compared to 35 and 60 (reported as moles drugs/moles complex

[1T) with the yeast mitochondria.
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Finally, we checked the inhibitory effect of D10 and D12 on the
NADH:cytochrome c reductase activity of mutant complexes III harbouring a mutation in
the inhibitor binding pockets: mutation G143A in the Q, site that causes a high level of
resistance towards the Q, inhibitors myxothiazol (> 5,000-fold) and azoxystrobin (65-
fold); 19 and mutation K228M, in the Q; site that confers moderate level of resistance
towards the Q; inhibitor HQNO!! and was first reported as antimycin-resistant
mutationl2. We found that D10 and D12 were fully active against the mutant enzymes:
the same ICso were obtained with WT and mutant complexes IIl. Thus interestingly,
mutation G143A causing acquired resistance to all Q, site fungicides and detected in

many plant pathogen fungi does not confer cross-resistance to D10 and D12.
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Figure 2. Effect of the compounds D10 and D12 on the respiratory chain activities. The measurements of
the various activities were performed using mitochondria as described in Methods. NADH-oxidase activity
(Panel a) was monitored in a Clark-type oxygen electrode. Oxygen uptake was initiated by addition of
500uM NADH. Oxygen uptake rate in absence of drugs was 0.20 pmole O,. minl. mg protein -L
Measurements of the NADH-, succinate and quinol-cytochrome c reductase activities (Panels b, c and d)
were done by following the reduction of cytochrome c spectrophotometrically. The activities in absence of
drugs are presented in Table 2. The measurements were done at least twice and averaged. The error bars
are shown in the figures. ICso were estimated from the plot of % activity vs drug concentration per pg
protein.
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Identifying the binding site of D12 in complex III. As mentioned above, complex
[II has two inhibitor binding pockets, Q, and Q;, formed by the core subunit cytochrome
b. In order to indentify the target site of D12 within complex III, we monitored the effect
of a series of Qo and Q; site mutations on the inhibitory effect of the drug. The test was
performed on the respiratory growth of the mutant strains. The 20 strains tested were
identical to control strain, differing only by the amino acid substitutions in cytochrome
b. D10 was excluded from that test since the molecule was found to be toxic to cells,
inhibiting both respiratory and fermentative growth, and unstable upon incubation in

the culture medium.

The Q; site mutations were chosen on the basis of the structure!314 and/or on previous
reports of their effect on the sensitivity towards the Q; inhibitors HQNO and/or
antimycin.1> The Q, site mutations, T127I, 1147V, T148I, L150F, S152A, P226L and
L275F were found in the human pathogenic fungus P. jiroveci, after atovaquone
treatment and introduced into yeast.l® The mutation F278A conferred resistance to
atovaquone (not shown). An alanine at position 278 is naturally present in human
cytochrome b whereas it is replaced by a phenylalanine in yeast. G143A, as mentioned
above, causes high level of resistance towards Q, site fungicides in plant pathogenic
fungi while F129L confers moderate level of resistance to these fungicides (for a review
of cytochrome b mutations seel?). The positions of the mutated Q, site residues in the
structure of the complex III and in the cytochrome b sequence are presented in Figure 3a
and c, respectively. None of the ten Qi mutations tested conferred resistance to D12.
Similarly, eight of the ten Q, site mutants studied were susceptible to the drug: T127],
F129L, G143A, T148I, L150F, S152A, P266L and F278A. The sensitivity of the

respiratory growth of G143A was thus in agreement with the enzymatic data.

Two Qo site mutations, namely 1147V and L275F, caused a marked resistance to D12 as
shown in Figure 3b. This finding indicates that D12 targets the Q, site of complex III and
that residues 1147 and L275 should be involved in the binding of the drug. As this
mutational analysis shows a restricted overlap between residues involved in resistance
towards atovaquone, azoxystrobin and D12, we could hypothesize that the binding site

and/or binding mode of D12 would be different to that of these known inhibitors.

Interestingly, a phenylalanine at position 275 is naturally present in the

cytochrome b of the majority of organisms (including man). Fungi are unusual in having
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a leucine at that position. That variation could explain the differential sensitivity of the
bovine and yeast complex IIl to D12 that we observed. By contrast, the mammalian

variant F278A had no effect on the susceptibility to D12.
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Figure 3. (a) Location of the mutated residues within the Q, pocket of yeast cytochrome b. This figure was
prepared using PDB coordinates 3CX5.23 Regions encompassing the Q, site (helices C, cd1 and the ef loop)
are represented in green. The bound Q, site inhibitor stigmatellin is labelled as ‘Stg’. (b) Effect of Q.
mutations 1147V and L275F on drug susceptibility. WT and mutant cells were inoculated in 5 mL of
ethanol medium with 5 and 7 pg/mL of the D12 and cultivated at 28°C with agitation. Optical density (Asoo
nm) of the cultures was recorded after 48h and presented as % of the control cell density in absence of
drug. The measurements were done at least twice. (c) Comparison of cytochrome b sequences. Only
cytochrome b sequences that form the Q, site are shown. Bt, Bovus taurus; Sc, Saccharomyces cerevisiae; St,
Septoria tritici; Bc, Botrytis cinereus; Pa, Podospora anserina. The mutated residues studied here are
marked by an asterisk. The variant residues at positions 275 and 278 are in colour.

Chemical structures of D10 and D12. Compounds D10 and D12 were found to be
structurally different to the previously known complex III inhibitors. D10 is a carbazole
while D12 is a pregnan. The chemical structure of D10, 8-(benzyloxy)-2-methyl-6,11-
dihydro-5H-pyrido[3,2-aJcarbazole, was determined as described in Methods. The
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structure of D12, 385q,60-triacetoxy-5a-pregnan-20-one ethylene ketal has been

previously reported in.1”

The chemical library screened in this study contained two other compounds
structurally close to D12 (Figure 4). In our assay conditions, these molecules were found
to be inactive, showing that the test could discriminate between closely related
structures in series. From the comparison of molecules 2, 3 and 4, it appears that a
dioxolane function in position 20 and no function in position 16 are important for the
inhibitory effect of D12. The presence of a ketone function (i.e. in compound 3) or a 2-
methylpentane chain (i.e. in compound 4) at position 20 seems detrimental for the
inhibitory activity. Modifying the methylene group at position 16 by the introduction of
a ketone function leads also to inactive compound (i.e. compound 4). Further work on
the structure-activity relationship needs to be performed to determine the active site of

the molecule.

1 D10

Analogues of D12
Figure 4. Chemical structures of D10, D12 and analogues of D12.

In Conclusion, we described a rapid and easy-to-use screening method to identify
respiratory function inhibitors. In a collection of 4,640 molecules, we identified two new
complex Il inhibitors: D10, a carbazole and D12, a pregnan. We found that D12, stable in
culture medium and non-toxic to cells, targeted the Q, site of complex IIl. Many

inhibitors bind to the Q, site. The Qo pocket forms a large, bifurcated volume that is
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‘loosely stitched’ by inter-sidechain H-bonds between discontinuous stretches of
cytochrome b (mainly helices C, cd1 and the ef loop (Figure 3a)). This “loose stitching”
may allow the expansion of the site upon binding of inhibitors.18 That property
presumably allows the site to accommodate diverse molecules and could explain the
development of specific Qo, inhibitors active against pathogens. Interestingly,
mammalian complex III was not susceptible to D12. In addition, D12 was unaffected by
the Qo, site mutations G143A and F129L, responsible for acquired resistance to
fungicides in phythopathogenic fungi. Related compounds with higher reactivity need to
be synthesized that would have the same mode of action but tighter binding to complex
I1I. Drugs developed on the scaffold of D12 may be a valuable tool and could circumvent

Qol resistance caused by cytochrome b mutation.
METHODS

Yeast strains and media. The yeast strains used for TTC screening, for growth analysis and oxygen
uptake analysis derived from AD1-9 (kindly given by M.Ghislain, UCL, Belgium). That strain harbours
multiple deletions of the cell membrane transporter genes, which render the cells more sensitive to drugs
than standard yeast strains.1® AD1-9 [WT] contains a wild type mitochondrial genome. AD1-9 rho? is
missing the entire mitochondrial genome (obtained after ethidium bromide treatment of the WT strain). A
series of strains derived from AD1-9 [WT] contain point mutations in the cytochrome b gene. They have
been obtained by random- or by side-directed mutagenesis. The mutants are as follows: Q; site mutations
G33A,11 G37S,11 H204Y,20 S206T/V,20 N208V,11 R218K,11 F225L,11 K228M,11 M221Q?!; Q, site mutations
T1271,%6 F129F,22 G143A,* 1147V,16 T148],'6 L150F,'6 S152A,16 P226L,'6 L275F16; F278A was constructed
for this study by microprojectile bombardment-mediated mitochondrial transformation as described
previously.l® Respiratory medium contains 1% yeast extract, 2% peptone, 0.2% glucose, 2% ethanol.

Fermentative medium contains 1% yeast extract, 2% peptone, 3% glucose.

TTC screening. The yeast strain AD1-9 [WT] was cultivated in ethanol medium until mid- to late-log
phase (optical density of 2 measured at 600 nm), with vigorous agitation for a good aeration of the
cultures. The test was performed in 96 microwell plates using a pipetting robot. 150 pL culture and 5 pg of
drugs (5 pL of a DMSO solution) were added: the cell suspensions were aerated by pipetting; 7 mM TTC
was then added (55 pL of TTC in a 2% ethanol solution); the cell suspensions were again aerated by
pipetting. The plates were then left at room temperature without agitation for a few minutes. The yeast
cells sediment quickly. Cells with an active respiratory chain generate sufficient anaerobiosis in the
cuvette for the red formazan precipitate to accumulate inside the cells. The red colour appears after 10 to

15 min. Drugs inhibiting the accumulation of red formazan were identified.

Measurement of the components of the respiratory chain in yeast mitochondria. Mitochondria were

prepared as in.1? Protein concentration was determined by Bradford method (Protein quantification kit-
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rapid, Fluka). Complex III concentration was determined from dithionite-reduced optical spectra, using
€=28.5 mM-1l.cm' at 562nm minus 575nm. Activity measurements were performed at room temperature.
The measurements were repeated at least twice and averaged. ICso values (inhibitor concentration

required to obtain 50% inhibition of the activity) were determined by inhibitor titration.

NADH-oxidase activities were measured using a Clarke-type oxygen electrode. Mitochondria were
added at 120 pg of protein to 1 mL 0.7M sorbitol, 50mM Tris-HCI pH7.5, 0.2mM EDTA, 3uM CCCP. Oxygen
uptake activity was initiated by the addition of 0.5 mM NADH. After 2-3 minutes recording, inhibitors

were added at various concentrations and the rate of oxygen consumption was recorded.

The quinol and/or cytochrome c oxidoreductase activities were measured spectrophotometrically
in a Beckmann DU 640 spectrophotometer. Measurements were performed in 1 mL of 10mM potassium
phosphate pH 7. For quinol- cytochrome c¢ reductase activity (complex III activity), 0.01 % lauryl

maltoside was added. Initial rates after addition of the substrate were recorded.

NADH:-, succinate:-, quinol:cytochrome c reductase activities was determined by measuring the
reduction of cytochrome ¢ (20uM) at 550nm versus 540nm over a 1-min time-course and in the presence
of ImM KCN. Mitochondria were added at 10 to 40ug of protein per mL. Activity was initiated by the
addition of 20uM decylubiquinol, a synthetic analog of ubiquinol, for quinol- cytochrome ¢ reductase
activity and by the addition of 600uM NADH for the NADH- cytochrome c reductase activity. The
succinate- cytochrome c reductase activity was initiated by the addition of oxidized cytochrome c after 10

min of incubation of mitochondria with 10mM succinate.

Cytochrome c oxidase activity: Mitochondria added at 15 pg of protein per mL. Activity was
initiated by the addition of 20uM reduced cytochrome c. Cytochrome c oxidation was recorded at 550nm

versus 540nm over a 1-min time-course.

NADH:quinone reductase activity. Mitochondria added at 40 pg of protein per mL and incubated
with 200 pM NADH for 10 minutes. Activity was initiated by the addition of 100uM decylubiquinone.

Decylubiquinone reduction was recorded at 280nm versus 325nm over a 1-min time-course.

Determination of the structure of compound D10. 'H NMR and 3C NMR spectra were determined on
Brucker Avance-500. 'H NMR spectra are reported in parts per million (8) relative to residual solvent
peak. Data for 'H are reported as follows: chemical shift (6 ppm), multiplicity (s = singlet, d = doublet, t =
triplet, q = quartet, sxt = sextet, dd = double-doublet, m = multiplet), coupling constant in Hz, and
integration. 13C NMR spectra are reported in parts per million () relative to the residual solvent peak. The
purity and the exact mass were determined with a Waters Acquity liquid chromatograph equipped with a
Photodiode Array Detector, an Evaporative Light Scattering Detector and a Triple Quadripole Detector. A
reverse-phase HSS T3, 2.6 um, 4.6 x 100 mm was used for the UPLC work with the solvent system as
follow: 98/2 A/B for 7 min followed by 0/100 isocratic for 3 min at a flow rate of 0.6 mL/min, where

solvent A was 0.1% formic acid in H,0 and solvent B was 0.1% formic acid in acetonitrile.
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1H NMR : B (ppm) 3.07 (2H, t, J=10 Hz, Hy3) ; 3.25 (2H, t, J=10Hz, H14) ; 5.15 ( 2H, s, H16) ; 6.96 (1H,
dd, J1=2 Hz, Jo= 9 Hz, Hy) ; 7.11 (1H, d, J=1.5 Hz, Huo) ; 7.29 (1H, d, =9 Hz, Hs) ; 7.34-737 (1H, m, Hzo) ; 7.40-
7.44 (3H, m, Hyo Hz1 Hie); 7.50-7.52 (2H, m, Hig Ha2); 8.19 (1H, s, H1); 8.24 (1H, s, NH). 13C NMR :
(ppm) 18.29 (1C, C23) ; 19.38 (1C, C13) ; 31.62 (1C, C14) ; 70.97 (1C, C16) ; 100.00 (1C, C) ; 101.45 (1C, C1o) ;
11.95 (1C, Cs); 113.16 (1C, C12), 113.79 (1C, C7); 124.35 (1C, C4) ; 127.19 (1C, C3); 127.59 (2C, Cis Ca2) ;
127.84 (1C, Cz0); 128.54 (2C, Cyo Ca1); 131.11 (1C, C2) ; 132.27 (1C, Ci5); 133.05 (1C, C11); 137.59 (1€,
C17) ; 146.60 (1C, C1) ; 153.72 (1C, Co) ; 154.53 (1C, C15). m/z : 339.1 [M-H]-; 341.1 [MH]*.
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III. Résumé de I'article et résultats supplémentaires

La méthode de criblage est basée sur l'utilisation du triphenyltetrazolium
chloride (TTC). Le TTC est un accepteur d’électron qui peut étre réduit en un précipité
rouge, le formazan, par les déshydrogénases de la chaine respiratoire (complexe I, NADH
et succinate déshydrogénases) (Rich et al. 2001). Cet indicateur redox est notamment
utilisé chez la levure et Chlamydomonas reinhardtii pour différencier les cellules
capables de respirer de celles qui ne le sont pas (Dorthu et al. 1992; Ogur et al. 1957)
L’accumulation de formazan est seulement possible en anaérobiose - lorsque la
cytochrome oxydase a transformé tout 'oxygene en eau - car le composé est rapidement
réoxydé par l'oxygene. Les cellules avec une chaine respiratoire non fonctionnelle ne
vont pas pouvoir consommer l'oxygene et, de ce fait, générer d’anaérobiose pour
permettre la formation du précipité rouge. Ainsi, I'absence de formazan dans les cellules
permet de détecter les mutants déficients pour la respiration mais peut, également,
permettre d’'identifier des drogues capables d’inhiber la fonction respiratoire comme
illustré dans la figure 1 de larticle. Ce test fonctionne également sur d’autres
champignons comme les champignons filamenteux Podospora anserina et Botrytis
cinerea.

Nous avons appliqué cette méthode de criblage sur la chimiotheque de I'Institut
de Chimie des Sciences Naturelles (ICSN) qui est constituée de 4640 composés d’origine
naturelle ou synthétique, en utilisant S. cerevisiae. Etant donné que la levure posséde un
systeme de pompes permettant I'efflux de molécules performant, nous avons utilisé des
souches dont des génes impliqués dans ce processus de résistance aux drogues ont été
délétées (Chapitre I-B). Certains composés ont été sélectionnés et soumis a d’autres
tests. La stratégie employée est décrite dans figure 39.

Nous avons identifié, parmi les 4640 composés, 14 molécules capables d’inhiber la
réduction du TTC. Apres une série de tests, deux drogues, que nous avons nommeées d10
et d12, étaient réellement capables de bloquer la respiration de la levure. Ces molécules
se sont avérer étre des inhibiteurs modérés du complexe III (rapport ICso/bc1 de 400 et
280, respectivement, contre 5 pour l'azoxystrobine) mais également du complexe II
pour d12 (Figure 2 et Tableau 2 de I'article). De maniére intéressante, d10 et d12 sont
structuralement différentes des inhibiteurs du complexe III actuellement connus. Ces

résultats montrent que notre méthode permet d’identifier de nouveaux inhibiteurs du
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complexe III. Néanmoins, d10 a un effet toxique sur la cellule et est assez instable en

milieu liquide et, de ce fait, seule d12 a fait I'objet d’'une analyse plus approfondie.

Composes de la chunotheque de I'ICSN

¢ 4640 Identification de la
ou des cible(s)

Inhibition de la

réaction« TTC » Effet sur les

> activités des

Inhubition: NON OUIL

complexes de la
chaine
respiratoire

oui i 14
non

4626 Inhibition de Ia
fonction respiratoire

~ Inhibitiondela
croissance ComplexeIl et 111
respiratoire
Identification du
Inhibitionde la site de liaison dans
consommation le complexe I11

d’oxygéne
1 oui & 2

Test de toxicité

Inhibition de la

croissance
fermentative

Site Q,

di2

Figure 39: Schéma de la stratégie employée pour identifier de nouveaux composés capables
d'inhiber la fonction respiratoire.

Dans le but de déterminer le site de liaison de la molécule dans le complexe III, nous

avons employé la méme stratégie que celle utilisée pour HDQ (chapitre I-B) c’est-a-dire
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suivre l'effet de la drogue sur la sensibilité, en croissance, de mutants portant des
mutations dans les deux poches catalytiques du complexe (Figure 3 de l'article). Aucune
des mutations du site Q; ne conférent de résistance a d12 et parmi les mutants du site Qo,
seuls 1147V et L275F sont résistants suggérant que ces deux résidus sont impliqués dans
la stabilisation de la drogue dans le complexe IIl. De maniére intéressante, la drogue
n’est pas active contre I'enzyme bovine. La présence de la phénylalanine en position 275
dans '’enzyme de mammifere pourrait empécher la liaison de la drogue, comme observé
dans le mutant L275F, et pourrait expliquer la différence de sensibilité a d12 entre
I'enzyme de levure et celle du beeuf. Il a également été montré qu’il n’y a de résistance

croisée des mutations G143A et F129L, deux mutations de résistance aux fongicides

Qols.

IV. Conclusion et Perspectives

En conclusion, la méthode de criblage employée nous a permis d’identifier un
inhibiteur du complexe II et III : d12. Les données obtenues montrent que la molécule a
une faible réactivité envers le complexe III bovin et est active contre les mutants de
résistance aux strobilurines, G143A et F129L. Des dérivés de d12, plus actifs, pourraient
étre développés comme fongicides afin de contourner ces résistances.

Ce test, rapide et peu cofliteux, pourrait étre utilisé sur d’autres chimiotheques ou
extractotheques afin d’identifier de nouveaux composés capables d’'inhiber la fonction
respiratoire et qui pourraient étre des outils précieux dans la lutte contre les
pathogénes. Les mutants mimant les poches catalytiques de pathogenes développés et
en cours de développement pourraient étre utilisés pour le criblage afin d’identifier des

molécules spécifiques de ces organismes.
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Chapitre II-C: Etude de la différence de sensibilité de plusieurs
organismes aux antioomycetes ciblant le site Qi du complexe bc:.

I. Introduction

Les oomycetes sont des protistes qui ressemblent aux champignons notamment par
la présence d’hyphes. Il existe environ 500 especes d’oomycetes. Plusieurs espéces sont
des pathogénes majeurs de plantes comme Pythium, Phytophtora et Plasmopara.
Certaines especes peuvent également parasiter des animaux. Pythium est I'agent du
pythium également appelé fonte des semis; cette maladie affecte couramment les
racines des jeunes plantes. Phytophtora infecte un grand nombre de végétaux tels que le
pommier (P. cactorum), la pomme de terre (P. infestans) et le chataignier (P. cinnamomi).
Plasmopara viticola est connu comme étant 'agent du mildiou de la vigne. De nombreux
fongicides sont actifs contre ces oomycetes comme les strobilurines. Par contre des
antioomycetes ciblant le complexe bci comme le cyazofamide, I'amisulbrom et

I'ametoctradine, actuellement commercialisés, sont actifs uniquement sur les oomycetes.
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Figure 40: Structure du cyazofamide (A), de I'amisulbrom (B) et de 'ametoctradine (C).

Le cyazofamide a été introduit pour la premiere fois en champs en 2001 au
Royaume-Uni. Cet inhibiteur ne présente pas de résistance croisée avec des fongicides

Qols commercialisés et controle la prolifération de pathogénes résistants aux
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strobilurines ce qui suggere que le cyazofamide présente un mode d’action différents
des drogues actuellement disponibles en agriculture. Mitani et ses collaborateurs ont
examiné l'effet du cyazofamide sur des cinétiques de réduction des hemes du
cytochrome b de Pythium en utilisant 'antimycine et I'azoxystrobine comme inhibiteurs
de référence des sites Q; et Qo. Le cyazofamide présente un effet sur la réduction des
hemes du cytochrome b similaire a celui observé avec l'antimycine a savoir une
réduction immédiate des hemes apres ajout de la drogue. Sur la base de ses résultats, les
auteurs suggerent que le site de liaison du cyazofamide est le site Q; du complexe bci
(Mitani et al. 2001). Des isolats de Phytophtora capsici résistants au cyazofamide ont été
rapportés en 2008 ; la mutation de résistance n’a cependant pas été identifiée (Kousik &
Keinath 2008). L’amisulbrom a également été classifié comme Qil. Le site d’action de
I'ametoctradine n’a pas été identifié mais comme les oomycetes portant la mutation de
résistance G143A sont sensibles a cette drogue, il a été émis comme hypothése que la
molécule ciblerait aussi le site Qi du complexe bc1 de ces phytopathogeénes.

La levure est naturellement résistante au cyazofamide et a I'amisulbrom. Nous
projetons donc d’identifier les résidus impliqués dans la différence de sensibilité a ces
drogues entre le complexe bcy de la levure et des oomycetes mais également d’identifier
le site d’action de 'ametoctradine. La comparaison de séquence du cytochrome b de ces
organismes révele que le site Q; est bien conservé mais qu'’il existe des variations dans la
poche catalytique qui pourraient étre a l'origine de cette sensibilité différentielle.
Certaines de ces variations seront introduites dans la levure et leur impact sur la
sensibilité aux antioomycetes analysé. Les données ainsi obtenues devraient nous
apporter des informations sur les résidus a modifier afin d’obtenir un site Qi de levure
mimant celui des oomycétes et donc sensible aux trois drogues. Je présenterai ici les

premiers résultats obtenus sur ce projet.

II. Résultats

A. Détermination du site de liaison de I’'ametoctradine

L’ametoctradine inhibe la croissance de la levure sur milieu respiratoire
contrairement au cyazofamide et a 'amisulbrom comme illustré figure 41. Nous avons

donc testé la sensibilité de mutants du site Qo et du site Q; a cette drogue en croissance
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afin de déterminer son site de liaison. Les mutations dans ces sites correspondent pour
la plupart a des mutations de résistances a des inhibiteurs du complexes bci (souches
utilisées dans le chapitre [-B). Aucun des mutants du site Q; ne présentent de résistance
a 'ametoctradine contrairement a plusieurs mutants du site Q, dont G143A ce qui
suggere que la molécule se fixe au niveau de ce site. Cependant, comme c’est un faible
inhibiteur du complexe bc1 de la levure (la concentration utilisée est de 100 pM contre
25nM pour 'azoxystrobine), on ne peut pas exclure que ce composé se lie au site Q; chez
les oomycetes. De plus, a I'inverse du mutant levure G143A, les phytopathogenes portant

cette mutation sont sensibles a la drogue.

Glucose Ethanol/Glycérol Glucose Ethanol/Glveerol

WT T 1481
G33A L1350k
G378 S152A
T1271 H204Y
G143A S206T
1147V S206V
N208V P266L
R21SK L275F
M221Q F278A
F225L Y279C
K228M V2798
K2281 K228M
+G143A

Figure 41: Sensibilité/résistance de la croissance respiratoire de la souche WT et des mutants Q, et
Qi aux trois antioomycétes et a 1'azoxystrobine. Les cellules sont cultivées en milieu respiratoire
(éthanol/glycérol) en absence ou en présence de la drogue (100uM pour les antioomycetes et 25nM pour
I'azoxystrobine) et incubées 3 jours a 28°C. En rouge, les mutants du site Q; et en bleu, les mutants du site

Qo

B. Identification des résidus impliqués dans la liaison des antioomycetes au
site Qi

Comme on peut le voir sur la figure 42, le site Qi de la levure et des oomycetes est
bien conservée mais il existe des variations qui pourraient expliquer la résistance de la

levure aux antioomycetes.
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Figure 42: Alignement de séquences de la région Q; du cytochrome b. En bleu, les résidus conservés
entre S. cerevisiae et les autres organismes. Les astérisques noirs indiquent la position des résidus
impliqués dans la résistance a des Q,ls (Tableau 1) et les verts indiquent les acides aminés, dans I'enzyme
bovine, qui seraient en contact avec 'antimycine (Huang et al. 2005). En rouge, les résidus qui different
entre les trois oomyceétes et la levure aux positions indiquées par les astérisques. En gras, les résidus
introduits dans la levure.

Nous nous concentrerons principalement sur les résidus impliqués dans la liaison
a 'antimycine et a 'ubiquinol (Huang et al. 2005; Hunte et al. 2000) et sur les résidus
impliqués dans des résistances aux Qils comme I'HQNO et I'llicicoline H (Tableau 1) pour
la construction des premiers mutants. Les résidus des oomycétes signalés en rouge et
gras dans la figure 42 seront donc introduits progressivement dans I'enzyme de S.
cerevisiae afin d’obtenir un site Q; sensible aux antioomycetes. Les leucines aux positions
17, 27 et 195 ne seront pas introduites car elles sont également présentes chez des
organismes résistants aux antioomycétes et n’entrainent pas, a priori, un énorme
changement. Tout comme les leucines, la phénylalanine en position 221 est retrouvée
chez des organismes résistants a ces drogues et ne sera donc pas introduite.

Nous avons étudié aussi l'effet des antioomycetes sur la croissance de deux autres
organismes : I'algue Chlamydomonas reinhardtii et le parasite Plasmodium falciparum
qui présente des variations communes avec les oomycetes comme illustré dans la figure
42. Les données obtenues devraient nous indiquer quels résidus pourraient étre
impliqués dans la sensibilité différentielle et nous guider pour la construction du site Q;

des oomycetes dans la levure.
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Stone Doggett, notre collaborateur a I'Université d’Oregon, a testé le cyazofamide
et 'ametoctradine sur la prolifération du protozoaire. Comme la levure, Plasmodium est
insensible au cyazofamide avec une ICso > 25 puM et a une sensibilit¢é modérée a
I'ametoctradine avec une ICso d’environ 1 pM ; I'lCso pour I'atovaquone est de 'ordre du
nanomolaire.

C. reinhardtii étant un organisme photosynthétique. L’étude de l'effet du
cyazofamide, de I'amisulbrom et de I'ametoctradine sur la croissance de l'algue en milieu
TAP (Tris-acétate phosphate ; milieu riche) a été faite dans deux conditions : a la lumiére
ou la cellule va effectuer a la fois la respiration et la photosynthese et a I'obscurité ou
I'organisme va uniquement respirer (Figure 43). A la lumieére, la croissance de I'algue est
inhibée uniquement en présence de cyazofamide. A 'obscurité, on observe également
une inhibition de la croissance en présence de cyazofamide et une inhibition plus faible
en présence des deux autres inhibiteurs. Nous avons également fait ces tests sur deux
mutants : Abci (complexe III de la chaine respiratoire) et Absf (complexe III de la chaine
photosynthétique). A la lumiere, le mukant bci, qui va uniquement faire dela
photosynthese, n’est pas inhibé par les antioomycetes ce qui suggere que le
cyazofamide, qui inhibe la croissance de la souche sauvage a la lumiere, se lie au niveau
du complexe bci. L’absence de croissance du mutant a l'obscurité est normale car le
mutant ne peut pas respirer. Le mutant Abef a la lumiere et a 'obscurité est inhibé par le
cyazofamide ce qui confirme les résultats obtenus avec le muthnt bci a savoir une
inhibition du complexe bci de 'algue par le cyazofamide puisque le mutant Abef est
uniquement capable de respiration dans les deux conditions expérimentales.
L’inhibition de la souche sauvage a I'obscurité par 'ametoctradine et 'amisulbrom est
probablement un artéfact ou du moins n’a pas de lien avec le complexe bci puisqu’on ne
voit pas d’inhibition des mutants par ces drogues. Dans ces expériences, la concentration
en cyazofamide utilisée est de 100 uM; des données préliminaires montrent que la

croissance de l'algue est inhibée des 1uM.
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Lunueére Obscurité
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Figure 43: Sensibilité/résistance de la croissance de C. reinhardtii (sauvage et mutants Abc; et
Ab¢f) aux antioomycétes. Les algues ont été cultivées deux jours, en milieu TAP contenant ou non 100uM
de la drogue, a la lumiére (photosynthese + respiration) et a I'obscurité (respiration). Ctrl : contréle sans
inhibiteur ; Amet : ametoctradine ; Amis : amisulbrom ; Cyazo : cyazofamide.

Pour résumé, la levure et Plasmodium sont modérément sensible a
I'ametoctradine et insensible au cyazofamide ainsi qu’a 'amisulbrom dans le cas de la
levure (la sensibilité du parasite a I'amisulbrom n’ayant pas été testé) tandis que
Chlamydomonas est sensible au cyazofamide et insensible a l'ametoctradine et a
I'amisulbrom.

Comme illustré figure 42, P. falciparum et C. reinhardtii présentent des variations
communes avec les oomycetes. Ainsi, on retrouve une histidine en position 16 et une
tyrosine en position 20 chez ces différents organismes. Or ils ne présentent pas de
sensibilité commune a un des antioomycetes ; il semblerait donc que ces deux résidus ne
soient pas impliqués dans la sensibilité différentielle a ces drogues. A contrario, les
résidus Y/F30, G31, V91 et V204, seulement présents chez les oomycetes, pourraient
expliquer la différence de sensibilit¢ a l'amisulbrom entre les enzymes des
phytopathogenes et celles de la levure, de l'algue et de Plasmodium. De maniere
intéressante, on retrouve une thréonine en position 22 uniquement chez les oomycetes
et Chlamydomonas qui sont sensibles au cyazofamide suggérant une implication de ce
résidu dans la liaison du cyazofamide au site Qi. L’ensemble de ces variations pourraient

étre introduites dans la levure afin d’obtenir un site Q; sensible aux antioomycetes.
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III. Conclusion et perspectives

Nous avons entrepris d’identifier les résidus impliqués dans la différence de
sensibilité aux antioomycetes observée entre ces phytopathogeénes et la levure. Pour
cela, nous avons commencé a remplacer, pas a pas, des résidus de la levure par leur
équivalent chez les oomycéetes en ce concentrant dans un premier temps sur les résidus
qui ont été décrits comme étant impliqués dans la liaison de 'antimycine (Huang et al.
2005) ou dans des résistances a des Qils (Tableau 1). L’algue verte Chlamydomonas
reinhardtii et le parasite Plasmodium falciparum partageant certaines variations avec les
oomycetes, des tests de sensibilité de ces organismes aux drogues ont été effectués dans
le but d’identifier certains des facteurs de la sensibilité différentielle. D’autres variations,
en dehors des résidus sur lesquels nous nous sommes concentrés, pourraient également
jouer un role dans ce processus. Par exemple, le résidu M29 qui est commun aux
oomycetes et a Chlamydomonas pourrait étre impliqué dans la liaison du cyazofamide.
De ce fait, il sera peut-étre nécessaire d’effectuer de nombreux changements afin
d’obtenir un site Q; sensible aux trois antioomycétes. La construction in silico d’'un
modele de I'enzyme des oomycetes par homologie avec des structures du complexe bci
disponibles suivie d'une simulation de la liaison des drogues dans la poche catalytique Q;
pourrait également permettre d’identifier les changements a effectuer dans le
cytochrome b ; tout comme la recherche d’algues résistantes au cyazofamide.

Les données obtenues apporteront des informations importantes pour la conception
de nouvelles molécules capables d’inhiber spécifiquement le site Q; des oomycetes. Une
fois le modele obtenu, celui-ci pourra étre utilisé pour cribler de nouveaux
antioomycetes mais également pour suivre I'apparition de mutations de résistance. Ces

expérimentations n’étant pas chose aisée chez les oomycetes.
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Conclusion du chapitre

A I'heure actuelle de nombreux fongicides du site Q, sont utilisés en agriculture
pour lutter contre les phytopathogénes. Malheureusement, des mutations de résistance
a ces drogues sont apparues assez rapidement apres l'introduction des composés sur le
marché ; parmi ces mutations, on trouve G143A qui confere un fort niveau de résistance.
La mutation s’est propagée rapidement chez certains pathogenes tandis que chez
d’autres especes, elle n’a pas encore été détectée. Des études ont montré qu'il existe une
différence dans la structure exon/intron du CYTB des champignons et oomycetes
(Grasso et al. 2006). En effet, les especes ou la mutation n’a pas été détectée possedent
un intron apres le codon G143. A l'aide de notre modele «levure », nous avons pu
montrer que la modification de ce codon empéche I'épissage de I'intron et que cela avait
pour effet une diminution du niveau de cytochrome b et donc de la croissance
respiratoire. Nous avons également montré que des mécanismes de «by-pass» qui
pourraient permettre une restauration de la croissance sont possibles : restauration de
I'appariement exon/intron nécessaire a I'épissage, perte de l'intron, augmentation de la
concentration intramitochondriale en magnésium requis pour I'épissage. Ces données
apportent des informations intéressantes sur la possible apparition de la mutation
G143A chez les pathogeénes possédants un intron. Face a I'’émergence de mutations de
résistance, il est nécessaire de rechercher de nouveaux composés capables d’'inhiber la
croissance de ces organismes résistants. Nous avons donc développé un test permettant
d’identifier, au sein de chimiotheques, des molécules capables d’inhiber la fonction
respiratoire. Nous avons ainsi pu identifier un nouvel inhibiteur du complexe bcy, d12,
qui pourrait étre développé comme fongicide car possédant des caractéristiques
intéressantes: pas d’effet sur I'’enzyme de mammifere et inhibe la croissance du mutant
G143A et F129L. Un autre moyen de lutter contre les phytopathogenes résistants serait
de développer des inhibiteurs du site Q;. Actuellement, les seuls fongicides Qils
commercialisés sont le cyazofamide, l'amisulbrom (et l'ametoctradine ?) mais ces
drogues sont spécifiques des oomycetes. Nous avons cherché ici a identifier les résidus
impliqués dans la sensibilité différentielle afin de créer, dans la levure, un site Qi mimant
celui des oomycetes. Ce mutant pourra également servir a suivre l'évolution de la

résistance aux Qils.
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DISCUSSION GENERALE

Je discuterai ici de l'apport du modele «levure » dans l'identification et la
caractérisation de nouveaux inhibiteurs du complexe bci de la chaine respiratoire
mitochondriale et I'étude du développement de la résistance a ces antimicrobiens.

Les molécules capables d'inhiber le complexe bci sont des armes redoutables
dans la lutte contre les pathogénes de ’'Homme ou des plantes car cette enzyme occupe
une place centrale dans la bioénergétique mitochondriale en catalysant le transfert des
électrons de la quinol vers le cytochrome c et en couplant ce transfert a la translocation
de protons a travers la membrane mitochondriale interne ; protons qui seront utilisés
par I'ATP synthase pour produire ’ATP, source d’énergie de la cellule. A I'heure actuelle,
plusieurs inhibiteurs ciblant le complexe bci sont commercialisés pour lutter contre ces
pathogénes. L’atovaquone est employé en médecine dans le traitement du paludisme, de
la toxoplasmose, des babésioses et de la pneumocystose causé par Pneumocystis jirovecii.
Les strobilurines ou encore le cyazofamide et 'amisulbrom sont utilisés en agriculture
contre les phytopathogenes. L’atovaquone et les strobilurines sont des inhibiteurs de la
poche catalytique Q, tandis que le cyazofamide et 'amisulbrom sont des inhibiteurs
ciblant la poche Q.

Malheureusement, un nombre croissant de cas de résistance a ces drogues ont été
rapportés et ont pour origine des mutations dans le cytochrome b, sous-unité qui forme
les poches catalytiques du complexe et qui est codée par le génome mitochondrial (pour
revue, (Fisher & Meunier 2008)). Face a I'apparition de résistance aux inhibiteurs du
complexe bci et aux autres composés, il est devenu urgent de développer de nouvelles
molécules capables de contourner ses résistances mais également de nouvelles
stratégies de traitement. Par exemple, en agriculture, afin de limiter 'apparition de
résistance, une stratégie de rotation des drogues a été développée. Cependant, ce type
d’approche en médecine et plus précisément dans la lutte contre Plasmodium, I'agent du
paludisme, est difficilement applicable; le secteur pharmaceutique de certains pays
endémiques n’étant pas régulé. Néanmoins, afin de limiter I'émergence de ces
résistances, 'OMS a appelé a cesser l'utilisation des monothérapies au profit des
combinaisons médicamenteuses (ACT). La combinaison d'un inhibiteur ciblant le site Qo

et d'un inhibiteur ciblant le site Q; pourrait donc étre utilisée.
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A l'exception du cyazofamide et de 'amisulbrom, les inhibiteurs du complexe bcy
développés comme antimicrobiens sont des inhibiteurs de la poche catalytique Q,. Le
site Q; est moins bien conservé que le site Qo, ce qui favoriserait le développement de
molécules spécifiques (actives contre le complexe III de pathogenes mais inactives
contre le complexe Il de mammiferes). Par contre le site Qi semble étre structuralement
plus rigide que le site Qo. Il n’a effectivement pas été observé, comme pour le site Q,, de
flexibilité au niveau de la liaison des inhibiteurs (Gao et al. 2003; Huang et al. 2005;
Esser et al. 2004). Le fait que le site Qi s"accommode moins bien a diverses molécules
pourrait donc expliquer pourquoi peu de Qils sont disponibles a ce jour, et donc peu de
Qils a activité antimicrobienne.

Ce type d’étude, chez les organismes pathogenes, est difficile voire impossible
actuellement. En effet, certains pathogenes ne sont pas cultivables en laboratoire ; c’est
le cas, par exemple, de P. jirovecii et de certains phytopathogénes. Les oomycetes
peuvent étre cultivés en laboratoire sur des plantes ou des fragments de plantes mais le
passage sur des milieux synthétiques est uniquement possible, a I'heure actuelle, pour
les Phytophtora. Dans le cas de Plasmodium falciparum, 'agent du paludisme, identifier
des molécules ciblant le complexe bci ou rechercher in vitro des mutations de résistance
est possible (pour exemple, (Dong et al. 2011; Nam et al. 2011)). Par contre, I'analyse
biochimique n’est pas chose aisée car il est difficile d’'obtenir des mitochondries en
quantité suffisante pour une telle analyse et les préparations de membranes
mitochondriales sont contaminées par de 1'hémozoine - molécules d’hémes
polymérisées a la suite de la dégradation de ’'hémoglobine par le parasite - qui gene les
mesures spectrophotométriques. La levure S. cerevisiae présente de nombreux
avantages pour I’étude des inhibiteurs du complexe bc; : facile a cultiver, croissance sur
milieu fermentescible en 'absence du chaine respiratoire fonctionnelle, nombreux outils
biochimiques et génétiques disponibles dont la transformation du génome
mitochondrial par balistique (uniquement possible chez la levure et chez l'algue
Chlamydomonas reinhardtii), séquence du cytochrome b bien conservée entre la levure
et les pathogenes, structure du complexe bci résolue. A 'aide de ce modele, nous allons
pouvoir (I) rechercher de nouvelles molécules capables d’'inhiber le complexe bc1, (II)
caractériser ces nouveaux composés en déterminant notamment leur mode de liaison,

(IIT) étudier I’évolution de la résistance a ces drogues.
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I. Rechercher de nouvelles molécules capables d’'inhiber le complexe
bc1

A. Etude des sensibilités différentielles aux inhibiteurs

L’enzyme des oomycetes est sensible au cyazofamide et a 'amisulbrom, deux Qils,
tandis que I'’enzyme de la levure et celle de 'Homme sont fortement résistantes a ces
molécules. De la méme facon, l'atovaquone est tres efficace contre l'enzyme de
Plasmodium et de la levure mais a une faible réactivité envers I'enzyme de mammifere.
C’'est grace a ces différences de sensibilité que ces drogues peuvent étre utilisées en
traitement. Lorsqu’'on compare la séquence du cytochrome b de ces différents
organismes (pathogenes, levure et Homme), on s’apercoit qu'il existe, au niveau des
poches catalytiques, des variations qui pourraient expliquer ce phénomene. Afin
d’étudier ces différences de sensibilité, nous avons introduit progressivement les
variations dans I'enzyme de levure et analysé la sensibilité des mutants aux inhibiteurs.
Nous avons ainsi pu montrer que le résidu en position 275 joue un réle clé dans la
sensibilité différentielle a 'atovaquone. En effet, la présence d’'une phénylalanine a cette
position induit une résistance a I'atovaquone chez 'Homme qui est diminué par la
combinaison d’autres variations chez le parasite. Les données apportées par I'étude des
sensibilités différentielles pourraient aider a la conception de nouvelles molécules a

réactivité spécifique.

B. Identifier des nouveaux composés dans des chimiotheques

Nous avons développé, au cours de ma these, un test de criblage de molécules
capables d’inhiber la fonction respiratoire. Ce test est basé sur 'utilisation de la levure et
du TTC, un accepteur d’électron qui peut étre réduit en un précipité rouge par les
déshydrogénases lorsque la chaine respiratoire est fonctionnelle. L’absence de ce
précipité dans les cellules permet donc d’identifier des drogues capables d’inhiber la
fonction respiratoire. Nous avons ainsi pu identifier dans la chimiotheque de I'lCSN un
nouvel inhibiteur du complexe II et III : 1a molécule d12. Cet inhibiteur est un analogue
des stérols et est donc différent des autres inhibiteurs du complexe III ce qui ouvre des

voies intéressantes dans la conception de nouvelles molécules.
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Ce test, rapide et peu coliteux, pourrait étre utilisé pour identifier des molécules
spécifiques du complexe bci de pathogenes. Pour cela, les mutants mimant I’enzyme
d’organismes pathogenes et de 'Homme pourraient étre utilisés. Comme le cytochrome
b de S. cerevisiae interagit avec d’autres sous-unités du complexe, catalytiques ou
surnuméraires, l'introduction de la protéine humaine ou des pathogenes dans I'enzyme
de levure risquerait de perturber ces interactions et, par conséquent, de conduire a un
complexe non assemblé c’est pourquoi il est préférable de se limiter aux poches
catalytiques. Les mutants construits pour l'étude des sensibilités différentielles
pourraient donc servir de base a la construction de tels mutants. Sont actuellement
disponibles des mutants mimant le site Q, de plusieurs phytopathogénes (Fisher et al.
2004), le site Qo de 'Homme et le site Q, de Plasmodium falciparum ; le site Qi des
oomycetes est en cours de construction. Malheureusement, le mutant
« Plasmodiumisée » portant le plus de variations (PF7) n’est pas capable de croitre sur
milieu respiratoire et est donc inutilisable pour le criblage. Ce mutant présente une
perte de pres de 85% de 'activité du complexe bc1 due a 'introduction d’'une délétion de
quatre résidus au niveau de I'hélice cd2. La recherche de suppresseurs, a partir du
mutant portant seulement la délétion (PF3), a permis d’identifier des mutations
compensatoires dans la région de liaison flexible de Rip1l suggérant que la délétion
perturbe le transfert des électrons du cytochrome b vers les cytochromes c/c1 rendu
possible grace au mouvement de Ripl. Néanmoins, ces mutations secondaires ne
permettre pas de restaurer la croissance du mutant PF7. Un seul changement n’étant pas
suffisant, la construction in silico d'un modeéle de I'’enzyme modifiée par homologie avec
des structures du complexe bci disponibles pourrait permettre d’identifier les
changements a effectuer dans les sous-unités qui permettraient de restaurer I'activité du
complexe. Si cela n’est pas le cas, la construction d’'un mutant sans la délétion pourrait
étre envisagée; la délétion n’est pas la seule variation permettant de diminuer la
résistance a I'atovaquone liée a F275 et de ce fait, d’obtenir un site Q, mimant celui du
parasite. L'introduction du deuxiéme site catalytique dans ces mutants reste a faire afin
d’obtenir des mutants complets. Cependant, le remplacement de la poche catalytique
dans son ensemble peut s’avérer problématique car la modification de certains résidus
peut conduire a l'obtention d'une enzyme non fonctionnelle. Par exemple, le
remplacement de la proline en position 277 chez la levure par son équivalent chez

I’'Homme a savoir une phénylalanine entraine une diminution importante de I'activité se

174



traduisant par une absence de croissance sur milieu respiratoire. C’est pourquoi il est
préférable de se concentrer d’abord sur les résidus impliqués dans la liaison aux
inhibiteurs (comme cela a été fait dans I'étude des sensibilités différentielles) avant
d’élargir a d’autres résidus. Ces données nous apportent cependant des informations sur

la plasticité des poches catalytiques.

II. Caractérisation des nouveaux inhibiteurs du complexe bc1

La levure est un bon outil pour déterminer le mode de liaison de la drogue mais
également identifier des résistances croisées. Cependant, certains inhibiteurs se lient
peu (ex: acridinediones (Biagini et al. 2008) et ametoctradine) voire pas a '’enzyme de

levure (ex : cyazofamide, amisulbrom, RCQO06).

A. Cas des molécules inhibant I'’enzyme de S. cerevisiae

L’analyse de mutants de résistance a l'atovaquone a permis a Kessl et ses
collaborateurs d’établir le mode de liaison de cette drogue dans le site Q, (Kessl et al.
2003). De la méme maniere, nous avons pu identifier le site et le mode de liaison d’HDQ,
un inhibiteur ciblant le complexe bci de P. falciparum. Pour cela, la sensibilité a 'HDQ
d’une collection de mutants présentant des mutations de résistance a des Qols ou a des
Qils a été analysée et nous a permis d’identifier la drogue comme étant un inhibiteur du
site Qi. Quatre mutants du site Qi - G33A, H204Y, M221Q et K228M - sont résistants a la
molécule suggérant une implication de ces résidus dans la liaison de I'inhibiteur au sein

de la poche catalytique.

B. Cas des molécules se liant peu voire pas au complexe bci de la levure

Certaines molécules ne se lient pas bien voire pas du tout a I'enzyme de levure;
c’est le cas notamment de l'ametoctradine, un antioomycete, et de RCQO06, un
antipaludique. Afin d’identifier leur site de liaison, il est nécessaire d’utiliser des mutants
mimant les poches catalytiques des pathogenes. Nous avons montré que la levure est

fortement résistante a RCQ06 mais lorsque nous introduisons des résidus du parasite
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dans l'enzyme de levure (surtout F275), cette derniere devient fortement sensible a
I'inhibiteur indiquant que cette molécule est un Q.l. Afin d’identifier d’éventuelles
résistances croisées avec des inhibiteurs actuellement disponibles sur le marché, il
serait intéressant d’introduire ces résistances dans la version « Plasmodiumisée » de
I’enzyme. De plus ces mutations pourraient nous apporter des informations sur le mode
de liaison de la drogue dans la poche catalytique comme cela a été le cas pour HDQ. Pour
I'ametoctradine, une faible sensibilité de la levure a été observée. L’analyse de la
sensibilité en croissance de la collection de mutants Q, et Qi a cet antioomycete a révélé
que plusieurs mutants du site Q, sont résistants a la drogue suggérant une fixation de
cette derniére a ce site or, comme c’est un tres faible inhibiteur, on ne peut pas exclure
qu'’il agisse, chez les phytopathogenes, au niveau du site Qi comme cela a été proposé.
Les mutants mimant les poches catalytiques des oomycetes devraient donc permettre

d’identifier la cible de I'ametoctradine.

III. Etude de I'évolution de la résistance aux molécules capables de
bloquer I'activité du complexe bci

La levure comme les mutants mimant les poches catalytiques d’organismes
pathogénes peuvent servir pour I'étude de I'évolution des résistances aux inhibiteurs du
complexe bci.

Des mutations de résistance aux différentes drogues étudiées peuvent étre
recherchées a l'aide de ces modeles. Il suffit, pour cela, de rechercher des clones
capables de croitre sur milieu respiratoire contenant la drogue et de séquencer le
cytochrome b comme cela a été fait, par exemple, pour le diuron, un Qil (di Rago et al.
1986).

La levure peut également servir a étudier I’évolution des mutations de résistance.
Par exemple, la mutation de résistance aux strobilurines G143A est apparue rapidement
chez certains phytopathogenes alors que I'évolution de cette mutation a été plus lente
voire absente chez d’autres. Le modele levure a permis d’étudier la base moléculaire de
cette évolution différentielle. En 2004, Fisher et ses collaborateurs ont modifié le site Qo
de la levure afin de mimer celui de plusieurs phytopathogénes (Blumeria graminis,
Venturia inaequalis, Sphaerotheca fuliginea et Phytophthora megasparma) et ont

introduit dans ces différentes versions de I'enzyme la mutation G143A. Ils ont ainsi pu
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observer que certaines variations introduites semblaient affecter 'impact de la mutation
sur l'activité du complexe bci. En se basant sur ces observations, les auteurs ont suggéré
que la mutation de résistance peut affecter différemment le fitness des phytopathogenes
ce qui peut expliquer, en partie, les différences d’évolution de la mutation observées sur
le terrain (Fisher et al. 2004). La mutation G143A rapportée chez de nombreux
phytopathogenes n’a cependant pas été trouvée chez les pathogenes arborant un intron
juste apres le codon G143. En utilisant la levure comme modéle, nous avons pu montrer
que la mutation introduite chez une souche possédant un intron affecte I'épissage de ce
dernier et conduit, de ce fait, a une déficience respiratoire. Nous avons également pu
identifier des mécanismes de contournement de l'effet délétere de la mutation qui
pourrait apparaitre en champs.

La levure pourrait donc servir pour I'étude de I’évolution de d’autres mutations.
Par exemple, ce modele pourrait nous permettre de comprendre pourquoi la mutation
Y279S est la mutation de résistance a I'atovaquone la plus répandue chez Plasmodium
(Musset et al. 2006) alors que celle-ci affecte le fitness du pathogene (Fisher et al. 2012)
et pourquoi on ne la retrouve pas chez d’autres organismes traités a I'atovaquone. Dans
le premier cas, il se pourrait que le niveau de résistance a I'atovaquone soit plus élevé
avec la mutation Y279S qu’avec une autre mutation isolée in vitro (Kessl et al. 2004,
2005) et que, de ce fait, la mutation conférerait un avantage important pour la survie du
parasite. Dans le seconde cas, des variations dans la poche catalytique Qo entre les
différents organismes pourraient expliquer I'absence de la mutation Y279S chez T.
gondii ou P. jirovecii. En effet, la mutation Y279S pourraient avoir un effet délétere sur
I'activité du complexe III de ces deux pathogenes plus important que sur celui de

Plasmodium.

IV. Autres applications: étude des mutations et polymorphismes
humains

La levure possédant des poches catalytiques humanisées pourrait servir a I'étude
de mutations pathologiques retrouvées chez des patients mais également a I'étude de
polymorphismes du cytochrome b humain. Les polymorphismes sont, a priori, silencieux
mais certaines de ces variations, localisées dans les régions catalytiques, pourraient

avoir des effets sur le complexe bci (sensibilité aux inhibiteurs, couplage...). Par
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exemple, le polymorphisme D171N (S172 chez la levure) pourrait étre introduit dans
notre modele et son impact sur le complexe analysé. Cette variation est associée a un
lignage de I'’ADN mitochondrial spécifique du continent européen, I'’haplogroupe J. Le
remplacement de l'aspartate par l'asparagine induirait un léger découplage. Ce
polymorphisme aurait conféré un avantage durant les périodes de grands froids aux
porteurs de cette variation car le découplage permet d’augmenter la production de
chaleur au dépend de la production d’ATP (Wallace et al. 1999). De maniere paradoxale,
ce polymorphisme aurait des effets positifs comme I'adaptation au froid et la diminution
de la production d’especes réactives d’'oxygene comme des effets négatifs lorsqu’il est
associé a des mutations liées a des maladies mitochondriales (LHON, syndrome de
MELAS...) (Pierron et al. 2008). La diminution de la production d’ERO, responsables de
dommages cellulaires au cours du vieillissement, pourrait expliquer Ila
surreprésentation de 'haplogroupe ] parmi les populations de centenaires (Rose et al.
2001). L’effet du polymorphisme D171N sur 'activité du complexe pourra étre étudié a
I'aide du modele levure: activité de l'enzyme, découplage, production d’ERO, etc.
D’autres polymorphismes pourraient étre ainsi étudiés et les données obtenues
devraient nous indiquer si ces changements sont des variations silencieuses ou de

possibles facteurs de risque.

S. cerevisiae semble étre un outil utile pour le développement et la caractérisation
détaillée de composés ciblant le complexe bci des pathogénes ainsi que pour la
prédiction et la surveillance de la résistance a ces antimicrobiens. Une analyse in silico
basée sur les résultats obtenus au cours de ma thése ou les structures
cristallographiques des mutants construits en présence de composés chimiques
devraient nous permettre de comparer la structure des poches catalytiques des
différents organismes et le mode de liaison des inhibiteurs dans ces sites ce qui
pourraient fournir des informations importantes pour la conception de nouvelles

drogues aux propriétés antimicrobiennes.
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Annexe 1 : Article en préparation

Exploring the differential sensitivity of Plasmodium falciparum, yeast
and mammalian enzymes towards anti-malaria compounds targeting

the bc, complex Q, site.

Cindy Valliéres+, Nicholas Fisher* and Brigitte Meunier™

+Centre de Génétique Moléculaire, CNRS, Avenue de la Terrasse, 91198 Gif-sur-Yvette, France; #Plant

Research Laboratory, Michigan State University, East Lansing, MI 48824, USA.

* corresponding author

The bci complex is a validated target for antimicrobial agents used to control
human and plant pathogens (for instance anti-malaria and fungicides). Most of these
drugs bind to Qo pocket that is provided by the mitochondrially-encoded cytochrome b,
the main subunit of the complex. Comparison of the cytochrome b sequences shows that
the Qo domain is well conserved between organisms. There are however variations that
could explain the differential sensitivity towards inhibitors, which is required for the

development of therapeutic drugs.

In this work, we are studying two compounds with anti-malaria activity:
Atovaquone, a hydroxynaphthoquinone used in medicine to treat Plasmodium
falciparum malaria and other infections and that targets the Q, site; and RQCO06, a
quinolone compound shown to have a potent inhibitory activity against the plasmodial
bci complex . The yeast (S. cerevisiae) and P. falciparum bci complexes are highly
sensitive towards atovaquone, whereas the mammalian enzyme, as expected for a
therapeutic molecule, is 20-25 fold less susceptible. RCQO06 is potentially an interesting
drug since the mammalian bci complex is also 20-30 fold less sensitive than the
plasmodial enzyme. By contrast, the yeast bc; complex is naturally highly resistant to

RCQO6.
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In order to investigate the determinants of resistance and sensitivity towards
these two drugs, we used the yeast bc1 complex as model. We constructed and analysed
a series of yeast mutants harbouring variants of the Q, site where yeast residues have
been replaced by P. falciparum or human equivalents. We showed that residue 275 plays
a central role in the differential sensitivity and that other variants in the Q, site
modulate the impact of the mutation introduced in position 275. By modifying the yeast
enzyme, we are creating useful tools that cold be used for the discovery and the analysis
of new drugs with potential anti-malaria activity and for the study of the development of

resistance mutations.

INTRODUCTION

The bc1 complex or complex Il is central to mitochondrial bioenergetics and the
target of antimicrobial agents used to control human and plant pathogens (for instance
anti-malaria and fungicides). It is multimeric complex. Three subunits form the catalytic
core and contain the redox-active groups haems and FeS namely cytochrome b,
cytochrome c1 and the Iron Sulphur Protein (ISP). The structures of several complexes
have been solved. They share the same catalytic core. The central and largest subunit is
cytochrome b, a predominantly hydrophobic protein consisting of eight transmembrane
helices. Cytochrome b is mitochondrially encoded in all eukaryotes while the other

subunits are nuclearly encoded.

The bci complex catalyses the transfer of electrons from ubiquinol to cytochrome
¢ and couples this electron transfer to the vectorial translocation of protons across the
inner mitochondrial membrane. The catalytic mechanism, called the Q-cycle, requires
two distinct quinone-binding sites (Qo,, quinol oxidation site, and Qi, quinone reduction
site), which are located on opposite sides of the membrane and linked by a
transmembrane electron-transfer pathway. Cytochrome b provides both the Q, and Q;
pockets and the transmembrane electron pathway (via haems b; and bn). The Q, site is a
relatively large domain formed from components encompassing amino acid residues
120-150 and 260-280. Hydrogen bonds form a ‘loose stitching’ that allow a degree of

expansion of the site on occupant binding [5]. Some sidechains within the Q, site, such as
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components of the ‘PEWY’ motif (residues 271-274), demonstrate considerable

conformational flexibility on inhibitor binding [6].

A number of Qo-specific inhibitors (Qols) are known, such as the natural
compounds myxothiazol, stigmatellin, and strobilurin A, and a number of synthetic
molecules. The Q, site forms a bifurcated volume. On the basis of structural and
mutational analysis, Qols can be separated into two classes by their mode of binding [5],
[6]. Myxothiazol and MOA-type inhibitors bind in the b; ‘proximal’ domain of the Q, site.
Stigmatellin and 2-hydroxy-quinone analogues bind in the haem b; ‘distal’ domain,
occupying the region of the Q, site close to the docking interface of the iron-sulphur

protein.

Comparison of the cytochrome b sequences shows that the Q, domain is well
conserved between organisms. There are however variations that could explain the
differential efficacy of inhibitors, which is required for the development of therapeutic
drugs. In this work, we are studying the determinants of the differential sensitivity of the
yeast (Saccharomyces cerevisae), Plasmodium falciparum and mammalian bci complexes
towards two compounds with anti-malaria activity: atovaquone and RCQ06, a quinolone

ester recently reported [4].

Atovaquone, a hydroxynaphthoquinone is use therapeutically to treat
Plasmodium falciparum malaria, Pneumocystis jiroveci pneumonia, Toxoplasma gondii
toxoplasmosis and other infections. It targets the bc1 complex and binds in the Q, pocket
of the complex. The drug is likely to be a ‘distal’ binding inhibitor due to its effect on the
EPR spectrum of the ISP [10]. A crystal structure for atovaquone-inhibited bci complex

is not available.

RQCO06 has been synthesised during the study of quinolones compounds with
anti-malaria activity. The compound was shown to have a potent inhibitory activity
against the parasite bci1 complex [4] with an ICsg of around 1.3 nM, which is in the same
range than the atovaquone ICso (around 3 nM) [1]. Modelling analysis of the binding of
RCQO06 and other compounds of the series in the bc1 complex Q, site suggested that the
compounds would bind in a position distal to haem by and proximal to the ISP docking

site, like atovaquone. The potent inhibitory activity of RCQO06 in vivo (parasite

183



proliferation) and in vitro seemed promising. However, the differential efficacy of RCQ06

had not been studied.

Previous work showed that the yeast (S. cerevisiae) bc1 complex is more sensitive
towards atovaquone that the bovine enzyme. A computed energy-minimised structure
for atovaquone liganded to the yeast bc1 complex suggested that residue 275 plays a key
role in the differential sensitivity. The presence of a phenyalanine at position 275 in the
bovine enzyme would hinder the drug binding. F275 being replaced by L in the yeast
enzyme, the steric constraint is lessened and the sensitivity to atovaquone increases
[11]. Like S. cerevisae, the pathogenic fungus P. jirovenci cytochrome b has a leucine
residue at position 275. The mutation L275F has been reported in the pathogenic fungus
cytochrome b after atovaquone treatment, in association with acquired atovaquone
resistance. When the mutation L275F is genetically introduced in the yeast bc1 complex,
its sensitivity is significantly decreased [8,11]. In the cytochrome b of P. falciparum (and
of other Plasmodium and of Toxoplasma), the F275 variant is naturally present. However
the parasite bci complex is highly sensitive to atovaquone. Thus other structural
variations would explain the differential sensitivity between the parasite and the

mammalian enzymes.

In order to explore further the determinants of resistance and sensitivity towards
atovaquone and RCQO06, we have constructed and analysed a series of yeast mutants
harbouring variants of the Q, site where yeast residues have been replaced by P.

falciparum or human equivalent.

MATERIALS AND METHODS

Materials: Equine cytochrome ¢, decylubiquinone and azoxystrobin are from sigma. Atovaquone was

provided by Dr Paul Stocks (Liverpool); RCQ06 was supplied by Prof. Paul O’Neil (Liverpoool).

Yeast mutants: The mutants have been generated by site-directed mutagenesis and mitochondrial
transformation as described in [8]. They have identical mitochondrial genomes with the exception of the
mutations introduced in the cytochrome b gene. The two series differed by the nuclear genetic

background: the human-like mutants were haploids in the W303-1B nuclear genetic background; the
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Plasmodium-like mutants were diploids (W303-1B x JC8). W303-1B derived from W303 (Thomas, B. . &
Rothstein, R. (1989) Cell 56, 619-630) JC8 derived from [2].

Measurement of quinol cytochrome c reductase activity in yeast mitochondria: Mitochondria were
prepared as in ([12]). Quinol cytochrome c reductase activity measurements were performed in 10mM
potassium phosphate pH 7, 0.01% (w/v) lauryl maltoside, 1mM KCN and 20uM equine cytochrome c at
room temperature. Mitochondria were diluted to 2-25 nM bc1 complex. Concentrations were determined
from reduced optical spectra, using €=28.5 mM-L.cm at 562nm minus 575nm. Activity was initiated by the
addition of decylubiquinol (1-20 uM). Cytochrome c reduction was recorded at 550nm versus 540nm over
a 1-min time-course in a Beckmann DU 640 spectrophotometer. Initial rates were measured. Vi, and Ky,
values derived from Eadie-Hofstee (v vs v/[S]) plots [3]. ICso values were determined by inhibitor titration.

The measurements were repeated at least twice and averaged.

Spectroscopic analysis of cytochromes in whole cells: Cytochrome absorption spectra of whole cells
were recorded at liquid nitrogen temperature after reduction by dithionite using a Cary 400
spectrophotometer (Varian, San Fernando, CA). The cytochrome concentration was estimated from the

reduced spectra as described in [9].

Western blot analysis: The concentration of mitochondrial proteins was determined using the Protein
Quantification Kit-Rapid (Fluka). Mitochondrial proteins were analyzed on denaturating 12% SDS-
polyacrylamide gels. SDS-PAGE was electrotransferred and immunodetection was carried out using the
chemiluminescent method from Pierce. Polyclonal antibodies against Cyt c1, Cyt b and Nam1 were raised
in the laboratory and were used at 1/30000 for Cyt c¢1 and 1/5000 for the two others. The polyclonal Anti-
Rip1 (1/3000) is from G. Biagini (Liverpool, UK).

Ligand docking and molecular modelling: Atovaquone was docked into the Q, site of yeast cytochrome
b (3CX5.PDB) as described in [7]. RCQ06 was docked into a 9A radius sphere centred on the 3-oxygen
atoms of cytochrome b residue E272 in the Q, site of 3CX5.PDB using EADock DSS via SWISSDOCK.

RESULTS AND DISCUSSION

complex activity

Comparison of the cytochrome b sequences (Fig.1A) shows that the Q, domain is
well conserved between organisms. There are however variations between the yeast,
P.falciparum and human cytochrome b. We constructed yeast strains harbouring
Plasmodium-like variations and human-like variations. The effect of the changes on bci

complex assembly and activity was first monitored (Table 1).

185



A

133-136 141 158-161

human LLLATMATAFMGYVLPWGQMSFWGATV I TNLLSAIPY IGTDLVQWIWGGYSVDSPTLTRF 178

bovine LLLTVMATAFMGYVLPWGQMSFWGATV I TNLLSAIPY IGTNLVEWIWGGFSVDKATLTRF 178

yeast IFILT IATAFLGYCCVYGQMSHWGATV I TNLFSAIPFVGNDIVSWLWGGFSVSNPTIQRF 179

Pfalciparum LFMIFIVTAFVGYVLPWGQMSYWGATVITNLLSSIPVA————VIWICGGYTVSDPTIKRF 169
- p78 283 295, 296, 299

human TPPHIKPEWYLFEYTILRSVPNKLGGVLALLLSI 298

bovine TPPHIKPEWYELFAYAILRSIPNKLGGVLALAFSI 298

yeast TPASIVPEWYBLPEYAILRSIPDKLLGV I TMFAAT 299

Pfalciparum TPSQIVPEWYELPEYAMLKTVPSKPAGLVIVLLSL 288

e K Kkkk -k

B

Figure 1. (A) Sequence comparison of the Q, site domain. In colour, the variant residues studied here. (B)
Location of the variant residues in the yeast bc; structure.

Six yeast mutants harbouring combinations of the eleven Plasmodium-like
variations were analysed (see Fig.1B for the location of these mutations within yeast
cytochrome b). PF7 that combined the eleven mutations including the four-residue
deletion A158-161 was respiratory growth deficient. The assembly of the bci complex
was little affected. The spectrophotomotric analysis of cytochromes in whole cells
showed that the level of cytochrome b signal in PF7 was 70-75% of the control signal.
SDS-page followed by Western blot analysis revealed a no decrease in the ISP
immunodetection signal. The cytochrome reductase activity of the mutant bci complex
was severely affected (8% of the WT activity). The same behaviour was observed with

mutants harbouring the A158-161 deletion alone (PF3) or combined with the point
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mutations (PF4) (Table 1): severe decrease in cytochrome c reductase activity, slight
decrease in cytochrome b level and no or slight (< 30%) decrease in ISP level. As
expected, PF3 and PF4 were respiratory growth deficient. It is likely that the loss of four
amino-acid residues in helix cd2 would induce a distortion of the yeast Q, site, affecting
the positioning of the quinone and resulting in an impairment of the electron transfer
activity. This suggestion is consistent with the observed decrease in kmin (the second-
order ‘affinity constant’ between substrate and enzyme) in the mutants harbouring the
A158-161 deletion, with relatively unchanged Km values. The combined amino-acid
substitutions in the region 275 - 299 (PF8) had no effect on the cytochrome ¢ reductase
activity. Introduction of the combined changes in the region 133-141 caused a two-fold
decrease in the bci complex activity (PF1). Interestingly, the activity was restored to
wild type level by the introduction of L275F (PF2). These three mutants showed wild

type respiratory growth, cytochrome b and ISP level.

Five yeast mutants with human-like variants at positions 275, 278 and 295 were
analysed. None of the changes, alone or combined, caused major activity defect (Table
1). F278A had a slightly deleterious effect (61% activity); the activity was restored to
80-90% when combined with L275F and to both L275F and M295L.

2. Sensitivity towards atovaquone

The sensitivity of the cytochrome c reductase activity towards atovaquone was
then monitored (Table 2). As previously reported, P. falciparum and yeast bc1 complexes
were highly sensitive to atovaquone while the bovine enzyme was less reactive. The
introduction of the mammalian variant L275F in the yeast enzyme rendered the yeast
bci complex resistant to atovaquone (ratio ICso L275F/ 1Cso WT of 40). However when
L275F mutation was combined to other P. falciparum variations, the impact of L275F

was weakened.

PF7 that combined all the Q, site variants was highly sensitive to atovaquone. The
substitution of residues CCVY133.13¢ VLPW / H141Y, written VLPWY in Table 1 (PF1),
slightly increased atovaquone sensitivity. Introduction of L275F in PF1 (PF2) resulted
in a 5-fold decrease in its sensitivity. However PF2 was 16-fold more sensitive than
L275F (L275F mutation in the unmodified yeast Q, site). The deletion A158-161 alone

(PF3) caused a 3-fold decrease in atovaquone sentivity (ICso value of 12). When that
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mutation was combined with the PF2 change to obtain PF4 (VLPWY/ A158-161/L275F),
a wild type sensitivity was restored. Finally, when combined with mutations of residues
283 - 299 (PF8), L275F conferred a moderate resistance to atovaquone that was 10-fold

weaker that the resistance caused by L275F in the unmodified yeast Q, site.

From these data, it appears that the atovaquone sensitivity of P.falciparum bcy
complex could be explained by a combination of variations (variations from the yeast Qo
site) that cancel the resistance effect of F275. We could hypothesise that the
Plasmodium-like Q, site has a larger volume that could accommodate atovaquone

despite a phenylalanine in position 275.

The three human-like mutations conferred resistance towards atovaquone. The
ICso increased 35-, 9- and 2.5-fold in L275F, F278A and M295L, respectively. The
combination of these mutations caused a further increase in the resistance. When
combined with amino-acid changes at positions 133 to 141 (CCVYiss-
136VLPW /H141F /L275F /F278A/M295L), the resistance towards atovaquone was decreased,
as observed with Plasmodium-like mutants. However, the modified human-like bci
complex remained 10-fold more resistant than the WT enzyme, with an ICso value of 40,
not far from the ICso of 75 obtained with the bovine enzyme. It could be suggested that
the combination of F275, A278 and L295 in human bci complex are responsible for the

differential sensitivity towards atovaquone.

For comparison, the azoxystrobin sensitivity /resistance of the two series of yeast
mutants was monitored (Table 2). While atovaquone is likely to bind at a position distal
to haem b, azoxystrobin has been shown to bind at a position proximal to the haem (ref
structure). Mutations L275F, F278A and M295L, alone and combined conferred
resistance to azoxystrobin. The triple mutant L275F/F278A/M295L had a marked
resistance (18-fold). Additional human-like changes in the 133-141 region (slightly)
decreased the resistance conferred by the triple change. The modified enzyme still
remained less susceptible to the drug. The 10-fold resistance of the mammalian enzyme
to azoxystrobin could thus be explained by the combination of F275, A278 and L295 in

the binding site.

PF8 that combined mutations in the region 275-299 showed an increased

resistance (13-fold). However the resistance was lost when the mutations in the region
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275-299 were combined with changes in region133-141 and the short deletion 158-161
(PF7). The other Plasmodium-like variants increased the sensitivity toward azoxystrobin
(PF3, PF1) and masked the slight resistance conferred by L275F (PF4, PF2). It is likely
that structural changes induced by VLPW/H141Y, and amplified by the 4-residue

deletion, stabilised azoxystrobin in the Q, pocket.

3. Sensitivity towards RQC06 and analysis of the molecular model for RCQ06
docking

As shown in Table 2, RCQO06 is a potent inhibitor of the plasmodial bc1 complex.
The bovine enzyme is inhibited at higher concentration with an IC50 of 40 (molar ratio).
The differential sensitivities towards RCQ06 and atovaquone between the Plasmodium
and mammalian enzymes are similar. The yeast enzyme was highly resistance to the
RCQO6 (ICso >500). In order to determine the molecular basis of that resistance, we
monitored the effect of the mutations in the Q, site on the sensitivity towards RCQO6.
Strikingly mutant L275F was over 50-fold more sensitive than WT. Thus RCQ06 binding
is likely to be stabilised by an aromatic residue at position 275, whereas the binding of
atovaquone was hindered by the bulkier residue. In the absence of L275F, none of the
other changes resulted in an increased sensitivity (ICso >500), with the exception of
M295L that had a weaker effect (ICso of 110). All the mutants carrying L275F in
combination with other modifications were sensitive towards RCQO06 (with ICso ranging

from 5 to 50).

By comparing the Plasmodium-like variants, it appears that modifications of the
residues in the region 133-141 had no impact on the stabilisation effect of L275F (PF2).
The introduction of the deletion A158-161 weakened the effect of L275F (PF4). Similarly
mutations in the 283-299 region (PF8) and the combined modifications of PF7 slightly
decreased the effect of L275F.

The human-like mutants gave similar results. The double and triple mutants that
combined L275F with M295L and/or F278A were as sensitive as L275F alone. The

additional modification in the region 133-141 has little effect on the sensitivity.

A molecular model of RCQ06 docked into the Q, site of the yeast bci complex is
presented in Fig.2. The model suggests that RCQ06 will bind relatively weakly to the

yeast Qo site (compared to i.e stigmatellin or myxothiazol) due to lack of significant H-
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bond associations with the ISP or cytochrome b. A very weak hydrogen bond (3.2 A) may
form between the slightly polar ester ether oxygen atom of RCQ06 and the imidazole
sidechain of ISP residue H181 (which would require that the [2Fe2S] cluster of the ISP is
reduced prior to binding). A more significant hydrogen bond may exist between the
sidechain of cytochrome b residue E272 and the heterocyclic carbonyl of RCQ06. Our
model predicts a separation of 4.1 A between these groups, and so the hypothesised
hydrogen bond would require the presence of a bridging water molecule, as has been
observed in crystal structures for other Q, site inhibitors. A stabilising
aliphatic/aromatic interaction (3.24, is predicted to occur between the sidechain of
L275 and the quinolone moiety of RCQ06. The data indicate that the determinant of the
sensitivity towards RCQO6 is a phenylalanine in position 275, which is naturally present
in plasmodial and mammalian cytochrome b. Inspection of the model presented in Fig.2
suggests that a favourable aromatic/aromatic interaction may be formed between F275
and the RCQ06 quinolone group, with a larger van der Waals contact area than that

observed for the proposed L275/RCQO06 interaction.

ISP:[2Fe25]
»
.‘ .
ISP:H181

\!! RCQC6 ://\__

w Y g

=7

Figure 2. Model of docking of RCQO06 into the bci complex Q, site

The molecular basis of the differential sensitivity between the plasmodial and the
mammalian enzyme is still to be explained. More remodelling of the yeast Q, site will be
required to obtain models with the same profile of inhibitor sensitivity than the human

and P. falciparum enzyme. The yeast mutants already available and to be constructed
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will be useful tools for the discovery and the analysis of new drugs with potential anti-

malaria activity and for the study of the development of resistance mutations.
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Table 1. Plasmodium- and human-like variations in yeast Qo site: activity and level of bc1 complex.

strain

WT1

PF7

PF3

PF4

PF1

PF2

PF8

WT2

Plasmodium-like variants
WT

VLPWY,A158-161,L275F,
R283K,M295V,F296L,I1299L

A158-161
VLPWY,A158-161,L275F
VLPWY
VLPWY,L275F
L275F,R283K,M295V,F296L,1299L
human-like variants
WT
L275F
F278A
M295L
L275F,F278A
L275F,F278A,M295L

VLPWEF,L275F,F278A,M295L

TN (%) (a)

100

14

12

52
105

107

100

111
61

123
81
47

89

Km (DQH; pM)

2.7

2.8

2.9
1.6
4.5
3.7

4.3

3.4
33
3.1
3.2
3.3
3.2

4.2

The multiple substitution CCVY133.13VLPW, H141Y/F is written as VLPWY/F

kmin (b)

59

11
22
46

38

29
32
20
37
23
13

23

(a) TN : turnover number, cytochrome c reduced per bci complex per second using 20 uM decylubiquinol
(Materials and Methods). The measurements have been repeated at least twice. The errors did not exceed
10% of the presented values (20%, for PF3, PF4 and PF8, with low activity). The values are presented as
% of the WT activity. TN were 147 and 88 s for WT1 and WT2, respectively. The two series of strains-
Plasmodium-like and human-like- had the same mitochondrial genome (with the exception of the
variations introduced in this study) but differed by the nuclear genetic background: the Plasmodium-like
mutants were diploids while the human-like mutants were haploids. The cytochrome c reductase activity
of samples prepared from yeast strains with different background varied significantly. The
resistance/sensitivity to the inhibitors were unaffected by the genetic background.

(b) Vimax / Km
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Table 2. Plasmodium- and human-like variations in yeast Q, site: sensitivity to atovaquone, RCQ06
and azoxystrobin

strain

PF7

PF3

PF4

PF1

PF2

PF8

enzyme source/ mutations

Plasmodium
Bovine (d)
yeast
yeast Plasmodium-like variants
WT

VLPWY,A158-161,L275F,R283K/
M295V,F296L,1299L

A158-161
VLPWY,A158-161,L275F
VLPWY
VLPWY,L275F
L275F,R283K,M295V,F296L,1299L
yeast human-like variants
WT
L275F
F278A
M295L
L275F F278A
L275F F278AM295L

VLPWF,L275F,F278A,M295L

atovaquone

3nM (b)

75

12

10

16

4
150 (x35)
35 (x9)
10 (x2.5)
200 (x50)
170 (x40)

60 (x15)

The multiple substitution CCVY133.136VLPW is written as VLPW

ICso inhibitor/[bci1] (a)

azoxystrobin RCQO6
nd 1.3 nM (c)
180 40
17 >500
10 30
6 >500
8 50
5 >500
16 10
220 40
17 >500
30 10
120 >500
44 90
130 6
160 10
140 10

a) Values are presented as ratio of ICs5o on the concentration of monomeric bci complex (estimated using
cytochrome optical signal as in Materials and Methods). For example, 4 molecules of atovaquone were
added per yeast WT monomeric bc: complex to inhibit the quinol cytochrome c reductase activity by 50%.

b) from [1]. In the same assay, ICso for bovine and human enzyme were approx 70 nM

c) from [2]

d) bovine mitochondria were kindly given by P. Rich, UCL, London.
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Annexe 2: Transfert du génome mitochondrial d'un fond génétique a
un autre par cytoduction

Cette méthode est basée sur la propriété du mutant kar1-1 a retarder la fusion
nucléaire lors du croisement d’'une souche Mat a avec une souche Mat a. En conséquent,
apres bourgeonnement des zygotes, une fraction des cellules est haploide avec le noyau
d’'un parent et le cytoplasme de l'autre. La combinaison de la mutation karl-1 avec la
mutation rho® offre, de ce fait, une méthode simple de transfert du génome

mitochondrial dans un nouveau fond génétique.

Exemple 1 : Transfert du génome mitochondriale WT de la souche CK dans la
souche CW

La souche CK[WT] (Mat a, leul, kar1-1) est croisée avec la souche CW[rho] (Mat a, adeZ-

1, his3, leu2-3, 112 trp1-1, ura3-1) sur milieu non fermentescible (glucose). Apres 24h a
28°C, les levures sont isolées par étalements successifs de fagon a obtenir des colonies
isolées sur un milieu glucose pauvre en adénine. 48h apres, on distingue deux
populations de colonies: des blanches et des rouges. Les colonies blanches
correspondent aux souches CK ou diploides tandis que les colonies rouges
correspondent aux souches CW. Elles sont rouges car elles accumulent, a cause de la
mutation ade2-1, un produit de la biosynthese de I'adénine qui apreés oxydation devient
rouge. Les souches CW peuvent étre soit [WT] soit [rho?]. Pour les différencier, les
colonies sont répliquées a 'aide d’'un velour sur un milieu respiratoire ; les clones qui

poussent sur ce type de milieu sont les [WT].

Exemple 2 : Transfert du génome mitochondriale WT de la souche CK dans la
souche AD1-9 (Mat a, ura3, hisl, yorlA:hisG, snq2A::hisG, pdr5A:: hisG,
pdr10A ::hisG, pdr11A ::hisG, ycf1A ::hisG, pdr3A ::hisG, pdr15A ::hisG, pdr1A ::hisG)

Dans ce cas-ci, on ne peut pas distinguer deux types de colonies sur milieu glucose
pauvre en adénine. Les colonies sont donc répliquer sur milieu minimum, milieu

minimum complémenté avec de la leucine et milieu respiratoire.
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Tableau : Croissance des souches sur différents milieux

Milieu CK[WT] CK[rho] CW[WT] CW][rho°] Diploide
minimum - - - - +
minimum-+leucine + + - - +
respiratoire + - + - +

Exemple 3 : Cas des mutants respiratoires mit-

Dans le cas des mutants respiratoires mit-, on ne peut pas distinguer ces mutants des
rho® sur un milieu non fermentescible. Pour les différencier, il est nécessaire de croiser
les clones avec une souche testrice c'est-a-dire une souche possédant également une
mutation conférant un phénotype respiratoire. La souche issue du croisement des deux

mutants mit- est capable de croitre sur milieu respiratoire.

Annexe 3: Détermination de la nature d'une mutation « supresseur »

d’'un mutant mit-

Afin de déterminer si la mutation « suppresseur » est d’origine nucléaire (récessive ou
dominante) ou mitochondriale, on doit procéder a plusieurs croisements qui seront
ensuite répliquer sur milieu minimum afin de sélectionner les souches diploides puis sur

milieu respiratoire pour controler le phénotype.
Tableau : Détermination de la nature du suppresseur

Croissance sur milieu respiratoire si le suppresseur est :

Diploide

provenant de:

Nucléaire dominant  Nucléaire récessif Mitochondrial

Sup rho® x WT mit- + - -

Sup mit- x WT rho® + - +

Les rho® ont été obtenues apres traitement au BET
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Annexe 4: Cartographie d'une mutation mitochondriale par

croisement avec des souches testrices

Exemple : Sup1 du Chapitre II-A

Dans le but d’identifier le Sup1, nous avons traités la souche portant la mutation au BET.
Les souches rho- obtenues sont croisées avec la souche G143A avec intron afin
d’identifier la souche rho- ayant conservée la mutation « suppresseur ». Cette souche est
ensuite croisée avec une collection de souches testrices mit (ici, des souches ayant une
mutation soit dans les génes codant pour des sous-unités de la cytochrome oxydase soit
dans CYTB) afin d’identifer la région ou est localisée Sup1. La mutation compensatrice a

été localisée dans la région incluant COX1, ATP6, ATP8 et ENSZ.

G143A G143A
Glycérol- Glycérol- Glycérol- Glycérol-
Glycérol+ Glycérol -

O \Supl \Supl
X X

Glycérol - l Glycérol - Glycérol-l Glycérol -

Sup1 Sup1
Glycérol + Glycérol -

Figure : Localisation de la mutation « suppresseur ».
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